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ABREVIATIONS

SHT; : Serotonin type 1 receptor (Récepteur de type 1 a la sérotonine)
SHT2a : Serotonin type 2A receptor (Récepteur de type 2A a la sérotonine)
SHTj; : Serotonin type 3 receptor (Récepteur de type 3 a la sérotonine)

7N : Facial nerve nucleus (Noyau du nerf facial)

Aia : Adrenergic receptor 1A (Récepteur adrénergique 1A)

Aza : Adrenergic receptor 2A (Récepteur adrénergique 2A)

AANAT : Aralkylamine N-acetyltransferase (Aralkylamine N-acétyltransférase)
AChE : Acetylcholinesterase (Acétylcholinestérase)

AEA : Anandamide (N-arachidonoylethanolamide)

AMP : Adenosine monophosphate (Adénosine monophosphate)

AP2 : Adaptor protein 2 (Protéine adaptatrice 2)

BB2 : Bombesin type 2 receptor (Récepteur a la bombésine de type 2)
BChE : Butyrylcholinesterase (Butyrylcholinestérase)

CA1/3 : Ammon’s horn region 1/3 (Corne d'Ammon région 1/3)

CaMKII : Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II (Protéine kinase dépendante du
calcium/calmoduline de type II)

CAT : Central acoustic tract nucleus (Noyau du tractus acoustique central)

CB1 : Cannabinoid receptor type 1 (Récepteur cannabinoide de type 1)

CB2 : Cannabinoid receptor type 2 (Récepteur cannabinoide de type 2)

CBD : Cannabidiol (Cannabidiol)

CCI : Chronic constriction injury (Lésion par constriction chronique)

CCRS : C-C chemokine receptor type 5 (Récepteur a C-C chimiokine de type 5)

CDC : Centers for Disease Control and Prevention (Centres de contrdle et de prévention des
maladies)

CGRP : Calcitonin gene-related peptide (Peptide relié au gene de la calcitonine)

CINP : Chemotherapy-induced neuropathic pain (Douleur neuropathique induite par la
chimiothérapie)

DR : Dorsal raphe nucleus (Noyau du raphé dorsal)
DRG : Dorsal root ganglia (Ganglions rachidiens)

DRt : Dorsal reticular nucleus (Noyau réticulaire dorsal)



DSM-5 : Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 5th Edition (Manuel
diagnostique et statistique des troubles mentaux, Se édition)

ECIC : External cortex of the inferior colliculus (Cortex externe du colliculus inférieur)
ED50 : Effective Dose 50 (Dose efficace 50)
eGFP : Enhanced green fluorescent protein (Protéine fluorescente verte améliorée)

ERK1/2 : Extracellular signal-regulated kinases 1/2 (Kinases régulées par les signaux
extracellulaires 1/2)

Eve : Vestibular nerve effluent nucleus (Noyau d'origine des efférences du nerf vestibulaire)
GABA : Gamma-Aminobutyric Acid (Acide y-aminobutyrique)

GAL-1 : Galanin receptor 1 (Récepteur a la galanine 1)

GDP : Guanosine diphosphate (Guanosine diphosphate)

Gi : Gigantocellular reticular nucleus (Noyau réticulaire gigantocellulaire)

GlyR : Glycine receptor (Récepteur a la glycine)

GPR : G-protein-coupled receptor (Récepteur couplé aux protéines G, appellation des
récepteurs orphelins)

GRK : G-protein-coupled receptor kinases (Kinases des récepteurs couplés aux protéines G)
GTP : Guanosine triphosphate (Guanosine triphosphate)

IASP : International Association for the Study of Pain (Association internationale pour 1'étude
de la douleur)

IB4 : Isolectin B4 (Isolectine B4)

ICD-11 : International Classification of Diseases, 11th Edition (Classification internationale
des maladies, 11e édition)

IFNy : Interferon gamma (Interféron gamma)

IL : Interleukins (Interleukines)

Int : Interposed cerebellar nucleus (Noyau cérébelleux interposé)

K2P : Two-pore domain potassium channel (Canal potassique a domaine a deux pores)
Kir3 : Inward rectifier potassium channel 3 (Canal potassique rectifiant vers 1'intérieur 3)
KO : Knock-out (Animal knock-out)

Kv : Voltage-gated potassium channel (Canal potassique activé par le voltage)

Lat : Lateral dentate cerebellar nucleus (Noyau cérébelleux denté latéral)

LC : Locus coeruleus (Locus cceruleus)

LENK / Leu-enk : Leu-enkephalin (Leu-enképhaline)

LL : Lateral lemniscus (Lémnisque latéral)

LPGi : Lateral paragigantocellular nucleus (Noyau latéral paragigantocellulaire)



MAPK : Mitogen-activated protein kinase (Protéine kinase activée par les siganux mitogenes)
Med : Medial cerebellar nucleus (Noyau cérébelleux médian)

MENK/Met-enk : Met-enkephalin (Met-enképhaline)

MnR : Median raphe nucleus (Noyau du raphé médian)

MS : Median septum (Septum médian)

Nay : Voltage-gated sodium channel (Canal sodium activé par le voltage)

NF200 : Neurofilament 200 (Neurofilament 200)

NF«B : Nuclear factor kappa B (Facteur nucléaire kappa B)

NGF : Nerve growth factor (Facteur de croissance des nerf)

NMDA : N-Methyl-D-aspartate (N-Méthyl-D-aspartate)

NOP : Nociceptin/orphanin FQ opioid receptor (Récepteur opioides a la nociceptin/orphanine

FQ)

OIH : Opioid-induced hyperalgesia (Hyperalgésie induite par les opioides)

OMS : World Health Organization (Organisation mondiale de la santé)

P2X3 : Purinergic receptor P2X3 (Récepteur purinergique P2X3)

PAG : Periaqueductal gray (Substance grise périaqueducale)

PBP : Pigmented parabrachial nucleus of the VTA (Noyau pigmenté parabrachial de la VTA)

PcRtA : Parvocellular reticular nucleus pars alpha (Partie alpha du noyau réticulé
parvocellulaire)

Pir : Piriform cortex (Cortex piriforme)

PKA : Protein kinase A (Protéine kinase A)

PKC : Protein kinase C (Protéine kinase C)

PnC : Caudal pontine reticular nucleus (Noyau réticulaire pontin, partie caudale)
PnO : Oral pontine reticular nucleus (Noyau réticulaire pontin, partie orale)
POMC : Pro-opiomelanocortin (Pro-opiomélanocortine)

PPARY : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (Récepteur gamma activé par les
proliférateurs de peroxysomes)

Pr5 : Principal sensory trigeminal nucleus (Noyau principal sensoriel du trijumeau)
pSNL : Partial sciatic nerve ligation (Ligature partielle du nerf sciatique)

Ptg : Pediculotegmental nucleus (Noyau pédiculotegmental)

RCPG : G-protein-coupled receptor (Récepteur couplé aux protéines G)

RMC : Magnocellular red nucleus (Noyau rouge, partie magnocellulaire)

RMg : Raphe magnus nucleus (Noyau du raphé magnus)



RtTg : Reticulotegmental nucleus of the pons (Noyau réticulotegmental du pont)

RVM : Rostral ventromedial medulla (Bulbe rachidien rostral ventromédian)

SC : spinal cord (moelle épiniere)

SCI : Spinal cord injury (Lésion de la moelle épinicre)

SNI : Spared nerve injury (Lésion du nerf « épargné »)

SNL : sciatic nerve ligation (Ligature du nerf sciatique)

SP : Substance P (Substance P)

Sp5 : Spinal trigeminal nucleus (Noyau trigéminal spinal)

Sp5c : Caudal spinal trigeminal nucleus (Noyau trigéminal spinal, partie caudale)

SPO : Superior paraolivary nucleus (Noyau supérieur paraolivaire)

THC : A9-Tetrahydrocannabinol (A9-Tétrahydrocannabinol)

TM : Transmembraine domaine (domaine transmembranaire)

TNFa : Tumor necrosis factor alpha (Facteur de nécrose tumorale alpha)

TRPA : Transient receptor potential ankyrin (Récepteur a potentiel transitoire a Ankyrine)
TRPM : Transient receptor potential melastatin (Récepteur a potentiel transitoire a Melastatine)
TRPYV : Transient receptor potential vanilloid (Récepteur a potentiel transitoire Vanilloide)
Tz : Trapezoid body nucleus (Noyau du corps trapézoide)

UGT : UDP-glucuronosyltransferase (UDP-glucuronosyltransférase)

VCA : Ventral cochlear nucleus (Noyau cochléaire ventral)

VDAC-1 : Voltage-dependent anion channel 1 (Canal anionique dépendant du voltage 1)

VDB : Vertical limb of the diagonal band of Broca nucleus (Noyau de la branche vertical de la
bande diagonale de Broca)

Ve : Vestibular nucleus (Noyau vestibulaire)

VGCC : Voltage-gated calcium channel (Canal calcium activé par le voltage)

VIH : Human immunodeficiency virus (Virus de 1'immunodéficience humaine)
VTAR : Ventral tegmental area rostral part (Aire tegmentale ventrale, partie rostrale)

a7-nACh : Alpha 7 nicotinic acetylcholine receptor (Récepteur nicotinique a l'acétylcholine
alpha 7)

0 : Delta opioid receptor (Récepteur opioide delta)
k : Kappa opioid receptor (Récepteur opioide kappa)

1 : Mu opioid receptor (Récepteur opioide mu)
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PARTIE 1 : DOULEUR

I. La douleur physiologique

Attention !

Ne mets pas tes mains
sur les portes, tu risques
de te faire pincer tres fort.

Figure 1: Message préventif de la
RATP, montrant Serge le lapin ressentant
une vive douleur due a un pincement
(stimulus nociceptif).

La douleur est définie par I’association
internationale pour 1’étude de la douleur (IASP)
comme une expérience  sensorielle et
émotionnelle désagréable associée a, ou
ressemblant a celle associée a une 1ésion tissulaire
réelle ou potentielle (Raja et al., 2020).
Traditionnellement on distingue 3 composantes a
la douleur: sensori-discriminative (intensité,
localisation, durée, modalité), motivationnelle /
émotionnelle (aspect aversif, désagréable,
pénible) et cognitive (sens, interprétation ;
(Melzack & Casey, 1968). La douleur est une
expérience personnelle, trés variable d’un
individu a DPautre, et qui est influencée a des
degrés divers par des facteurs biologiques (la
diversit¢ ~ génétique, 1’age, le  sexe),
psychologiques  (’humeur, les  attentes,
I’attention, le stress, les émotions), et sociaux
(I’environnement social, la culture, la classe

sociale, le genre) (Fillingim, 2017).

La douleur est I’interprétation consciente de I’information nociceptive. La nociception

est définie comme le processus neural d’encodage des stimuli nociceptifs, c’est-a-dire

dommageables ou menagant d’endommager les tissus de I’organisme (Loeser & Treede, 2008).

Ainsi, la nociception comprend les processus de détection, transduction, encodage et

transmission du message nociceptif du site d’origine vers les structures cérébrales supérieures

ou ces informations pourront étre interprétées ou non comme douloureuses.
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1. Classification des types de douleurs

Une des classifications les plus communes des types de douleur se base sur leur
physiopathologie : les douleurs peuvent alors &tre nociceptives, neuropathiques ou
nociplastiques. Les douleurs nociceptives sont des douleurs résultant d'une 1ésion avérée ou
menacant de 1'étre, d'un tissu non nerveux et résulte de l'activation des nocicepteurs. Ce terme
décrit généralement des douleurs résultant de 1’activation du systeme nerveux somatosensoriel,
réseau de structures neuronales impliqué dans la perception haptique, la proprioception, la
thermoception mais aussi la nociception. Les douleurs neuropathiques, quant a elles, sont
définies comme des douleurs causées par une lésion ou une maladie du systetme nerveux
somatosensoriel (Trouvin & Perrot, 2019). Cependant, ces deux termes laissant de coté de
nombreux patients éprouvant des douleurs sans activation évidente des nocicepteurs ni 1ésion
ou maladie du systeme nerveux, le concept de douleurs nociplastiques a été développé. Ainsi,
les douleurs nociplastiques résultent d’une altération de la nociception malgré l'absence de
preuve d'une lésion tissulaire réelle ou potentielle entrainant l'activation des nocicepteurs
périphériques, ou de preuve d'une maladie ou d'une l€sion du systetme somatosensoriel a

l'origine des douleurs (i.e. Fibromyalgie).

Une autre classification usuelle se base sur la durée des symptomes douloureux. Ainsi,
des douleurs de courte durée seront considérées comme aigués et des douleurs dont les
symptomes douloureux persistent au-dela de 3 mois seront considérées comme des douleurs

chroniques (Merskey & Bogduk, 1994).

A noter qu’il existe d’autres classifications qui reposent sur la localisation anatomique des

douleurs, leurs étiologies ou encore leurs intensités (Orr et al., 2017).



2. Le systeme nociceptif

Fibres A& Y
Myélinisées T —
Rapides .

-
-
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Ganglions
rachidiens
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e F!bres M) nociceptives * Marqueurs :
@ FibresC o |B4 (non-peptidergique.)
o CGRP & SP (peptidergique)

Corne dorsale
de la
moelle épiniére

Terminaison
libre des
nocicepteurs

Figure 2: Schéma général illustrant la détection d’'un stimulus nociceptif et la transduction du
signal nociceptif par les fibres afférentes primaires de la périphérie vers la corne dorsale de
la moelle épiniere. Les différentes étapes sont détaillées dans les paragraphes ci-dessous.
Une des fonctions vitales de 1’organisme est de traiter les informations relatives a
I’imminence d’une lésion afin d’éviter la survenue d’une telle 1ésion. Le systéme nociceptif,
permet la détection, la transmission et le traitement des informations nociceptives
préjudiciables ou potentiellement préjudiciables pour 1’organisme. Les nocicepteurs
(Sherrington, 1906) sont les fibres spécialisées qui vont détecter les stimuli nociceptifs grace
aux différents récepteurs exprimés par leurs terminaisons libres présentes dans la peau mais
aussi les muscles, les organes internes ou encore les articulations. Ils peuvent €tre activés par
3 modalités de stimuli : mécanique, thermique et chimique. Ces fibres sont portées par des
neurones en T de type pseudo-unipolaire dont les corps cellulaires sont situés dans les
ganglions rachidiens (DRG, dorsal root ganglion). A la suite de la détection d’un stimulus

nociceptif, les fibres afférentes primaires, systématiquement excitatrices, transmettent le
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message a la corne dorsale de la moelle épinicre, premier lieu d’intégration de I’information

nociceptive (McMahon & Koltzenburg, 2006).

A. Nocicepteurs et fibres afférentes primaires

Les nocicepteurs se différencient en deux groupes. Tout d’abord, les fibres Ad
myélinisées, de diametre moyen et traditionnellement considérées comme transmettant une
premiere sensation de douleur, rapide et bien localisée. La présence de myéline est associée a
une vitesse de conduction du signal électrique plus rapide. D’un point de vue fonctionnel, les
fibres A peuvent étre subdivisées en deux groupes. Les fibres Ad de type I répondent aux
stimuli mécaniques et chimiques a des seuils modérés et aux stimuli thermiques au chaud avec
des seuils de détection tres élevés (>53°C). Les fibres Ad de type II ont un seuil de détection
de la chaleur plus bas (>46°C) et un seuil de détection des stimuli mécaniques tres haut
(Basbaum et al., 2009). Par ailleurs, certaines fibres Ad sont aussi activées par des stimuli

thermiques et nociceptifs froids (Cain et al., 2001).

Le deuxieme grand groupe de fibres nociceptives correspond aux fibres C non-
myélinisées de faible diametre qui transmettent une sensation de douleur plus lente, diffuse et
persistante. Ces fibres sont pour la plupart polymodales, c’est-a-dire qu’elles répondent aux
stimuli mécaniques, thermiques chauds et froids ainsi que chimiques. Les fibres C peuvent
aussi &tre divisées en deux sous populations, cette fois-ci d’un point de vue neurochimique.
Une population de fibres C peptidergiques exprime le peptide lié au géne de la calcitonine
(CGRP), et la substance P (SP). Une population de fibres C non-peptidergiques est caractérisée
par sa liaison a I’isolectine B4 (IB4) du fait d’une forte teneur en a-D galactose (Fullmer ef al.,
2004). 11 convient de souligner que toutes les fibres C ne sont pas nociceptives. Certaines
relayent les informations liées aux démangeaisons et d’autres, les fibres C-LTMR (low
threshold mechanical receptor), sont impliquées dans la transduction des sensations tactiles
légeres (Bell 2018). Par ailleurs, les fibres AR fortement myélinisées et essentiellement
impliquées dans la transduction de signaux sensoriels non nociceptifs auraient, pour certaines,
des caractéristiques similaires aux fibres Ad de type I et pourraient étre impliquées dans la

douleur chronique (Djouhri & Lawson, 2004).
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B. Récepteurs et canaux : Détection du message nociceptif

peau

Ve T — | |
stimulus

nociceptif
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T sz ook P2X3
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%

Figure 3: Schéma illustrant la détection d’un stimulus nociceptif par les nocicepteurs, les

Terminaison
libre des
nocicepteurs

A

différents récepteurs impliqués dans cette détection et les modalités qu’ils détectent.

Les stimuli nociceptifs au chaud sont détectés principalement des canaux de la famille
des TRP (Transient Receptor Potential), plus particulicrement par le récepteur TRPV
(Vanilloide) 1 qui est activé par des températures supérieures a 43°C mais aussi par la
capsaicine qui donne la sensation de chaleur lorsqu’on mange du piment. Le récepteur TRPV1
est exprimé dans la majorité des fibres nociceptives sensibles a la chaleur (Caterina et al.,
1997). Par ailleurs, des études ont révélé que des souris n’exprimant pas ce récepteur voyaient
leur capacité a détecter les stimuli nociceptifs au chaud clairement diminuée (Caterina et al.,
2000). L’implication du TRPV?2, exprimé dans une sous population de fibres Ad, a aussi été

décrite dans la détection de températures supérieures a 52°C.

Un autre récepteur de la famille des TRP se distingue, quant a lui, par sa capacité a
détecter les stimuli thermiques d’un froid modéré, il s’agit du récepteur TRPM (Mélastatine) 8
qui est activé par les températures non nociceptives inférieures a 25-30°C mais aussi par le

menthol (Peier et al., 2002). En effet, les souris déficientes pour le récepteur TRPMS ont une
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sensibilité au froid modéré nettement diminuée (Dhaka et al., 2007) mais leur sensibilité au
froid intense reste inchangée. D’un autre c6té, des recherches utilisant des souris knock-out ont
indiqué que le récepteur TRPA (Ankyrine) 1 serait impliqué dans la détection de stimuli

thermiques nociceptifs d’un froid intense, inférieur a 0°C (Kwan et al., 2006).

Encore aujourd’hui, la détection par les neurones nociceptifs des informations
mécaniques nociceptives aigiies reste largement inconnue. Divers candidats ont été identifiés
dans des modeles d’invertébrés comme les canaux PIEZO 2, les canaux K2P, les récepteurs
P2X3 , les récepteurs TRPA1, ou encore les canaux ASIC (Acid-Sensing lon Channel) (Hill &
Bautista, 2020). Le role de PIEZO 2 a été démontré chez des souris grace a une délétion
conditionnelle du récepteur dans les neurones sensoriels. Ces souris présentent une sensibilité
tactile accrue, et une nociception mécanique diminuée en I’absence du récepteur (Zhang et al.,
2019). Cependant, chez le rongeur, bien que le role des 3 autres récepteurs dans la sensibilité
mécanique non-nociceptive ait été¢ largement démontré, leur implication dans la détection de
signaux mécaniques nociceptifs a été révélée seulement dans des conditions de sensibilisation

a la douleur et non en condition basale (Hill & Bautista, 2020).

Enfin, la détection des stimuli chimiques est assurée par différents acteurs qui peuvent
détecter autant les substances exogenes potentiellement dangereuses, que les molécules
endogénes libérées lors d’une 1ésion ou d’une inflammation. Les canaux ASICs, sont des
canaux ioniques activés par les protons, ils sont activés par une acidification du milieu
extracellulaire qui intervient lors de 1ésions, ou dans des conditions d’inflammation ou
d’ischémie (Kellenberger & Schild, 2015). Les récepteurs TRPV1 sont également activés par
I’acidification du milieu extracellulaire (Nilius & Szallasi, 2014). Par ailleurs, les récepteurs
TRP sont activés par diverses molécules exogenes. On peut citer notamment : la capsaicine
contenue dans le piment pour le TRPV1, le menthol pour le récepteur TRPMS, ou encore des

molécules présentes dans la moutarde et 1’ail pour les TRPAT1 (Bell, 2018).
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C. Les ganglions rachidiens
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Figure 4: Schéma illustrant la transduction du signal nociceptif par les fibres afférentes
primaires dont les corps cellulaires sont localisés dans les ganglions rachidiens. Les propriétés
des fibres sont indiquées dans [’encadreé.

Les ganglions rachidiens, sont des ganglions nerveux disposés de part et d’autre de la
moelle épiniere et qui contiennent les corps cellulaires des fibres sensorielles primaires
responsables de la transduction de I’information sensorielle, nociceptive ou non-nociceptive.
Chaque paire est associée a un segment particulier de la moelle épiniere et est logée dans les
neuroforamen qui désignent les poches situées entre les vertebres. Les corps cellulaires associés
aux fibres nociceptives sont reconnaissables par leur taille mais également grace a des
marqueurs spécifiques détectables par immunohistochimie. Les corps cellulaires des fibres C
sont de petit diametre (10-30 um). Lorsque celles-ci sont peptidergiques elles expriment la SP
ou le CGRP, lorsqu’elles sont non peptidergiques, elles se lient a I’'IB4. Les corps cellulaires
des fibres Ad sont de diametre moyen (30-50 um) en comparaison a ceux des fibres A} non
nociceptives de grand diametre (>50 um), (Ruscheweyh et al., 2007; Chen et al., 2013). Tous
deux expriment le Neurofilament 200 (NF200), (Lawson & Waddell, 1991).
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Figure 5: organisation

neurone (gris) - cellules
gliales satellites (bleu)
au sein des ganglions
rachidiens.

Parmi les cellules présentes dans les DRGs, se trouvent aussi
des cellules gliales : les cellules gliales satellites et les cellules de
Schwann. Les cellules gliales satellites enveloppent étroitement les
corps cellulaires des neurones formant une organisation unique
neurone-glie qui permet des interactions privilégiées entre ces deux
acteurs. Elles interviennent ainsi dans le contrdle de
I’environnement extracellulaire du neurone qu’elles entourent
(Hanani & Spray, 2020). Elles interviennent également lors de
1ésion des nerfs ou d’inflammation, conditions qui vont activer les

cellules gliales satellites et ainsi mener a une libération de

médiateurs inflammatoires qui vont modifier les propriétés des

neurones a proximité (Hanani & Spray, 2020). Les cellules de Schwann quant a elles sont

majoritairement connues pour leur role dans la myélinisation des axones permettant une

conduction de I’information rapide et efficace. Il existe des cellules de Schwann myélinisantes

et non-myélinisantes qui vont fournir un soutien structural et métabolique aux axones. Les

cellules de Schwann jouent un réle important lors de 1ésions nerveuses car elles permettent et

soutiennent la régénération des nerfs en question, fonction particuliecrement importante dans

des cas de douleurs neuropathiques associées a des lé€sions des nerfs périphériques (Taveggia

& Feltri, 2022).
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D. Intégration dans la moelle épiniere
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Figure 6: Schéma illustrant la transduction du signal nociceptif par les fibres afférentes
primaires vers les différentes laminae de la corne dorsale de la moelle épiniere.

A la suite de la détection d’un stimulus nociceptif, les fibres afférentes primaires
transmettent le message a la moelle épiniere, premier lieu d’intégration de I’information
nociceptive. La « maticre grise » de la moelle épiniere est subdivisée en 10 laminae sur la base
de leur cytoarchitecture (Rexed, 1952), réparties dans deux grandes subdivisions : la corne
dorsale qui est impliquée principalement dans la réception des informations sensorielles et
nociceptives (laminae I a VI), et la corne ventrale qui est impliquée principalement dans les
fonctions motrices. Les fibres nociceptives projettent principalement dans les laminae
superficielles de la corne dorsale, a savoir les laminae I et II. Ainsi, les fibres Ao innervent
majoritairement la lamina I, les fibres C peptidergiques les laminae I et II et les fibres C non-
peptidergiques la lamina III. Les fibres AP non nociceptives innervent quant a elles les laminae

IIT a V. Ces fibres transmettent 1’information nociceptive aux neurones de projection, soit par
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contact direct, soit via un réseau local d’interneurones inhibiteurs et excitateurs. Les neurones
de projection vont a leur tour transmettre l’information nociceptive vers les centres

supraspinaux (Bell, 2018).

E. Projection vers les centres supraspinaux
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Figure 7 : Schéma illustrant les 3 voies ascendantes principales transmettant les informations
nociceptives vers les centres supraspinaux.

Pour étre interprétées comme douloureuses, les informations nociceptives doivent étre
transmises aux structures supraspinales. Les neurones de projection sont localisés dans la
lamina I mais aussi dispersés dans les laminae III a VI. Ils sont le point de départ de nombreuses
voies ascendantes distinctes dont les principales sont: la voie spino-thalamique (voie

majoritaire chez I’humain), la voie spino-réticulo-thalamique, et la voie spino-
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mésencephalique (Millan, 1999). Les voies spino-thalamique et voie spino-mésencéphalique
subissent une décussation dans la moelle épiniere pour atteindre leur cible supraspinale du c6té

controlatéral au stimulus nociceptif.

La voie spino-thalamique est une voie directe vers de nombreux noyaux thalamiques ou
les neurones effectuent un relais vers le cortex primaire somatosensoriel, mais aussi la
substance grise périaqueducale (PAG, Periaqueductal Gray). Cette voie est indispensable a la
composante sensori-discriminative de la douleur, ¢’est-a-dire I’intensité et la localisation du

stimulus.

La voie spino-mésencéphalique est une voie véhiculant les composantes affectives,
émotionnelles et motivationnelles de la douleur. Dans cette voie, les neurones de la moelle
épiniere vont projeter vers la formation réticulée rostrale ventro-médiane aussi appelé bulbe
rachidien rostral ventro-médian (RVM, Rostral Ventromedial Medulla), vers la substance grise
périaqueducale, mais aussi vers le noyau parabrachial qui, a son tour, enverra des projections
vers I’amygdale et I’hypothalamus, et enfin vers les noyaux intralaminaires du thalamus qui

projettent vers 1’insula et le cortex cingulaire.

La voie spino-réticulo-thalamique, ou voie des cordons dorsaux, est impliquée dans les
douleurs diffuses potentiellement liées aux douleurs viscérales. Dans cette voie, les neurones
de la moelle épiniere projettent vers les noyaux graciles et cunéens ipsilatéraux ou ils contactent
des neurones qui a leur tour projettent vers les noyaux ventro-postérieurs thalamiques
controlatéraux. Ce passage, vers le coté controlatéral se fait via la décussation lemniscale. Les
neurones des noyaux ventro-postérieurs thalamiques projettent, quant a eux, vers le cortex

insulaire.

Ainsi, de nombreuses structures supraspinales participent a I’intégration et au traitement
du message nociceptif, chacune étant impliquée dans différentes dimensions de 1’expérience
douloureuse. En plus de celles citées ci-dessus, d’autres structures sont également impliquées
dans I’intégration de ce message douloureux, tel que révélé par des études d’imagerie
fonctionnelle par résonnance magnétique (Hayes & Northoff, 2012). Parmi elles, I’hippocampe
aurait un rdle a la fois dans le traitement de 1’information douloureuse et sa modulation (Fasick
et al., 2015). En effet, des études ont démontré que I’injection d’un anesthésique local, la
lidocaine, dans le gyrus denté, produisait une analgésie (McKenna & Melzack, 1992), mais
aussi qu’une lésion de I’hippocampe altérait la perception du message nociceptif (Al Amin et

al., 2004).
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F. Modulation endogéne de la douleur et controle descendants

Les contrdles descendants sont des voies qui projettent de régions du tronc cérébral vers la
moelle épiniere (SC, spinal cord) et qui permettent soit de faciliter, soit d’inhiber la
transmission spinale des informations nociceptives. Ces mécanismes sont complexes et seul un
bref apercu en sera donné ici (pour une revue détaillée voir Millan, 2002). Les controdles
descendants ont pour origine des structures supra spinales diverses dont le cortex cérébral, les
structures limbiques, I’hippocampe, I’hypothalamus, le noyau parabrachial, le noyau du tractus
solitaire, la PAG, la RVM, le locus coeruleus (LC) ou encore le noyau réticulaire dorsal (DRt,
Dorsal Reticular nucleus). Parmi ces structures, 1’axe PAG-RVM-SC a été largement étudié.
Les neurones de la PAG projettent dans la RVM qui elle-méme projette directement dans la
corne dorsale de la moelle épiniere sur des interneurones et des neurones de projection des
voies ascendantes. La RVM est composée de cellules dites de type ON ou OFF, participant
respectivement aux controles descendants facilitateurs ou inhibiteurs, permettant ainsi une

modulation du message nociceptif (Chen et al., 2013).

De nombreux systemes neuromodulateurs sont impliqués dans cette modulation des
informations nociceptives, notamment la sérotonine, la noradrénaline, mais aussi les peptides
opioides. Leur libération au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere participe
directement a la modulation de la nociception. Le role du systeme opioide dans la modulation
de I’information nociceptive sera détaillé dans la partie « Systeme Opioide ». Le systeme
endocannabinoide est également impliqué dans cette modulation (voir Le systéme

endocannabinoide dans la douleur).

3. Inflammation

Un stimulus nociceptif peut par son role de signal d’alarme permettre d’éviter une
Iésion ou une blessure mais lorsque la 1ésion survient malgré tout, celle-ci donne lieu a une
inflammation. L’inflammation sert notamment a limiter les dommages, a contenir l'infection,
a éliminer les agents pathogenes et les débris, et a faciliter la cicatrisation. Elle peut également

devenir pathologique en cas d’inflammation chronique.

Au niveau moléculaire, 1’'inflammation est causée par des altérations dans la
composition chimique du milieu entourant la fibre nerveuse. La modification de cet
environnement est due a la libération de substances médiatrices de 1’inflammation par les
cellules environnantes : les cellules 1ésées (cellules endothéliales, kératinocytes, fibroblastes),

les nocicepteurs, les cellules gliales, mais aussi les cellules du systtme immunitaire
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(mastocytes, basophiles, plaquettes, macrophages, neutrophiles) recrutées au niveau du site de
lIésion ou d’inflammation. Le cocktail de molécules libérées par ces cellules est nommé « soupe
inflammatoire ». Parmi les molécules de signalisation qui la composent se trouvent des
neurotransmetteurs (ATP, sérotonine), des protons, des facteurs de croissance (NGF, nerve
growth factor), des lipides (prostaglandines), les endocannabinoides, divers peptides (CGRP,
SP, bradykinine, histamine), des cytokines (IL, Interleukines), etc. (Julius & Basbaum, 2001;
Basbaum et al., 2009; Gangadharan & Kuner, 2013).

L’inflammation induit une sensibilisation des nocicepteurs qui se traduit d’une part par
I’augmentation de leur excitabilité, et d’autre part par I’abaissement du seuil nociceptif les
activant. Ces changements reflétent les modifications des seuils d’activation des divers canaux
ioniques présents sur les nocicepteurs. Par ailleurs, elle peut aussi résulter en I’apparition de
décharges spontanées des neurones nociceptifs et en un élargissement de leur champ récepteur
c’est-a-dire de la zone sensorielle qui, lorsque qu’elle est stimulée, entraine I’activité de ces
neurones. Cette sensibilisation périphérique amplifie donc 1’activité des neurones sensoriels

(Latremoliere & Woolf, 2009).

Il existe également une sensibilisation centrale qui résulte de changements dans les
propriétés des neurones dans le systeme nerveux central. La sensibilisation centrale représente
un état anormal de réactivité ou d'augmentation de la sensibilité du systeme nociceptif. Par
ailleurs, elle entraine le recrutement de nouvelles entrées dans les voies nociceptives, telles que

les fibres AP dont la stimulation peut alors devenir nociceptive (Latremoliere & Woolf, 2009).

II. Douleurs chroniques

1. Définition

Historiquement, la douleur chronique est définie comme une douleur qui persiste au-dela
du temps normal de guérison. Cependant, cette définition, avec cette notion de guérison, prend
certes en compte les douleurs chroniques secondaires a une 1ésion ou une maladie mais occulte
tout un pan des douleurs chroniques, notamment les douleurs chroniques primaires qui sont des
douleurs sans cause sous-jacente clairement identifiable (voir Classification). Ainsi, une
définition basée uniquement sur une durée précise a été déterminée : la douleur chronique est
donc décrite comme une douleur qui dure ou se répete pendant plus de trois mois (Treede et

al., 2015, 2019).
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2. Prévalence

De nombreuses études se sont concentrées sur 1’épidémiologie et la prévalence de la
douleur chronique au sein des différentes populations. En France, la prévalence de la douleur
chronique chez I’adulte est comprise entre 27.2 et 32.7% (Chenaf et al., 2018). Des études ou
revues similaires ont été faites dans d’autres pays. En Grande Bretagne, la douleur chronique
atteint de 35 a 51.3% de la population tandis que les douleurs chroniques a fort impact (sur la
vie quotidienne), c’est a dire d’intensité moyenne a sévere, touchent de 10.4 a 14.3% de la
population générale (Fayaz et al., 2016). Aux Etats-Unis, c’est environ 20% d’adultes qui
déclarent souffrir de douleur chronique (Dahlhamer et al., 2018; Yong et al., 2022) ce qui est
similaire aux 19% décrit dans les pays européens (Breivik et al., 2006). Par ailleurs, aux Etats-
Unis, 8% des adultes déclarent souffrir de douleurs chroniques a fort impact (Dahlhamer ez al.,
2018). La douleur chronique semble ainsi toucher entre 1/5 et 1/3 de la population générale

pouvant méme atteindre la moitié dans certaines études.

Facteurs
démographiques
Contexte culturel
Sexe
Genre
Age
Catégorie socio-
économique

DOULEUR
CHRONIQUE

Facteurs cliniques
Douleur
Comorbidités
Santé mentale
Interventions médicales

Mode de vie
Tabagisme
Consommation d’alcool
Activité physique

Nutrition

Poids Soleil et vitamine D
Sommeil Expérience personnelle
Génétique

Figure 8: Facteurs associés avec le développement de douleurs chroniques. Adapté de Mills
etal., 2019

En outre, il est important de noter que la prévalence est accrue chez les femmes (Fayaz et
al.,2016; Chenaf et al., 2018) et que cette prévalence augmente avec 1’age. Elle passe de 14.3%
chez les 18-24 ans a 62% chez les plus de 75 ans (Fayaz et al., 2016). L’age et le genre ne sont
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pourtant que deux des multiples facteurs associés au développement de la douleur chronique.
Mills et collaborateurs ont identifié de nombreux facteurs et les ont séparés en 3 groupes : les
facteurs démographiques, les facteurs li€s au mode de vie et les facteurs cliniques. Ces facteurs
sont détaillés en figure 8 (Mills et al., 2019). Par exemple, les adultes issus des 25% les plus
pauvres de la population ont plus de chance d’expérimenter des douleurs chroniques, mais aussi
d’expérimenter une douleur plus intense avec un niveau plus élevé d'incapacité liée a la douleur
(Dahlhamer et al., 2018; Mills et al., 2019). Cela s’explique en partie car les plus aisés
bénéficient d'un acces a des soins de santé de meilleure qualité permettant de prévenir

I’apparition ou de soulager les douleurs chroniques (Janevic et al., 2017).

3. Conséquences et poids économique

En 2016, I’étude de I’organisation mondiale de la santé (OMS) « Global burden of
diseases » sur la charge globale de morbidité qui quantifie la perte de vies ou d'activité
humaines pour cause de déces précoce, de maladie et d'incapacité, a réaffirmé que la douleur

et les maladies liées a la douleur sont les principales causes d'invalidité et de charge de

morbidité dans le monde (Mills et al., 2019).

La douleur chronique influence non seulement la santé mais aussi la qualité de vie des
patients, car elle affecte la vie quotidienne des patients au niveau fonctionnel (sommeil,
énergie), social (relations intimes, isolement), socio-économique (manque de productivité,
invalidité) et émotionnel (irritabilité, colere, dépression, anxiété), (Pereira et al., 2021). En
effet, nombre de patients souffrant de douleurs chroniques se déclarent moins capables, voire
incapables, d’effectuer des activités de tous les jours : deux tiers d’entre eux déclarent que la
douleur impacte leur sommeil, et la moitié dit avoir des difficultés a marcher et a effectuer les

taches ménageres (Breivik et al., 2006).

En ce qui concerne le poids économique de la douleur chronique, un rapport de 2010 de
I’institut de médecine Américain a estimé que les colits médicaux et le manque de productivité
associés a la douleur chronique, colitaient entre 560 et 635 milliards de dollars (USD) par an

(Steglitz et al., 2012).
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4. Classification

Douleur chronique
primaire

Douleur
chronique

Céphalée
primaire

Syndrome

douloureux L

Douleur

chronique rémional primaire chronique chronique ou
genéralisée b musculo- primaire viscérale douleur
complexe i
orofaciale

squelettique

Douleur chronique
secondaire

Douleur Douleur

Cephalée ou
douleur
chronique

Douleur
chronique post-
chirurgicale ou
post-traumatique

chronique chronique liée au
neuropathique cancer orofaciale

secondaire

-- Diagnostic différentiel
Figure 9: Classification simplifiée des douleurs chroniques (d'apres Treede et al., 2019)

En 2018, un gros travail de classification des douleurs chroniques a été publié¢ par les
groupes de travail de I’TASP pour la onziéme révision de la classification internationale des
maladies (ICD-11, International Classification of Diseases-11) commandée par I’OMS. Ainsi,
cette classification distingue deux grands types de douleurs : les douleurs chroniques primaires
qui peuvent €tre considérées comme une maladie en soi et les douleurs chroniques secondaires
qui font suite a une autre maladie, a un accident, une chirurgie, etc (Treede et al., 2019). Une

classification détaillée des différents types de douleurs chroniques est disponible en annexe.
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III. Douleurs neuropathiques

1. Définition et classification

Douleur chronique secondaire

Doul. chr. neuropathique

. Doul. Chr. neuropathique
Doul. chr. neuropathique centrale pathiq

périphérique

* Doul. chr. neuropathique centrale * Névralgie trigéminale

lige 2 une lésion de la moelle « Doul. chr. neuropathique liée 2 une

épiniére lésion des nerf périphériques
* Doul. chr. neuropathigue centrale * Polyneuropathie douloureuse

lige 2 unelésion cérébrale # Polyneuropathie douloureuse chr.
* Doul. chr. centrale post-AVC induite par chimiothérapie
* Doul. chr. neuropathigue centrale Fautres

lie a la sclérose en plaque * Névralgie post-zostérienne

« Radiculopathie douloureuse

Figure 10: Classification des douleurs neuropathiques selon [’'IASP (d’apres Trouvin et al.,
2019).

Les douleurs neuropathiques sont définies comme des douleurs consécutives a une
1ésion ou une maladie du systeme nerveux (Trouvin & Perrot, 2019). L’IASP précise que les
douleurs neuropathiques correspondent a une description clinique (et non un diagnostic) qui
nécessite une lésion démontrable ou une maladie répondant aux criteres diagnostiques
neurologiques établis. Selon la classification pour I'ICD-11, les douleurs chroniques
neuropathiques peuvent €tre de 2 types : centrales ou périphériques. Celles de type central
peuvent survenir a la suite d’une lésion de la moelle épiniere, d’une lésion cérébrale ou d’un
accident vasculaire cérébral ou encore étre associées a la sclérose en plaque. Les douleurs
périphériques, sont généralement causées par des névralgies (trigéminale ou post zostériennes),
des polyneuropathies (les plus courantes étant liées au diabete, au virus de I’immunodéficience
humaine (VIH) ou a la chimiothérapie), des radiculopathies, mais surviennent également a la
suite d’une 1ésion des nerfs périphériques (Sommer et al., 2018; Scholz et al., 2019). Le dos et
les membres inférieurs constituent les parties du corps les plus affectées, suggérant que les
radiculopathies lombaires et les 1ésions des nerfs périphériques constituent les causes les plus

communes de ces douleurs (Bouhassira, 2019).
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2. Prévalence

En France, une étude transversale sur plus de 30000 personnes a démontré que les douleurs
neuropathiques touchaient environ 7% de la population générale, avec 5% déclarant des
douleurs modérées a séveres, et représentaient 20 a 25% des cas de douleurs chroniques
(Bouhassira et al., 2008). Des études dans d’autres pays ont, quant a elles, décrit des
prévalences allant de 3% pour le Japon a 10% pour le Maroc et le Brésil, tandis que certains
pays présentent des valeurs proches de celles de la France (Benin 6.3%, Grande Bretagne
8.5%), (Bouhassira, 2019). Par ailleurs, pareillement aux douleurs chroniques, la prévalence
des douleurs neuropathiques augmente avec 1’age et touche surtout les femmes. De plus, les

douleurs neuropathiques seraient plus séveres que les autres types de douleurs, et auraient un

impact négatif accru sur la qualité de vie des patients (Attal et al., 2011).
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3. Manifestations cliniques

Symptomes negatifs

Figure 11: Manifestations cliniques des douleurs neuropathiques subdivisées en symptomes
positifs et négatifs. Reproduit avec I’autorisation de Sarah Journée.

Les manifestations cliniques des douleurs neuropathiques peuvent étre de diverses
formes. Les patients se plaignent de douleurs spontanées, continues ou intermittentes qu’ils
décrivent le plus souvent comme des sensations de briilure, de tiraillement, de picotement, de
fourmillement, d'étau ou de gelure (Finnerup et al., 2021). Les douleurs neuropathiques sont
caractérisées par la combinaison de symptomes positifs (en plus) et négatifs (en moins). Parmi
les symptomes positifs, on trouve les symptomes douloureux décrits ci-dessus, mais aussi des
sensations anormales (fourmillement, picotement, engourdissement, démangeaisons)
désagréables (dysesthésies), ou non (paresthésies). Les dysesthésies, peuvent étre spontanées
ou évoquées par un stimulus. Parmi ces derniéres, on peut mentionner notamment 1’allodynie

et I’hyperalgésie. L’allodynie est définie comme une douleur causée par un stimulus qui ne
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provoque pas de douleur en condition normale (Loeser & Treede, 2008). L hyperalgésie, quant
a elle, est définie comme une augmentation de la douleur ressentie face a un stimulus
normalement douloureux (Loeser & Treede, 2008). Les symptomes négatifs sont caractérisés
par des déficits sensoriels dans les zones douloureuses (hypoesthésie, hypoalgésie) ainsi que
par d’autres déficits (moteurs, cognitifs, etc.) selon la localisation de la 1ésion. Différents
questionnaires incluant les dimensions précédemment citées ont ainsi été développés pour
discriminer les douleurs neuropathiques des autres types de douleur (Bouhassira, 2019), parmi

lesquels le questionnaire DN4 (NP4).

4. Comorbidités

Une étude francaise de 2011 sur plus de 4500 individus atteints de douleurs chroniques
avec ou sans condition neuropathique a démontré que non seulement les patients
neuropathiques avaient une qualité de vie, une santé mentale et un sommeil altérés mais que
leurs scores d’anxiété et de dépression €taient accrus par rapport a des personnes saines mais
aussi par rapport aux patients atteints de douleurs chroniques sans composante neuropathique
(Attal et al., 2011). En effet, Radat et al, ont observé que parmi des patients atteints de douleurs
neuropathiques, 20% étaient atteint de troubles anxieux, et 30% de troubles de I’humeur. Parmi
les troubles psychiatriques les plus courants, 12% étaient atteints d’un trouble de 1’anxiété
généralisée et 16.5% d’un trouble dépressif majeur (Radat et al., 2013). Par ailleurs, une étude
similaire en Autriche a estimé que chez les patients atteints de douleurs neuropathiques, 34%

ressentaient un sentiment de dépression et 25% un sentiment d’anxiété (Gustorff et al., 2008).

5. Mécanismes moléculaires et cellulaires

A. Aspects sensoriels :

Les mécanismes qui sous-tendent les douleurs neuropathiques ont majoritairement été
étudiés dans des conditions de Iésions ou maladies du systeme nerveux périphérique. Les
mécanismes que nous décrirons ci-dessous concernent donc une partie seulement des douleurs
neuropathiques et ne peuvent étre généralisées aux douleurs neuropathiques d’étiologies

centrales.

a. Mécanismes périphériques des douleurs neuropathiques
Des Iésions affectant les nerfs périphériques ou les DRG, peuvent prendre diverses formes,
telles qu'un traumatisme, une compression, une hypoxie, une inflammation, une stimulation

excessive ou encore des 1ésions chimiques. Ces 1ésions sont généralement accompagnées de la
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libération de diverses molécules, des toxines, des cytokines et d’autre médiateurs
inflammatoires. Les 1ésions et les molécules libérées peuvent affecter les nocicepteurs associés
aux fibres C et Ad donnant lieu a des modifications des propriétés de ces fibres et de leurs corps
cellulaires (densité accrue, composition en récepteur et canaux, hyper-excitabilité), et des
propriétés des récepteurs et canaux qui les composent, voire méme une dégénérescence des
fibres en question. Ces modifications ont pour conséquence une activation ectopique (en dehors
de leurs champs récepteurs) des nocicepteurs et une transmission excessive et erronée des
signaux, autant de modifications qui interviennent dans le développement de la condition

neuropathique (Meacham et al., 2017).

Divers récepteurs et canaux ioniques présents sont impliqués dans la sensibilisation des
neurones nociceptifs primaires. Les canaux sodiques activés par le voltage Nay voient ainsi
leur expression, leur trafic intracellulaire et leur adressage a la membrane plasmique augmentés
dans des conditions de douleur neuropathique. C’est le cas tout particulierement des Navy; 3 et
Navi ¢ présents sur les fibres Ad et des Nayi.7 et Nayi s présents sur les Fibres C. Par ailleurs,
des modifications de leurs propriétés (activation plus rapide et courant accru) participent
¢galement a I’hyperexcitabilit¢ des neurones qui les expriment. Les canaux TRP sont
également impliqués dans la sensibilisation des neurones (Mickle et al., 2015). En effet, leur
expression est augmentée dans des conditions d’inflammation et de lésion des nerfs
périphériques, et des changements fonctionnels entrainent leur activation par des signaux
d’intensité plus faible. D’autres acteurs essentiels sont les canaux potassiques activés par le
voltage Ky, qui participent a la repolarisation des neurones a la suite d’un potentiel d’action.
En condition neuropathique, I’expression de nombreuses isoformes (Kvi.1, Kvi.2, Kvi4, Kva.i,
Kv22, Kva3, Kv7.2, Kv73, Kvo.1) de ces canaux est réduite, diminuant ainsi la repolarisation des

neurones et participant a I’hyperexcitabilité neuronale (Meacham et al., 2017).

b. Mécanismes centraux des douleurs neuropathiques

Les modifications affectant les propriétés de signalisation des fibres afférentes
primaires conduisent a une transmission accrue des informations aux neurones nociceptifs de
second ordre présents dans la moelle épiniere. La stimulation répétée et intense des neurones
spinaux peut entrainer leur sensibilisation qui peut perdurer et devenir inadaptée. Cette
sensibilisation, dite centrale, est définie comme une réponse accrue d’un neurone nociceptif du
systeme nerveux central a un signal d’intensité normale ou inférieure au seuil d’activation
habituel du neurone. Des modifications des propriétés des neurones (perméabilité

membranaire, expression des récepteurs, localisation des synapses) sont impliqués dans cette
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sensibilisation. Par ailleurs, d’autres mécanismes comme le déséquilibre de la balance entre les
controles descendants facilitateurs et inhibiteurs, ainsi qu’une plasticité corticale et sous
corticale inadaptée participent a créer et maintenir cet état de douleur neuropathique (Meacham

etal., 2017).

B. Aspects émotionnels

Chez I’humain, des études d’imagerie fonctionnelle ont mis en lumiere les modifications
fonctionnelles et morphologiques liées aux douleurs neuropathiques. En effet, une réduction
du volume de matiere grise (névralgie trigéminale) dans des structures impliquées dans les
troubles affectifs et cognitifs (Obermann et al., 2013), mais aussi une altération du flux sanguin
cérébral en lien avec le systeme limbique, ont été mis en évidence chez des patients atteints de
douleurs neuropathiques. En 2019, un groupe a démontré I’importance de la voie Noyaux du
Raphé dorsal - Amygdale centro-médiane dans la dépression associée a la douleur chronique
(Zhou et al., 2019). Cependant, 1’étude des mécanismes moléculaires et cellulaires qui sous-
tendent les conséquences anxio-dépressives des douleurs neuropathiques chez 1’humain n’est
pas aisée, et I’utilisation de modeles précliniques nous permet de mieux les décrypter (Yalcin
et al., 2014; Humo et al., 2019). Ainsi, de nombreux facteurs et acteurs de la comorbidité entre
douleur chronique et trouble anxio-dépressifs ont été identifiés, tant au niveau du génome
(genes, modifications épigénétiques, facteurs de transcription), qu’au niveau des acteurs
moléculaires (neuromodulateurs, récepteurs, hormones, etc). Par exemple il a ét€ montré une
atrophie de I"hippocampe qui s’accompagne d’une diminution de la neurogénese et de la
potentialisation a long terme ainsi que d’une augmentation de la prolifération de cellules
gliales, de I’'IL-1p, de I’IL-6, de ’interféron y (IFNy), de ’anandamide (AEA) ou encore du
NF«B (nuclear factor xB). Des modifications similaires dans des structures comme le cortex
cingulaire antérieur, le noyau accumbens, ou I’amygdale ont également ét¢ décrites (Yalcin et

al., 2014; Humo et al., 2019).
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6. Traitements

Il est difficile de traiter les patients souffrant de douleurs neuropathiques, car de nombreux
traitements médicamenteux ne sont pas efficaces, ne soulagent leur douleur que partiellement

ou entrainent de lourds effets indésirables.

Antidépresseurs
et anti-
epilept‘iques

& Patches de capsalcme/

ou de lidocaine
opioides "faibles”

Opioides "forts" /
& toxine botulique A
(botox)
e a?>
Figure 12: Stratégie thérapeutique actuelle pour soulager
les douleurs neuropathiques.

Le « groupe d’intérét spécial pour la douleur neuropathique » (NeuPSIG) a publié des
recommandations pour la prise en charge pharmacologique (Finnerup et al., 2015), mais aussi
les interventions (Dworkin et al., 2013) permettant de soulager des douleurs neuropathiques.
Ainsi, les traitements pharmacologiques de premiere intention recommandés pour tous types
de douleurs neuropathiques incluent les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline (Duloxetine et Venlafaxine), les antidépresseurs tricycliques (amitryptiline),
mais aussi certains antiépileptiques ou anti-convulsants dérivés du GABA (y aminobutyric
acid ; prégabaline, gabapentine, gabapentine énacarbil). Dans les traitements de seconde
intention, on trouve le tramadol un opioide dit « faible », mais également des patchs de
Capsaicine ou de Lidocaine pour les douleurs périphériques localisées. Enfin, les
recommandations de troisieme intention comprennent les opioides dits « forts » comme
I’oxycodone et la morphine, mais aussi la toxine botulique A pour les douleurs périphériques
(Finnerup et al., 2015). A noter qu’il est également recommandé d’éviter 1’utilisation de
cannabinoides en raison du faible taux de succes des essais cliniques mais aussi des problemes

de sécurité 1iés a leur usage (Finnerup et al., 2015). Cependant, cette recommandation se base
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sur des essais réalisés avec du Sativex ou du Dronabinol a base, tous deux, de A9-THC connu

pour ses effets psychomimétiques.

7. Modeéles animaux

De nombreux modéles animaux ont ¢ét¢ développés afin d’étudier les douleurs
neuropathiques provenant d’étiologies diverses et de décrypter les mécanismes sous-jacents, et
de trouver des traitements efficaces (Jaggi et al., 2011). Ici, nous développerons plus
particulierement les modeles de douleurs neuropathiques induites par une lésion des nerfs
périphériques chez les rongeurs. Il est cependant important de garder a ’esprit que d’autres
modeles reposant sur des Iésions de la moelle ¢épiniere, I’injection d’agents
chimiothérapeutiques ou anti-VIH, ou encore sur des maladies comme le diabete existent et
que les douleurs neuropathiques induites par la 1ésion des nerfs périphériques ne représentent
qu’une des multiples étiologies de ces douleurs. Plusieurs modeles de 1ésion des nerfs
périphériques ciblent le nerf sciatique. C’est le cas du modele de SNI (spared nerve injury) ou
« lésion du nerf épargné » mais aussi du modele de CCI (chronic constriction injury), (Bennett
& Xie, 1988) qui est le plus courant. Dans le modele du CCI, une grande variabilité
expérimentale liée a un serrage variable des ligatures autour du nerf sciatique a mené Mosconi
et Kruger a développer en 1996 le modele du cuff (manchon), (Mosconi & Kruger, 1996). Dans
ces trois modeles, la douleur neuropathique s’accompagne également du développement de
symptomes de types anxieux et dépressifs (Kremer er al., 2021). Les deux prochains

paragraphes détaillent les modeles de SNI et de Cuff.

A. Modéle du SNI
Le modele de SNI a été développé en 2000 chez des rats (Decosterd & Woolf, 2000) pour

étre ensuite adapté chez la souris 3 ans plus tard (Shields et al., 2003). Dans ce modele, on
ligature puis on coupe 2 des trois branches du nerf sciatique laissant ainsi une branche intacte.
Les souris développent alors une allodynie mécanique et thermique au froid qui se maintient
dans le temps, pendant au moins 12 mois (Guida et al., 2020). Ces souris développent
également des symptomes de type dépressif comme démontré dans les tests de suspension par
la queue et d’éclaboussement (Guida et al., 2020). Le SNI induit des modifications a long terme

au niveau supraspinal (i.e. plasticité synaptique et expression des genes), (Guida et al., 2020).
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B. Mode¢le du cuff
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Figure 13 : Schéma illustrant le modeéle de douleur neuropathique du Cuff ainsi que le décours
temporel associé au développement des symptomes de type douloureux et anxio-dépressifs.
Le modele du cuff a été développé chez des rats (Mosconi & Kruger, 1996) puis adapté
chez des souris males C57B1/6]J (Cheng et al., 2002; Benbouzid et al., 2008a). Dans ce modele,
on place un manchon en polyéthylene autour de la branche commune du nerf sciatique. A la
suite de la chirurgie, les souris développent une hyperalgésie transitoire aux stimuli thermiques
chauds qui disparait au bout de 3 semaines (Benbouzid et al., 2008a; Sheehan et al., 2021).
Elles développent en parallele une allodynie mécanique qui reste stable pendant 10 semaines
et qui revient au seuil nociceptif basal a 12 semaines (Benbouzid et al., 2008a; Sellmeijer et
al., 2018; Sheehan er al., 2021). Par ailleurs, une étude de 2021 a mesuré les douleurs non-
évoquées, parametre important des douleurs neuropathiques chez I’humain rarement adressé
dans les modeles murins, grace a un dispositif de distribution pondérale dynamique et a mis en
évidence que le cuff induisait des douleurs non-évoquées qui disparaissaient au bout d’une
trentaine de jours (Sheehan et al., 2021). Les femelles C57BL/6 quant a elles, développent
aussi une hyperalgésie thermique au chaud et des douleurs non évoquées transitoires, associées
a une allodynie mécanique se maintenant au moins 30 jours (Sheehan et al., 2021). D’autre
part, au bout de 4 a 6 semaines, les animaux males commencent a développer des symptomes
de type anxieux tels qu’observés dans les tests du labyrinthe en croix surélevé, de
I’enfouissement de bille, du clair-obscur, d’hyponéophagie, et d’interaction sociale (Benbouzid
et al., 2008a; Yalcin et al., 2011). Des symptomes de type dépressif apparaissent plus
tardivement, entre 6 et 8§ semaines, mis en évidence par le test d’éclaboussement et de nage
forcée (Yalcin 2011). Les symptomes de type anxio-depressifs perdurent au-dela de la
résolution de 1’allodynie mécanique c’est-a-dire jusqu’a 16 semaines pour ceux de type anxieux

et jusqu’a 17 semaines pour ceux de type dépressifs (Sellmeijer 2018). Par ailleurs, en ce qui
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concerne les acteurs moléculaires intervenant dans la douleur neuropathique et les symptomes
anxio-dépressifs dans ce modele, des marqueurs de la neuroinflammation (TNFa (Tumor
necrosis factor a), IL-6, IL-1p, Iba-1) augmentent dans 1I’hippocampe de souris cuff males14

jours apres la chirurgie (Bai et al., 2021).
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PARTIE 2 : SYSTEME OPIOIDE

Figure 14: Le systeme opioide est impliqué dans la régulation de nombreuses fonctions
physiologiques dont la douleur, la récompense aux stimuli naturels, ['humeur, [’'immunité, les
fonctions cardiovasculaires, rénales et hépatiques, la thermorégulation, le transit gastro-
intestinal, les comportements sociaux, la locomotion ou encore [’apprentissage.

I. Généralités

Chez I’humain, le systeme opioide est composé de 3 récepteurs opioides et de 3 types
de peptides opioides endogenes. Ces récepteurs [, o et k, sont respectivement issus des genes
OPRM1I, OPRDI et OPRK]I. On les trouve dans le cerveau mais également dans des organes
périphériques tels que le cceur, les poumons, le foie, le tractus gastro-intestinal, les organes
reproducteurs ou encore la peau (Wittert et al., 1996; Bigliardi et al., 2009; Feng et al., 2012).
Les peptides opioides appartiennent aux familles des enképhalines, des endorphines et des
dynorphines et peuvent sélectivement activer chacun des récepteurs opioides avec des affinités
relativement similaires. L’objet de notre étude portant majoritairement sur le récepteurs o et
dans un moindre mesure le récepteur p, la littérature entourant le récepteur K ne sera que peu

développée.
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Le systtme opioide endogene est un systeme neuromodulateur impliqué dans la
régulation de nombreuses fonctions physiologiques, la plus connue étant tres certainement la
douleur et la nociception. Ce systeme intervient aussi dans I’humeur, le stress, les relations
sociales, I’apprentissage et la mémoire, la récompense aux stimuli naturels (boissons et
nourriture appétissantes, activité sexuelle, jeux), la locomotion, les fonctions autonomes
(transit gastro-intestinal, respiration, thermorégulation, fonctions cardiovasculaire, hépatique

et rénale) ou encore les fonctions immunitaires (Bodnar, 2022).

Le systeme opioide est également la cible de molécules exogenes : les opiacés. On y
trouve la morphine et ses dérivés qui ont largement été utilisés au fil des siecles notamment
pour leurs vertus analgésiques mais aussi euphorisantes. Aujourd’hui, I'usage d’opiacés est
recommandé pour traiter les douleurs aigués d’intensité modérée a sévere, mais généralement
peu recommandé pour les douleur chroniques du fait de leur efficacité limitée dans ces
conditions et des nombreux effets indésirables qui leur sont associés. En effet, 1’usage aigu
d’opiacés peut induire de la constipation, des nausées, des vomissements, de la somnolence, de
la bradycardie, mais aussi de la dépression respiratoire. Utilisés de maniere chronique, ils
peuvent également induire d’autres types d’effets secondaires, tels qu’une dépendance
physique et psychique ou de la tolérance mais aussi une hyperalgésie induite par leur usage
(OIH, opioid induced hyperalgesia). Malgré cela, la prescription d’opiacés dans les pays
d’Amérique du nord, a explosé a partir du milieu des années 2010, menant a ce qui est
aujourd’hui appelé ‘la crise des opioides’, caractérisée par 1’augmentation critique du nombre
de mort par overdose induite par des opiacés. En effet, selon le CDC (Centers for Disease
control and prevention), plus de 80000 personnes sont décédées en 2021 suite a une overdose

d’opiacés aux Etats-Unis, un nombre qui ne cesse d’augmenter d’année en année.

Pour remédier a cela, de nombreuses recherches se sont focalisées d’une part sur le
développement et la caractérisation de nouvelles molécules (opioides ou non) analgésiques qui
seraient dépourvues de ces effets indésirables, et d’autre part, sur I’étude du systéme opioide
endogene en condition physiopathologique afin de mieux comprendre les mécanismes qui

sous-tendent leurs actions.
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II. Les récepteurs opioides

Les récepteurs opioides sont des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).
Classiquement, on distingue trois types de récepteurs opioides : mu (u), delta (8) et kappa (k).
Ces derniers présentent une forte homologie au niveau de la séquence d’acides aminés qui les
compose avec 60% de résidus identiques, ce pourcentage est accru dans les régions
transmembranaires (~75%) et intracellulaires (~65%) et considérablement diminué dans les
régions extracellulaires (~37%). Ainsi, les régions extracellulaires participent grandement a
donner la sélectivité au ligand bien que les domaines transmembranaires soient eux aussi
impliqués (Minami & Satoh, 1995). Parfois, on considere qu'il existe un quatrieme récepteur
opioide, le récepteur a la nociceptine/orphanineFQ (NOP). Cependant, malgré sa forte
similarité de séquence avec les autres récepteurs opioides, il n'est pas classé comme tel en
raison de sa pharmacologie. En effet, il possede une faible affinité pour les peptides opioides
endogenes (enképhalines, endorphines, dynorphines) et son activité n’est pas inhibé par
I'antagoniste Naloxone, ce qui est le cas des récepteurs u, 0 et k (Takemori & Portoghese,

1984).

L’existence de récepteurs opioides a été décrite chez une trentaine d’espéces de
vertébrés allant du poisson-globe a I’humain, et selon la base de donnée « Ensembl »
(Cunningham et al., 2022) des genes orthologues seraient présents dans plus de 200 especes.
Des études phylogénétiques ont suggéré, que les genes des récepteurs opioides descendaient
tous d’un méme gene ancestral qui se serait dupliqué une premiere fois donnant deux génes
ancestraux a u/o et a k¥/NOP, qui a leur tour, se seraient dupliqués pour donner les génes qu’on
connait aujourd’hui (Stevens, 2009). Bien qu’un seul gene ait été identifié pour chacun des
récepteurs opioides, les premieres études pharmacologiques ont soulevé I’hypothése de
I’existence de sous types pour chacun des récepteurs opioides (Reisine et al., 1996).
Aujourd’hui, cette hypothese a été vérifiée uniquement pour les récepteurs opioides p pour
lequel il existe de nombreux variants d’épissage du gene OPRM 1. Chez I’humain, on décompte
12 variants d’épissage du géne OPRM I pouvant donner lieu a des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires (TM), (Pasternak & Pan, 2013). A noter qu’il existe des variants d’épissage

donnant des récepteurs composés de 6TM ou de 1TM dont les roles physiologiques ne sont pas
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completement élucidés (Pasternak & Pan, 2013; Liu et al., 2021). Concernant les récepteurs k
et & aucun variant d’épissage n’est a ce jour connu.
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Figure 15: Représentation du gene OPRM1 et des variant d'épissages du récepteur u présents
chez ’humain. Seuls les variants d’épissage donnant lieu a des récepteurs a 7TM ont été
représentés. Adapté de Pasternak et Pan 2013
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I11.

Les peptides opioides endogenes

Les peptides opioides endogenes sont généralement répartis en 3 classes principales :

les endorphines, les enképhalines et les dynorphines, dont les précurseurs respectifs sont la pro-

opiomélanocortine, la pro-enképhaline et la pro-dynorphine. Ces peptides, bien que de taille

variable, sont pour la majorité caractérisés par la présence d’un motif Tyr-Gly-Gly-Phe qui leur

confere leur sélectivité de liaison aux récepteurs opioides. En outre, I’existence d’une

quatrieme famille de peptide endogene, les endomorphines, a été proposé bien qu’aucun

précurseur n’ait été identifié. Si on considere également la nociceptine/orphanine FQ, peptide

endogene liant préférentiellement le récepteur NOP, on décompte au moins 25 peptides

endogenes issus du clivage de ces pro-peptides (Margolis et al., 2023). Bien que chaque famille

de peptide endogene ait €té décrite comme ciblant préférentiellement un récepteur en

particulier ; les endorphines pour pu, les enképhalines pour & et les dynorphines pour «, la

plupart de ces ligands présentent une affinité similaire pour les 3 récepteurs opioides (Figure

16), (Kosterlitz, 1987; Margolis et al., 2023).
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Concernant la signalisation et I’internalisation, les différents peptides peuvent entrainer des
réponses différentes pouvant ainsi favoriser une signalisation liée aux protéines G plutdt qu’une
signalisation liée aux P-arrestines ou bien un recyclage plutdét qu’une dégradation des
récepteurs internalisés, et vice versa (Thompson et al., 2016; Margolis et al., 2023). Ces
réponses dépendantes des ligands ont aussi été observées pour des ligands exogenes. Par
ailleurs, les peptides opioides sont aussi capables d’activer des récepteurs non-opioides dont
des récepteurs de la bradykinine, de chimiokines mais aussi les canaux NMDA (N-methyl D-

Aspartate), (Palmer et al., 2022).

1. Pro-enkephaline
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Figure 17 : Schéma représentant les différents peptides issus du clivage de la pro-enképhaline.
Les séquences correspondant a la met-enképhaline (MENK) et a la leu-enképhaline (LENK)
sont également représentées (Margolis 2023)

La pro-enképhaline (243 acides aminés) est le précurseur principal de la Met-enképhaline
(Tyr-Gly-Gly-Phe-Met) peptide pour lequel elle possede 6 copies, mais aussi de la Leu-
enképhaline (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) dont elle possede 1 copie. Parmi les 6 copies de Met-
enképhaline, 4 possedent les sites de clivages nécessaires a 1’action des peptidases, a savoir des
motifs dibasiques généralement composés de lysines (K) et/ou d’arginines (R), (Yoshikawa et
al., 1984). D’autres peptides plus longs peuvent également étre issus du clivage de ce pro-
peptide dont I’heptapeptide Met-enkephaline-Arg-Phe, 1’octapeptide Met-enképhaline-Arg-
Gly-Leu, BAM-18, la metorphamine, I’amidorphine ainsi que les peptides E et F (Figure 17),
(Margolis et al., 2023). Tous ces peptides peuvent activer les récepteurs opioides cependant

pour la plupart, leur réle physiologique n’a pas été évalué.
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2. Pro-dynorphine
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Figure 148 : Schéma représentant les différents peptides issus du clivage de la pro-dynorphine.
Les séquences correspondant a la leu-enképhaline (LENK) sont également représentées
(Margolis 2023)

La pro-dynorphine (256 acides aminés) est le précurseur des dynorphines. Parmi les
différents peptides issus de ce pro-peptide, on trouve les dynorphines A1-8, A 1-17, B1-13, 2-
17, la « grande » dynorphine et les néo-endorphines a et B (Figure 18). La pro-dynorphine
contient 3 copies de la séquence de la Leu-enképhaline ainsi que les sites nécessaires a leur
clivage. Cependant, bien qu’une production de Leu-enképhaline a partir de la pro-dynorphine
ait été décrite dans la substancia nigra (Christensson-Nylander et al., 1986) il semble que la

vaste majorité de la Leu-enképhaline provienne de la pro-enképhaline (Margolis et al., 2023).

3. Pro-opiomélanocortine
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Figure 159 : Schéma représentant les différents peptides issus du clivage de la POMC. Les
séquences correspondant a la met-enképhaline (MENK) sont également représentées
(Margolis et al., 2023)

La Pro-opiomélanocortine (POMC) est un pro-peptide de 241 acides aminés qui contient
les séquences de plusieurs peptides opioides mais pas uniquement. De son clivage sont issues
les B-endorphines, mais aussi des hormones : la MSH (melanocyte stilumating hormone)
impliquée dans la synthese de mélanine et I’ACTH (adrenocorticotropic hormone) impliquée
dans la sécrétion de cortisol. Parmi ces peptides, seules les B-endorphines possedent une affinité
pour les récepteurs opioides. On en décompte 3 différentes, la B-endorphine 1-31, considérée

comme la B-endorphine par excellence, mais aussi les 3-endorphines 1-27 et 1-26. Par ailleurs,
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bien que la B-endorphine possede une copie de la séquence de la Met-enképhaline, cette
derniere ne peut pas étre issue de la POMC du fait de I’absence des sites de clivages nécessaires

(Margolis et al., 2023).

4. Distribution

Les populations neuronales en mesure de synthétiser la POMC se situent dans le noyau
arqué de I’hypothalamus impliqué dans la prise alimentaire, et dans le noyau du tractus solitaire
(NTS, nucleus tractus solitarii) impliqué dans ’homéostasie (Jacobowitz & O’Donohue, 1978;
Le Merrer et al., 2009). Les neurones exprimant la pro-enképhaline et la pro-dynorphine, sont
quant a eux distribués largement a travers tout le systeme nerveux (Le Merrer et al., 2009;
Margolis et al., 2023). Par ailleurs, leur expression est accrue en condition de douleur

chronique (Xu et al., 2004; Lai et al., 2008; Podvin et al., 2016).
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IV. Signalisation et trafic intracellulaire

1. Signalisation liée aux protéines G

: récepteur iy
opioide
#
Protéine G ’ A ‘
rj' O .3
AMP T AMPcT R «@
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Figure 20: Signalisation des récepteurs opioides liés aux protéines G. Lorsqu'un agoniste
se fixe au récepteur opioide, celui-ci passe en conformation active favorisant le recrutement
des protéines G. L activation des protéines G va entrainer la dissociation des sous unités o des
sous unités fy. Les sous unités o, vont activer les canaux potassiques a rectification entrante
(Kir3), et inhiber [’adénylate cycle (AC) entrainant une diminution du taux d’AMP cyclique
(AMPc) et donc I’activation de la protéine kinase A (PKA). D 'un autre coté les sous-unités Py
vont inhiber les canaux calciques voltage-dépendant (VGCC) et activer les voies des kinases
activées par les signaux mitogenes (MAPK).

Les récepteurs opioides sont couplés a des protéines Goi/o/z inhibitrices. La liaison
d’un agoniste dans la poche de liaison du récepteur entraine le changement de conformation de
celui-ci et va conduire a 1’activation des protéines G. Les protéines G sont constituées de trois
sous unités a, B et y. A I’état basal, la sous unité a est liée au GDP (guanosine diphosphate), et
est étroitement liée aux sous unité By. Le changement conformationnel du récepteur, consécutif
a son activation par un ligand, va a son tour modifier la conformation de la sous-unité a,
réduisant son affinité pour le GDP qui est alors remplacé par un GTP (guanosine triphosphate).
La liaison du GTP va avoir pour conséquence la dissociation de la sous-unité a, des sous unités
By, mais aussi la dissociation des sous-unités du récepteur. Cette dissociation permet
I’interaction des sous-unités avec leurs effecteurs. La sous-unité a posseéde une activité GTPase
intrinseéque qui va finalement mener a 1’hydrolyse du GTP en GDP. Les sous-unités ai//, vont

avoir pour principal effet d’inhiber I’adénylate cyclase diminuant ainsi la production d’AMP
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(adénosine monophosphate) cyclique. Cette diminution d’AMP cyclique va diminuer I’activité
de la protéine kinase A (PKA) indispensable pour la phosphorylation de canaux calciques,
I’influx de calcium sera donc diminué. Par ailleurs, dans le cas des récepteurs opioides, la sous-
unité o va également activer les canaux potassiques a rectification entrante K;:3. Les sous unités
By vont quant a elles directement inhiber les canaux calciques activés par le voltage (VGCC).
Ensemble, ces mécanismes participent a I’hyperpolarisation du neurone portant les récepteurs
opioides (Al-Hasani & Bruchas, 2011). Il convient de préciser que d’autres effecteurs sont
également affectés par ces sous unités Py, en effet, les kinases activées par les signaux
mitogenes (MAPK) et plus particulierement les kinases régulées par les signaux
extracellulaires (ERK1/2) sont activées par ces sous unités et pourraient étre impliquées dans

des adaptations a plus long terme (Al-Hasani & Bruchas, 2011).

2. Désensibilisation et internalisation

Suite a I’activation du récepteur par un agoniste menant a la signalisation décrite ci-dessus,
le RCPG va étre découplé des protéines G menant ainsi a sa désensibilisation. Lors de ce
processus, les sérines et thréonines des parties intracellulaires du récepteur, et plus
particulierement de la queue C-terminale, vont €tre phosphorylées par des kinases spécialisées :
les GRK (G-protein coupled Receptor Kinase). 1l existe 7 GRK différentes dans le corps
humain, dont 5 se retrouvent dans le cerveau (GRK2, 3, 4, 5, 6), (Pitcher et al., 1998). Les
GRK?2/3 semblent impliquées dans la primo-phosphorylation des récepteurs, phosphorylation
qui permet alors la phosphorylation de résidus additionnels par les autres GRKs (Lemel ef al.,
2020). La protéine kinase C (PKC) et la protéine kinases Ca2+/calmoduline-dépendante
(CaMKII) interviennent aussi dans les processus de phosphorylation de ces récepteurs (Wang
& Wang, 2006). Le récepteur p possede 11 sites de phosphorylation au niveau de son extrémité
C-terminale, la phosphorylation de la Ser375 est indispensable pour la phosphorylation des
autres résidus (El Kouhen et al., 2001). Le récepteur & quant a lui possede 7 sites de
phosphorylation supposés au niveau de son extrémité C-terminale, avec la Ser363 comme site

primaire de phosphorylation (Lemel et al., 2020). La phosphorylation va favoriser et stabiliser
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I’interaction des B-arrestines avec le récepteur. La liaison de la B-arrestine va créer une barriere

physique empéchant le couplage des protéines G au récepteur.

. ® @
; récepteur
\ opioide

m B-arresting

clathrine

Figure 21: Désensibilisation, internalisation et signalisation secondaire. (1) la
phosphorylation d’un récepteur opioide par les GRK permet (2) le recrutement de la [-
arrestine sur le récepteur et entraine (3) une désensibilisation en empéchant la signalisation
liée aux protéines G. La fixation de la f-arrestine initie l'internalisation du récepteur grdce
aux protéines adaptatrices AP2 et a la clathrine. Le complexe récepteur-f-arrestine ainsi
internalisé peut entrainer (4) une signalisation secondaire due a la liaison des MAPK aux -
arrestines.

L’interaction de la P-arrestine avec le récepteur va entrainer un changement de
conformation et ainsi permettre 1’interaction coordonnée de la B-arrestine avec les protéines
adaptatrices 2 (AP2), les clathrines et les phosphoinositides (Tian ez al., 2014). Ensemble, ils
vont avoir pour conséquence I’endocytose rapide des récepteurs dans des vésicules de
clathrines. On parle d’internalisation des récepteurs. Suite a cette derniere, les récepteurs vont
pouvoir suivre 2 voies différentes. Le récepteur d est dégradé dans les lysosomes (Tsao & von
Zastrow, 2000) tandis que les récepteurs p et k sont recyclés a la membrane plasmique (Li et
al., 2002; Tanowitz & von Zastrow, 2003; von Zastrow, 2010). Deux mécanismes particuliers
ont été avancés comme régulant ce recyclage/dégradation : (1) la liaison covalente d’ubiquitine
au récepteur comme initiant la dégradation (2) la présence d’une séquence LENLEAE au
niveau de la queue C-terminale du récepteur p comme moteur du recyclage (Tanowitz & von
Zastrow, 2003; von Zastrow, 2010). Lors de I’internalisation, une signalisation secondaire liée
aux MAPK a également été décrite, la plus étudiée étant la voie ERK1/2 (Al-Hasani & Bruchas,
2011).
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Ensemble, la phosphorylation et [’internalisation participent au phénomene de
désensibilisation du récepteur, processus par lequel la réponse des récepteurs a un stimulus est
réduite. Le recyclage des récepteurs va de son c6té participer a la resensibilisation, c’est-a-dire
au rétablissement de la réponse des récepteurs suite a un stimulus. Cette resensibilisation va
étre favorisée par la déphosphorylation des récepteurs lors du processus de recyclage et par
leur réinsertion a la membrane plasmique. La dégradation des récepteurs dans les lysosomes
participe quant a elle au phénomene de régulation négative (down-regulation) des récepteurs

en diminuant la quantité totale de récepteur présents dans une cellule.

V. Distribution au sein du systeme nerveux

Les récepteurs opioides |, 0 et k sont distribués largement a travers tout le systéme nerveux
central et périphérique (Le Merrer et al., 2009; Erbs et al., 2015; Chen et al., 2020). Dans les
neurones, les récepteurs opioides peuvent étre localisés au niveau du soma mais aussi des
éléments post- ou pré-synaptiques (Olive et al., 1997; Reeves et al., 2022). Ainsi, les récepteurs
localisés au niveau post-synaptique ou au niveau du soma vont inhiber la neurotransmission
directement en hyperpolarisant le neurone et ceux situé€s au niveau pré-synaptique en inhibant

la libération de neurotransmetteurs excitateurs ou inhibiteurs (Reeves et al., 2022).

1. Les récepteurs p et 6 dans le circuit de la douleur

Les récepteurs opioides, et plus particulierement les récepteurs u et & sont exprimés dans
la grande majorité des structures du circuit de la douleur. Ainsi, on les retrouve dans les
neurones somatosensoriels primaires des ganglions rachidiens, dans la corne dorsale de la
moelle épiniere mais aussi dans les structures supraspinales (Zhu et al., 1998; Corder et al.,
2018). Lorsqu’ils sont localisés sur les fibres afférentes primaires, 1’activation de ces récepteurs
diminue la neurotransmission excitatrice au niveau de la moelle épiniere, et en conséquence,
diminue la nociception. La distribution des récepteurs p et 6 parmi les différentes populations
de fibre afférentes primaires est encore sujet a controverse. Les premieres études utilisant des
anticorps directement dirigés contre p et 8, décrivent ces récepteurs comme tout exprimés dans
les fibres C (Arvidsson et al., 1995a; b). Des études plus récentes ont par ailleurs conforté cette
hypothese en utilisant des techniques d’hybridation in sifu et de PCR (Wang et al., 2010). D’un
autre coOté, des études utilisant des souris knock-in chez lesquelles le récepteur 6 est fusionné
avec une GFP (Green fluorescent protein ; protéine fluorescente verte) affirment au contraire
que les récepteurs p et o sont exprimés principalement par des populations distinctes de fibres

afférentes primaires bien qu’une proportion non négligeable soit co-exprimés dans les mémes
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neurones (Scherrer et al., 2009; Bardoni et al., 2014; Erbs et al., 2015). Le récepteur p serait
exprimé en grande majorité dans des fibres C peptidergiques exprimant le récepteur TRPV1
sensible a la chaleur (Caterina et al., 2000), et le récepteur & dans des fibres myélinisées (AP
ou Ad) et des fibres C non-peptidergiques. A noter que 17% (Scherrer et al., 2009) des neurones
sensoriels primaires expriment le récepteur & et que 5% (Scherrer et al., 2009; Bardoni et al.,
2014)ou 37% (Erbs et al., 2015) de ces neurones co-exprimeraient le récepteur p. A 1’inverse

un tiers des neurones exprimant le récepteur u co-exprimeraient le récepteur o (Erbs et al.,

2015).

Les récepteurs opioides sont aussi exprimés par des neurones nociceptifs secondaires dont
le corps cellulaire est localisé dans la corne dorsale de la moelle épiniere. Les récepteurs u et
0 sont exprimés dans des populations distinctes d’interneurones excitateurs, et sont co-
exprimés dans les neurones de projections situés de la lamina I (Wang et al., 2018; Corder et

al., 2018).
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Figure 22: expression des récepteurs opioides dans les structures supraspinales du circuit de
la douleur. Les structures participant a [’interprétation du message nociceptif forment un
réseau largement interconnecté. Les récepteurs opioides sont exprimés dans la quasi-totalité
de ces structures permettant une régulation de la douleur a divers niveaux (d’apres Corder et
al., 2018).
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Au niveau des structures supraspinales, les récepteurs p et 6 sont largement exprimés dans
les structures des contrdles descendants de la douleur, a savoir la PAG et la RVM, mais aussi
dans les structures impliquées dans ses aspects sensori-discriminatifs, cognitifs et émotionnels

(Corder et al., 2018).

2. Les récepteurs u et 6 dans les controles descendants

L’implication du récepteur p dans les contrdles descendants de la douleur est connue
depuis longtemps. En effet, des études menées au début des années 90 ont montrées que
I’injection d’agonistes du récepteur p directement dans la RVM ou la PAG induit une

antinociception (al-Rodhan et al., 1992; Rossi et al., 1994).

Les neurones de projection de la PAG vers la RVM expriment le récepteur u. Ils
recoivent entre autres des afférences dynorphinergiques en provenance de 1’amygdale et

endorphinergiques en provenance de I’hypothalamus. Les récepteurs pu sont aussi exprimés sur
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Figure 23: Influence du systeme opioide endogene dans les contréles descendants.

les terminaisons présynaptiques arrivant dans la PAG modulant la libération de
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neurotransmetteurs (Reeves et al., 2022). Dans la RVM, les neurones sont classés en 3
catégories, les neurones ON, pro-nociceptifs et directement sensibles aux opioides, les
neurones OFF, antinociceptifs et les neurones neutres (Fields et al., 1983). Les cellules ON
GABAergiques expriment le récepteur pu et projettent dans la moelle épiniere pour inhiber les
interneurones inhibiteurs et ainsi faciliter la transmission du message nociceptif. L’activation
dans ces neurones du récepteur p va ainsi entrainer une levée d’inhibition, empéchant ainsi la
facilitation de la douleur (Francois et al, 2017). D’un autre coté les cellules OFF
GABAergiques et enképhalinergiques provenant de la RVM n’expriment pas le récepteur p et
projettent dans la moelle épiniere pour inhiber directement les neurones nociceptifs primaires
et secondaires et donc inhiber la transmission du message nociceptif. En effet, la libération
d’enképhalines active les récepteurs p et & présents sur les terminaisons des fibres afférentes
inhibant la libération de neurotransmetteur, mais aussi ceux présents sur les neurones de

projection diminuant ainsi 1’excitabilité du neurone (Zhang et al., 2015; Corder et al., 2018).
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VI. Récepteur 6, douleurs chroniques et comorbidités

Bien que le récepteur p soit considéré comme le récepteur opioide le plus important
quand il s’agit de soulager la douleur, des recherches sur le récepteur 6 ont mis en lumicre son
potentiel dans le traitement de douleurs chroniques. En effet, les agonistes du récepteur o
induisent une analgésie robuste principalement en conditions de douleurs chroniques
inflammatoires ou neuropathiques, mais aussi en cas d’auras migraineuses (Berthiaume et al.,
2020). Si on s’intéresse plus particulierement a la douleur neuropathique, la deltorphine II,
agoniste sélectif des récepteur d, soulage I’hyperalgésie et 1’allodynie au froid dans un modele
de rats CCI (Holdridge & Cahill, 2007). D’autres agonistes & comme le SNC80 ou le DSLET
soulagent quant a eux 1’allodynie mécanique dans un modele de SNL (sciatic nerve ligation)
chez le rat (Obara et al., 2009). De surcroit, ils ont des effets anxiolytiques (Perrine et al., 2006;
van Rijn et al., 2010) et antidépresseurs (Broom et al., 2002; Saitoh et al., 2004), ce qui suggere
qu’ils pourraient également exercer un effet bénéfique sur ’anxiété et la dépression, deux
comorbidités fréquentes de la douleur neuropathique (Vicente-Sanchez et al., 2016). Les
agonistes ciblant le récepteur opioide 6 sont dépourvus de la plupart des effets indésirables
associés aux récepteurs U tels que la dépression respiratoire, la constipation, la sédation ou les
effets récompensants, bien que pour certains, leur administration répétée s’accompagne de
tolérance analgésique et de convulsions. A noter que la tolérance analgésique est diminuée par
I’utilisation d’agonistes entrainant une faible internalisation voire méme un recyclage du

récepteur o (Audet et al., 2012; Berthiaume et al., 2020).
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VII. Interactions entre récepteurs opioides

Les récepteurs opioides peuvent interagir et s’ influencer entre eux au niveau cellulaire,
au niveau des réseaux mais aussi au niveau moléculaire. En effet, les récepteurs opioides

peuvent s’associer pour former une nouvelle entit€é nommée hétéromere.
Un hétéromere est un complexe protéique, formé par l’association physique d’au moins deux
récepteurs fonctionnels différents. Ce complexe présente des propriétés fonctionnelles

spécifiques et différentes de celles des récepteurs individuels.

Ainsi, les hétéromeres sont composés de récepteurs différents, en opposition aux
homomeres qui sont composés de récepteurs identiques. Par ailleurs, il est important de
souligner que bien que la vaste majorité des études représentent les hétéromeres comme une
association de deux récepteurs, ils peuvent étre constitués de plus de deux récepteurs. Les
hétéromeres sont également différents des hétérodimeres. En effet, les hétérodimeres sont
formés par I’association de deux récepteurs qui sont non-fonctionnels lorsqu’ils sont seuls.
C’est notamment le cas pour des RCPG de classe C tels que les récepteurs GABAg dont la
fonctionnalité nécessite la présence de deux récepteurs distincts GABAg: et GABAg> (Jones et
al., 1998). Les hétéromeres doivent également présenter des propriétés fonctionnelles
(pharmacologie, liaison des ligands, signalisation, internalisation, etc.) spécifiques, c’est a dire

qui soient différentes, au moins en partie, des propriétés des récepteurs qui les composent.

Dans le cas des récepteurs opioides et plus généralement des RCPG de classe A, la
premiere démonstration d’une hétéromérisation a été effectuée pour les hétéromeres d-x en
cellules co-transfectées (Jordan & Devi, 1999). Depuis lors, de multiples études en cellules co-
transfectées ont suggéré I’existence de plus de 35 hétéromeres différents, impliquant les
récepteurs opioides , o et k (Borroto-Escuela et al., 2014). Cependant, la démonstration de
I’existence d’hétéromeres in-vivo est bien moins aisée et est régie par trois criteres : (1)
I’association physique des récepteurs doit étre démontrée, (2) les hétéromeres doivent présenter
des propriétés fonctionnelles propres, (3) ces propriétés disparaissent si on dissocie
I’hétéromere (Pin et al., 2007). A ce jour, I’ensemble de ces criteres ont été réunis pour moins
d’une dizaine d’hétéromeres impliquant les récepteurs opioides. Parmi-eux, 1’hétéromere 6-
CBI a attiré notre attention a la vue de son role dans la douleur neuropathique. Nous nous
sommes également intéressés aux hétéromeres p-6 compte tenu de leur role bien décrit dans la

douleur.
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3. Les Hétéromeres p-o6

A. Distribution neuroanatomique

La proximité physique p-6 a été mise en évidence dans les ganglions rachidiens, la
moelle épiniere, 1’hippocampe et le noyau accumbens (Fig. 9). Cependant, la cartographie
cérébrale des récepteurs a révélé une co-expression neuronale dans des structures essentielles
a la perception et au traitement des stimuli aversifs, suggérant ainsi que 1’hétéromérisation p-o
pourrait étre plus largement distribuée. Par ailleurs, I’administration répétée de morphine
augmente la co-expression neuronale des récepteurs p et d ainsi que leur hétéromérisation dans
ces mémes circuits (Gaborit & Massotte, 2023). Cette augmentation coincide avec une
expression accrue du récepteur 6 au niveau de la membrane plasmique, suggérant que dans
d’autres états ou la présence de récepteurs o a la surface est accrue, comme la douleur

chronique, la densité d’hétéroméres p-6 pourrait également étre affectée (Quirion et al., 2020).

B. Propriétés fonctionnelles

Une coopérativité positive a été mise en évidence dans les neuroblastomes SKNSH, ou
la liaison d’un ligand a I'un des récepteurs augmente 1’affinité des agonistes pour 1’autre (Fig.
10a) (Gomes et al., 2000, 2004). Cette coopérativité positive conduit a une augmentation
significative de la puissance et/ou de I’efficacité des agonistes p en termes de signalisation des
protéines G (Gomes et al., 2004), de phosphorylation des protéines kinases associées a des
signaux mitogenes (MAPK) (Gomes et al., 2000) ou d’inhibition des canaux calciques voltage
dépendants (Walwyn et al., 2009). Ces effets disparaissent en 1’absence du récepteur 6 (Gomes
et al., 2004; Walwyn et al., 2009) ou en présence d’anticorps spécifiques des hétéromeres p-o

(Gupta et al., 2010).

Une modification du devenir intracellulaire du récepteur p a également été décrite
lorsque celui-ci est associé avec le récepteur 8. Habituellement recyclé a la membrane
plasmique, le récepteur p est co-dégradé dans les lysosomes avec le récepteur o suite a
I’administration de CYMS51010, un agoniste présentant une sélectivité partielle pour les
hétéromeres p-6 (Derouiche et al., 2020). L’administration de DAMGO ou de deltorphine 1II,
deux ligands ciblant les hétéromeres, entraine également un changement du devenir
intracellulaire du récepteur p en culture primaire d’hippocampe lorsqu’il est co-exprimé avec
le récepteur 6 dans les mémes neurones (Figure 10b), (Derouiche et al., 2020). Par ailleurs, ces
deux derniers ligands induisent une augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 1i¢ aux 3

arrestines (Figure. 10c). Phosphorylation qui est absente dans des cellules prétraitées par un
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ARN interférent ciblant le récepteur p ou en présence d’un antagoniste | ou 6 (Rozenfeld &

Devi, 2007).

a. Coopérativité positive
de la liaison des ligands

b. Co-internalisation
des récepteurs

B-arrestine 2

ERK1/2
p /b/

T

5 15 20 30 ¢. Modification de la
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Figure 24 : Propriétés fonctionnelles des hétéromeres u-o. (a) La liaison d’un ligand, a un
récepteur facilite la liaison d’un agoniste a [’autre récepteur ce qui traduit une coopérativité
positive. (b) L activation des hétéromeres u- 6 par un agoniste sélectif entraine leur co-
internalisation et leur co-dégradation. (c) L’internalisation s’ accompagne d 'une modification
de la cinétique de phosphorylation de ERK1/2.

C. Implication dans la douleur

L’implication des hétéromeres p-6 dans la nociception thermique et mécanique a été
démontrée en partie grace a des ligands permettant le ciblage des hétéromeres ¢’est-a-dire des
petites molécules ou des ligands bivalents sélectifs des hétéromeres. Parmi ces molécules, le
CYMS51010 (Gomes et al., 2013; Tiwari et al., 2020) et le MP135 (Faouzi et al., 2020))
produisent une antinociception efficace chez I’animal naif, ainsi que dans le cas du CYMS51010,
chez des souris neuropathiques traitées de fagcon chronique a la morphine (Tiwari et al., 2020).
L’effet antinociceptif du CYMS51010 est inhibé par le blocage des hétéromeres p-d par des
anticorps sélectifs, suggérant une implication au moins partielle de ces derniers. Par ailleurs, le
CYMS51010 présente une tolérance analgésique diminuée par rapport a la morphine mais induit

une dépression respiratoire similaire (Gomes et al., 2013; Faouzi et al., 2020). Le MP135 quant
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a lui conserve des propriétés récompensantes et induit lui aussi de la dépression respiratoire
(Faouzi et al., 2020). Du c6té des ligands bivalents, bien que le MDAN21 induise une analgésie
thermique lorsqu’il est administré directement dans les ventricules cérébraux de souris (Daniels
et al., 2005), des tests chez les macaques rhésus ont montré qu’il était peu efficace
lorsqu’administré en intra-musculaire (Aceto et al., 2012). Plus récemment, le D24M, a été
proposé comme un antagoniste sélectif des hétéromeres p-0 (Olson et al., 2018; Keresztes et
al., 2022) et bloquerait I’analgésie induite par le CYM51010 (Olson et al., 2018; Morgan et
al., 2021). Chez des souris naives et neuropathiques, le D24M augmenterait également
I’antinociception induite par 1’oxymorphone, décrite par les auteurs comme un agoniste des

hétéromeres p-0 (Keresztes et al., 2022)

Par ailleurs, I’amélioration de 1’analgésie thermique induite par une dose suboptimale
de morphine en présence de ’antagoniste 6 TIPPy pourrait étre expliquée par une modulation
allostérique positive de la liaison des ligands et de la signalisation du récepteur p (Gomes et
al., 2004). Dans des modeles de douleur neuropathique ou inflammatoire, la dissociation de
I’hétéromeére p-9, rétablit I’hypersensibilité a la douleur chez des souris en rémission (Inyang
etal.,2021). Enfin, des interactions fonctionnelles entre les récepteurs p et & ont aussi été mises
en évidence dans la RVM (Sykes et al., 2007) cependant I’implication des hétéromeres pu-6 n’a

pas été établie.

4. Hétéromeres 6-CB1

A. Distribution neuroanatomique

Le récepteur 6 peut également s’associer avec le récepteur cannabinoide de type 1 (CBI1 ;
pour plus de détail sur le récepteur CB1 voir Les récepteurs cannabinoides). En condition
basale, les hétéromeres 6-CB1 ont été identifiés dans la moelle épiniere et I’amygdale de souris.
Par ailleurs, 1’abondance des hétéromeres 6-CB1 est accrue dans le cortex, I’hypothalamus et
le mésencéphale de rats neuropathiques ayant subi une ligature du nerf spinal (Bushlin et al.,
2012) mais aussi dans la moelle épiniere de souris neuropathiques par chimio-induction (Sierra
et al., 2019). On note aussi, une augmentation de 1’abondance de ces hétéromeres dans la
moelle épiniere de souris déficientes pour le récepteur p, souffrant de neuropathie diabétique,
et ayant regu en plus un traitement chronique d’hémopressine, décrite par les auteurs comme
soulageant I’allodynie (Toniolo et al., 2022). Enfin, chez ’humain, une hétéromérisation
accrue des hétéromeres 0-CB1 a été observée post-mortem dans la moelle épiniere de patients

souffrant de neuropathie chimio-induite (Sierra et al., 2019).
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B. Propriétés fonctionnelles

Dans le cortex de souris naives, la signalisation du récepteur CB1 est accrue en
I’absence du récepteur & suggérant qu’il agit comme un modulateur allostérique négatif de
I’activité du récepteur CB1 (Rozenfeld er al., 2012). Paradoxalement, cette modulation
allostérique semble différente en condition neuropathique. En effet, dans le cortex de rats ayant
subi une ligature du nerf spinal, un prétraitement avec un agoniste ou un antagoniste du
récepteur CB1 augmente la liaison et la signalisation de I’agoniste 6 DPDPE. Cet effet est
bloqué par des anticorps sélectifs de I’hétéromere d-CB1, ce qui suggere une modulation
allostérique positive du récepteur 6 au sein de [’hétéromere 5-CB1 dans ces conditions (Bushlin

etal., 2012).

C. Implication dans la douleur

Dans un modele murin de neuropathie chimio-induite, la co-administration de
I’agoniste CB1 Hu210 et de 1’agoniste & SNC80 réduit 1’allodynie mécanique de maniere
synergique. Cette analgésie est abolie en présence d’anticorps spécifiques des hétéromeres o-
CB1, suggérant leur implication dans 1’effet observé (Sierra et al., 2019). En revanche, en cas
de neuropathie diabétique, I’utilisation d’agoniste CB1 n’affecte pas la signalisation du
récepteur & dans la moelle épiniere. Toutefois, dans ce modele, la présence accrue
d’hétéromeres 6-CB1 a été mise en évidence uniquement chez des souris n’exprimant pas le
récepteur p et pourrait résulter d’un phénomene de compensation. Ainsi, 1’absence d’effet
synergique pourrait révéler une expression faible, des hétéromeres 6-CB1 lorsque le récepteur

u est présent (Toniolo et al., 2022).
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PARTIE 3 : CANNABIDIOL

CcBD

Figure 25: Le Cannabidiol (CBD) ne présente pas d'effet psychomimétique contrairement au
A9-THC. © T. Doudoux

Le cannabidiol ou CBD est un phytocannabinoide issu de la plante Cannabis sativa au
méme titre que le THC (A9-Tétrahydrocannabinol), lui-méme responsable de la grande
majorité des effets psychomimétiques associés a la prise de cannabis (Whiting et al., 2015;
Bonini et al., 2018). On attribue au CBD de nombreux effets bénéfiques. En effet, des études
cliniques ont démontré que le CBD avait des effets bénéfiques sur 1’épilepsie, la schizophrénie,
I’anxiété, le sommeil et I’insomnie, le diabete, les troubles cardiovasculaires, les troubles de
I’usage de substances psychoactives, la douleur ou encore le cancer (Karimi-Haghighi et al.,
2023; Peng et al., 2022). Par ailleurs, des études précliniques ont aussi suggéré un potentiel
thérapeutique du CBD dans la dépression, les troubles de stress post-traumatique, la maladie
d’Alzheimer, ou encore dans la maladie de Parkinson notamment grace a ses effets
neuroprotecteurs (Premoli et al., 2019). Ces nombreux effets bénéfiques, bien que pour
beaucoup étudiés uniquement dans des modeles précliniques, ont ouvert la porte a un
commerce florissant du CBD. En France, il est vendu sous des formes aussi diverses que de
I’huile, des infusions, des cosmétiques ou méme des bonbons, par des enseignes pronant ses
nombreuses vertus. A ce jour, le seul traitement constitué exclusivement de CBD est

I’Epidiolex. Il a été approuvé par I’Agence fédérale américaine des produits alimentaires et
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médicamenteux (FDA) en 2018 pour traiter les syndromes épileptiques de Dravet et de Lennox-
Gastaut (Abu-Sawwa et al., 2020; Peng et al., 2022). Le Sativex, quant a lui composé en
quantité égales de CBD et de THC, est recommandé par la Haute Autorité de Santé (HAS)
comme traitement d’appoint de la spasticité chez les personnes atteintes de sclérose en plaque
(Meuth et al., 2015). Cependant, malgré un intérét thérapeutique certain, les mécanismes
pharmacologiques qui sous-tendent I’action du CBD sont encore mal connus. En effet, le CBD
interagit non seulement avec le systeme endocannabinoide mais également avec les récepteurs
de la sérotonine, du GABA, ou encore les récepteurs TRP. Au total, c’est prés d’une trentaine

de cibles pharmacologiques qui ont été identifiées a ce jour (Castillo-Arellano et al., 2023).

I. Les phytocannabinoides

1. Origine

Les phytocannabinoides sont des métabolites spécialisés identifiés a I’origine dans la
plante Cannabis sativa L. Cette derniere est une plante herbacée originaire d’Asie centrale et
utilisée au fil des siecles pour ses propriétés médicinales et psychotropes mais aussi comme
source de fibres, d’huile ou de nourriture. Les phytocannabinoides y sont synthétisés et stockés
dans les trichomes glandulaires localisés pour la majorité sur les parties aériennes des plants
femelles (Bonini et al., 2018). La présence des phytocannabinoides a également été mise en
évidence dans de nombreuses plantes a fleurs, comme les rhododendrons mais aussi dans les

hépatiques, un type de plante apparenté aux mousses, et certains champignons (Giilck &

Mgller, 2020).

. ; \
Figure 26: Cannabis Sativa (panneau gauche) et agrandissement des trichomes (panneaux

droits) riches en phytocannabinoides et présents sur les parties aériennes de la plante (Bonini

2018).
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2. Diversité

Du point de vue moléculaire, ce sont des méroterpénoides particulierement lipophiles,
composés en général de 21 a 22 atomes de carbone et qui contiennent le plus souvent une
chaine latérale propyl ou pentyl (Hanus ef al., 2016; Giilck & Mgller, 2020). 1ls sont classifiés
en fonction du terpénoide dont ils sont issus, mais aussi de leur chaine latérale principale. Ainsi,
10 types de phytocannabinoides ont été identifiés : cannabigérol (CBG), cannabichromene
(CBC), cannabidiol (CBD), (—)-A9-trans-tetrahydrocannabinol (A9-THCs), (—)-AS8-trans-
tetrahydrocannabinol (A8-THCs), cannabicyclol (CBL), cannabielsoins (CBE), cannabinol
(CBN), cannabinodiol (CBND), et cannabitriol (CBT). Bien que le CBD et le A9-THC soient
les plus étudiés, le potentiel thérapeutique et 1’effet de nombreux phytocannabinoides a été

évalué et est résumé en figure 25 (Walsh et al., 2021).
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Figure 27: Effet thérapeutique potentiel des différents phytocannabinoides (Walsh et al., 2021)

3. Synthese

Plus d’une centaine de phytocannabinoides décrits a ce jour, sont issus du C. sativa. Ceux-ci
dérivent de I’acide olivétolique et les plus représentés sont les formes neutres, A9-THC, CBD,
CBC et CBG, ainsi que leurs formes acides, A9-THCA, CBDA, CBCA et CBGA (Giilck &
Mgller, 2020). Les formes acides A9-THCA, CBDA, et CBCA sont les produits finaux de la

voie de syntheése enzymatique. La derniere étape de transformation de ces composés intervient
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par une exposition a la chaleur (cuisson, fumée, déshydratation, etc.) entrainant leur

décarboxylation pour donner leur forme neutre A9-THC, CBD et CBC (Giilck 2020).
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Figure 28 : Voies de synthese des principaux phytocannabinoides dont le CBD et le THC
(Walsh et al., 2021)
Si on s’intéresse plus particulierement au CBD, celui-ci a été isolé pour la premiére

fois en 1963 par Mechoulam (Mechoulam & Shvo, 1963). 1l est le second phytocannabinoide
majoritaire issu du C. sativa. Sa formule chimique est C21H30O2 et son poids moléculaire est

de 314.5g/mol, deux caractéristiques qu’il partage avec le A9-THC (Calapai et al., 2020).

II. Le cannabidiol

1. Pharmacocinétique

Le CBD est tres lipophile, ainsi il est rapidement distribué dans le cerveau et les tissus
adipeux. De ce fait, il est probable que similairement au A9-THC, il s'accumule dans les tissus
gras pour étre ensuite libéré progressivement (Lemberger et al., 1970; Gunasekaran et al.,
2009). La demi-vie du CBD dans le plasma est estimée entre 1 et 2h, mais du fait de cette
libération prolongée, elle peut atteindre 32h chez ’humain (Chayasirisobhon, 2020). Le CBD
est hydroxylé majoritairement par les cytochromes P450 3A et 2C. Chez I’humain, les

métabolites le plus abondants issus du CBD sont le 7-COOH-CBD et ses dérivés qui sont
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excrétés tel quel ou sous forme glucuronidée (Ujvary & Hanus, 2016). Par ailleurs, certains de
ses métabolites sont biologiquement actifs par exemple en tant qu’inhibiteurs de la FAAH

(Bisogno et al., 2001; Ujvary & Hanus, 2016).

2. Cibles moléculaires du CBD

A. Le systeme endocannabinoide

Le systeme endocannabinoide est un systeme neuromodulateur impliqué dans la régulation
de nombreuses fonctions physiologiques et cognitives telles que le mouvement et la
coordination motrice, la mémoire et I’apprentissage, I’humeur, les comportements motivés ou
encore la douleur. Il est composé de récepteurs membranaires dont les principaux sont les
récepteurs CB1 et CB2, des ligands endogenes lipidiques, les endocannabinoides ainsi que des

enzymes impliquées dans leur métabolisme (de Melo Reis et al., 2021).

B. Les récepteurs cannabinoides

Récepteur cannabinoide de type 1

RCPG - Gi/o
* 373 acides amin¢s
* Geéne CNRI (chr. 6q15)
* 3 variants d’épissage
* Activité constitutive ++
* Agonistes endogenes :
« 2-AG
Anandamide AEA
* CBD : NAM, Antagoniste

Figure 29 : carte de visite du récepteur cannabinoide de type 1 (CBIR)

Suite a la découverte et a I’isolation des différents phytocannabinoides, 1’idée que ces
derniers interagissaient avec des récepteurs pour produire leurs multiples effets a mené en 1990
au clonage du premier récepteur cannabinoide : le récepteur CB1 (Matsuda et al., 1990). Trois
ans apres, un second récepteur, le récepteur cannabinoide de type 2 (CB2), fut a son tour cloné
(Munro et al., 1993). Ces récepteurs ont une distribution anatomique tres différente. En effet,
I’expression du récepteur CB2 se cantonne majoritairement aux organes périphériques et aux
cellules du systeme immunitaire (Amin & Ali, 2019), bien que sa présence dans le systeme

nerveux central ait également été décrite (Van Sickle et al., 2005 ; Grabon et al., 2023). Le
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récepteur CB1 en revanche est largement exprimé dans le systéme nerveux central et
périphérique, il est méme le RCPG le plus exprimé du systeme nerveux central (Howlett &
Abood, 2017). Ces derniers sont majoritairement exprimés au niveau des terminaisons
présynaptiques, en grande partie par des neurones GABAergiques, bien qu’il ne soit pas rare
de les trouver dans des neurones glutamatergiques (Howlett & Abood, 2017). Dans une
moindre mesure, leur présence a également été décrite dans les astrocytes (Han et al., 2012).
Similairement aux récepteurs opioides, les récepteurs cannabinoides sont tous deux des RCPG
couplés a des protéines G de type inhibitrices. Leur activation entraine, entre autres, I’ inhibition
des VGCC, réduisant ’entrée de calcium, ’activation des canaux potassiques a rectification
entrante (Kir) augmentant ’influx le potassium, 1’inhibition de la voie Adenylate cyclase-
AMPc-PKA mais aussi ’activation des voies des MAPK. Par ailleurs, les récepteurs
cannabinoides peuvent s’associer a la [P-arrestine, initiant [’internalisation et la
désensibilisation du récepteur et permettant une signalisation secondaire liée aux MAPK
comme ERK1/2 (Nguyen et al., 2012). Ainsi, lorsqu’ils sont exprimés dans des neurones, ils
inhibent la transmission synaptique et le relargage de neurotransmetteurs. Le couplage des
récepteur CB1 avec des protéines Gs et Gg/11 a également été décrit dans certaines conditions
spécifiques mais ne constitue par leur couplage privilégié (Zou & Kumar, 2018). Les récepteurs
CBI1 sont peu présents a la membrane plasmique et particuliecrement abondants dans les
vésicules intracellulaires. Par ailleurs, ils sont caractéris€s par une activité basale
particulierement importante, résultant de I’activité constitutive du récepteur ou bien de son
activation par les ligands endogenes (Rozenfeld, 2011). Cette activité basale qui se traduit par
le fait que le récepteur CB1 est en permanence engagé dans un cycle d’endocytose et de
recyclage a la membrane plasmique, explique la localisation intracellulaire majoritaire du
récepteur (Leterrier et al., 2004). Toutefois, il a également été décrit qu’une population de
récepteurs CB1 serait également présente dans des endo/lysosomes et participerait a la
libération de calcium a partir du réticulum endoplasmique et des lysosomes (Brailoiu et al.,
2011). Enfin, il a également été montré qu’une autre sous population de récepteurs CB1 est

exprimé dans les mitochondries et influencerait la respiration cellulaire (Bénard et al., 2012).

C. Les endocannabinoides
Les endocannabinoides sont les agonistes endogenes des récepteurs cannabinoides. Les
deux principaux sont le 2-arachidonoylglycerol (2-AG) et ’AEA, tous deux dérivés de 1’acide
arachidonique (Zou & Kumar, 2018). Toutefois, il existe d’autres molécules dérivées de 1’acide

arachidonique ainsi que des peptides (i.e. hémopressine) qui possedent une activité sur les
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récepteurs cannabinoides (Riquelme-Sandoval er al., 2020). Le 2-AG est produit a partir du
diacylglycérol (DAG) par les DAG lipases (DAGL), (Murataeva et al., 2014), et dégradé par
la monoacylglycérol lipase (MAGL). Son niveau basal est mille fois supérieur a celui de
I’AEA. Ce dernier est produit a partir de la N-acyl-phosphatidylethanolamine (NAPE) par des
phospholipases D spécifiques des NAPE (NAPE-PLD) et dégradé par 1’hydrolase des amides
d’acides gras (FAAH ; fatty acid amide hydroxylase). A noter que la FAAH est aussi impliquée
dans I’hydrolyse du 2-AG. Le 2-AG est un agoniste complet tandis que I’AEA est un agoniste
partiel des récepteurs CB1 (Pertwee et al., 2010).
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Elément I’élément  post  synaptique, les

présynaptique . endocannabinoides, et plus
,ﬁg particulierement le  2-AG,  sont
<

CB1 4

ag\ \/ )
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pré-synaptique. Ce mécanisme constitue

un systeme de signalisation rétrograde

Elément

postsynaptique participant a la modulation de la

// transmission synaptique notamment par

/

\ // des phénomeénes de  suppression
d’inhibition ou d’excitation induit par la
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endocannabinoides

important de préciser que, grace a leur
nature particulierement lipophile, les endocannabinoides mais également les
phytocannabinoides, pourraient passer les membranes et aller activer les récepteurs

intracellulaires (Zou & Kumar, 2018).

D. Le systeme endocannabinoide dans la douleur
Le systeme endocannabinoide est impliqué dans de nombreux aspects physiologiques
dont la régulation de 1’appétit, de I’humeur, du cycle-veille sommeil ou encore la
thermorégulation. Il joue également un role majeur dans la modulation de 1’information

nociceptive. En effet, on trouve le récepteur CB1 a différents niveaux du circuit de la douleur.
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IIs sont présents dans les fibres afférentes primaires nociceptives et plus particulierement dans
les terminaisons synaptiques présentes au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere.
Ainsi, I’activation de ces récepteurs inhibe la transmission du message nociceptif (Maldonado
et al., 2016). Les récepteurs CB1 permettent aussi la modulation de la douleur au niveau supra
spinal. En effet, ils inhibent les voies ascendantes de I’information nociceptive directement
dans le thalamus (Martin et al., 1999) et modulent les aspects émotionnels de la douleur,
notamment via leur action au niveau de I’amygdale (Manning et al., 2003). Enfin, ils modulent
également les contrdles descendants de la douleur via une levée d’inhibition des cellules OFF
de la RVM (Martin et al., 1998) mais aussi au niveau de la PAG (Martin et al., 1995). Le
récepteur CB2 est également impliqué dans la douleur, principalement dans la régulation des
réponses immunitaires responsables de la sensibilisation durant les états de douleur chronique
(Maldonado et al., 2016). Si on s’intéresse plus particulierement a la douleur neuropathique,
des études précliniques sur des modeles knock-out ont révélé que la délétion des récepteurs
CBI1 spécifiquement dans les neurones nociceptifs périphériques augmente 1’hypersensibilité
mécanique et thermique au froid de souris SNI, et diminue D’effet analgésique des
cannabinoides synthétiques (Agarwal et al., 2007). Par ailleurs, la délétion constitutive du
récepteur CB1 accroit les comportements de type anxieux et dépressif associés a la douleur
neuropathique suggérant un role majeur des récepteurs CB1 dans cet aspect (Racz et al., 2015;
Maldonado et al., 2016). Des études pharmacologiques ont également mis en lumiere le role
du systeme endocannabinoide dans la douleur neuropathique, en particulier I’'une d’elle a décrit
que le blocage pharmacologique de la FAAH produit une antinociception thermique et

mécanique chez des animaux neuropathiques (Schlosburg ez al., 2010; Maldonado et al., 2016).

E. Action du Cannabidiol sur le systeme endocannabinoide

Selon une méta-analyse de 2014, I’affinité moyenne du CBD pour les récepteurs CB1 est
de Ki=3.2 + 0.8 uM. Cette affinité a été obtenue en faisant la moyenne des affinités observées
par une quinzaine d’études différentes dont une chez I’homme, 3 chez la souris et 11 chez le
rat. (McPartland et al., 2015). La majorité des études d’efficacité, notamment dans des tests
d’activité des protéines G via ’incorporation de [*>S]GTPyS rapporte I’absence de réponse
induite par le CBD. Par ailleurs, le CBD semble antagoniser 1’effet d’agonistes CB1
(CP55,940, WINS55212-2) dans ce méme test a des concentrations parfois bien inférieures aux
valeurs de Ki décrites plus haut. Toutefois, des études ont également montré que le CBD a un
effet in vivo, qui est bloqué par I’usage d’agonistes inverses du récepteur CB1 et dans des souris

CB1 knock-out suggérant plutot une activité de type agoniste pour le récepteur CB1
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(McPartland et al., 2015). Aujourd’hui ces disparités sont expliquées principalement par deux
facettes du CBD. Tout d’abord le CBD a plus récemment été décrit comme un modulateur
allostérique négatif des récepteurs CB1 (Laprairie et al., 2015). En effet, celui-ci inhibe de
maniere dose-dépendante et non compétitive I’association du récepteur CB1 a la B-arrestine
induite par le 2-AG ou le THC a des concentrations entre 0.5 et 1 uM, selon une courbe qui
correspond a un modele d’allostérie (Laprairie et al., 2015). D’un autre c6té, le CBD a été
décrit en tant qu’inhibiteur de I’enzyme FAAH (Bisogno et al., 2001), induisant indirectement
une activation des récepteurs CB1 accrue via I’augmentation du taux d’endocannabinoides. Cet
effet sur la FAAH permet d’expliquer en partie les effets de type agoniste observés in vivo. Par
ailleurs, le CBD agit également en tant que modulateur allostérique négatif du récepteur CB2
(Martinez-Pinilla et al., 2017) bien qu’il ait également été décrit en tant qu’antagoniste mais

aussi agoniste inverse de ce récepteur (Peng et al., 2022).

3. Le systeme opioide
Une étude de Kathmann et al, a suggéré que les récepteurs opioides p et 6 pourraient étre des
cibles du CBD. En effet, dans des préparations de membranes corticales de rat, le CBD a 100
UM accélere la dissociation de DAMGO (agoniste p) et de naltrindole (antagoniste 0) tritiés
respectivement induites par la naloxone (antagoniste opioide non sélectif) et le naltrindole. Ces
résultats suggerent que le CBD pourrait agir comme un modulateur allostérique positif des
récepteurs u et 6 (Kathmann et al., 2006). D’autres ont également suggéré que le CBD 10 uM
inhibait significativement la liaison des ligands pour chacun des récepteurs opioides (Foss et

al., 2021).

4. Les autres cibles du CBD

Le CBD cible de nombreuses protéines dont des récepteurs couplés aux protéines G,
des canaux ioniques, des enzymes ou encore des récepteurs nucléaires (Figure 6), (Castillo-
Arellano et al., 2023).

Parmi les RCPGs, le CBD a été décrit comme ayant une activité de type agoniste sur
les récepteurs sérotoninergiques SHT| (Russo et al., 2005), les récepteurs a I’adénosine Aia
(Gonca & Darici, 2015) et Axa (Ribeiro et al., 2012) mais également sur les récepteurs D2 a la
dopamine (Seeman, 2016). En revanche il serait un antagoniste partiel des récepteurs SHT2a

(Russo et al., 2005), un antagoniste des récepteurs orphelins GPR55 (Ryberg et al., 2007),
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GPR18 (McHugh et al., 2010), et un agoniste inverse des récepteurs orphelins GPR3, GPR6 et
GPR12 (Brown et al., 2017).
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CBD a une activité de type agoniste (fleche bleue pleine), de type modulateur allostérique
positif (fleche bleue en pointillé), ou de type agoniste inverse (fléche noire). Du coté droit, les
cibles moléculaires sur lesquelles le CBD a une activité de type antagoniste (fleche pleine
rouge), de type modulateur allostérique négatif (fleche rouge en pointillé), ou de type
inhibiteur (fleche grise) (Figure adapté de Castillo-Arellano et al., 2023).

Du c6té des canaux ionotropes, le CBD exerce un effet sur de nombreux récepteurs de
la famille des TRP particuliecrement impliquée dans la détection de stimuli nociceptifs. En effet,
c’est un agoniste des récepteurs TRPV1 (Iannotti et al., 2014), TRPV2 (Qin et al., 2008) et
TRPV3 (De Petrocellis et al., 2012) ainsi que du récepteur TRPA1 (Kowalski et al., 2020). En
revanche il semble avoir un effet antagoniste sur le récepteur TRPMS8 (De Petrocellis et al.,
2008). Le CBD agit aussi sur d’autres récepteurs canaux, tels que les récepteurs glycinergiques
GlyR sur lesquels il exerce une modulation allostérique positive, ce qui est également le cas
pour les récepteurs GABA-A (Bakas et al., 2017). D’un autre co6té, il agit en tant que
modulateur allostérique négatif des récepteurs SHT3 (Xiong er al., 2011) ainsi que des
récepteurs a 1’acétyl-choline a7-nACh (Chrestia et al., 2022). 11 inhibe également les canaux

sodiques, calciques et potassiques activés par le voltage Cavs.1-3 et Kva.1 (Ghovanloo et al.,
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2018) ainsi que le canal mitochondrial anionique dépendant du voltage VDAC-1 (Rimmerman

et al., 2013).

Le CBD agit également sur des enzymes. En effet, ce dernier inhibe I’activité
enzymatique de I’acétylcholine-estérase AChE, la butyrylcholine-estérase BChE ou encore
I’arylalkylamine N-acétyltransférase AANAT (Castillo-Arellano et al., 2023). Par ailleurs, le
CBD inhibe également 1’activité -catalytique de nombreuses enzymes hépatiques
indispensables a la métabolisation de nombreux médicaments, comme diverses isoformes de
cytochromes P450 mais aussi d’UGT (Nasrin et al., 2021).

Enfin, le CBD, a été¢ décrit comme un agoniste du récepteur PPARY (Peroxisome
Proliferator-activated Receptor y), récepteurs nucléaire impliqué dans la différenciation, la
prolifération et ’apoptose de divers types cellulaires (Esposito et al., 2011).

Ainsi, la grande variété des actions thérapeutiques induites par le CBD correspond a la
multiplicité de cibles moléculaires. A ce jour, les mécanismes moléculaires qui sous-tendent
I’action thérapeutique du CBD sont encore mal compris et I’implication de certaines de ces
cibles n’a méme jamais été évaluée in vivo. Compte tenu de notre intérét pour la douleur
neuropathique et ses comorbidités nous allons donc développer I’effet et I’implication du CBD

dans cette pathologie dans la partie suivante.
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III. Le CBD dans la douleur neuropathique et ses
comorbidités

1. Etudes cliniques

Du c6té de 1a recherche clinique, peu d’études se sont penchées sur I’effet analgésique du
CBD dans la douleur neuropathique. Wade et al, ont évalué le potentiel thérapeutique du CBD
chez des patients atteints de troubles neurologiques, dont 14 atteints de sclérose en plaque, 4
de Iésions de la moelle épiniere, un de 1ésion du plexus associée a une neuropathie et un d’une
amputation associée a des douleurs du membre fantome (Wade et al., 2003). Chez les 12
patients évalués par rapport a leurs douleurs, le CBD soulage la douleur significativement plus
que le placebo, il a toutefois un effet relativement modeste (avant traitement 30.1/100, placebo
44.5/100, CBD 54.8/100 ; O représentant le pire état possible et 100 le meilleur) (Wade et al.,
2003). Notcutt et al, quant a eux se sont intéressés a 34 patients atteints de douleur
neuropathique de différentes étiologies. Ils ont demandé aux patients de choisir 2 symptomes
principaux associés a leur pathologie (douleurs, spasmes, tremblements, etc.) et d’évaluer
I’amélioration de ces symptdmes apres administration de CBD. Les résultats obtenus suggerent
une absence d’amélioration de ces symptomes (le plus souvent la douleur) par le CBD (Notcutt
et al., 2004). D’autres études ont évalué le potentiel sur la douleur chronique de traitements
riches en CBD mais contenant malgré tout du THC (van de Donk et al., 2019; Capano et al.,
2020; Urits et al., 2020). Actuellement, on ne sait pas avec certitude si le CBD est efficace pour
soulager la douleur neuropathique, et il est nécessaire de mener des études cliniques plus

approfondies afin de mieux comprendre son potentiel dans le traitement de ces douleurs.

2. Etudes précliniques

Une vingtaine d’études précliniques se sont penchées sur le role du CBD dans la douleur
neuropathique. Parmi celles—ci, 3 modeles de douleurs neuropathiques prédominent : les
douleurs neuropathiques dues a une 1ésion du nerf périphérique, la neuropathie chimio-induite

par des agents anti-cancéreux et la neuropathie diabétique.

L’administration aigué¢ de CBD, provoque un effet antinociceptif dans chacun de ces 3
modeles. Concernant son administration intrapéritonéale, les études ayant étudié son action
aigué ont montré un effet antinociceptif significatif du CBD a 30 min (Jesus et al., 2022), 1h
(Harris et al., 2016; Jesus et al., 2019; Baron-Flores et al., 2022) et 2h (Casey et al., 2017,

Jesus et al., 2019; Baron-Flores et al., 2022). L’administration locale intraplantaire de CBD
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chez des souris dont le nerf sciatique est compressé entraine, quant a elle, un effet
antiallodynique plus rapide dés 10 minutes avec un effet pic a 15 minutes (Aguiar et al., 2023).
Par ailleurs, chez la souris, la dose efficace 50 (ED50) de CBD pour obtenir un effet
antinociceptif est de 11 a 20 nmol i.t (Casey et al., 2022) et de 3.6 a 3.5 mg/kg s.c. (Casey et
al., 2017).

Dans un modele murin de neuropathie diabétique induite par la Streptozocine (tableau
1), ’administration intranasale ou intra péritonéale répétée de CBD empéche le développement
de I’allodynie thermique et tactile associée au diabete (Toth et al., 2010). Toutefois, lorsque le
CBD est administré apres la mise en place de la neuropathie, aucune amélioration notable de
I’allodynie tactile ou thermique n’est visible (Toth er al., 2010). Ces résultats sont en
contradiction avec I’étude de Jesus et al, qui suggere que 1’administration i.p. de CBD pendant
14 jours chez des rats ayant développé une neuropathie diabétique soulage 1’allodynie
mécanique associée (Jesus et al., 2019).

Chez des souris souffrant de neuropathie chimio-induite par un agent anticancéreux
(CINP, chemotherapy-induced neuropathic pain), le plus souvent, cysplatine ou paclitaxel
(tableau 1), les résultats sont assez contradictoires. En effet, certains auteurs montrent que le
CBD a un effet préventif sur le développement d’une allodynie mécanique et ou thermique,
lorsque celui-ci est administré conjointement au paclitaxel (Ward ez al., 2014; Foss et al., 2021;
Kumar Kalvala et al., 2022). En revanche, d’autres études indiquent que le CBD ne prévient
pas le développement de la neuropathie lorsque que celle-ci est induite par le cysplatine (Harris
et al., 2016). Ceci pointe vers un effet préventif du CBD qui est différent selon I’agent anti-
cancéreux utilisé. Sepulveda et al, suggerent également que les différences observées dans les
différentes études utilisant du CBD pourraient étre liées a la provenance de ce dernier. En effet,
I’administration de CBD synthétique dans un modele de CINP, ne soulage pas 1’allodynie
associée, a I’inverse d’'un CBD extrait directement de la plante (Sepulveda et al., 2022). Cette
différence peut s’expliquer par une faible concentration de A9-THC qui pourrait étre présente

dans les extraits botaniques.
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Dans des modeles de neuropathies induites par une Iésion des nerfs périphériques ou de
la moelle épiniere (tableau 2), I’administration orale de CBD durant les 14 jours suivant la
chirurgie cuff prévient le développement de I’allodynie mécanique chez les rats males mais pas
chez les femelles (Linher-Melville er al., 2020). De plus, cet effet s’accompagne d’une
régulation différentielle de 1’expression de marqueurs neuro-inflammatoires a 9 semaines de
chirurgie chez les méles et les femelles (Linher-Melville et al., 2020). En outre, un traitement
au CBD commencé 7 jours apres une chirurgie CCI, et administré pendant 7 jours, améliore
également 1’hyperalgésie et 1’allodynie associées a la neuropathie (Costa et al., 2007). Par
ailleurs, De Gregorio et al, suggerent que 1’administration répétée de CBD débutée apres la
mise en place de la neuropathie entraine un rétablissement des seuils nociceptifs au bout de 7
jours (De Gregorio et al., 2019).

L’implication potentielle de plusieurs cibles du CBD a été évaluée dans 1’effet anti-
allodynique. Plusieurs études ont suggéré 1’implication des récepteurs TRPV1 (De Gregorio et
al., 2019; Aguiar et al., 2023) et SHT1A (Ward et al., 2014; Jesus et al., 2019; Aguiar et al.,
2023) dans I’effet antinociceptif du CBD. Plusieurs études suggerent que les récepteurs CB1
et CB2 ne seraient pas impliqués dans cet effet (Costa et al., 2007; Xiong et al., 2012; Ward et
al., 2014; Jesus et al., 2019) cependant ces résultats sont contestés par Casey et al., qui ont
suggéré leur implication dans 1’hypersensibilité au froid (Casey et al., 2017, 2022), mais aussi
I’implication du récepteur CB1 dans 1’allodynie mécanique (Casey et al., 2022). Par ailleurs,
I’administration de CBD potentialise 1’augmentation de 1’expression des récepteurs TRPV1 et

CB1 induite par la douleur neuropathique dans un modele de CCI (Silva-Cardoso et al., 2021).
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Enfin, concernant les comorbidités anxio-dépressives associées a la douleur
neuropathique, trois articles ont abordé la question. Dans le premier, De Gregorio et al,
suggerent que, dans un modele de SNI dans lequel les rats présentent des comportements des
type anxieux accrus, le CBD améliore ’anxiété dans le test de champ ouvert (open field), le
test de labyrinthe en croix surélevé (elevated plus maze) ainsi que dans le test d’hyponéophagie
(novelty suppressed feeding), (De Gregorio et al., 2019). Silva-Cardoso et al., montrent
également un effet anxiolytique du CBD dans le test de champ ouvert chez des rats CCI anxieux
(Silva-Cardoso et al., 2021). Cet effet anxiolytique semble impliquer le récepteur SHT1A car
I’effet anxiolytique du CBD est aboli par la co-administration de WAY 100635, antagoniste de
ce récepteur (De Gregorio et al., 2019). Du c6té des comportements de type dépressif,
Malvestio et al, montrent que I’administration de CBD directement dans le cortex pré-limbique,
atténue des comportements de type dépressif mesurés dans le test de la nage forcée chez des

rats CCI (Malvestio et al., 2021).
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TRAVAIL DE THESE

L’objectif de ma thése est d’évaluer le potentiel thérapeutique du CBD dans la douleur
neuropathique et d’examiner I’implication potentielle du récepteur opioide o et plus
particulierement des hétéromeres 0-CB1 dans cet effet. A ces fins, nous avons organisé le projet

autour de quatre axes.

Nous avons tout d’abord caractérisé le modéle du cuff chez nos souris de fond génétique
C57BL/6J : 129svPas (50 : 50), chez les males et les femelles exprimant ou non le récepteur
opioide 8. Nous avons évalué les modifications comportementales induites par la chirurgie au
niveau de la sensibilité mécanique ainsi que I’impact sur 1’état émotionnel des souris. Par
ailleurs, nous avons également examiné les variations de médiateurs de 1’inflammation
(cytokines, facteurs de croissances, etc.) quatre semaines apres la chirurgie, dans le sérum mais

aussi dans le tronc cérébral et I’hippocampe.

Nous avons ensuite évalué 1’effet thérapeutique du CBD dans le modele du cuff ainsi
que I’implication du récepteur opioide 6 dans cet effet. Pour cela, nous avons dans un premier
temps étudié 1’effet dose-dépendant et la cinétique d’action d’une injection aigué de CBD sur
la sensibilité mécanique de souris sauvages. Ensuite, nous avons évalué I’effet d’un traitement
répété de CBD. Afin de déterminer I’effet de I’administration répétée de CBD sur I’état
émotionnel des souris neuropathiques, deux doses ont été sélectionnées en fonction de leur
impact sur la sensibilité mécanique lorsqu’administrées de facon aigué, c’est-a-dire, une dose
soulageant 1’hypersensibilit¢ mécanique (10 mg/kg) et une dose faible (1 ug/kg) sans effet sur
cette hypersensibilité. Ces administrations répétées ont été effectuées chez des animaux males

et femelles, exprimant ou non le récepteur opioide o.

En parallele, nous avons effectué une cartographie complete des régions de
colocalisation neuronale des récepteurs & et CB1 dans le cerveau en conditions basale et
neuropathique (Cuff et SNI). La colocalisation cellulaire des récepteurs étant un prérequis
indispensable a la formation d’hétéromeres, cette approche permet d’identifier les régions au
sein desquelles les récepteurs & et CB1 peuvent s’associer en hétéromeres. Elle nous renseigne
également sur I’impact de la condition neuropathique sur la distribution des deux récepteurs

dans les circuits associés a la douleur.
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Enfin, nous avons abordé ex vivo I’hétéromérisation des récepteurs 6 et CB1 ainsi que
leur activation par le CBD. Pour cela, nous avons étudié la co-internalisation des récepteurs o
et CB1 en tant qu’indicateur de I’hétéromérisation telle que décrite dans le cas des hétéromeres
u-6 (Derouiche 2020) dans des cultures primaires d’hippocampe. Nous avons ainsi examiné
I’impact de la co-application de CBD et de ligands sélectifs des récepteur 6 ou CB1 sur cette

co-internalisation.
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I. Modeles animaux

1. Animaux

Les animaux sont élevés et fournis par le Chronobiotron UMS3415 (numéro
d’agrément B6748225). Les souris sont hébergées 2 a 5 par cage, dans une piece ayant un cycle
jour/nuit de 12h/12h avec une phase lumineuse de 8h a 20h, une température de 24 +/- 2°C et
une humidité de 45+/- 5%. Tous les tests comportementaux ont eu lieu pendant la phase
lumineuse. La nourriture et 1’eau sont accessibles ad libitum et la cage est agrémentée d’un
tunnel, d’un barreau en bois a ronger et du matériel nécessaire a la réalisation d’un nid (pads
en coton). Toutes les expériences ont été réalisées par des personnes qualifiées en conformité
avec la directive européenne relative a la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques
(n°2010/63/EU). Ces expériences ont recu l’agrément du ministére de 1’enseignement
supérieur, de la recherche et de I’innovation et du comité d’éthique en expérimentation animale

(APAFIS#23672-2020011418165945 v3 (APAFIS#23672)).

2. Lignées génétiquement modifiées

La majorité des expériences ont été faites sur différentes lignées de souris transgéniques
de fond génétique hybride C57B1/6J : 129SvPas (50 : 50) (Figure 1). Les souris & knock-out
(KO) sont dépourvues du récepteur opioide 6 (Filliol e al., 2000) ce qui nous permet de
questionner son implication dans les mécanismes que nous étudions en comparant avec les
résultats obtenus chez des souris possédant ce récepteur. Les souris knock-in 6-eGFP (Scherrer
et al., 2006) présentent un récepteur opioide 6 en fusion avec la protéine fluorescente verte
eGFP. Cette construction nous permet de pallier I’absence d’anticorps spécifiques du récepteur
opioide d. Les souris u-mCherry (Erbs et al., 2015) possedent le récepteur opioide p en fusion
avec la protéine fluorescente rouge mCherry. Ces constructions permettent la visualisation des
deux récepteurs sans immunomarquage. Par ailleurs, aucune modification dans le
comportement de ces animaux n’a été détectée. Finalement, des souris double knock-in o-
eGFP/u-mCherry (Erbs et al., 2015), obtenues suite a un croisement des deux lignées

précédentes nous permettent la visualisation simultanée des deux récepteurs.
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Une petite partie des expériences a également été réalisée sur des souris congéniques
C57B1/6J possédant ou non le récepteur opioide o. Les souris B6-3-KO sont dérivées des souris
0-KO décrites précédemment et ont été rétro-croisées sur au moins 10 générations avec des

souris C57BL6/J (Benbouzid et al., 2008a).

C57BI1/6J:129SvPas (50:50) C57B1/6J
p-mCherry/6-eGFP p-mCherry p-mCherry/ 5-KO B6-56-KO B6-WT
! ! E - g : »

co-expession neuronale

(chapitre 3) et caractérisation du cuff (chapitre 1) et effets du CBD (chapitre 2)
internalisation (chapitre 4)

Récepteur Récepteur
g opioide n mCherry j opioide & EGFP

Figure 32 : Schéma illustrant le fond génétique ainsi que le génotype des souris en fonction
des expériences dans lesquelles elles sont impliquées

Par soucis de clarté, nous appellerons « sauvage » les souris possédant le récepteur 9,
et 8-KO celles chez qui il est absent, indépendamment de leur fond génétique et de la présence

ou non d’une protéine fluorescente sur le récepteur p.

3. Modeles de douleur neuropathique

A. Le modéele du « Cuff »

Des souris méles et femelles agées de 8 a 14 semaines sont anesthésiées avec une solution
de kétamine 20 mg/kg (Kétamine 1000, Virbac, France) et d’'un mélange de tilétamine et de
zolazépam 80 mg/kg (Zoletil 50, Virbac, France). La patte droite des souris est tondue et
désinfectée avec un spray anti-bactérien (Apaisyl cleanspray, Vidal, France). Une incision est
effectuée au niveau de la cuisse. A I’aide de 2 cure-dents stériles, la branche principale du nerf

sciatique est dégagée. Un manchon (cuff) en polyéthylene stérile (longueur 2mm, diametre
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interne 0.38mm, diametre externe 1.09mm, Py2 59-8323, Harvard apparatus, UK) est déposé
autour du nerf, le manchon est resserré autour du nerf pour une bonne compression. La plaie
est suturée puis les animaux sont placés sous lampe chaude avec de la nourriture en gel a
disposition. Les animaux possédant un manchon sont appelés animaux cuff. Des animaux ayant
subi la procédure chirurgicale sans pose de manchon sont appelés animaux sham et sont utilisés

comme animaux contrdles.

B. Le modele du « SNI » ou lésion du nerf épargné

La chirurgie est effectuée sous anesthésie générale par inhalation d’isoflurane (3 % pour
I’induction et 2 % pour le maintien ; IsoVet® B. BRAUN, Espagne). En condition d’asepsie,
la patte gauche est rasée et nettoyée avec de I’éthanol. Une incision est réalisée au niveau de la
cuisse et les muscles sont séparés afin d’exposer le nerf sciatique au niveau de la trifurcation.
Les branches tibiales et péronéales du nerf sont ligaturées et coupées du coté distal de la
ligature. La branche surale du nerf sciatique reste intacte. Les tissus conjonctifs et les muscles
sont alors suturés, et la plaie refermée par la pose d’une agrafe. Les chirurgies Cuff et SNI étant

similaires, les animaux contrdles (sham) sont les mémes que pour la chirurgie Cuff.
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II. Protocoles expérimentaux et test comportementaux

1. Protocoles expérimentaux et décours temporels

Pour les études incluant du comportement, 3 protocoles différents ont été réalisés sur les

animaux.
Chirurgie cuff Mise a mort
M Traitement (i.p. 1/jour) |
Semaine | Basale 1 2 3 4 5 6 | 7 8 [ o [ 10 >
Von Frey 3 fois repos repos 1 fois par semaine tous les 2-3 jours
Etat émotionnel | | | | | | | I
| ~id |spasn | 15 | BsT |

Figure 33 : Décours temporel du protocole expérimental de 10 semaines utilisé pour la
caracterisation du modele du cuff (chapitre 1), et [’étude de [’effet du CBD (chapitre 2). IS :
test d’interaction sociale, FST : test de la nage forcée (Forced Swim Test)

Un protocole de 10 semaines a été effectué chez des souris sauvages et 5-KO. Ce protocole
a servi a la caractérisation du modele du cuff (Chapitre 1:), et a I’étude de I’effet du CBD
(Chapitre II :). Le décours temporel des tests comportementaux est décrit dans la figure ci-
dessus (figure 31). Suite a la mise a mort des animaux, les tissus sont prélevés comme décrits
dans Ponction intracardiaque et récupération des tissus frais.

Chirurgie cuff Mise a mort

}

Traitement (1.p.

1/jour)
Semaine Basale 1 2 3 | 4 >

Von Frey | 3 fois 1 fois par semaine tous les 2-3 jours

TFonctions motrices U |_|

| “.];otarod | Locom. |

Figure 34 : Décours temporel du protocole expérimental de 4 semaines complémentaire utilisé
pour la caractérisation du modeéle du cuff (chapitre 1), et [’étude de [’effet du CBD (chapitre
2). Locom. : test de locomotion.

Un protocole de 4 semaines (figure 32) a été effectué chez des souris sauvages pour

compléter la caractérisation du modele du cuff (Chapitre 1:), et I’étude de I’effet du CBD
(Chapitre 11 :).
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Chirurgie cuff ou SNI Mise a mort

Semaine Basale 1 | 2 3 | 4 >
Von Frey 3 fois 1 fois par semaine

Figure 35: Décours temporel du protocole expérimental de 4 semaines utilisé pour la

cartographie des zones de co-expression neuronale des récepteur o et CBI (chapitre3).

Un autre protocole de 4 semaines (figure 33) a été effectué chez des souris pu-mCherry/o-
eGFP. Les souris issues de ce protocole ont été utilisées pour 1’étude des régions de
colocalisation neuronale des récepteurs 6 et CB1 (Chapitre III :). Dans ce protocole le seuil de
sensibilité mécanique est mesuré afin de s’assurer que les animaux développent une

hypersensibilité.

2. Modalités de traitement

Remarque : les références des produits €écrits en violet sont indiquées en Annexes

Le traitement prolongé avec le Cannabidiol est commencé 7 semaines apres la chirurgie
cuff et dure 15 jours. Le cannabidiol synthétique étant une substance particulierement
hydrophobe, il est dilué dans un excipient composé de NaCl 0.9% et Tween 80 (polysorbate
80) 2%. 1l est délivré chaque jour par une seule injection intra-péritonéale le matin. Trois
traitements sont administrés : les controles avec uniquement 1’excipient, les groupes avec une
dose de CDB 1 ug/kg, et les groupes avec une dose de CBD 10 mg/kg. Compte tenu des effets
indésirables associés au polysorbate 80 (Varma et al., 1985) qui est contenu dans 1’excipient,

nous avons réduit le volume injecté a 30 ul/10g.

3. Test comportementaux

Sauf indication contraire, les animaux sont déplacés dans la salle de test une heure avant le

début de celui-ci, afin de s habituer a la salle de test.
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A. Seuil de sensibilité mécanique : Test des filaments de Von Frey

Zone d'application du filament

._Tibial (central) >

Cuff .

SNI

Sural
(lateral)

Péronéal
(meédian)

¢ »
e s s e E e .-
B e LY

Figure 36 : Illustration du test des filaments de Von Frey montrant également la zone
d’application du filament en fonction du modele de douleur neuropathique

Ce test a pour but de déterminer le seuil nociceptif mécanique des souris. Il est
systématiquement effectué tout au long des expériences de comportement afin de déterminer
le seuil nociceptif basal des souris avant chirurgie, d’évaluer la mise en place et le maintien de
I’allodynie mécanique induite par la chirurgie cuff et le soulagement de cette allodynie par les

différents traitements.

Le dispositif est constitué d’une grille de métal surélevée surmontée d’une ligne de
petites enceintes en plastique de 10 x 7cm. Les souris sont placées dans les petites enceintes
pendant 30 minutes 2 jours consécutifs afin de s’habituer au dispositif les jours précédents le
premier test. Les jours de test, les souris sont placées dans les petites enceintes 5 a 10 minutes
avant le début de celui-ci. Des filaments de grammage croissant (de 1 a 8g) sont alors appliqués
successivement sous les pattes arrieres droites et gauches des souris. Chaque filament est
appliqué 3 a 5 fois sous chaque patte jusqu’a obtenir 3 réponses identiques. Est considéré
comme une réponse nociceptive tout retrait, léchage ou secousse de la patte consécutif a
I’application du filament. En absence de réponse suite a 3 applications d’un méme filament, le
filament supérieur est utilisé. Ce processus est répété jusqu’a obtenir 3 réponses nociceptives
pour 2 filaments consécutifs. Le plus léger des deux filaments ayant entrainé une réponse est

considéré comme celui déterminant le seuil nociceptif mécanique de la patte testée.
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B. Etat émotionnel

Les tests d’éclaboussement, d’interaction sociale et de nage forcée ont été filmés et analysés

avec I’aide du logiciel ANY-maze™ (Stoelting Europe, Ireland).

a. Test d’éclaboussement

Ce test a pour but de
déterminer le temps de toilettage des
souris ~comme  indicateur  de
symptomes de type dépressif.

L’incapacité a maintenir les activités

| Z 5min
4‘

Test d'éclaboussement

quotidiennes essentielles telles que

I’hygiéne corporelle est en effet

Figure 37: Schéma illustrant le test d'éclaboussement considérée chez ’homme comme un

(Splash) accompagné d’une photo représentative . . .
critere pour le diagnostic de troubles

dépressifs majeurs par le DSM-5.

Chaque souris est placée seule dans une cage garnie de litiére propre, et aspergée d’une
solution d’eau et de sucrose 20%. Pendant les 5 minutes suivant 1’aspersion, la souris est filmée,
et les épisodes de toilettage comptés et chronométrés en discriminant le toilettage de la t€te du

reste du corps.

b. Test du nid

@Xm

Ce test est utilisé

en tant qu’indicateur du

niveau de bien-étre des
animaux (Jirkof, 2014).
Les souris sont

individualisées dans des

cages propres avec de

Test du nid , o
I’eau et de la nourriture a

Figure 38 : Schéma illustrant le test du nid, accompagné de 5 disposition. Au bout d’une
photos représentatives des différentes notes de 0 a 4 atiribuées en  heure, un carré de coton

fonction de la qualité du nid. . R .
nécessaire a la confection

du nid est ajouté dans la cage. Au bout de 4h, les souris sont remises ensemble dans leur cage

initiale et la cage et le nid sont photographiés. Sur la base des photos, la qualité de chaque nid
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est évaluée en aveugle, avec une note de 0 a 4 (Deacon, 2006). 0 indique que le carré de coton
est intact a plus de 90%, 1 indique qu’il est partiellement déchiré (de 50 a 90% intact), 2
indique que plus de la moitié du carré de coton est déchiré, 3 indique que plus de 90% du carré
de coton est déchiré et rassemblé en nid plat dans un coin de la cage, 4 indique que plus de 90
% du carré de coton est déchiré et rassemblé dans un coin de la cage en un nid formant un

cratere.

c. Test d’interaction sociale

Ce test a pour but de

C
déterminer le temps d’interaction
- sociale comme indicateur de
) symptdmes de type anxieux.
E S5min .y N
v Deux souris étrangeres
. L .. . . I’'une a I’autre sont placées en
Figure 39 : Schéma illustrant le test d’interaction sociale,
accompagné d’une photo représentative méme temps dans une cage garnie

de litiere propre: 'une est la
souris qui doit étre évaluée (souris test) et 1’autre une souris de méme sexe et de gabarit
similaire (interacteur). Pendant les 5 minutes suivant leur rencontre, les souris sont filmées, et

les épisodes de reniflements initiés par la souris test sont comptés et chronométrés.

d. Test de la nage forcée

= Ce test permet de mesurer le

temps d’immobilité des

-
-
-
-
»
~
-
-
-
-
-~

animaux dans une tache de nage

ECI E 6min

forcée, comme un indicateur de

R renoncement et, par association
Test de la nage forcée Y )

de comportement de type

Figure 40 : Schéma illustrant le test de la nage forcée, dépressif (Porsolt et al., 1977).
accompagné d’une photo représentative ’

Ce test étant générateur de
stress, les souris ne sont pas déplacées ensemble dans la piece mais y sont amenées une par une
dans les quelques minutes précédant le test. La souris est placée dans un bécher de 2L rempli
d’eau a 24+/- 1°C. Pendant les 6 minutes de test, on compte le nombre d’épisodes d’immobilité,
le temps total d’immobilité ainsi que la latence avant le premier épisode d’immobilité. A la fin

du test, la souris est séchée et remise dans sa cage.
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C. Coordination motrice et activité locomotrice

a. Coordination motrice : Rotarod

L’appareil est constitué¢ d’un cylindre horizontal tournant sur lui-méme, séparé en quatre
compartiments de sorte a éviter tout contact entre les souris. La veille du test, les animaux sont
habitués et entrainés a tenir sur le dispositif dont la rotation est réglée a 4 RPM. Une fois que
chaque souris a réussi a se maintenir sur le cylindre pendant une minute a 3 reprises,
I’apprentissage est considéré comme terminé. Le jour du test, les animaux sont placés sur le
dispositif, celui-ci est réglé de sorte que la rotation du cylindre accélere de 4 RPM a 40 RPM

en 5 minutes. Lorsque la souris chute, la latence et la vitesse atteinte par le cylindre sont notées.

b. Activité locomotrice
Chaque souris est placée dans une cage remplie de sciure fraiche. La distance parcourue

par la souris pendant une période de 15 minutes est mesurée grace au logiciel ANY-maze™.

III. Prélevement et conditionnement des tissus

1. Ponction intracardiaque et récupération des tissus frais

Les animaux sont anesthésiés avec une injection i.p. d’'un mélange de kétamine (Kétamine
1000, 300 mg/kg), et de xylazine 20 mg/kg (Paxman, Virbac, France), ainsi qu’une injection
locale s.c. de lidocaine 10 mg/kg (Lurocaine, Vetoquinol S.A. France) au niveau des cotes.
Apres avoir vérifié 1’absence de réflexes, la peau de I’animal puis le plan musculaire sont
incisés horizontalement au niveau du diaphragme. Le diaphragme est ouvert et les cotes sont
coupées de chaque coté de la cage thoracique afin de dégager le cceur. Une ponction
intracardiaque est alors effectuée dans le ventricule gauche du cceur de la souris. Le sang ainsi
collecté dans des tubes Eppendorf est maintenu a température ambiante pendant 2h pour
permettre sa coagulation. Les tubes sont ensuite centrifugés 15 minutes a 2000g, puis le

surnageant, ¢’est-a-dire le sérum est récupéré avant d’étre stocké a -80°C.

Immédiatement apres la collecte du sang, la souris est décapitée afin de récupérer le cerveau
et de collecter les régions d’intérét : le cortex, le striatum, I’hippocampe, le cervelet, le tronc
cérébral, et une partie du cerveau moyen. Le tout est effectué sur glace pour limiter la
dégradation des tissus. Pendant ce temps, la moelle épiniere est récupérée par extrusion avec
une solution de PBS 1X a 4°C. Les tissus sont ensuite mis dans des tubes Eppendorf et mis sur

carboglace avant d’étre stockés a -80°C jusqu’a utilisation.
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2. Perfusion intracardiaque et récupération de tissus fixés

Une heure avant 1’anesthésie, du SNC80 10 mg/kg i.p. est administré pour permettre
I’internalisation et une meilleure visualisation des récepteurs opioides 6. De la méme maniere,
I’ACEA 5 mg/kg i.p. est injecté 30 minutes avant I’anesthésie, pour mieux visualiser les

récepteurs CB1.

L’anesthésie des animaux et la chirurgie sont effectuées de la méme maniére que pour la
ponction intracardiaque, jusqu’a I’acces au coeur. Une aiguille de 26G est alors insérée dans le
ventricule gauche de la souris. Elle est reliée par un tube a une pompe péristaltique au
préalablement rempli de paraformaldéhyde (PFA) 4% dans du PBS froid. L’oreillette gauche
est perforée pour permettre au sang de sortir et une perfusion rapide (5 min, 20 ml/minute) est

réalisée. Les tissus d’intérét (cerveau, moelle épiniére, ganglions rachidiens) sont récupérés.

A. Ganglions rachidiens

La colonne vertébrale est découpée pour permettre I’extraction des ganglions rachidiens
puis stockée dans du PBS avec du PFA 4% jusqu’a utilisation. Les colonnes vertébrales sont
rincées 3 fois avec du PBS. Les dernieres cotes flottantes sont insérées au niveau du segment
T13 de la colonne vertébrale, ce dernier est immédiatement suivi des segments lombaires L1 a
L6. Chaque vertebre est coupée en deux afin de libérer ’acces aux DRG associés aux segments
spinaux L3 a LS. Ceux-ci sont alors placés dans une solution de PBS contenant 30% de sucrose
pendant 24h. Le lendemain, les DRGs sont inclus dans de I’OCT et stockés a -80°C. Les DRGs
sont alors coupés en sections de 16 um d’épaisseur avec un cryostat (CM3050, Leica) et
récoltés dans 4 puits différents. Les 3 DRGs étant inclus dans le méme bloc d’OCT et récupérés
en coupes flottantes, il est impossible de distinguer de quel niveau lombaire proviennent les

coupes.

B. Cerveau

La souris est décapitée afin de récupérer le cerveau. Ce dernier est conservé 24h dans du
PFA 4% en PBS froid puis est rincé 3 fois avec du PBS avant d’étre coupé au vibratome
(VT1000S, Leica). Le vibratome est réglé afin d’effectuer des tranches de 30 um d’épaisseur.
Les coupes flottantes sont récupérées en PBS dans des plaques 24 puits de sorte qu’un méme

puits ne contienne jamais 2 coupes successives.
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IV. Neuroinflammation : dosage et détection de protéines

1. Homogénéisation des tissus

Les tissus sont maintenus sur carboglace jusqu’a utilisation. Les tissus provenant de 4 a 5
animaux de méme condition sont rassemblés. Sur glace, dans un broyeur de tissus de type
Potter-Elvehjem, les tissus sont homogénéisés dans un milieu contenant du PBS et des
inhibiteurs de protéases de type cOmplete. Une fois homogénéisés, du Triton X-100 est ajouté
pour une concentration finale de 1%. Les échantillons sont alors centrifugés a 10 000g a 4°C

pendant 5 minutes, pour se débarrasser des débris cellulaires.

2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Afin d’évaluer la quantité de protéines présente dans nos échantillons, un dosage de
protéine est effectué par la méthode de Bradford. L’échantillon est mis en contact avec le
réactif de Bradford (dilution finale 1/5). Une courbe étalon est réalisée en ajoutant des
quantités croissantes d’albumine bovine (BSA) allant de 0 pg a 20 pg. En présence de
protéines, le réactif prend une teinte bleu caractéristique, dont 1’absorbance a 595nm est

proportionnelle a la quantité de protéine présente.

3. Kit d’analyse de cytokines

Le Mouse XL Cytokine Array Kit permet la détection simultanée dans 4 échantillons, de
111 protéines solubles dont majoritairement des cytokines, chimiokines et facteurs de
croissance. Le principe de ce kit est le suivant : des membranes de nitrocellulose, présentant
les différents anticorps de capture, déposés en duplicata sous forme de points sont incubées
avec les échantillons préalablement dilués ; 200ul de sérum ou 200 pug de protéines pour les
homogénats de tissus. Les membranes sont rincées dans du tampon de ringage puis incubées
avec un cocktail d’anticorps de détection biotinylés selon les instructions du fabricant. Les
membranes sont a nouveau rincées puis incubées avec la Streptavidine-HRP. Aprés une
derniere phase de ringage, les membranes sont mises en présence de réactifs chimio-
luminescents. Le signal ainsi produit indique pour chaque point la proportion relative de

protéines liées.

4. Acquisition et analyse d’images

Le signal est détecté a 1’aide d’un imageur Amersham™ 680, et I’analyse est effectuée sur

le logiciel Fiji/Imagel] (Schneider et al., 2012). Grace a ce logiciel, nous déterminons des
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régions d’intérét (ROI) d’une aire définie de 0.028 cm? autour de chaque point, puis nous
relevons la densité moyenne des niveaux de gris représentative de la proportion relative de

chaque protéine.

V. Culture cellulaire et cinétique d’internalisation des
récepteurs

1. Préparation des plaques de cultures

Des lamelles en verre de 12 mm de diametre sont réparties dans des plaques 24 puits dans
lesquels sont ajoutés 500 ul de solution de poly-L-Lysine (tampon borate pH 8.4, 50 M, Poly-
L-lysine 30 pg/ml). Les plaques sont ensuite incubées de 2 a 16 heures a 37°C puis stockées a
4°C. Avant utilisation, les plaques sont rincées 3 fois avec de 1’eau, puis avec du milieu

Neurobasal A ou du DMEM.

2. Dissection

Des souriceaux agés de 0 a 3 jours sont décapités, le cerveau est récupéré et aussitot placé
dans une boite de pétri contenant 2 ml d’Hibernate a 4°C. Les deux hippocampes sont isolés,
déposés dans 0.5 ml d’Hibernate et maintenus sur glace. La dissection de 2 souriceaux permet

d’ensemencer une plaque de culture de 24 puits.

3. Digestion

Les hippocampes sont incubés au bain-Marie a 37°C dans une solution composée
d’Hibernate et de papaine (15-20 U/ml final) pour un volume final de 1 ml. Au bout de 20
minutes, la désoxyribonucléase I (1 mg/ml final) est ajoutée dans chaque tube. Au bout de 30
minutes d’incubation, le milieu de chaque tube est renouvelé avec 1 ml d’Hibernate. Les tissus
sont alors dissociés mécaniquement avec une pipette Pasteur en verre filtrée et stérile ayant été
au préalable flammée a son extrémité. Les tubes sont alors centrifugés 5 minutes a 1000 g. Le
surnageant est enlevé et les cellules remises en suspension dans 1 ml de milieu
d’ensemencement (DMEM 4.5 g/l glucose, 10% sérum de veau feetal inactivé par la chaleur,

L-Glutamine 2 mM, Pénicilline 100 U/ml, Streptomycine 100 pg/ml)

4. Ensemencement

Les homogénats sont regroupés et filtrés sur un tamis cellulaire (porosité 70 um) afin
d’éliminer les amas cellulaires. La concentration et la viabilité des cellules sont déterminées en

présence de bleu de Trypan 0.06% a I’aide d’une cellule de Fuchs-Rosenthal. Les cellules
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sont ensuite réparties dans les plaques 24 puits préalablement recouvertes de poly-L-Lysine de
sorte que chaque puits contienne entre 100000 et 200000 cellules. Les plaques sont incubées
pendant 1h a 37°C et 5% CO2 puis rincées avec du milieu Neurobasal A a température
ambiante. Le milieu de ringcage est alors remplacé par du milieu Neurobasal complet
(Neurobasal A, B27 20 pul/ml, L-Glutamine 0.5 mM, Glutamax 2 mM, Pénicilline 100 U/ml,
Streptomycine 100 pg/ml). Les cultures sont incubées pendant 12 a 17 jours a 37°C, 5% CO2

et la moitié du milieu est remplacé par du milieu frais tous les 4-5 jours.

5. Cinétiques d’internalisation

Pour chaque ligand (tableau 3) ou combinaison de ligands, une cinétique sur 6 temps a été
réalisée, un temps 0 minute qui correspond a I’état basal de la culture sans application de
ligands, ainsi que des temps d’incubation de 5, 15, 30, 60 et 120 minutes. L’antagoniste est

ajouté dans les puits 15 a 30 minutes avant le dépot du premier ligand.

Ligand activité concentrations utilisées
Delt I agoniste 6 1, 10, 100 nM
Met-enk agoniste non selectif des |100 nM
récepteurs opioides
SNC80 agoniste 6 10, 100 nM
ACEA agoniste CB1 10pM
1, 10, 100 nM
1,10 uM
CBD modulateur allostérique 6 (1pM
et CB1 1, 100, 400 nM
1,2,10uM
NTI antagoniste & 100, 200 nM

Tableau 3 : tableau récapitulatif des ligands et doses utilisés pour étudier les cinétiques
d’internalisation des récepteurs (les références des ligands sont indiquées en Annexes)

Au terme des 120 minutes, les plaques sont rincées 3 fois avec du PBS a 4°C, avant I’ajout
de 500 ul de PFA 4% dilué dans du PBS froid dans chaque puits. Au bout de 15 a 20 minutes,

on effectue 3 nouveaux rincages au PBS froid. Les plaques sont alors stockées a 4°C.
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VI. Immunomarquage en coupe flottante

Tous les anticorps utilisés ainsi que leurs dilutions et leurs références sont indiqués dans le

tableau ci-dessous.

Espéce hote |Antigéne conjugué |dilution |détection [tissus |référence
lapin CB1 1/1000 |Primaire  |cerveau [1006590, cayman chemical
poulet GFP 1/1000 |Primaire  |cerveau |GFP-1020, Aves Labs
ane lapin AF647 1/2000 |Secondaire |cerveau |A31573, Invitrogen
chévre poulet AF488 1/2000 |Secondaire |cerveau |A11039, Invitrogen
lapin CB1 1/1000 |Primaire  |DRG 1006590, cayman chemical
souris NF200 1/1000 |Primaire |DRG NO0142, Sigma-Aldrich
souris CGRP 1/1000 |Primaire  |DRG  |ab81887, Abcam
IB4 (lectine) |biotine 1/100 |Primaire  |DRG L2140, Sigma-Aldrich
chévre lapin AF750 1/250 |Secondaire |DRG A21039, Invitrogen
chévre souris AF647 1/500 |Secondaire [IDRG ~ |A21240, Invitrogen
streptavidine |Cy5 1/200 |Secondaire |DRG JACO016170084, Jackson Immunoresearch
lapin CB1 1/10000 |Primaire  |Culture [1006590, cayman chemical
poulet GFP 1/1000 |Primaire  |Culture |GFP-1020, Aves Labs
chévre lapin AF594 1/2000 |Secondaire |Culture |A11012, Invitrogen
chévre poulet AF488 1/2000 |Secondaire |Culture |A11039, Invitrogen

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des anticorps utilisés pour les étapes d’ immunomarquage

1. Immunohistochimie sur coupes fines de cerveau et de DRGs

Dans une plaque 24 puits, les coupes sont incubées avec une solution de blocage contenant
du PBST (PBS 1x + Tween 20 0.2%), du sérum normal de chevre (1.5%) et du sérum d’ane
(1.5%) pour les coupes de cerveau, ou bien du PBST et du sérum normal de chevre (3%) pour
les DRGs. Les coupes sont ensuite mises en présence d’anticorps primaires (tableau 1) dilués
dans la solution de blocage pendant toute la nuit a 4°C sous agitation. Le lendemain, les coupes
sont rincées 3 fois 10 minutes avec du PBST puis incubées avec la solution d’anticorps
secondaires dilués dans du PBST pendant 2h a température ambiante en prenant soin de les
protéger de la lumiere. Les coupes sont ensuite rincées a nouveau 3 fois 10 minutes avec du
PBS avant d’étre déposées sur lames. Une fois seéches les coupes sont rincées a I’eau pour
enlever toute trace de sel puis remises a sécher. Les coupes sont alors montées entre lame et
lamelles avec un milieu Mowiol 4-88 auquel est ajouté du DAPT a 0.5 pg/ml. Les lames sont

ensuite stockées a -20°C et peuvent €tre imagées a partir du lendemain.

2. Immunocytochimie sur culture cellulaire

L’immunomarquage des cultures est similaire a celui utilisé pour les coupes de cerveaux et
de DRGs, hormis les points qui vont suivre. 1) La solution de blocage utilisée est composée de

PBST et de sérum normal de chevre (NGS 3%). 2) Du DAPI (0.5 pg/ml) est ajouté dans le
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premier ringage succédant a 1’incubation des anticorps secondaires. Les deux ringages suivant
sont réalisés sans DAPIL. 3) Les lamelles sont sorties de leurs puits et rincées a 1’eau
déminéralisée, puis une fois seches, elles sont montées sur lames avec un milieu ProLong

avant d’étre stockées a -20°C.

VII. Acquisition des images de fluorescence

1. Coupes fines de cerveaux et DRGs

L'acquisition des images des coupes de cerveau a été réalisée avec le scanner de lames
NanoZoomer S60 et le module de fluorescence L11600-21 (Hamamatsu Photonics, Japon).
La source lumineuse L.X2000 (Hamamatsu Photonics, Japon) consiste en une lampe a mercure
a ultra-haute pression couplée a une fibre optique. L'acquisition RVB simple a été réalisée en
mode épifluorescence avec un jeu de filtres optimisé pour la détection du DAPI, de la
fluorescéine, de la tétraméthylrhodamine ou du Cy5. L'acquisition a été réalisée a 'aide d'un
objectif sec 20x (NA : 0,75). La résolution de 40x a été obtenue grace a un convertisseur de
lentilles. Ce dernier mode utilise toute la capacité de la caméra (résolution : 0,23 um/pixel).
Les neurones exprimant un marqueur fluorescent donné sont visualisés a l'aide du systeme de
visualisation NDP:view avec un zoom haute résolution intégré et la possibilité de séparer les

différents composants fluorescents.

En ce qui concerne les DRGs, les images sont acquises par microscopie confocale a I’aide

d’un microscope Stellaris 8 (Leica, Allemagne) équipé d’un objectif a huile 63x (N.A. 1.4).

2. Culture cellulaire

La majorité des images a été acquise avec un microscope a épifluorescence (Leica DM R)
équipé d’un objectif 63X a immersion a huile. Des observations avec un microscope confocal
(SP5RS, Leica) utilisant des objectifs a huile 40x (NA : 1,25) et 63x (NA : 1,4) ont été utilisées
pour valider la colocalisation des récepteurs opioides u et 8. Les images ont été acquises avec
le logiciel LCS (Leica). Les acquisitions confocales ont été réalisées en mode séquentiel
(faisceaux d'excitation uniques : 405, 488 et 568 nm) afin d'éviter une éventuelle interférence

entre les différentes émissions de fluorescence.

VIII. Analyse des résultats et statistiques

Lorsque nécessaire, 1’analyse statistique a systématiquement été effectuée grace au logiciel

GraphPad Prism version 9.2.0 (GraphPad Software, San Diego, California USA).
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1. Comportement

Pour la grande partie des test comportementaux, ’analyse a été effectuée grace a des tests
d’analyse de variance de type ANOVA a deux ou trois facteurs. A chaque fois nous avons

regardé I’effet des facteurs, seuls ou en interaction.

En condition basale (pas de mesure répétée), les résultats de Von Frey ont été analysés avec
une ANOVA a 2 facteurs (chirurgie, génotype), suivie d’un test de comparaison multiple de
Sidak. Les résultats des tests évaluant 1’état émotionnel, la coordination motrice, 1’activité
locomotrice et la température ont été eux aussi analysés grace a des ANOVA a deux (sexe,

chirurgie) ou trois (sexe, chirurgie, génotype) facteurs.

Les résultats de Von Frey, impliquant des mesures répétées, ont été analysés soit avec une
ANOVA a trois facteurs a mesures répétées (sexe/fond génétique, chirurgie, temps), suivie
d’un test de comparaison multiples de Tukey, soit par un modele mixte (REML) suivi d’un test
de comparaison multiples de Dunnett. L'ANOVA a mesures répétées ne peut pas traiter des
données comprenant des valeurs manquantes. Nous avons donc analysé les données en les
ajustant via un modele mixte. Ce modele mixte utilise le Maximum de Vraisemblance Restreint
(REML Restricted Maximum Likelihood). En 1'absence de valeurs manquantes, cette méthode
donne les mémes P valeurs que 'ANOVA a mesures répétées. En présence de valeurs
manquantes (au hasard), les résultats peuvent étre interprétés comme une ANOVA a mesures

répétées. Les tests utilisés sont précisés dans la 1égende de chaque figure.

L’effet du CBD sur I’état émotionnel, a été analysé par des T-test appariés multiples
pour les tests du nid, d’éclaboussement et d’interaction sociale. Pour le test de nage forcée, les
résultats n’étant pas appariés, nous avons utilisé une ANOVA a deux facteurs (chirurgie,

traitement) suivi d’un test de comparaisons multiples de Dunett.

2. Neuroinflammation

Pour chaque condition, les expériences ont été réalisées en duplicata sur n=1 échantillon,
regroupant n=4 animaux. Ces données sont préliminaires et I’effectif ne permet pas de réaliser

des tests statistiques.

3. Neuroanatomie

Les régions cérébrales ont été identifiées a 1'aide de la 4e édition du Mouse Brain Atlas de
Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2012). Le comptage a été effectué sur des sections

non consécutives dans la RVM (Bregma : -5,5 mm a -6,5 mm) sur des zones comprenant les
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noyaux du raphé postérieur (pallidus, magnus, obscurus, interpositus), le noyau parapyramidal,

la partie alpha du noyau réticulaire gigantocellulaire et le noyau paragigantocellulaire latéral.

Les changements d’expression des récepteurs dans la RVM entre la condition contrdle
(sham) et les deux conditions neuropathiques (cuff et SNI) ont été analysés en utilisant une
ANOVA a un facteur, suivi du test de comparaisons multiples de Dunnet ou Tukey. Toutes les
données étaient normalement distribuées, comme vérifi€é a 1'aide du test de normalité de
Shapiro-Wilk. L'analyse statistique des résultats de von Frey a été effectuée a 1’aide du test non

paramétrique de Kruskall Wallis.

L’analyse de la distribution des récepteurs a été effectuée de maniere qualitative en
relevant le nom des structures dans lesquelles, les deux signaux correspondant aux récepteurs

0 et CB1 étaient colocalisés dans les mémes neurones.

4. Culture cellulaire

Une analyse qualitative en aveugle a été effectuée, afin de déterminer dans chaque
condition (temps, ligands) si les récepteurs & et CB1 étaient internalisés ou non. Un signal
continu localisé dans la zone membranaire et péri-membranaire a été considéré comme un
récepteur non internalisé, et un signal punctiforme localisé dans le soma ou dans la zone péri-

nucléaire a été considéré comme un récepteur internalisé.
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CHAPITRE I :

(Article en préparation)

Mechanical allodynia and emotional symptoms in WT
and 0 KO mice following cuff-induced neuropathic
pain.

1Gaborit M. 'Leboulleux Q. 'Sagot C. Doridot S. 'Mélanie K. 'Massotte D

! Centre National de la Recherche Scientifique, Université de Strasbourg, Institut des Neurosciences
Cellulaires et Intégratives, Strasbourg, France. > Chronobiotron, Centre National de la Recherche Scientifique,

Strasbourg, France

Abstract

Neuropathic pain is a debilitating condition caused by damage to the somatosensory
nervous system. It affects a significant portion of the population and is often associated with
comorbid symptoms such as anxiety and depression. Despite its prevalence, the underlying
mechanisms of neuropathic pain remain poorly understood, and current treatments are often
ineffective. Animal models, such as the cuff model, have been developed to study neuropathic
pain and its associated symptoms. This study aimed to investigate sex differences in
mechanical sensitivity and emotional states associated with neuropathic pain using the cuff
model in mice. The results showed that naive female mice were more sensitive to mechanical
stimuli than males. Male mice developed long-lasting mechanical allodynia after cuff surgery,
accompanied by decreased well-being. In contrast, female mice did not develop mechanical
allodynia and did not show altered well-being. The study also explored the role of the 6 opioid
receptor and found that its deletion did not affect basal nociception in males or females.
However, 6 knockout (KO) female mice exhibited transient mechanical allodynia, suggesting
the involvement of the 6 opioid receptor in nociceptive threshold. Strain differences were also
considered, highlighting their influence on nesting behaviour in both sexes. In conclusion, this
study underscores sex differences in neuropathic pain and highlights the role of the & opioid

receptor and strain effects on pain-related behaviours.

105



106



Introduction

The International Association for the Study of Pain (IASP) defines neuropathic pain as pain
caused by a lesion or disease of the somatosensory nervous system (Trouvin & Perrot, 2019).
It can arise from damage in either the central or peripheral nervous system. Neuropathic pain
affects approximately 7% of the general population, with pain of peripheral origin being among
the most prevalent. Examples of conditions associated with neuropathic pain include neuralgia,
polyneuropathy, radiculopathy, or pain that occurs as a result of peripheral nerve damage
(Bouhassira, 2019). Neuropathic pain manifestations can take various forms, it can be
spontaneous or evoked by a stimulus. When the pain is evoked, neuropathic patients exhibit
abnormal sensations such as allodynia (pain due to a stimulus that does not normally provoke
pain) and hyperalgesia (increased pain in response to a noxious stimulus), (Finnerup et al.,
2021). Additionally, in neuropathic patients, pain does not come alone and is often associated

with comorbid symptoms such as anxiety and depression (Bair ef al., 2003; Radat et al., 2013).

To address the mechanisms underlying neuropathic pain and associated comorbidies,
various animal models have been developed (Jaggi et al., 2011). In the cuff model, a
standardized polyethylene cuff is wrapped around the common branch of the sciatic nerve.
Mosconi and Kruger initially developed this model in rats with the aim of overcoming the
variability of ligature tightness in the chronic constriction injury (CCI) model (Mosconi &
Kruger, 1996). It was later adapted to C57B1/6] mice (Cheng et al., 2002; Benbouzid et al.,
2008a). In this model, males developed transient hot thermal hyperalgesia as well as
spontaneous pain that last 3 to 4 weeks. They also developed mechanical allodynia that lasted
up to 12 weeks (Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2011; Sheehan et al., 2021). In males,
anxiety-like symptoms appeared 4 to 6 weeks after surgery and depressive-like symptoms at 6
to 8 weeks after surgery. These symptoms lasted beyond the recovery of mechanical allodynia
(Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2011). The impact of nerve cuffing on the mechanical
threshold has been poorly examined in females and anxiodepressive-like symptoms not at all.
One study reported that females exhibited comparable spontaneous pain, thermal hyperalgesia
and mechanical allodynia lasting for at least 30 days (Sheehan et al., 2021). Another study
observed similar mechanical allodynia in males and females after nerve cuffing (Ceredig et al.,

2018).

Regarding the underlying mechanisms, accumulating evidence both in clinical and

preclinical models support an important contribution of neuroinflammation in the peripheral
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and central nervous systems as indicated by an imbalance in a large number of pro and anti-
inflammatory markers (Jiang et al., 2020; Bohren et al., 2022). In line, the pro-inflammatory
cytokines TNFa, IL-6, and IL-1 were upregulated in the hippocampus of males 2 weeks after
the cuff surgery (Bai et al., 2021).

The opioid system, especially the delta (3) opioid receptor, represents another critical
modulator of neuropathic pain and mood disorders (Lutz & Kieffer, 2013; Nadal et al., 2013).
Studies exploring the role of & receptors in neuropathic models consistently indicated that it
exerted a protective function. Indeed, exacerbated mechanical allodynia has been observed in
O deficient mice with partial sciatic nerve ligation (pSNL), (Nadal et al., 2006; Martinez-
Navarro et al., 2020). However, a recent study showed that conditional deletion of ¢ opioid
receptors in astrocytes reduced cold allodynia in pSNL female mice but not in male mice (Reiss
et al., 2021) suggesting that the mechanisms involved may be more complex. The analgesic
property of 6 opioid receptors agonists in chronic and neuropathic pain conditions, is also well
established (Berthiaume et al., 2020). Moreover, in the cuff model, peripheral & opioid
receptors are mandatory for the anti-allodynic effect of tricyclic antidepressants (Benbouzid et

al., 2008b), SNRI (Ceredig et al., 2018) and beta mimetics (Ceredig et al., 2020).

d opioid receptors also modulate stress responses, mood and emotions including anxiety
and depression. Deletion of 6 opioid receptors increased the basal level of anxiety (Filliol et
al., 2000; Chu Sin Chung et al., 2015; Browne & Lucki, 2019; Dremencov et al., 2023) and
increased anxious and depressive like symptoms in pSNL animals (Martinez-Navarro et al.,

2020).

In this context, we evaluated sex-differences in mechanical allodynia and emotional
state following the cuff surgery in C57BL/6J:129cvPas 50:50 mice. We addressed the
contribution of the 6 opioid receptor in the development of neuropathy and comorbid
symptoms. Finally, we determined whether the expression of neuroinflammatory markers was
affected by the neuropathic conditions in the serum and in two brain regions of male and female

mice.
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Materials and methods

Animals

A mouse line expressing p opioid receptor fused with the fluorescent protein mCherry (u-
mCherry), (Erbs et al., 2015), was used as control (WT), and a mouse line knocked-out for the
o opioid receptor (6-KO) with the p opioid receptor fused to mCherry was used to assess the
implication of § opioid receptor. The latter was obtained by crossing previously generated 6-
KO mice (Filliol et al., 2000) with p-mCherry mice. The genetic background of all animals is
50:50 C57B1/6J:129SvPas (50:50). Male and female mice were bred and provided by the
Chronobiotron UMS3415 (approval number B6748225). Mice were housed 2 to 5 per cage
with a 12-hour light/dark cycle and a light phase from 8 am to 8 pm. The room temperature
was maintained at 23 + 2°C, and the humidity set at 45 + 5%. All behavioural tests took place
during the light phase. Food and water were provided ad libitum, and the cage was enriched
with nesting material (cotton pads). All experiments were conducted in agreement with the
European Directive on the protection of animals used for scientific purposes (no. 2010/63/EU),
approved by the French Ministry of Higher Education, Research, and Innovation, and the
animal experimentation ethics committee (APAFIS#23672-2020011418165945 v3
(APAFIS#23672)).

Cuff model of neuropathic pain

Neuropathic pain was induced by cuffing the main branch of the sciatic nerve of the right
hindpaw as previously described (Yalcin et al., 2011). Mice aged 8 to 14 weeks were
anesthetized with a solution of ketamine 20 mg/kg (Ketamine 1000, Virbac, France) and a
mixture of tiletamine and zolazepam (Zoletil 50, Virbac, France) 80 mg/kg. The right leg of
the mice is then shaved and disinfected with an anti-bacterial spray (Apaisyl cleanspray, Vidal,
France). An incision was made at the level of the thigh. Using two sterile toothpicks, the main
branch of the sciatic nerve was exposed. A sterile polyethylene cuff (length 2mm, internal
diameter 0.38 mm, external diameter 1.09 mm, Py2 59-8323, Harvard apparatus, UK) was then
placed around the nerve, and the cuff was tightened around the nerve for proper compression.
The wound was sutured, and the animals were placed under a warm lamp with gel food
available. Sham-operated animals underwent the same surgical procedure without the

placement of a cuff.

Assessment of mechanical sensitivity
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Mechanical allodynia was tested before surgery and every week after surgery using von
Frey filaments. Calibrated von Frey filaments were being applied to the plantar surface of each
hindpaw until they just bend, in a series of ascending forces up to the mechanical threshold.
The filaments were applied five times per paw, and the mechanical threshold was defined as
the lower of two consecutive filaments for which three or more withdrawals of the paw out of

the five trials are observed. Tests were performed by a single experimenter.
Evaluation of the emotional state

Behavioural tests aiming to assess the emotional state were performed 7 to 8 weeks after
the surgery during the light phase. Each subject underwent a series of behavioural tests,
beginning with the nest test, followed by the splash test the next day, and concluding with the

social interaction test on the subsequent day.
- Splash test

In this test, the grooming time is considered an indicator of depressive-like symptoms.
Mice were habituated to the testing room for one hour. Each mouse was placed alone in a cage
filled with clean bedding and sprayed with a 20% sucrose solution. Animals were videotaped

for 5 minutes. The number and duration of the grooming episodes were determined.
- Nest test

This testis used as an indicator of animal well-being (Jirkof, 2014). Mice were individually
housed in clean cages with water and food for one hour before the test to habituate to the new
environment. A pressed cotton square was provided for nest building and the quality of the nest
rated 4 hours later using a scale from O to 4 with 0. nestlet not noticeably touched (more than
90% intact). 1. nestlet partially torn (50-90% remaining intact). 2. nestlet mostly shredded but
often no identifiable nest site: less than 50% of the nestlet remain intact, but less than 90% is
within a quarter of the cage floor area. 3. An identifiable but flat nest: more than 90% of the
nestlet is torn and the material is gathered into a nest within a quarter of the cage floor area,
but the nest is flat for more than 50% of its circumference. 5. A (near) perfect nest: more than
90% of the nestlet is torn and the nest is a crater, with walls higher than mouse body height for

more than 50% of its circumference (Deacon, 2006).

- Social interaction test
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Social interaction was used to assess the level of anxiety of the animals (Castanheira et al.,
2018). Mice were moved in the testing room one hour prior to the test. Two unfamiliar mice,
one being the mouse under evaluation (test mouse) and the other being a mouse of the same
sex and similar size, were simultaneously placed in a cage filled with clean bedding. During
the 5 minutes following their encounter, the mice were recorded, and episodes of sniffing

initiated by the test mouse were counted and timed.
Motor coordination and locomotor activity
Rotarod and locomotor activity were assessed 4 weeks post-surgery.
- Rotarod

One day before testing, animals were habituated and trained to stay on the device consisting
in a horizontal rotating cylinder, divided into four compartments to prevent any contact
between mice. Once each mouse successfully maintained its position on the cylinder set at 4
RPM, for one minute, the learning phase was considered complete. On the test day, animals
were placed on the device, and the cylinder rotation was set to accelerate for 5 minutes, starting
at 4 RPM and ending at 40 RPM. The latency to fall and the speed reached by the cylinder

were recorded.
- Locomotor activity

Each mouse was placed in a cage filled with fresh bedding, and the distance travelled by
the mouse was measured for a period of 15 minutes using the ANI-maze™ software (Stoelting

Europe, Ireland) equipped with a camera that allows automated tracking of each animal.
Sample collection:

Four weeks after the surgery, mice were anesthetized with an intraperitoneal injection of a
mixture of Ketamine (Ketamine 1000, 300 mg/kg) and Xylazine 20 mg/kg (Paxman, Virbac,
France). Lidocaine 10 mg/kg s.c. (Lurocaine, Vetoquinol S.A. France) was administered
locally. Blood was collected by intracardiac puncture in the left ventricle of the heart. Mice

were decapitated, and brains removed. The hippocampus and brainstem were collected.

Serum: blood samples were allowed to clot for two hours at room temperature before
being centrifuged for 15 minutes at 2000g. The serum (supernatant) was stored at -20°C before

use.
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Tissue lysate : tissue were homogenized in a medium containing PBS and cOmplete-
type protease inhibitors (Roche, 11836170001). Once homogenized, Triton X-100 was added
at a final concentration of 1%. The samples were centrifuged at 10,000g at 4°C for 5 minutes

to remove cellular debris and supernatants immediately used for cytokine array experiments.
Cytokine arrays

The micro-array was realised based on the instructions of the Proteome Profiler Mouse XL
Cytokine array kit, (Biotechne, ARY028). Briefly, this array is a membrane-based sandwich
immunoassay. Capture antibodies spotted in duplicate on nitrocellulose membranes bind to
specific target proteins (supplementary table 1) present in the sample. Captured proteins are
detected with biotinylated detection antibodies and then visualized using chemiluminescent
detection reagents. The signal produced is proportional to the amount of analyte bound. One
array was performed in duplicate for each condition, using a sample composed of pooled serum

or tissues from four animals.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism version 9.2.0 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, California USA). For Von Frey test, we analysed data by
fitting a mixed model. Repeated measures ANOVA cannot handle missing values. We
analyzed the data instead by fitting a mixed model as implemented in GraphPad Prism 8.0.
This mixed model uses a compound symmetry covariance matrix, and is fit using Restricted
Maximum Likelihood (REML). In the absence of missing values, this method gives the same
P values and multiple comparisons tests as repeated measures ANOVA. In the presence of
missing values (missing completely at random), the results can be interpreted like repeated

measures ANOVA. This analysis was followed by Tukey’s multiple comparisons test.

For other tests, two or three way ANOVA followed by Sidak's or Tukey’s multiple
comparisons test were used. To assess correlation between weight and mechanical sensitivity,

a linear regression was used
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Results

Female mice were more sensitive to mechanical stimuli than males
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Figure 1: Sex-difference in basal mechanical sensitivity measured by Von Frey test in WT
and 6 knock-out mice (A). Body weight of WT and & knock-out mice (B). Two-way ANOVA,
results are expressed in means +/- SEM, post-hoc: Sidék's multiple comparisons test, ns p>0.05,
* p<0.05, ****p<0.0001. The number of animals per group is indicated at the bottom of each
bar. Linear regression plot between mechanical threshold and weight in males n=66 (C) and

females n=62 (D) mice of the two genotypes.

We first assessed the basal mechanical threshold in males and females of the two
genotypes. Two-way ANOVA revealed a significant effect of genotype (p=0.0276, F (1, 147)
= 4.948) and a significant effect of sex (p=0.0042, F (1, 147) = 8.446) on the mechanical
threshold (Figure 1.A.). However, post hoc analysis only detected a significant difference
between WT males and females (p=0.0227) suggesting that female mice are more sensitive to
mechanical stimuli than males. We then determined whether this sex-dependent difference in

mechanical threshold was linked to body weight differences (Figure 1.B). Two-way ANOVA
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revealed a significant effect of sex (p>0.0001, F (1, 127) = 237.0), with females being
significantly lighter than males. No effect of genotype or interaction was found. Then, we
correlated weight and mechanical threshold separately in males (Figure 1.C.) and females
(Figure 1.D.) to avoid the confounding variable sex. Linear regression in both males and
females did not reveal any correlation between weight and mechanical sensitivity neither in
males nor in females. Taken together, these results suggest that the mechanical threshold is

influenced by sex-dependent variables that are not related to the body weight.
Cuff surgery induced mechanical allodynia in males and females

We evaluated the impact of the cuff surgery on the nociceptive threshold in relation to the
sex in WT and § knock-out mice. In WT animals (Figure 2, A), a three-way ANOVA analysis
revealed a significant effect of time (p>0.0001, F (5, 360) = 13.69), sex (p<0.0001, F (1, 81) =
43.52) and surgery (p<0.0001, F (1, 81) = 48.68) with significant interactions between time
and sex (p>0.0001, F (5, 360) = 5.762), sex and surgery (p>0.0001, F (1, 81) = 33.25), time
and surgery (p>0.0001, F (5, 360) = 5.682) and time, sex and surgery (p=0.0029, F (5, 360) =
3.677). Post-hoc analysis confirmed that cuff surgery induced a higher sensitivity to
mechanical stimuli in male up to 7 weeks. Females also developed mechanical hypersensitivity
that was significant a week after surgery. Mechanical sensitivity of cuff females was not

different from cuff males.

In 6 knock-out animals (Figure 2, B), the three-way ANOV A analysis revealed a significant
effect of time (p>0.0001, F (5, 269) = 12.14), sex (p<0.0001, F (1, 62) = 70.27) and surgery
(p<0.0001, F (1, 62) = 174.4) with significant interactions between time and surgery (p>0.0001,
F (5, 269) = 13.92), sex and surgery (p=0.0041, F (1, 62) = 8.885), and time, sex and surgery
(p=0.0006 F (5, 269) = 4.471). Post-hoc analysis confirmed that cuff surgery induced a higher
sensitivity to mechanical stimuli in male mice, and in females compared to sham animals.
Additionally, females sham displayed significantly lower mechanical sensitivity than sham
males at several time point after surgery. No differences were noticeable between males and

females in cuff animals.
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Figure 2: Mechanical allodynia induced by the cuff surgery in WT (A) and & knock-out (B)
male and female mice measured by Von Frey test. Mixed model analysis using restricted
maximum likelthood (REML) results are expressed in means +/- SEM, post-hoc: Tukey's
multiple comparisons test, * sham males vs sham females; *sham vs cuff. * p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001, ****p<0.0001. In A, considering the variability of sham, females cuff post hoc

comparison were done compared to “before surgery”.
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Cuff surgery had no effect on locomotor activity and motor coordination

We first verified whether the cuff surgery induced locomotor changes. We assessed
motor coordination using the Rotarod test (Figure 3, A). The two-way ANOVA analysis failed
to detect any significant differences related to sex or surgery. Although a significant interaction
was found between sex and surgery (p=0.0358, F (1, 33) = 4.791), post-hoc analysis did not
reveal any differences. Subsequently, we assessed locomotor activity (Figure 3.B.). The two-
way ANOVA analysis did not detect any significant effects of sex or surgery on locomotor
activity, nor any interaction between these factors. Taken together, our data indicate that the
cuff surgery had no effect on locomotion that could be a confoundant factor in other

behavioural tests.
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Figure 3: Motor coordination (A) and locomotor activity (B) in sham and cuff male (blue)
and female (red) WT mice. A. The motor coordination was defined as the latency to fall in the
Rotarod test. B. The locomotor activity was measured for 15 minutes by tracking the mouse in
a homecage. Two-way ANOVA, results are expressed as means +/- SEM, post-hoc: Tukey’s
multiple comparisons test, the number of animals per group is indicated at the bottom of each

bar.
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Cuff surgery did not affect depressive-like behaviour in males or females

Next, we proceeded to assess whether cuff surgery could induce depressive-like behaviour,
as measured by the Splash test (Figure 4.). Three-way ANOVA revealed a significant effect of
genotype (p>0.0001, F (1, 127) = 38.85 P<0.0001) but no effect of sex, surgery or interaction.
Post-hoc analysis demonstrated that d knock-out males spent more time grooming than WT for
both sham and cuff animals. In females, the difference was only significant in sham animals.

These results suggest that the depressive-like behaviour was not affected by the cuff surgery.

Surprisingly, the basal level of grooming was increased when the & opioid receptor was not
expressed compared to WT.
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Figure 4: Splash test. The grooming time was measured in WT (hatched) and 6 knock-out
(plain) male (blue) and female (red) mice. Three-way ANOVA, results are expressed in means
+/- SEM, post-hoc: Sidak's multiple comparisons test, * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,

*#4%p<0.0001, the number of animals per group is indicated at the bottom of each bar.
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Cuff surgery decreased wellbeing in WT males only

We then examined how cuff surgery affected the quality of the nest as an indication of
animal wellbeing (figure 5A). Preliminary tests were performed to determine the optimal
duration of the test. We observed that the nest quality was insufficient at 2 hours, and that there
was no further improvement at 6-hour compared to the 4-hour duration (unpublished
observations). Consequently, we decided to set the test duration at 4 hours. The three-way
ANOVA analysis revealed no significant effect of sex, surgery or genotype, however it
unveiled significant interaction between genotype and sex (p=0.0092, f (1, 136) = 6.983), sex
and surgery (p=0.0134, f (1, 136) = 6.284) and genotype, sex and surgery (p=0.0378, f (1, 136)
= 4.399). Post hoc analysis showed that WT cuff males were building nests of significantly
lower quality than WT sham males, KO cuff males and WT cuff females. Because the
temperature of the body can affect the quality of the nest (Greenberg et al., 2016), we measured
body temperature of sham and cuff WT mice of both sexes to see if the drop of nesting quality
in cuff males could be linked to a drop in body temperature (figure 5.B.). The two-way
ANOVA analysis did not evidence any significant effect of surgery or sex on body temperature
in WT mice. Taken together, those results suggest that cuff surgery induced sex and genotype

specific decrease in well-being in WT males only.
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Figure 5: A. Nest quality. The quality of the nest was assessed in WT (hatched) and &
knock-out (plain) male (blue) and female (red) mice Three-way ANOVA, results are expressed
as means +/- SEM, post-hoc: Sidak's multiple comparisons test, * p<0.05, **p<0.01,
*4%p<0.001, ****p<0.0001, the number of animals per group is indicated at the bottom of each
bar. B. Body temperature of WT mice depending on sex and surgery. Two-way ANOVA,

results are expressed in means +/- SEM.
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Social interaction in cuff animals was differentially influenced by the sex and genotype

A. Males Females
80
R E Sham
w
s %07 [] cuff
=
g 40
E
C
m N
B
§ 20+ - 94
WT KO
B. Males Females C. Males Females
80 80
% ] 0
<4 60 = 60
E *k ok E
ol ]
2 2
g 404 * %k g 404
c c
B I
o x
S 204 & 204
£ a
0- f‘}: i 77 |
WT KO WT KO WT KO WT KO

Figure 6: Social interaction test. Total (A), head (B) and back (C) restricted sniffing times
were measured in WT (hatched) and 6 knock-out (plain) male (blue) and female (red) mice.
Three-way ANOVA, results are expressed as means +/- SEM, post-hoc: Sidak's multiple
comparisons test, * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, the number of animals per

group is indicated at the bottom of each bar.

In a separate set of tests, we assessed whether cuff surgery influenced social interaction as
a marker of the level of anxiety. The three-way ANOVA analysis revealed a significant effect
of sex (p=0.0003, F (1, 117) = 13.75) and genotype (p=0.0327, F (1, 117) =4.671) on the total
sniffing time (Figure 6.A.) but no effect of surgery or interaction between the two parameters.
Of note, the statistical analysis showed a tendency for an interaction between genotype and
surgery (p=0.0545, F (1, 117) = 3.771). Post hoc analysis revealed that WT cuffed males

interacted more than their 6 KO counterpart. Dividing, total sniffing time in head-directed
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(Figure 6.B.) or back-directed (Figure 6.C), results revealed that the head sniffing time was
significantly modified by the sex (p>0.0001, F (1, 117) = 19.97) and the genotype (p=0.0003,
F (1, 117) = 13.97) but not the back sniffing time. Those results suggest that males interacted
more than females, and that & knock-out interacted less than WT, particularly in cuff males.
Since social interaction can be used as a measure of anxiety (File & Seth, 2003), our data

suggest that 6 KO animals were more anxious than WT animals.
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Figure 7: Strain and genotype-induced differences of cuff mice in the von Frey test (A, B),

nest test (C, D), social interaction test (E, F) and splash test (G, H). The results for WT and 6
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knock-out males are represented in blue (A, C, E, G) and for WT and & knock-out females in
red (B, D, F, H). Results are represented by means = SEM and statistical analysis was done
using three-way ANOVA followed by Sidak's multiple comparisons test (A, B), or two- way
ANOVA followed by Tukey’s multiple comparisons test (C, D, E, F, G, H). *p<0.05,
*#p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001

Experiences were conducted to evaluate strain-induced differences in cuff mice. As the
number of sham mice was too low for statistical analysis in these cohorts, the strain-induced
differences were only analyzed in cuff animals. Three-way ANOV A analysis in males (Figure
7.A.) revealed a main effect of surgery (p<0.0001, F (1, 36) = 76.07) but no effect of genotype
or strain on the mechanical threshold. Similar results were obtained in females (Figure 7.B.)
with a main effect of surgery (p<0.0001, F (1, 27) = 168.6) and genotype (p=0.0121, F (1, 27)
= 7.246) however no effect of strain was detected. Additionally, interaction effects between
surgery and genotype (p=0.0166, F (1, 27) = 6.518) and surgery, strain and genotype
(p=0.0111, F (1, 27) = 7.442) were found in females. Next, we investigated the effect of the
strain in the nest test. In males (Figure 7.C.), the two-way ANOVA analysis revealed a main
effect of the strain (p<0.0001, F (1, 35) = 33.22) without any effect of genotype or interaction.
In females (Figure 7.D.), a main effect of the strain was also detected (p<0.0001, F (1, 27) =
28.42) together with an effect of the genotype (p=0.0199, F (1, 27) = 6.130) without any
interaction. In the social interaction (Figure 7.E, F.) and splash (Figure 7.G, H.) tests, no main
effect of strain or genotype was detected neither in males nor in females. However, in males,
the two-way ANOV A analysis detected an interaction between strain and genotype (p=0.0244,
F (1, 34) = 5.553) in the splash test (Figure 7. E). Taken together, these results suggest that the
strain influenced greatly the nesting behaviour in both sexes. Additionally, although the strain
by itself had no effect on social interaction or mechanical sensitivity, its interaction with other

factors such as genotype or surgery may explain some of the observed differences.

Sex and Neuropathy-Related Changes in Neuroinflammatory Markers

In order to better understand the molecular mechanisms underlying neuropathic pain
and sex-differences in mechanical sensitivity we studied the regulation of neuroinflammatory
markers in WT animals. To this aim, we screened for the presence of these inflammatory

molecules 4 weeks after surgery in the serum, hippocampus, and brainstem of male and female
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mice, with or without neuropathic pain using a micro-array that includes 111 molecules

involved in inflammatory processes such as cytokine, chemokines or growth factors.
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Figure 8: Relative expression of neuroinflammatory markers in the serum, hippocampus,
and brainstem of male and female mice 4 weeks after cuff surgery or in male and female sham
mice using the Proteome Profiler Mouse XL Cytokine array. A. Heatmap representing the
relative expression of inflammatory markers in grayscale. The relative expression of markers
indicated by green arrows in A. are detailed in B, C and D. Row 24 : coagulation factor III,
row 28 : CX3CL1, row 36 : Cystatin C, row 43 : FGF acidic, row 54: IGFBP-2, row 77 : IL-
33, row 78 : LDL-R, row 88 : osteopontine and row 112 : negative control. B, C and D. Bar
plots illustrating the relative expression of 8 inflammatory markers selected for their detection
in brain tissues. B Expression of these molecules in the serum, C in the hippocampus, and D in

the brainstem. Experiment were done in duplicate for each sample explaining presence of SEM.
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Our preliminary data show that a higher number of inflammatory molecules were
present in the serum (Figure 7.A) compared to the two brain regions. In the hippocampus, four
molecules stood out of the background: coagulation factor III (24), CX3CL1 (28), Cystatin C
(36) and FGF acidic (43). Those molecules were also present in the brainstem together with
IGFBP-2 (54), IL-33 (77), LDL-R (78) and osteopontin (88). Among these eight molecules,
CX3CL1, Cystatin C, IGFBP-2, LDL-R and osteopontin were also present in the serum (Figure
7.B). Looking at the relative expression of these eight molecules, we did not notice any
difference related to sex or surgery in the hippocampus (Figure 7.C). In the brainstem (Figure
7.D), the expression of the coagulation factor III seemed higher in males than in females and
differentially regulated by cuff surgery as the expression dropped in cuff males and rose in cuff
females. The expression levels of cystatin, FGF acidic and IL-33 also dropped in cuff males
compared to the sham condition. However, these changes in expression showed a different
profile in the serum (Figure 7.B.). Further investigations are now needed to confirm these

modifications in expression levels.
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Discussion

In this study, we demonstrated that naive female mice are more sensitive to mechanical
stimuli than males. We observed that the cuff model of neuropathic pain surgery induced
mechanical allodynia in males and females without altering motor coordination or locomotor
activity. Male mice that underwent cuff surgery exhibited decreased well-being but female
mice did not. In mice lacking the & opioid receptor, no difference in basal nociception was
observed between males and females. Both males and females developed mechanical allodynia
similarly to their WT counterparts although no modification of well-being was noticeable.
Taken together, these results indicate sex-differences in basal nociception and emotional states
associated with neuropathic pain and confirm that the 6 opioid receptor plays a role in both of
them. In addition, our preliminary analysis of inflammatory markers identified a handful of

candidates.
Strain differences

The use of multiple strains has been an important issue in the reproducibility crisis in
science (Leo et al., 2008; Smith, 2019). The most commonly used strain is C57BL6 congenic
mice. These mice are often crossed with 129 strains when it comes to the construction of
transgenic mice, resulting in hybrid C57B1/6:129 50:50 mice. Nonetheless, it is common to
backcross these mice with C57BL/6, so that approximately 99.9% of genes are C57BL/6-

derived.

It is now well established that behaviour may vary accross mouse strains. Indeed,
compared to C57BL/6, 129S6/SvEv mice displayed longer hot plate latencies (Abramov et al.,
2008). Additionally, compared to C57BL/6J mice, 129S6/SvEv and 50:50 animals are more
sensitive to neuropathic pain (SNI) condition especially when considering mechanical stimuli
(Leo et al., 2008). These results are in line with older data showing that 129J mice had lower
basal mechanical thresholds and increased mechanical hypersensitivity following peripheral
nerve injury compared to C57B1/6J animals although no statistical analysis was available in
the article (Mogil et al., 1999), for a review on strain differences related to pain see (Smith,

2019).

In our study, we found that the threshold of mechanical sensitivity was similar between

C57BL/6J mice and 50:50 hybrids. However, in females but not in males, the strain in
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interaction with genotype and surgery affected the mechanical sensitivity. Therefore, in our

condition strain alone does not appear to modify mechanical sensitivity

Emotional behaviours are also influenced by the genetic background. Compared to
C57BL/6, 129 mice displayed lower exploratory activity in the plus-maze test, spent more time
immobile in the forced swim test and engaged more in social interactions (Abramov et al.,

2008).

Here, we showed that male and female C57BL/6J mice built nest of lower quality
compared to 50:50 hybrid mice but no effect was detected in the splash test. In the social
interaction test, the strain has no effect by itself but led to significant differences when
considered in interaction with the genotype in males. These results highlight that the choice of
the behavioural test represents an additional important factor as the impact of the genetic

background varies across tests.

Our 50:50 hybrid mice express the p opioid receptor in fusion with the red fluorescent
protein mCherry at the C terminus (u-mCherry), (Erbs ef al., 2015). In these mice, binding and
signaling properties of u agonists are unchanged. Behavioural experiment also revealed that
thermal nociception, and locomotor activity were also unchanged compared to WT p
expressing mice with similar response to morphine administration. Additionally, the
fluorescent fusion protein showed normal subcellular localization and trafficking response with
kinetics similar to previous reports for the untagged receptor expressed in neurons (Erbs et al.,
2015). Therefore, the fusion of mCherry does not appear to overtly modify the functional
properties of the u opioid receptor although we cannot exclude subtle changes in mu-dependent

behavioural outcomes.

Mechanical allodynia

Our results suggest that WT females display a basal mechanical threshold significantly
lower than males in the Von Frey test. Our data are in agreement with a previous study using
mice of the C57BL/6J:129svPas 50:50 background (Ceredig et al., 2018). However, sex
difference in basal nociception remains debated although it has been shown in several studies
using C57BL/6 mice (Li et al., 2009, Naomi et al., 2006, Mogil et al., 2006). In particular,
Mogil et al, tested in C57B1/6 mice the effect of sex in 15 nociceptive assays and found

significant differences in only 3 of them, among which the Von Frey test (Mogil et al., 2006).
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According to a study focused on identifying factors that affect nociception, sex by itself has
little influence. However, sex may significantly affect nociception through interactions with

the environment and genotype (Elissa 2002).

In our conditions, the cuff surgery led to a decrease in mechanical sensitivity in WT
males that lasted at least seven weeks. This is consistent with previous literature showing that
males developed mechanical allodynia that lasted up to 12 weeks (Benbouzid et al., 2008a;
Yalcin et al., 2011). In females, the cuff surgery significantly increased the mechanical
sensitivity at 4 weeks in agreement with previous reports indicating that mechanical
hypersensitivity persisted at least 30 days after surgery in female mice (Ceredig et al., 2018;
Sheehan et al., 2021). Of note, in our conditions, the sham group displayed high variability in
the mechanical threshold. Increased variability in measures is often regarded as dependent on
the ovarian cycle. However, Zhao et al demonstrated in C57BL/6J mice that the estrous cycle
did not contribute to the variability of pain-related behaviours, in particular in Von frey test
(Zhao et al., 2021). A high level of environmental stress is more likely to explain the lower

mechanical threshold of the female mice (Mogil, 2017), which points to a crucial confoundant.
Assessment emotional state

Previous work using the cuff model showed that males exhibited anxiety-like
behaviours from 4 to 16 weeks and depressive-like behaviours from 6 to 17 weeks (Benbouzid
et al., 2008a; Yalcin et al., 2011; Sellmeijer et al., 2018). Details of the various test results

from the literature are shown in the table below.

Weeks after cuff surgery
2 (34|56 |7 |89 ]|11|12|14]|15|16|17|18|21
forced swim test na |na [na |na | X [O |O |O |na |na [O |na |na [O |X |X
tail suspenaion test na [X |na |X |na |na |na [na [na |na |na |na |na [na |[na |na
splash na |X [na |X [O [na |O [O |na |O [O |na [X [na |na |na
novelty suppressed feeding|X |na (X |O |na [na |O |na |[O |na [na |na |O [na |[X |X
light-dark X |na |O |na [na |O |O |na |X [na [na |X |na |na |na ([na
marble burying X |na |O |na [O |na |na |na |na [na [na |na |na |na |na |na
social interaction X |na |O [na |na |na [na |na |na [na |na |na |na |na |[na |na
elevated plus maze na [na [O |na |na |na |na [na [na |na |na |na |na |[na |na |na

Table 1 : Summary table of results obtained in behavioural tests for depression (forced
swim test, tail suspension test, splash test) and anxiety (novelty suppressed feeding, light dark,
marble burying, social interaction, elevated plus maze) as a function of the number of weeks
elapsed since surgery. Adapted from (Benbouzid et al., 2008; Yalcin et al., 2011 ; Sellmeijer et
al., 2018)
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In our conditions, the cuff surgery had no effect on the depressive-like behaviour in the
splash test. In male cuff mice, Benbouzid et al. found a decrease in social interaction compared
to sham at 4 weeks although no methodological details are provided (Benbouzid et al., 2008a).
Similarly, in ddY mice, pSNL (partial sciatic nerve ligation) surgery induced a decrease in
social interaction at 6 and 8 weeks compared to sham animals (Hisaoka-Nakashima et al.,
2019). Here we found no significant effect of cuff surgery on the social interaction time.
However, we measured a decrease in well-being in the nest test that was not documented

before.

The behavioural testing was conducted in the morning, at the beginning of the light
phase corresponding to the resting phase of the animals whereas previous studies were
performed during the active phase (night) of the mice (Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al.,
2011; Sellmeijer et al., 2018) which may account for the observed differences. Different testing
times indeed greatly impair the reproducibility of behavioural results (Bodden et al., 2019).
DBA mice tested in the modified hole board showed an increase in anxiety like-behaviours
when tested during the resting (light) phase as shown by an increase in unfamiliar food
exploration latency (Roedel et al., 2006) but also a decrease in social interaction test (Richetto

et al.,2019).

After cuff surgery, we did not observe any difference in the nest, splash and
social interaction test in WT females compared to sham. However, female mice exhibited less
social interaction than males. It is important to note that sex differences in social interaction
may not reflect increased anxiety in females as social interaction serves a different function in

male and female (File & Seth, 2003).
Critical assessment of the behavioural tests
Mechanical sensitivity

Assessing paw withdrawal in Von Frey testing contains a part of subjectivity as the
investigator must determine whether the animal withdrew the paw due to the aversive nature
of the stimuli or for another reason (tickle, grooming, ambulation) and is thus, at least in part,
experimenter dependent (Deuis et al., 2017). Mouse may also respond to the initial contact
with a filament with a “touch on” response if the filament is not applied perpendicularly or
smoothly or if it moves during application. Additionally, different methods are used such as
“up-down”, the “ascending stimulus” or the “percent response” adding variabilities when

comparing results between studies (Deuis et al., 2017). Of note, among these three methods,
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the “ascending stimulus” was choosed because it reduces the number of simulation thereby
limiting the sensitization induced by repeated stimulation of the paw (Deuis et al., 2017).
Despite many limitations, manual Von Frey filament testing is the only method available to
assess mechanical allodynia in neuropathic pain mice model in which automated Von Frey is

not recommended (Nirogi et al., 2012; Deuis et al., 2017).
Depressive like behaviour

The splash test is based on grooming, a form of self-oriented motivational behaviour.
Grooming, which is an important aspect of rodent behaviour, is often altered in animal models
of depression (Kremer et al., 2021) and decreased grooming behaviour is considered to reflect
the loss of motivation and the apathetic behaviour observed in depression (Flerlage et al.,
2023). Indeed, numerous studies have established that antidepressants such as Fluoxetine
(David et al., 2009; Isingrini et al., 2010; Mutlu et al., 2012), Kétamine (Brachman et al., 2016)
or Olanzapine (Mutlu et al., 2012) reverse the decrease in grooming behaviour in various
models of depression. To date, only one study suggested that the splash test could measure
anxiety like behaviour in rats. Specifically, they assessed the latency to groom as an indicator
of anxiety and the time spent grooming as an indicator of depression (Quadir et al., 2022) but,
to our knowledge, no effect of anxiogenic or anxiolytic drugs has been evidenced in the splash

test.
Well-being

Nest building is a natural behaviour observed in mice, that reflects their daily life activities
(Deacon, 2012). Therefore, assessing performance in nest building can provide insights into
the well-being of rodents (Deacon, 2012; Jirkof, 2014) and has also be used as an indicator of
a depressive like state as it can be improved by treatment with antidepressant fluoxetine (Otabi
et al., 2017). Mice housed in animal facilities and exposed to temperatures below their
thermoneutral range, build nests for thermoregulatory purposes due to the beneficial effects of
nest material in reducing heat loss (Gaskill et al., 2012; Jirkof, 2014). We therefore questioned
the hypothesis that variations in nest building may be related to differences in thermoregulation
by monitoring the internal temperature of mice. In our conditions, we did not find any
significant differences in temperature among mice that could explain the change in behaviour

suggesting that it may rather reflect a depressive like state in our conditions.

Anxiety-like behaviour
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The social interaction test (SI) was first developed in male rats (File & Hyde, 1978) to
measure the impact of anxiety on ethological behaviours. An increase in social interaction,
without a concomitant increase in motor activity, is indicative of an anxiolytic effect, whereas
a specific decrease in social interaction indicates an anxiogenic effect. This test was shown to
be sensitive to anxiogenic (yohimbine, benzodiazepine receptor antagonists, picrotoxin) and
anxiolytic drugs (lorazepam, diazepam, buspirone), (File & Seth, 2003). However, drugs that
have clear anxiolytic and anxiogenic profiles in rats such as buspirone, ondansetron or
tianeptine did not have anxiolytic effects in mice (File & Seth, 2003). Which questions the
relevance of social interaction as a measure of anxiety in mice. Decreased social interaction
was also interpreted as a decrease in motivation for social reward that reflects anhedonia, a

marker of depression (Hoflich et al., 2019)

The three tests we used (splash, nest and social interaction) were mainly described as
assessing respectively depression, well-being and anxiety. However, all three can also be
considered as measures of depressive-like states. However, this interpretation does not provide
a more consistent picture of the emotional state of the cuff animals with the nest test remaining
the only indicator of a degraded emotional state in male neuropathic mice. To confirm the
impact of the cuff surgery on the male emotional state, it might be worthwhile evaluating
anxiety in the EPM or open field tests, the depression in the FST and wellbeing by the coat

state.
Differences induced by the deletion of o opioid receptor

Both males and females & knock-out mice exhibit thermal and mechanical nociceptive
thresholds similar to their WT counterparts (Filliol ez al., 2000; Martinez-Navarro et al., 2020).
Our results are thus in line with the literature as post hoc analysis found no differences between

WT and 6 knock-out mice.

Exacerbated mechanical allodynia has been observed in & deficient mice with partial
sciatic nerve ligation (pSNL) (Nadal et al., 2006; Martinez-Navarro et al., 2020). However, in
the cuff model, it was reported that mechanical hypersensitivity was similar between 6 knock-
out and WT males (Kremer et al., 2020). Our results support this observation as male or female

cuff o knock-out animals has similar mechanical threshold to cuff WT mice.

o opioid receptors also modulate stress responses and emotions such as anxiety and
depression. Deletion of the & opioid receptor induced an increase in anxiety like behaviour in

the light-dark and the elevated plus maze tests (Filliol ez al., 2000). Increased basal level of
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anxiety in 8 knock-out mice was also reported by others (Chu Sin Chung et al., 2015; Browne
& Lucki, 2019; Martinez-Navarro et al., 2020; Dremencov et al., 2023). Our results suggest
that anxiety level is not modified in sham o knock-out animals compared to WT although in
males 6 knock-out cuff displayed decreased social interaction compared to WT cuff. The effect
of neuropathic pain on anxiety was evaluated in pSNL mice, 6-KO animals did not develop
anxiety-like behaviour in the elevated plus maze or light-dark tests compared to sham
(Martinez-Navarro et al., 2020). Similarly, in our conditions, deletion of the & opioid receptor

did not induce an increase in anxiety in the social interaction test following cuff surgery.

Deletion of the 6 opioid receptor has also been associated with increased depressive
like behaviour of naive mice in the forced swim test (Filliol et al., 2000; Martinez-Navarro et
al., 2020). Surprisingly in our conditions, sham & KO males exhibited higher grooming time
than WT males in the splash test. This difference was also present between sham WT and o
KO females. Additionally, our results showed no marked difference in the nest quality between
sham WT and & knock-out mice. These data suggest that the deletion of the & receptor in our

conditions did not appear to impact on the animal depressive-like state.

In pSNL mice, 3-KO animals develop depressive-like behaviour in the forced swim test
compared to sham (Martinez-Navarro et al., 2020). Our results suggest that the grooming time
of cuff 6 knock-out mice was similar to WT in both male and females and that the nest quality

was not affected by the deletion of the 6 receptor in cuff animals of both sexes.

As the splash test was not influenced by strain differences between C57BL6 and 50:50
hybrids, it is unlikely that genetic background of the mice could account for the observed
discrepancy. Excessive grooming can also be interpreted as a stereotypic behaviour indicative
of compulsivity. The implication of the 6 receptor in such behaviour remains however to be

investigated.
Changes in Neuroinflammatory Markers

In various neuropathic pain models induced by a lesion of peripheral nerves, an increase
in IL-1B, TNFa or IL-6 was described at different time points after surgery, and their
implication not only in the establishment but also in the maintenance of neuropathic pain was
suggested (Bohren et al., 2022). A recent study also demonstrated that these markers (TNFa,
IL-6, and IL-1p) are upregulated in the hippocampus of males 2 weeks after the cuff surgery
(Bai et al., 2021). However, our preliminary data using a cytokine microarray 4 weeks after

cuff surgery failed to detect any change in expression of these markers (supplementary table
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X; TNFa =108, IL-6 = 65,and IL-1p = 59) in this region, which may reflect the different time
points. Moreover, increase in these inflammatory markers was not detected in the brainstem
and serum. Considering that cuff animal spontaneously recovered from thermal allodynia and
spontaneous pain around 3 to 4 weeks (Benbouzid et al., 2008a; Sheehan et al., 2021), the
inflammation may be reduced and/or may recess more quickly compared to other models where
no recovery took place. This hypothesis is also supported by the unchanged level of IFNy in

our analysis (line 52).

Coagulation factor III, CX3CLI1, Cyctatin C and FGF acidic were detected in the
hippocampus and brainstem. In the brainstem, but not hippocampus, the expression level of the
coagulation factor III, Cyctatin C and FGF acidic seemed to vary across conditions. In the
brainstem, four additional markers (IGFBP2, IL-33, LDL-R and osteopontin) were detectable,
without major changes in expression levels according to sex or treatment. Among these eight
molecules, the pro-inflammatory CX3CL1, Cystatin C, IGFBP-2, osteopontin and anti-
inflammatory LDL-R and were also detected in the serum and affected by the sex and/or cuff

surgery. However, further confirmation using ELISA is needed to draw definitive conclusions.

CX3CLI or Fractalkine is a chemokine mostly expressed by neurons that target the
CX3CRI1 receptor mostly expressed my microglial cells. The level of CX3XL1 is increased in
the CSF of rats after noxious stimulation, 7 days after partial sciatic nerve ligation (Clark et al.,
2009). Clark et al found that i.t. injection of CX3CL1 induces mechanical allodynia and
hyperalgesia in rats and mice. Accordingly neutralizing CX3CL1 with antibodies reversed
PSNL-induced neuropathic pain (Clark et al., 2007). Similar results have been observed in rats
with spinal nerve ligation (Zhuang et al., 2007). Additionnally, in CX3CR1 KO mice, the
development of neuropathic pain in PSNL animals is impaired (Staniland et al., 2010) and
injection of CX3CR1 siRNA nanoparticles alleviates mechanical allodynia induced by spinal

nerve ligation in rats (Noh et al., 2020).

IL-33 is the latest member of the interleukin family. It is involved in neuropathic pain
as IL-33 is increased in CCI mice up to 21 days after surgery and that mechanical hyperalgesia
is reduced in CCI mice deficient for IL.-33 receptor (ST2). Additionally, the authors suggest
that IL-33 effect is dependent of IL-1 and TNFa (Zarpelon et al., 2016). The low expression
of these markers in our conditions appears consistent with low grade inflammation in the cuff

model four weeks after surgery.
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Elevated plasma osteopontin levels have been found in patients with pain. Nerve injury
induced an increase in osteopontin in DRG sensory neurons, and osteopontin knockout
reversed mechanical hypersensitivity in mice with neuropathic pain (Marsh et al., 2007). In
addition, increased osteopontin levels were detected in the sera of patients with postherpetic
neuralgia, which was positively associated with pain intensity in patients supporting a role in
pain pathogenesis (Yang et al., 2022). In line, we observed higher level in the serum of male

cuff mice but also in female sham mice suggesting a role in the mechanical threshold.

Cystatine C is mainly known as a marker of liver function. Cystatin C in the CSF could
be a biomarker for persistent pain state as it was shown in a rat model of inflammatory pain
(Yang et al., 2001). It has been associated with sciatica (Liu et al., 2005) and has recently been
identified as a predictive maker of diabetic polyneuropathy (Allwright et al., 2023). However,
a clinical observed that Cystatin C level are similar between healthy and neuropathic patients
(Eisenach et al., 2004). Accordingly, we did not observe major variations in its expression in

our study.

Activation of LDL-R (low-density lipoprotein receptor) decreases the production of
inflammatory mediators. LDL-R1 activation also decreases reactive astrogliosis and turns
macrophages from a pro-inflammatory phenotype (M1) to an anti-inflammatory phenotype
(M2). LDL-RI is also involved in the maturation of oligodendrocytes and in the activation,
migration, and repair phenotype of Schwann cells, suggesting a major role in restoring the
myelin sheaths upon injury. LDL-R 1 activation can therefore indirectly decrease
neurodegeneration and neuropathic pain by attenuation of the inflammatory environment. In
addition, activation of LDL-R1 attenuated neuropathic pain (Garcia-Fernandez et al., 2021).
We observed an increased in its serum concentration in cuff males and females suggesting that

it could be part of the compensatory mechanisms developed to reduce cuff induced allodynia.

Fibroblast growth factor (FGF) acidic or FGF-1 is produced by macrophages and has been
recently tested in stem cell therapy to treat neuropathic pain. Injection of FGF-1-transfected
adipose-derived mesenchymal stem cells reduced apoptosis and inflammation in the model of
chronic constriction injury in rats (Forouzanfar et al., 2020). In line, we observed a decrease in

its expression in the brainstem of cuff males.

Finally, the role of IGFBP2 and coagulation factor III does not seem to have been
investigated in neuropathic or chronic pain condition and little is known about their action in

the CNS. IGFBP2 (insulin growth factor binding protein 2) is most abundant in CSF and act as
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an important modulator of IGFs signaling in the CNS and may contribute to neuronal rescue
and/or brain repair processes (Khan, 2019). It appears upregulated in the serum of male and
female cuff mice and deserved additional investigation to evaluate its potential as novel
biomarker of the neuropathic condition. The coagulation factor III (also known as tissue
factor) is the primary cellular initiator of blood coagulation in brain and is involved in
coagulopathy following traumatic brain injury (Hubbard et al., 2022). Its opposite regulation
in the brains stem of cuff male and female mice makes its role another interesting factor to

explore in more detail.
Conclusion

Altogether, we have evidenced sex differences in the basal response to mechanical stimuli.
We confirmed that the cuff surgery induced mechanical allodynia in male and female mice and
decreased animal well-being in wild-type males only. The absence of other anxio-depressive-
like behaviours associated with the cuff in our condition emphasized the fact that the
behavioural consequences of cuff surgery are highly dependent on environmental and
experimental factors. We confirmed that both male and female & KO mice developed
mechanical allodynia following cuff surgery although we did not observe any alteration in the
anxio-depressive state of these animals in neuropathic conditions. Finally, preliminary findings
from our screening of inflammatory markers suggest potential alterations in neuropathic
conditions. We observed increased concentrations of pro-inflammatory osteopontin, along with
elevated levels of anti-inflammatory markers LDL-R1 and FGF-acidic, aligning with previous
literature. Our results also pointed to IGFBP2 as a potential marker and to the coagulation
factor III as a novel actor in the context of neuropathic pain, although further investigation is

required to confirm and draw conclusive interpretations
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Supplementary informations

Supplementary Table 1: List of inflammatory markers analysed in the Mouse XL Cytokine

Array Kit and their corresponding numbers.

1 Adiponectin/Acrp30 41 |Endostatin
2 Amphiregulin 42  |Fetuin AfAHSG
3 Angiopoietin-1 43 |FGF acidic
4 Angiopoietin-2 44 |FGF-21

5 Angiopoietin-like 3 45  |Fl-3 Ligand
] BAFF/BLYS/TNFSF13B 46 |Gasb

7 ClgR1/CD393 47  |5-CSF

8 CCL2/IE/MCP-1 48 |GDF-15

g CCL3/CCLA MIP-1 afP 45  |GM-CSF

10 |CCLS/RANTES 50 |HGF

11 |CCLe/C10 51 |ICAM-1/CD54
12 |CCL11/Eotaxin 52 [IFN-y

13 |CCL12/MCP-5 53 |IGFBP-1

14  |CCL17/TARC 54 |IGFBP-2

15  |CCL13/MIP-3B 55 |IGFBP-3

16 |CCL20/MIP-30 56 |IGFBP-5

17 |cCL21/6Ckine 57 |IGFBP-6

18 |cCL22/MDC 58 |IL-1a/ILIF1
135 |CD14 59  |IL-1B/IL-1F2
20 |CD40/TNFRSF5 60 |IL-1ra/IL-1F3
21 |(CD160 6l  |[IL-2

22 |Chemerin 62  |IL-3

23 |Chitinase 3-like 1 B3 |[IL-4

24 Coagulation Factor 1/ Tissue Factor o4 IL-5

25 |Complement Component C5/C5a 65 |IL-B

26 |Complement Factor D 66 |IL-7

27 C-Reactive Protein/CRP 67 IL-10

28 |CxX3CL1/Fractalkine 68 [IL-11

29  |CXCLL/KC 69  [IL-12pd0

30 |CxcL2/mip-2 70 [IL-13

31 |CxCL9/MIG 71 [IL-15

32 |CXCL10/IP-10 72 [IL-17A

33 |CXCL11/I-TAC 73 [IL-22

34 |CXCL13/BLC/BCA-1 74 [IL-23

35 |[CXClle 75 [IL-27

36 [Cystatin C 76 [IL-28

37 |Dkk-1 77 [IL-33

38 |DPPIV/CD26 78 [LDLR

39 |EGF 79  [Leptin

40 |Endoglin/CD105 80 |LIF
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81 |Lipocalin-2/NGAL, 97 |Proprotein Convertase 9/PCSK9
g2 |LX 98 |RAGE

83 M-C5F 99 RBP4

g4 |MMP-2 100 |Reg3d

85 MMP-3 101 |Resistin

g6 |[MMP-9 102 |E-Selectin/CD6&2E

87 |Myeloperoxidase 103 |P-Selectin/CD62P

88 |Osteopontin (OPM) 104 |Serpin E1/PAI-1

89 Osteoprotegerin/TNFRSF11B 105 |Serpin F1/PEDF

90 |PD-ECGF/Thymidine phosphorylase 106 |Thrombopoietin

91 |PDGF-BB 107 [TIM-1/KIM-1/HAVCR

92 Pentraxin 2/SAP 108 [TMNFo

93 Pentraxin 3/ T5G-14 109 |VCAM-1/CD106

94 |Periostin/QSF-2 110 |WVEGF

95 Pref-1/DLK-1/FA1 111 |WISP-1/CCN4

96 |Proliferin 112 |Megative control {no antibodies)
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Supplementary figure 1
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Supplementary Figure 16 : Relative expression of inflammatory markers in male and
female sham groups in the serum (top), the hippocampus (center), and the brainstem (bottom).

Corresponding markers are listed in Supplementary Table 1.
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Supplementary Figure 17 : Relative expression of inflammatory markers in male sham and

cuff groups in the serum (top), the hippocampus (center), and the brainstem (bottom).

Corresponding markers are listed in Supplementary Table 1.
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Corresponding markers are listed in Supplementary Table 1.
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CHAPITREII :

Effets du CBD sur I’hypersensibilit¢ mécanique et les

symptomes émotionnels li€s a la douleur neuropathique

I. Introduction

Les douleurs neuropathiques affectent 7 % de la population générale (Bouhassira, 2019).
Elles apparaissent en conséquence d’une lésion ou d’une maladie du systéme nerveux central
ou périphérique (Trouvin & Perrot, 2019) et sont fréquemment accompagnées de troubles tels
que I’anxiété et la dépression (Bair et al., 2003). Actuellement, les traitements recommandés
(Finnerup et al., 2015)sont peu efficaces, et s’accompagnent de nombreux effets indésirables.

Ainsi, le soulagement de ces douleurs constitue un défi complexe.

La littérature suggere que I’administration aigué de cannabidiol (CBD), soulagerait les
symptomes de type douloureux chez des rongeurs souffrant de douleur neuropathique avec un
effet compris entre 30 min et 2h (Casey et al., 2017; Baron-Flores et al., 2022; Jesus et al.,
2022) et une dose efficace 50 (ED50) de 3.5 mg/kg sous cutanée (s.c.) (Casey et al., 2017).
Son administration répétée prévient le développement de 1’allodynie mécanique chez les rats
cuff (Linher-Melville et al., 2020) et rétablit les seuils nociceptifs au bout de 7 jours (Costa et
al., 2007; De Gregorio et al., 2019).

Le CBD possede de nombreuses cibles pharmacologiques (Castillo-Arellano et al.,
2023). Parmi elles, le récepteur CB1 serait impliqué dans le soulagement de I’hypersensibilité
au froid (Casey et al., 2017). En revanche, il ne serait pas impliqué dans le soulagement de
I’allodynie mécanique (Costa et al., 2007; Casey et al., 2022). Des études ont également
suggéré I’implication des récepteurs TRPV1 (De Gregorio et al., 2019; Aguiar et al., 2023) et
SHT1A (Ward et al., 2014; Jesus et al., 2019; Aguiar et al., 2023) dans ’effet antinociceptif
du CBD.

Le CBD améliore également les symptomes de type anxieux chez les rongeurs dans les
modeles de douleurs neuropathiques périphériques SNI ou CCI (De Gregorio et al., 2019;
Silva-Cardoso et al., 2021). Cet effet semble impliquer le récepteur SHT1A car il est aboli par

la co-administration d’antagoniste de ce récepteur (De Gregorio et al., 2019). Par ailleurs, le
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CBD administré directement dans le cortex pré-limbique, attenue des comportements de type
dépressifs chez des rats CCI (Malvestio et al., 2021).

Des études ont suggéré que le CBD pourrait agir sur le récepteur opioide 6. En effet, a 100
uM il agirait comme un modulateur allostérique de ce récepteur (Kathmann et al., 2006), et a
10 uM inhiberait la liaison des ligands a celui-ci (Foss et al., 2021). Le récepteur o est
largement distribué dans des structures clés des circuits de la douleur (DRG, SC, RVM, cortex
somatosensoriel). Les agonistes du récepteur 6 induisent une analgésie robuste principalement
en conditions de douleurs chroniques inflammatoires ou neuropathiques, mais aussi en cas
d’auras migraineuses (Vicente-Sanchez et al., 2016). Par ailleurs, ils sont dépourvus de la
plupart des effets indésirables associés aux récepteurs p bien que pour certains leur
administration répétée s’accompagne de tolérance analgésique et de convulsions. De surcroit,
ils ont des effets anxiolytiques et antidépresseurs, ce qui suggere qu’ils pourraient également
soulager I’anxiété et la dépression associées aux douleurs neuropathiques (Berthiaume et al.,

2020).

Les récepteurs 6 et CB1 peuvent s’associer pour former un hétéromere dont les propriétés
fonctionnelles ont été décrites dans des conditions de douleur neuropathique. Les hétéromeres
0-CB1 ont été identifiés dans la moelle épiniere et I’amygdale de souris et leur expression est
accrue dans le cortex, I’hypothalamus, le mésencéphale dans un modele de transsection du nerf
spinal L5 (Bushlin et al., 2012), et dans la moelle épiniere de rongeurs dans un modele de
douleur neuropathique chimio-induite (Sierra et al., 2019). Par ailleurs, la liaison et la
signalisation de I’agoniste 6 DPDPE est accrue par la co-application d’un ligand sélectif du
récepteur CB1 chez des rats ayant subi une ligature du nerf spinal (Bushlin et al., 2012). Cette
modulation allostérique positive, se traduit également par une antinociception accrue lors de la
co-application d’agonistes 6 et CB1 chez les souris souffrant de neuropathies chimio induites
par le paclitaxel (Sierra et al., 2019). Ces propriétés sont abolies par le blocage des hétéromeres

0-CB1 grace a des anticorps sélectifs (Bushlin et al., 2012; Sierra et al., 2019).

Ainsi, nous avons évalué I'impact d’une administration répétée de CBD sur
I’hypersensibilité mécanique et I’état émotionnel de souris males et femelles dans le modele de
douleur neuropathique du cuff. Nous avons évalué I’effet d’une dose non analgésique sur 1’état
émotionnel des souris. Nous avons réalisé ces expériences a la fois chez des souris exprimant
le récepteur opioide o et chez des souris 6 KO afin d’évaluer I’implication potentielle de ce

récepteur dans ’effet du CBD.
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II. Résultats

1. Effet de ’administration aigué de CBD sur la sensibilité

mécanique de souris neuropathiques
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Figure 1: Effet du CBD sur le seuil de sensibilité mécanique. A. Décours temporel du CBD 100
mg/kg, B. Dose-réponse. Les résultats sont représentés par leur valeur moyenne +/- SEM. A.
Test non paramétrique de Friedman, n=8 B. Test non paramétrique de Kruskal-Wallis suivi
d’un test de comparaison multiple de Dunn. *** p<0.001 vs naive ; $ p<0.05 vs cuff

Nous avons dans un premier temps évalué la durée d’effet du cannabidiol (figure 1.A)
et avons effectué une dose-réponse (Figure 1.B.) pour déterminer une dose efficace pour
soulager 1’hypersensibilit¢ mécanique associ¢e au modele du cuff. L’analyse statistique de la
cinétique d’action d’une injection de CBD 100 mg/kg ne détecte pas de différences
significative. En revanche si on regarde I’allure de la courbe on observe une forme en cloche
caractéristique des courbes illustrant le décours temporel de I’action d’une drogue avec un effet
qui perdurerait de 30 a 120 minutes apres 1’injection. Sur la base de ces résultats tous nos tests
comportementaux ont été effectués commencés 45 a 60 minutes apres injection. En ce qui
concerne la courbe dose-réponse, on observe que le seule la dose de CBD de 50 mg/kg soulage
significativement I’hypersensibilité mécanique. De facon surprenante, la dose de 100 mg/kg
n’induit pas d’effet anti-allodynique significatif. Les doses de 1 et 10 mg/kg quant a elles
semblent soulager partiellement I’allodynie mécanique bien que le faible effectif des groupes

et I’absence d’effet statistiquement significatif ne permette pas de I’assurer.
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2. Effet de ’administration répétée de CBD sur la sensibilité
mécanique

Dans le modele du cuff, les symptdmes de type anxieux apparaissent 4 a 6 semaine apres la
chirurgie et les symptdmes de type dépressif 7 a 8 semaines apres la chirurgie et persistent au-
dela de la récupération de I’hypersensibilit¢ mécanique (Yalcin et al., 2011). Sur la base de la
littérature et de nos résultats, nous avons choisi d’utiliser la dose de CBD de 10 mg/kg,
induisant un effet sous-optimal sur I’hypersensibilit¢ mécanique, 8 semaines apres la chirurgie
cuff afin de déterminer I’effet de son administration répétée sur les symptomes émotionnels
associé a la douleur neuropathique. Nous avons aussi testé une dose de 1 pug/kg afin d’observer
si une faible dose pouvait elle aussi par son administration répétée améliorer ces symptomes

émotionnels ou bien soulager I’hypersensibilité mécanique.

A. Effet antinociceptif

a. Chez les males de type sauvage traités 8 semaines apres la chirurgie
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Figure 2 : Effet d'une administration i.p. répétée de CBD chez des souris sauvages mdles
controles (A) et neuropathiques (B). Les résultats sont représentés par leur moyenne +/- SEM.
Modele mixte (REML) suivi d’'un test de comparaison multiples de Dunnett A. * p<0.05 Vs/
Sham, CBDO (courbe grise). B **p<0.01 Vs/. Cuff CBDO (courbe noire)

Nous avons donc administré de maniere répétée soit I’excipient (CBDO ; Tween 80 2%,
NaCl 0.9%), soit une dose de 1 pg/kg (CBD1p) soit une dose de 10 mg/kg (CBD10) chez des
souris males de type sauvage sham et cuff. Chez les souris sham (Figure 2.A), I’analyse
statistique ne détecte aucun effet significatif de la chirurgie ou bien du traitement. Cependant,

elle détecte un effet d’interaction significatif entre le temps et le traitement (p=0.0078 ; F (24,
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206) = 1.928) qui se reflete dans une différence significative entre les animaux traités avec
I’excipient et ceux traités avec une dose de 1 pg/kg (p=0.0339) ou 10 mg/kg (p=0.0124).
Cependant, si on observe les courbes, la variabilité importante des résultats pourrait expliquer
cette différence sans pour autant qu’elle soit liée au traitement. Nous avons également testé
I’effet de ces mémes doses chez des animaux neuropathiques (cuff). L’analyse statistique
révele un effet significatif du temps (P<0.0001, F (7.495, 287.9) = 7.172), du traitement
(P<0.001, F (3, 40) =9.991) mais aussi un effet d’interaction entre ces deux facteurs (P<0.0001,
F (36, 461) =2.897). Cependant, il est impossible d’apporter une conclusion concernant 1’effet
du CBD car le groupe d’animaux cuff traités avec 1’excipient récupere de I’hypersensibilité
mécanique durant la période de traitement, c’est-a-dire a partir de 8 semaines post-chirurgie.
Ces résultats sont surprenant si on considere la littérature qui décrit une récupération spontanée
des animaux cuff entre 10 et 12 semaines apres la chirurgie (Yalcin et al., 2011). L analyse
approfondie des résultats individuels des animaux du groupe cuff traités avec 1’excipient a
révélé que 50% (8/16) des animaux avaient déja récupéré au jour 49 (c’est-a-dire avant le début
du traitement). Ces animaux ont été¢ exclus de 1’analyse présenté en figure 2. Nous avons
regardé la récupération des animaux cuff traités avec 1’excipient dans les différents lots
d’animaux composant ce groupe et nous avons observé que dans chacun des 4 lots, les animaux

récupéraient (informations supplémentaires, Figure 1).

b. Chez les femelles de type sauvage traitées 8 semaines apres la chirurgie
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Figure 3 : Effet d'une administration i.p. répétée de CBD réalisé a partir de 54 jours post-
chirurgie chez des souris sauvages femelles controles (A) et neuropathiques (B). Les résultats
sont représentés par leur moyenne +/- SEM. Modele mixte (REML) suivi d’un test de
comparaison multiples de Dunnett A. * p<0.05 Vs/ Sham, CBDO (courbe grise). B *p<0.05
Vs/. Cuff CBDO (courbe noire)

145



Parall¢lement, nous avons testé 1’effet de I’administration répétée de CBD chez des
femelles de type sauvage a la fois chez des animaux sham (Figure 3.A.) et des animaux cuff
(figure 3.B.). Les analyses statistiques ont révélé un effet significatif du temps (P=0.0002, F
(3.326,47.67) = 7.751) et du traitement (P=0.0040, F (2, 15) = 8.166) ainsi qu’une interaction
(P=0.0030, F (24, 172) = 2.124) entre ces deux facteurs chez les animaux sham. Chez les
animaux cuff, un effet du temps (P<0.0001, F (5.928, 116.1) = 6.334) un effet du groupe
(p=0.0034, F (3, 21) = 6.217) et un effet d’interaction entre le temps et le groupe (P<0.0001, F
(36, 235) = 2.619) ont été détectés. Cependant, les comparaisons deux a deux ne détectent pas
de différences entre les groupes traités avec 1I’excipient et les groupes traités avec du CBD. Ces
résultats suggerent que 1’administration répétée de CBD ne soulage pas I’hypersensibilité

mécanique chez les souris cuff femelles.

c. Chez des souris sauvages traitées 2 semaines apres la chirurgie
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Figure 4 : Effet d'une administration i.p. répétée de CBD effectuée a partir de 15 jours
post-chirurgie chez des souris (mdles et femelles en proportion égale) contriles et
neuropathiques. Les résultats sont représentés par leur moyenne +/- SEM. ANOVA a deux
facteurs suivi d’un test de comparaison multiples de Tukey. * p<0.05 **p<0.01 Cuff CBDO
(courbe noire) Vs/ Sham CBDO (courbe grise).

Afin de pouvoir conclure sur un effet analgésique potentiel du CBD chez les animaux de
types sauvage en distinguant une récupération liée au traitement d’une récupération spontanée,

nous avons reproduit I’expérience chez des souris males et femelles en commencant le

traitement 2 semaines apres la chirurgie (Figure 4). L’analyse statistique révele un effet
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significatif du temps (p>0.0001, F (5.208, 156.2) = 8.677), et du groupe (p<0.0001, F (3, 30)
= 19.17) ainsi qu’un effet d’interaction (p<<0.0001, F (24, 240) = 4.610). En effet, les analyses
de comparaisons multiples deux a deux mettent en évidence une différence significative entre
les animaux Sham (courbe grise) et Cuff (courbe noire) ayant regu I’excipient montrant bien la
présence d’une allodynie mécanique chez les animaux cuff. Si on s’intéresse maintenant a
I’effet du CBD, aucune différence significative entre les animaux cuff traités et non traités n’a
été détectée. Il en va de méme pour les animaux sham. Cela suggere que le CBD 10 mg/kg ne

soulage pas ’hypersensibilité mécanique chez les souris neuropathiques. A noter que le 29°™
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Figure 5 : Profil des molécules en full scan de l'infusion d’une solution de 25mM de CBD
(313,21 g/mol) dans le spectrometre de masse.

jour, une dose de 50 mg/kg a ét€ administrée au animaux et la sensibilité mécanique testée une
heure apres mais aucune €lévation du seuil mécanique n’a été observée. Nous nous sommes
demandés si I’absence d’effet du CBD dans les expériences d’administration chronique pouvait
venir du lot de CBD utilisé. En effet, des raisons financieres nous ont poussées a changer de
fournisseur entre tests d’administration aigué et chronique en prenant soin de rester sur une
molécule d’origine synthétique, sous forme solide et avec une pureté supérieure a 99%. Le
CBD utilisé pour 1’administration aigu€¢ a ét¢ commandé chez Cayman chemical ((-)-CBD,
Cayman chem, 90080) et le CBD utilisé pour ’administration chronique chez THC pharm
(THC Pharm, THC-1073G-1). Nous avons remis en question le lot de CBD commandé aupres

de THC pharm et nous 1’avons donc analysé par spectrométrie de masse.

L’analyse a été réalisé a I’aide d’un spectrometre de masse en tandem Endura équipé d’une
source électrospray et d’un triple quadripdle (Thermo Electron). Le CBD est dissout dans
99.9% d’acétonitrile et 0.1% d’acide formique. L’échantillon a été infusé directement dans le
spectrometre de masse en mode « full scan » a une concentration de 25mM. Ce mode permet
d’analyser la composition d’une solution en scannant I’ensemble des rapports masse/charge
compris dans une certaine gamme. Une fois le rapport correspondant a 1’ion parent qui nous

intéresse sélectionné, son profil de fragmentation a été déterminé. La masse molaire du CBD
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¢tant de 314g/mol on s’attend a détecter un ion parent avec un rapport masse/charge de 313 en
état de charge négative et de 315 en état de charge positif. En effet, ’analyse de 1’échantillon
montre la présence d’un ion parent en état de charge négatif ayant un rapport masse/charge de
313.21 (Figure 5). Par ailleurs, les 3 principaux fragments issus de la fragmentation de cet ion
parent, ont des rapports masse/charge de 311, 179 et 245 ce qui est cohérent avec les données
de la littérature (Pellati 2018, Koch 2020) et nous permet de confirmer 1’identité¢ de notre

molécule comme étant bien du CBD.

d. Chez les souris 6 KO traités 8 semaines aprés la chirurgie
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Figure 6 : Effet d'une administration i.p. répétée de CBD chez des souris o0 knock-out :
mdles controles (A), mdles neuropathiques (B), femelles controles (C) et femelles
neuropathiques (D). Les résultats sont représentés par leur moyenne +/- SEM. Modele mixte
(REML) suivi d’un test de comparaison multiples de Dunnett. B et D. * p<0.05 **p<0.01,
*¥p<0.001, *¥**p<0.0001 Vs/. Cuff CBDO (courbe noire).

L’effet des deux doses de CBD a également ét¢ évalué chez des souris de génotype 0

KO, parallelement aux animaux sauvages. Chez les males sham (Figure 5.A), 1’analyse

statistique ne détecte pas d’effet du traitement ou du temps ni d’effet d’interaction. Chez les
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males cuff (Figure 5.B) en revanche on observe un effet significatif du temps (p=0.0020, F
(5.125, 132.8) = 3.972) et du groupe (p<0.0001, F (3, 28) = 26.49) ainsi qu’un effet
d’interaction (p<0.0001, F (36, 311) = 2.888). Cela se traduit au niveau des comparaisons
multiples deux a deux par une différence significative entre les animaux sham ayant recu
I’excipient (courbe grise) et les animaux cuff ayant eux aussi recu 1’excipient (courbe noire).
En revanche il n’existe aucune différence significative entre les animaux cuff ayant recu
I’excipient et ceux ayant re¢gu du CBD. Ces résultats suggerent que chez des souris males
dépourvues du récepteur opioide d, le CBD ne modifie pas la sensibilit¢ mécanique et ne

soulage I’hypersensibilité associée a la neuropathie.

Chez les femelles sham, (Figure 5. C) seul un effet significatif du temps a été révélé par
I’analyse statistique (p= 0.192, F (5.506, 86.72) = 2.772). Cependant, les comparaisons
multiples deux a deux ne présentent aucune différence significative entre les groupes comparés.
Pour les femelles cuff, on observe un effet significatif du temps (p=0.0005, F (4.307, 98.35) =
5.260) ainsi qu’un effet d’interaction (p<0.0010, F (36, 274) = 2.012). Encore une fois, il est
plus délicat d’interpréter les comparaison deux a deux. En effet, bien que les animaux sham
aient en moyenne un seuil plus élevé que les animaux cuff traités avec I’excipient, cette
différence n’est significative qu’au 59°™ jour. Cependant, durant la période précédant le
traitement ainsi que le premier jour du traitement les animaux cuff recevant I’excipient sont
significativement différents de ceux recevant le CBD a 1 pg/kg. Malgré cela, le CBD ne semble

pas induire de modification du seuil mécanique chez les souris cuff.

Ensemble, ces résultats suggerent que dans nos conditions, le CBD ne soulage pas
I’hypersensibilité mécanique associé a la neuropathie dans le modele du cuff, ni chez les souris
sauvages, ni chez les souris ne possédant pas le récepteur opioides & qu’elles soient males ou

femelles.
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B. Effet sur les fonctions motrices
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Figure 7 : Effet d'une administration i.p. répétée de CBD sur les fonctions motrices de
souris sauvages. Evaluation de la coordination motrice dans le test du rotarod chez des males
(A) et des femelles (B). Evaluation de la locomotion chez des males (C) et des femelles (D). Les
tests sont effectués au bout de 13 (rotarod) et 14 (locomotion) jours d’un traitement débuté 15
Jours apres la chirurgie. Les résultats sont représentés par leur moyenne +/- SEM. ANOVA a
deux facteurs (chirurgie, traitement) suivi d un test de comparaison multiples de Sidck.

L’impact d’une administration répétée de CBD 10 mg/kg sur les fonctions motrices a été
vérifié. L’analyse statistique suggere que I’administration de CBD pendant 13 jours ne modifie
pas la coordination motrice dans le test du rotarod chez des souris males et femelles (figure 7A
et B). Si on s’intéresse a la locomotion, I’administration répétée de CBD pendant 14 jours, ne
modifie pas la distance parcourue par des males sham ou cuff, en accord avec les données de
la littérature qui suggerent qu’une administration répétée de CBD 5 mg/kg i.p. pendant 7 jours
ne modifie pas la distance totale parcourue dans le test de champs ouvert chez des rats wistar
males sham et SNI (De Gregorio et al., 2019). Par ailleurs, I’administration répétée de CBD
jusqu’a 21 jours a des doses allant de 1 a 50 mg/kg chez des males C57BL/6JArc naifs ne

modifie pas la distance totale parcourue dans le test du champs ouvert (Long 2010). En
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revanche chez les souris femelles, 1’administration de CBD influencerait la locomotion. En
effet, les résultats de ’ANOVA décrivent un effet significatif du traitement (p=0.0124, F (1,
23) = 7.370). Ainsi, le CBD 10mg/kg induirait un effet hyperlocomoteur chez les femelles

sham.

C. Effet sur I’état émotionnel

a. Effet de administration répétée de CBD sur I’état émotionnel des méales WT
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Figure 8 : Effet de [’administration i.p. répétée de CBD (0 mg/kg, 1ug/kg, 10 mg/kg) sur
les symptomes émotionnels de souris mdles de génotype sauvage. A. Test du nid, B. test
d’interaction sociale, C. test d’éclaboussement, D. test de nage forcée. Les tests en A, B et C
ont été effectués avant (orange) et apres (violet) un traitement journalier d’au moins 15 jours.
Le test en D a été effectué uniquement apres traitement. Les résultats sont représentés en
moyenne +/- SEM. A, B et C : T-test appariés multiples, D : ANOVA a deux facteurs

Nous avons évalué I’effet de 1’administration i.p. répétée de CBD sur les symptomes
émotionnels des souris males de type sauvage. Nous avons évalué I’effet sur le bien étre dans
le test du nid, I’effet sur les symptomes de type anxieux dans le test d’interaction sociale et
I’effet sur les symptomes de type dépressif dans les tests d’éclaboussement et de nage forcée.
Dans ces 4 tests, aucun effet significatif du CBD n’a été mis en évidence par 1’analyse
statistique. De surcroit aucun effet de la chirurgie n’a été détectée dans le test de la nage forcée.

Ces résultats suggerent que le CBD n’améliore pas 1’état émotionnel des souris males sauvages

qu’ils soient ou non neuropathiques.
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b. Effet de I’administration répétée de CBD sur I’état émotionnel des femelles WT
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Figure 9 : Effet de I’administration i.p. répétée de CBD (0 mg/kg, 1 ug/kg, 10 mg/kg) sur
les symptomes émotionnels de souris femelles de génotype sauvage. A. Test du nid, B. test
d’interaction sociale, C. test d’éclaboussement, D. test de nage forcée. Les tests en A, B et C
ont été effectués avant (orange) et apres (violet) un traitement journalier d’au moins 15 jours.
Le test en D a été effectué uniquement apres traitement. Les résultats sont représentés en
moyenne +/- SEM. A, B et C : T-test appariés multiples, D : ANOVA a deux facteurs.

De maniere similaire, le CBD ne semble pas modifier 1'état émotionnel des souris femelles
sauvages, comme le révele 1'analyse statistique. En effet, aucune différence significative due a

l'un des traitements au CBD n'a ét€ détectée dans aucun des 4 tests comportementaux.
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c. Effet de ’administration répétée de CBD sur I’état émotionnel des souris d KO
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Figure 10 : Effet de I’administration i.p. répétée de CBD (0 mg/kg, 1 ug/kg, 10 mg/kg) sur
les symptomes émotionnels de souris males de génotype 0 KO. A. Test du nid, B. test
d’interaction sociale, C. test d’éclaboussement, D. test de nage forcée. Les tests en A, B et C
ont été effectués avant (orange) et apres (violet) un traitement journalier d’au moins 15 jours.
Le test en D a été effectué uniquement apres traitement. Les résultats sont représentés en
moyenne +/- SEM. T-test appariés multiples, D : ANOVA a deux facteurs suivi d’un test de
comparaisons multiples de Dunett.

Nous avons en parallele, évalué I’effet de I’administration i.p. répétée de CBD sur les
symptomes émotionnels des souris de génotype & KO. Chez les males, aucun effet du CBD n’a
été mis en évidence dans les tests du nid, d’interaction sociale et d’éclaboussement. En
revanche dans le test de la nage forcée, ’ANOVA a 2 facteurs détecte un effet significatif du
traitement (p=0.0231, F (2, 37) = 4.180) cependant les comparaisons multiples deux a deux de
Dunett ne présentent aucune différence significative dans les groupes comparés. Il est
cependant a noter que chez les animaux cuff traités avec 10 mg/kg de CBD (CBD10), il existe
une tendance (P=0.0689) a la diminution de la durée d’immobilité par rapport aux animaux
traités avec I’excipient (CBDO). Ces résultats suggerent que 1’administration i1.p. répétée de
CBD pourrait avoir un effet bénéfique sur les symptomes de type dépressifs chez les souris

males 6 KO.
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Figure 11 : Effet de I’administration i.p. répétée de CBD (0 mg/kg, 1 ug/kg, 10 mg/kg) sur
les symptomes émotionnels de souris femelles de génotype 6 KO. A. Test du nid, B. test
d’interaction sociale, C. test d’éclaboussement, D. test de nage forcée. Les tests en A, B et C
ont été effectués avant (orange) et apres (violet) un traitement journalier d’au moins 15 jours.
Le test en D a été effectué uniquement apres traitement. Les résultats sont représentés en
moyenne +/- SEM. A, B et C : T-test appariés multiples, D : ANOVA a deux facteurs.

Ces mémes tests chez des souris femelles 6 KO, n’ont en revanche révélé aucun effet

significatif du CBD dans aucun des quatre tests comportementaux.
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III. Discussion

Dans cette étude, nous avons étudié les effets du CBD sur le seuil de sensibilité mécanique

et sur 1’état émotionnel de souris males et femelles.
Récupération spontanée de I’hypersensibilité mécanique des souris controles

Plusieurs études chez des souris C57BL/6J montrent que les males ayant subi une chirurgie
cuff développent une hypersensibilité mécanique qui reste stable pendant au moins 10 semaines
et qui disparait au bout de douze semaines (Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2011;
Sellmeijer et al., 2018). De méme, I’allodynie mécanique induite par le cuff reste stable au
moins 8 semaines chez des souris males et femelles de fonds C57BL/6J :129svPas (50 :50)
(Ceredig et al., 2018, 2020). Dans nos conditions, nous observons que le groupe de souris males
cuff ayant recu I’excipient commence a récupérer a partir du premier jour de traitement (jour
54), c’est-a-dire entre 7 et 8 semaines apres la chirurgie. Au 8™ jour de traitement (jour 61) le
seuil de sensibilité mécanique est identique au celui avant la chirurgie. Nos groupes étant
chacun constitués de souris provenant de plusieurs lots, nous avons vérifié que cette
récupération n’était pas spécifique d’un lot en particulier (figure supplémentaire 1). L excipient
est composé de solution saline (NaCl 0.9%) et de polysorbate 80 (Tween80) et on pourrait
imaginer qui serait responsable de la récupération des animaux. Cependant, chez des souris
cuff dont I’administration répétée de 1’excipient a été débutée deux semaines apres la chirurgie
(figure 4), aucune récupération n’est observée. Aucun effet de I’excipient n’est non plus
observé chez les souris cuff déficientes pour le récepteur 6 (Figure 6.B.) Par ailleurs, cet
excipient a été utilisé dans plusieurs études y compris sur la douleur neuropathique (Jesus et
al., 2019; Sepulveda et al., 2022) et aucun effet antinociceptif n’a été décrit. Il est donc peu

probable que la récupération observée soit li¢ a 1’excipient utilisé.

Ainsi, dans nos conditions, 1’allodynie mécanique induite par le cuff semble perdurer moins
longtemps et de maniere moins stable que dans la littérature. Parmi les trois groupes de males
cuff ayant recu des injections répétées, le groupe ayant recu I’excipient récupére, celui ayant
recu le CBD 10 mg/kg semble récupérer partiellement, mais celui ayant recu la dose de 1 pg/kg
ne récupere pas. L’absence totale de récupération chez les animaux traités a 1 ug/kg suggere
que la récupération des animaux vers 8 semaines n’est pas systématique. Bien que tres peu
probable, nous ne pouvons exclure que le hasard de la répartition des souris dans les différents
groupes soit a I’origine de ces différences. Par ailleurs, la position du manchon en polyéthyléne

(cuff) a été vérifiée post mortem chez les souris ayant récupéré spontanément, suggérant que
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cette récupération n’est pas due a un mauvais positionnement du cuff. Il faut également
mentionner que le nombre d’agressions chez les males WT dans le groupe cuff ayant recu
I’excipient était particulierement important or il est connu que les agressions entre males
modifient la sensibilité a la douleur (Mogil, 2017). Par ailleurs, la récupération de ce groupe
contrdle peut également refléter la tres grande variabilité des réponses au test comportemental

(voir partie variabilité des résultats).
Absence d’effet du CBD 10 mg/kg sur le seuil de sensibilité mécanique

La littérature suggeére que I’administration aigue de CBD, soulagerait I’hypersensibilité
mécanique chez des souris ayant subi une constriction du nerf sciatique (CCI) avec un effet
compris entre 1h et 2h et une dose efficace 50 (ED50) de 3.6 mg/kg s.c. (Casey et al., 2017).
Des résultats similaires ont également ét€ montrés chez des rats CCI (Jesus et al., 2022) des
rats SCI (Baron-Flores er al., 2022) mais aussi chez des souris souffrant de douleur
neuropathique chimio-induite par le cisplatine (Harris et al., 2016) ainsi que chez des souris
atteintes de neuropathie diabétique (Jesus et al., 2019). Il a également €été rapporté que son
administration répétée pouvait prévenir le développement de 1’allodynie mécanique chez les
rats cuff (Linher-Melville ef al., 2020) mais aussi qu’elle entrainait un rétablissement des seuils
nociceptifs au bout de 7 jours chez des rats SNI (Costa et al., 2007; De Gregorio et al., 2019).
Des résultats similaires ont également €té obtenus dans des modeles murins de douleur
neuropathique chimio-induite (Ward et al., 2011, 2014; Foss et al., 2021; Kumar Kalvala et
al., 2022) ou de neuropathie diabétique (Toth et al., 2010; Jesus et al., 2019).

Chez des souris cuff, I’analyse du décours temporel de 1’effet de I’administration aigué
de CBD 100 mg/kg 2 semaines apres la chirurgie ne montre pas d’effet significatif du CBD.
Cependant, la courbe présente une allure en cloche, forme typique de I’effet analgésique d’une
molécule en fonction du temps. Cela suggere que le CBD induirait un effet antinociceptif a
partir de 30 minutes jusqu’a 2h aprés 1’injection, ce qui est cohérent avec la littérature. Par
ailleurs, la courbe dose réponse de ’effet d’une injection aigué de CBD chez des souris cuff,
montre un effet significatif du CBD a une dose de 50 mg/kg. Bien que la différence ne soit pas
significative, il semblerait que les doses de 1 et 10 mg/kg produisent un effet intermédiaire.
Sur la base de ces résultats et de I’ED50 décrite dans la littérature (Casey et al., 2017), nous
avons choisi une dose de CBD a 10 mg/kg c’est-a-dire une dose analgésique sous-optimale

pour I’expérience d’administration répétée.
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Nous avons observé que I’administration répétée de CBD chez les souris cuff 2
semaines apres leur chirurgie ne soulage pas I’hypersensibilit¢é mécanique. Une hypothese
serait que la dose de 10 mg/kg administrée en aigu ne serait pas analgésique. Une hypothese
alternative est également a considérer. Des raison financieres nous ont pousser a changer de
fournisseur de CBD en cours d’expérience. Ainsi, les courbe doses réponses et le décours
temporel ont été réalisé avec un CBD de chez Cayman (Cayman chem ; 90080) et les études
d’administration répétée avec un CBD de chez THC pharm (THC pharm : THC-1073-G1).
Nous avons par ailleurs prété une attention particuliere a ce que les deux CBD soit tout deux
d’origine synthétique et de pureté similaire. Malheureusement, THC pharm ayant arrété¢ de
fournir du CBD a des fins scientifiques en 2021, il nous a été impossible d’obtenir a postériori
plus d’information sur la synthése et les caractéristiques du CBD fourni. Nous avons cependant

confirmé par spectrométrie de masse qu’il s’agissait bien de CBD.
Absence d’effet du CBD 10 mg/kg sur I’état émotionnel

Le CBD a des effets de type antidépresseurs chez les souris et les rat naifs (Silote et al.,
2019). En particulier, un effet antidépresseur du CBD a été mis en évidence chez des souris
males Swiss dans le test du FST a des doses de 10 mg/kg (Sales et al., 2018, 2019), 30 mg/kg
(Zanelati et al., 2010) et 200 mg/kg (El-Alfy et al., 2010). En revanche, ces deux dernieres
études ne trouvent pas d’effet antidépresseur du CBD a des doses de 10 mg/kg (Zanelati et al.,
2010) et 20 mg/kg (El-Alfy et al., 2010). Par ailleurs, aucun effet antidépresseur du CBD n’a
été démontré chez des souris males DBA/2 (EI-Alfy et al., 2010), ni chez des souris C57BL/6
(Silote et al., 2021) dans le test de suspension de la queue. Dans nos conditions le CBD 10
mg/kg ne soulage pas les symptdomes de types anxieux ou dépressifs chez les souris sauvages.
L’absence d’effet antidépresseur du CBD dans nos conditions pourrait refléter une différence

liée a la souche de souris et/ou une dose trop faible.
Impact de la délétion du récepteur 6

Chez les souris 0 knock-out, aucune récupération des animaux n’a €té observée chez les males
neuropathiques ceci est en accord avec 1’exacerbation de I’allodynie mécanique en 1’absence
du récepteur 6 chez les souris neuropathiques (pSNL) (Nadal et al., 2006; Martinez-Navarro et
al., 2020). Par ailleurs, le CBD ne soulage pas ’allodynie mécanique chez ces souris ce qui
suggere que le récepteur o pourrait étre nécessaire a 1’effet antinociceptif du CBD comme c’est
le cas pour les antidépresseurs et les beta-mimétiques (Ceredig et al., 2018, 2020). Toutefois,

ceci devra étre confirmé.
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Chez les souris males & KO sham ou cuff, ’ANOVA révéle un effet du CBD. Par ailleurs, les
males cuff traitées au CBD 10 mg/kg présentent une tendance a une diminution du temps
d’immobilité dans le test de la nage forcée par rapport aux animaux traités avec I’excipient.
Ces résultats, pourraient suggérer un effet antidépresseur du CBD. Si tel est le cas, le récepteur

d ne serait donc pas nécessaire a 1’effet antidépresseur du CBD.
Variabilité des résultats

Les résultats des tests comportementaux sont extrémement variables. Cela est
particulierement visible dans le test de Von Frey avec des variabilités intragroupes et
intergroupes fortes. En effet, pour les animaux sauvages ayant subi une chirurgie sham, les
barres d’erreur (SEM) sont particuliérement grandes et les résultats varient de facon importante
d’une semaine a l’autre. Par ailleurs, pour des conditions identiques, des différences

significatives sont parfois présentes (particulierement chez les femelles sham avant traitement).

¢ Influence cohorte-dépendante

Chaque cohorte est composée de 30 a 36 souris. Les animaux ont été fournis par le
Chronobiotron, animalerie agréée interne a ’institut. La proportion male / femelle et la
proportion sauvages / 8 KO au sein de chaque lot d’animaux dépendait des naissances. Il nous
a été impossible de représenter chacun des 24 groupes expérimentaux au sein de chaque lot
expérimental d’animaux. Ainsi, de fortes différences inter-cohorte ont été observées comme
illustrées dans le test du splash (figure supplémentaire 6). A postériori, il aurait été plus
judicieux de séparer cette expérience en plusieurs parties afin d’avoir une représentation
homogene de chaque groupe. Par exemple en commengant par effectuer I’étude chez des
animaux WT uniquement pour ensuite poser la question de I’effet chez les animaux 6 knock-

out.

e Influence des conditions d’hébergement

Les résultats de Von Frey sont grandement dépendant de I’expérimentateur (Deuis et al.,
2017) et de I’expérience de celui-ci. Apres avoir moi-méme réalisé de nombreux Von Frey sur
des animaux d’entrainement, nous avons choisi de faire réaliser les tests de Von Frey par une
personne plus expérimentée de la plateforme de comportement de I’institut. Cette personne a

réalisé tous les tests pour diminuer la variabilité liée a I’expérimentateur.

Dans la recherche sur la douleur en particulier, les facteurs de stress liés aux condition

d’hébergement et de laboratoire peuvent induire une grande variabilité. En effet, on sait que le
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stress peut induire des augmentations (hyperalgésie induite par le stress) ou des diminutions
(analgésie induite par le stress) de la sensibilité nociceptive (Mogil, 2017). Le stress chronique
en particulier augmente les comportements de type douloureux (Bardin et al., 2009; Scheich et
al., 2017, Piardi et al., 2020; Dalanon et al., 2021; Filop et al., 2023). Par ailleurs, des modeles
de stress chronique comme les modeles d’UCMS (unpredictable chronic mild stress), (Burstein
& Doron, 2018) ou de social defeat sont régulierement utilisés comme modeles précliniques
d’anxiété et de dépression (Nestler & Hyman, 2010). Dans le modele d’UCMS, des stresseurs
fréquemment utilisés sont I’humidification de la litiére, les stress sociaux, mais aussi la
perturbation du cycle veille sommeil (Burstein & Doron, 2018). D’autres facteurs comme le
bruit influencent également le seuil nociceptif chez les rongeurs (Helmstetter & Bellgowan,
1994; Shankar et al., 1999) mais aussi la déprivation de sommeil qui augmente les
comportements de type douloureux (Araujo et al., 2011; Arora et al., 2021) et les

comportements de type dépressifs (Moon et al., 2018).

Tous nos animaux sont hébergés dans une animalerie avec la lumiere de 8h a 20h. Cela
signifie que de 8 h a 20h nos animaux sont en phase de sommeil. La salle ou sont hébergés nos
animaux, contient de nombreux animaux issus de diverses procédures, ainsi dans cette salle
sont présent des animaux en procédure dans des modeles de douleur chronique, de stress
chronique, d’anxiété et ou de dépression, des modeles d’autismes, des animaux recevant
chroniquement des doses de morphine (100 mg/kg), etc. Par ailleurs, le manque de place au
sein de I’animalerie fait que de nombreux gestes dont les injections de substance, les
habituations des animaux a I’expérimentateur, le réveil des animaux apres une chirurgie, sont
effectués dans les pieces de stabulation. A plusieurs reprises, les cages de certains animaux se
sont retrouvé détrempées par un biberon défectueux menant a la fois a un stress due a la litiere
mouillée mais aussi a un stress hydrique di au manque d’eau. Par ailleurs, il est également
arrivé plusieurs fois que, dans les pieces de stabulation, des souris mettent bas a cause d’une
mauvaise séparation males / femelles. A cela s’ajoute les allées et venues ininterrompues de
différents expérimentateurs et animaliers plus ou moins bruyants dans cette piece. Une
expérience interne a notre animalerie a montré que le seuil de sensibilité mécanique des souris
diminuait au cours de la semaine et revenait a son maximum pendant le week-end mettant en

relief ’influence des conditions d’hébergement sur le seuil de sensibilit¢ mécanique des souris.

Nous avons essayé de mettre en place des stratégies afin de minimiser les sources de stress
induites par ’hébergement. Nous avons changé nos animaux de piéce pour une pie¢ce moins

bruyante. Nous avons pris en charge le change de tous nos animaux a partir de leur arrivée dans
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la salle de stabulation, et ce, jusqu’a la fin des procédures. Nous avons essay¢ d’ajouter des
tunnels dans les cages des animaux pour diminuer le stress 1ié a 1a manipulation (Hurst & West,
2010), cependant la présence de ce tunnel a augmenté les agressions chez les méales qui se
battaient pour le tunnel. Cependant, il est probable que les stratégies mises en place n’ait eu

que peu d’impact compte tenu de I’étendue du probléme.
Conclusion

En conclusion, cette étude nous permet de nous interroger sur I’importance des conditions
expérimentales et des conditions d’hébergement et sur la place qu’elles prennent dans la crise
de la reproductibilité en science. Nos résultats ne nous permettent pas de conclure a un potentiel
effet anti-allodynique du CBD dans la douleur neuropathique, ni a un potentiel effet
anxiolytique ou antidépresseur chez les souris sauvages. Chez les souris & knock-out en
revanche, le CBD ne soulage pas I’hypersensibilité mécanique ni n’améliore les symptomes

émotionnels.
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IV. Informations supplémentaires

seuil mécanique (g)

I 1T 1 | P 1 1T 1T 1
IR I I R AT I RS I

4 Jours post-chirurgie
== batch 3 (n=3) == batch 4 (n=4) == batch 5 (n=3) == batch 6 (n=6)

Figure supplémentaire 1 : Récupération du groupe controle de souris sauvages mdles
neuropathiques ayant re¢u l'excipient en fonction du lot d’animaux dont elles proviennent.
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Figure supplémentaire 2 : Effet de |’administration i.p. répétée de CBD (0 mg/kg, 1 ug/kg,
10 mg/kg) sur les symptomes émotionnels de souris males de génotype sauvage. A. Test du nid,
B. test d’interaction sociale, C. test d’éclaboussement, Les tests ont été effectués avant (orange)
et apres (violet) un traitement journalier d’au moins 15 jours. Les résultats sont représentés
en moyenne +/- SEM. Les points individuels sont reliés pour visualiser les variations intra-

individuelles.

162



Qualité du nid

IR
0

T T T T T T
CBD0 CBD1u CBD10 CBDO CBD1p CBD10

&

Sham

Cuft

150

-

(=3

(=]
1

t
[=]
1

temps d'interaction (s)

KO algs

4

T
CBD0 CBD1p CBD10 C

Cuff

200

—

o

(=]
L

-
(=]
<

temps de toilettage (s)

L] L] L] Ll L] L)
CBDO CBD1p CBD10 CBDO CBD1p CBD10

Avant
traiternent

. Apres
traitement

BDO CBD1p CBD10

Figure supplémentaire 3 : Effet de [’administration i.p. répétée de CBD (0 mg/kg, 1 ug/kg,

10 mg/kg) sur les symptomes émotionnels de souris femelles de génotype sauvage. A. Test du
nid, B. test d’interaction sociale, C. test d’éclaboussement, Les tests ont été effectués avant

(orange) et apres (violet) un traitement journalier d’au moins 15 jours. Les résultats sont

représentés en moyenne +/- SEM. Les points individuels sont reliés pour visualiser les

variations intra-individuelles.
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Figure supplémentaire 4 : Effet de |’administration i.p. répétée de CBD (0 mg/kg, 1 ug/kg,
10 mg/kg) sur les symptomes émotionnels de souris males de génotype 6 KO. A. Test du nid, B.
test d’interaction sociale, C. test d’éclaboussement, Les tests ont été effectués avant (orange)
et apres (violet) un traitement journalier d’au moins 15 jours. Les résultats sont représentés

en moyenne +/- SEM. Les points individuels sont reliés pour visualiser les variations intra-
individuelles.
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Figure supplémentaire 5 : Effet de I’administration i.p. répétée de CBD (0 mg/kg, 1 ug/kg,
10 mg/kg) sur les symptomes émotionnels de souris femelles de génotype 6 KO. A. Test du nid,
B. test d’interaction sociale, C. test d’éclaboussement, Les tests ont été effectués avant (orange)
et apres (violet) un traitement journalier d’au moins 15 jours. Les résultats sont représentés
en moyenne +/- SEM. Les points individuels sont reliés pour visualiser les variations intra-
individuelles.
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Figure supplémentaire 6 : Effet de la cohorte sur le temps de toilettage des animaux. Le
temps de toilettage des souris males sauvages (WT) ou o knock-out (KO), sham (S) ou cuff (C),
sont représenté en fonction de la cohorte (BI-B7) d’origine des animaux. Les résultats sont
représenté sous la forme moyenne +/- SEM.
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CHAPITRE 111 :

Distribution des neurones co-exprimant les récepteurs
0 et CB1 dans le systeme nerveux de souris

neuropathiques

I. Introduction

Les récepteurs opioides 6 et cannabinoides CB1 sont tous deux impliqués dans la
modulation des stimuli nociceptifs et sensoriels (Nadal et al., 2013; Donvito et al., 2018). Tous
deux sont largement distribués dans le systeéme nerveux central et périphérique (Bridges et al.,
2003; Erbs et al., 2015; Bouchet & Ingram, 2020) mais les données concernant leur co-
expression neuronale restent fragmentaires. Cette information est cependant primordiale pour
postuler ’existence d’hétéromeres associant les deux récepteurs. Ces derniers ont été détectés
par ELISA en utilisant des anticorps spécifiques dans les membranes de striatum,
d’hippocampe, d’hypothalamus, de cervelet et du cerveau médian (Bushlin et al., 2012). Leur
abondance est augmentée dans toutes ces régions, a I’exception de I’hippocampe, en condition
neuropathique dans un modele de transsection du nerf spinal L5 (Bushlin et al., 2012).
L’activation des hétéromeres 3-CB1 dans le cortex entraine par ailleurs une augmentation de
I’activité du récepteur 6 en présence de ligands du récepteur CB1 a des doses n’entrainant pas
de signalisation (Bushlin et al., 2012). De plus, dans un modele de douleur neuropathique
induite par la chimiothérapie (paclitaxel), I’expression des hétéromeéres 6-CB1 est accrue dans
la moelle épiniere y compris chez I’humain, chez des patients cancéreux traités par
chimiothérapie (Sierra et al., 2019). La co-administration d’agoniste CB1 a des doses
n’entrainant pas de signalisation et d’un agoniste & réduit 1’allodynie mécanique dans ce
modele chez la souris (Sierra et al., 2019). Ces résultats suggerent que les hétéromeres 6-CB1
pourraient représenter une cible thérapeutique intéressante dans le contexte de la douleur

neuropathique.

Le cannabidiol (CBD) est un modulateur allostérique du récepteur CB1 (Laprairie ef al.,
2015) et du récepteur & (Kathmann et al., 2006; Foss et al., 2021). 1l pourrait par conséquent
étre également un modulateur des hétéromeres 6-CB 1. Nous nous sommes donc intéressés a la

co-expression neuronale des deux récepteurs dans le cerveau, condition prérequise a la
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proximité physique des récepteurs. Pour cartographier les deux récepteurs dans le cerveau,
nous avons utilisé une lignée de souris knock-in exprimant le récepteur opioide 6 en fusion
avec la protéine fluorescente verte eGFP pour pallier I’absence d’anticorps sélectifs de ce

récepteur. Un anticorps pour le récepteur CB1, a été utilisé pour le détecter spécifiquement.
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II. Matériel et méthodes

1. Animaux

Des souris knock-in 6-eGFP exprimant le récepteur d fusionné a une protéine fluorescente
verte ont été générées par recombinaison homologue comme décrit précédemment (Scherrer et
al., 2006). Le fonds génétique des souris 6-eGFP était C57BL/6J:129SvPas (50 : 50). Les
expériences ont été réalisées sur des souris males et femelles agées de 8 a 20 semaines, pesant

18-32 g pour les femelles et 20-38 g pour les méles.

2. Modéele de douleur neuropathique

La douleur neuropathique a été induite par deux modeles différents de 1ésion du nerf
sciatique, le modele du manchon (cuff) et le modele de spared-nerve injury littéralement
« lésion du nerf épargné » (SNI). Pour le modele du cuff, la branche principale du nerf sciatique
droit a été comprimée comme décrit précédemment (Yalcin et al., 2014). Les chirurgies ont été
réalisées sous anesthésie avec : kétamine 20 mg/kg et un mélange de tilétamine et de zolazépam
(Zoletil 50) 80 mg/kg. La branche commune du nerf sciatique droit a été exposée et un manchon
en polyéthylene de longueur standardisée (2 mm) a été inséré unilatéralement autour du nerf
(groupe cuff). Les animaux sham ont subi la méme procédure chirurgicale sans implantation

du manchon (groupe Sham).

Pour le modele SNI, la chirurgie est effectuée sous anesthésie générale par inhalation
d’isoflurane (3 % pour I’induction et 1.5 a 2 % pour le maintien). Une incision est réalisée au
niveau de la cuisse et les muscles sont séparés afin d’exposer le nerf sciatique au niveau de la
trifurcation. Les branches tibiales et péronéales du nerf sont ligaturées et coupées du coté distal
de la ligature. La branche surale du nerf sciatique reste intacte. Les chirurgies cuff et SNI étant
similaires, les animaux sham issus de la procédure de cuff constituent également le groupe

contrdle pour les SNI.

3. Evaluation de 1'allodynie mécanique

L'allodynie mécanique a été testée a l'aide de filaments de nylon calibrés (filaments de
von Frey). Brievement, des filaments de von Frey (Bioseb, Vitrolles, France) ont été appliqués
sur la surface plantaire (modele du manchon) ou latérale (modele SNI) de chaque patte arriere
selon une série de force ascendante de 1 a 10g (modele du cuff) et de 0,07 a 10g (modele du
SNI). Le seuil est déterminé par le premier filament entrainant au moins 3 retraits de la patte

sur 5 applications successives.

169



4. Préparation des tissus et immunohistochimie

Les animaux ont été perfusés 4 semaines apres la chirurgie. Ils ont été injectés avec
I'agoniste sélectif 6 SNC80 1 heure avant la perfusion pour faciliter la détection du soma des
neurones 0-eGFP (Erbs et al., 2015). De la méme maniere, ils ont été injectés avec 1'agoniste
sélectif CB1 ACEA, a 3 mg/kg 30 minutes avant la perfusion. La préparation des tissus et
I'amplification des signaux eGFP et CB1 par immunohistochimie ont été réalisées comme suit.
Les souris ont été anesthésiées avec de la kétamine / xylazine (300 / 20 mg/kg, i.p.) et perfusées
par voie intracardiaque avec 100 ml de paraformaldéhyde (PFA) a 4% (a 4°C) dans du PBS 1x
a 20 ml/min. Les cerveaux ont été post-fixés pendant 24 heures a 4°C dans une solution de
PFA a 4%, cryoprotégés a 4°C dans une solution de sucrose a 30%, PBS 1x, inclus dans un
milieu OCT, congelés et conservés a -80°C. Des coupes de cerveau flottantes de 30 pm
d'épaisseur ont été coupées a l'aide d'un vibratome et incubées dans une solution de blocage
(PBS 1x, 0,3% de Tween20, 1.5% de sérum de chevre normal, 1.5% de sérum d’ane) pendant
1 heure a température ambiante. Les coupes ont été€ incubées pendant une nuit a 4°C dans la
solution de blocage avec un anticorps anti-GFP de poulet (Aves Lab GFP-1020, dilution
1:1000) et un anticorps anti-CB1 de lapin (Cayman Chemical 1006590 1:1000). Les coupes

ont été¢ lavées trois fois avec du PBS 1x, 0,3% Tween20, incubées pendant 2 heures a

o/

température ambiante avec des anticorps secondaires de chevre anti-poulet conjugués
I'AlexaFluor 488 (Molecular Probes A-11034, dilution 1:2000) et des anticorps secondaires
d’ane anti-lapin conjugués a 1'AlexaFluor 647 (Molecular Probes A-31537 dilution 1:2000).

Les coupes ont été lavées trois fois et montées sur lame avec du Mowiol et du DAPI (0,5

ug/ml).

5. Acquisition et analyse d'images

L'acquisition des images a été réalisée avec le scanner de lames NanoZoomer S60 et le
module de fluorescence L11600-21 (Hamamatsu Photonics, Japon). La source lumineuse
LX2000 (Hamamatsu Photonics, Japon) consistait en une lampe a mercure a ultra-haute
pression couplée a une fibre optique. L'acquisition RVB a été réalisée en mode épifluorescence
avec un jeu de filtres optimisé pour la détection du DAPI, de la fluorescéine ou du CyS5.
L'acquisition a été réalisée a 1'aide d'un objectif sec 20x (NA : 0,75). La résolution de 40x a été
obtenue grace a un adaptateur objectif/caméra (résolution : 0,23 um/pixel). Les neurones
exprimant un marqueur fluorescent donné sont visualisés a 1'aide du systeme de visualisation
NDP avec un zoom haute résolution intégré et la possibilité de séparer les différents

composants fluorescents. Les régions cérébrales ont été identifiées a 1'aide de la 4e édition du
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Mouse Brain Atlas de Paxinos et Franklin (Paxinos & Franklin, 2012). Le comptage a été
effectué sur 3 a 5 sections non consécutives dans la RVM (Bregma -5,5 a -6,5) sur des zones
comprenant les noyaux du raphé postérieur (pallidus, magnus, obscurus, interpositus), le noyau
parapyramidal, la partie alpha du noyau réticulaire gigantocellulaire et le noyau

paragigantocellulaire latéral.

6. Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée avec Graph-Pad Prism (GraphPad, San Diego, CA).
Les changements d’expression des récepteurs entre la condition contrdle (sham) et les deux
conditions neuropathiques (cuff et SNI) ont été analysés en utilisant une ANOVA a un facteur,
suivi du test de comparaisons multiples de Dunnet ou Tukey. Toutes les données étaient
normalement distribuées, comme vérifié a l'aide du test de normalité de Shapiro-Wilk.
L'analyse statistique des résultats de von Frey a été effectuée a 1’aide du test non paramétrique

de Kruskal Wallis.
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III. Résultats

1. Développement de I’allodynie mécanique en condition

neuropathique
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Figure 1 : Développement de [’hypersensibilité mécanique chez les males et les femelles
(A) 10 jours apres chirurgie SNI ou (B) 21 jours apres pose d 'un manchon sur le nerf sciatique.
Le seuil mécanique de retrait de la patte a été mesuré a l’aide de filaments calibrés de von
Frey. La patte ipsilatérale est la patte ayant subi la chirurgie. Les données sont exprimées
entant que moyenne + SEM. Test statistique de Kruskal Wallis suivis d 'un test de comparaisons
multiples de Dunn. ** p<0.01, **** p<0.0001. A. n= 18 (mdles naifs), n= 16 (femelles naives),
n= 18 (SNI males), n= 15 (SNI femelles). B. n= 6 (sham mdles), n= 4 (sham femelles), n= 4
(cuff males), n= 7 (cuff femelles).

Le modele du SNI induit une hypersensibilité mécanique chez les animaux males (0.145+
0.027g vs 2.463 = 0.361¢g pour la patte ipsilatérale et contralatérale respectivement, p<0.001)
et femelles (0.056+ 0.009 g vs 1.773 + 0.365 g pour la patte ipsilatérale et contralatérale

respectivement, p<0.001) (Figure 1A) tandis que le modele du cuff induit une hypersensibilité

mécanique chez les males (1.550 = 0.1500 g vs 4.000 £ 0.0 g pour la patte ipsilatérale et
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contralatérale respectivement, p<0.001) et chez les femelles (1.571 + 0.1107 g vs 3.143 +

0.4041 g pour la patte ipsilatérale et contralatérale respectivement) (Figure 1B).

2. Co-expression neuronale 6-CB1 en condition controle et

neuropathique (cuff)

CA1/CA3

O sham

. sham/cuff
. cuff

Figure 2 : Distribution des neurones co-exprimant le récepteur opioide o et le récepteur
cannabinoide CBI dans le cerveau de souris en condition controle (sham) ou neuropathique 4
semaines apres la chirurgie (cuff). Abréviations :7N noyau du nerf facial ; CAl corne d'Ammon
région 1 ; CA3 corne d'Ammon région 3 ; CAT noyau du tractus acoustique central ; DR noyau
du raphé dorsal ; ECIC cortex externe du colliculus inférieur ; Eve noyau d'origine des
efférences du nerf vestibulaire ; Gi noyau réticulaire gigantocellulaire ; Int noyau cérébelleux
interposé ; Lat noyau cérébelleux denté latéral ; LL lemnisque lateral ; LPGi noyau latéral
paragigantocellulaire ; MeD noyau cérébelleux médian ; MnR noyau du raphé médian ; MS
septum median ; PcRtA partie alpha du noyau réticulé parvocellulaire; Pir cortex piriforme ;
PnC noyau réticulaire pontin (partie caudale), PnO noyau réticulaire pontin ( partie orale),
Pr5 noyau principal sensoriel trigéminal ; Ptg noyau pediculotegmental ; RMC noyau rouge
partie magnocellulaire ; RMg noyau du raphé magnus ; RtTg noyau réticulotegmental du pons
; RVM bulbe rachidien rostral ventromédian ; Sp5 noyau trigéminal spinal ; Sp5c noyau
trigéminal spinal (partie caudale), SPO noyau supérieur paraolivaire ; Tz noyau du corps
trapézoide ; VCA noyau cochléaire ventral, VDB noyau du branche vertical de la bande
diagonale de Broca ; Ve noyau vestibulaire ; VTAR/PBP aire tegmentale ventrale (partie
rostrale)/moyau pigmenté parabrachial de la VTA.

Notre analyse préliminaire de la distribution des neurones co-exprimant les récepteurs 6
et CB1 a montré, qu’en condition contrdle (sham), ils sont pour 1’essentiel situés dans le
mésencéphale et le cerveau postérieur (Figure 2 et 3). Parmi les régions identifiées se trouvent

le bulbe rachidien rostral ventromédian (RVM), le pons (Pn, Ptg), les noyaux du raphé (DR,
MnR, RMg), la partie magocellulaire du noyau rouge (RMC), les noyaux vestibulaires (Ve) ou
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encore la partie alpha du noyau réticulaire parvocellulaire (PCRtA) ainsi que dans les noyaux
associés aux nerfs facial (7N) et trigéminal (Pr5, Sp5). La co-expression est également observée
dans les noyaux profonds du cervelet (Lat, Int, Med) et dans des régions associées a 1’audition
telles que le noyau cochléaire (VCA) ou le corps trapézoide (Tz). Les régions présentes dans
le télencéphale appartiennent au circuit septohippocampique et correspondent a I’hippocampe
ainsi qu’une de ses afférences, la bande diagonale de Broca, et une de ses efférences, le septum
médian. Il est a noter que le nombre de somas identifiés dans 1’hippocampe est faible (moins
de 5 par coupe) et que le CBI1 est tres fortement exprimé au niveau des terminaisons

présynaptiques.

Figure 3 : Figure 3 Images représentatives de la co-expression neuronale des récepteurs
opioides o et cannabinoides CBI (A) hippocampe, (B) RMC, (C) RVM, (D) cervelet. De gauche
a droite : DAPI (bleu), 0-eGFP (vert), CBI (blanc), superposition.

En condition neuropathique, soit 4 semaines apres la chirurgie (cuff), les régions
identifiées sont les mémes qu’en condition controle a I’exception du noyau d'origine des

efférences du nerf vestibulaire (eVe). La co-expression est également détectée dans une
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nouvelle région, la partie caudale du noyau spinal du trijumeau (Sp5c). Contrairement a ce que
laisse penser son nom, cette structure est localisée dans le bulbe rachidien et non dans la moelle
épiniere. De fagon globale, notre analyse préliminaire ne semble pas révéler de différence
importante du nombre de neurones co-exprimant les deux récepteurs entre condition contrdle

et neuropathique. La distribution chez les animaux SNI reste encore a analyser.

3. Co-expression neuronale 6-CB1 dans la RVM

Au vu de 'importance de la RVM dans la douleur, nous avons réalis¢ une analyse
quantitative de I’expression des neurones 6-CB1 en condition contrdle et neuropathique soit 4
semaines apres la chirurgie dans le modele du manchon et le modele SNI. La proportion de
neurones co-exprimant & et CB1 reste similaire entre les deux modeles de neuropathie et la

condition contrdle. En effet, le pourcentage de neurones 6 exprimant également le récepteur
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Figure 4 : Quantification des neurones co-exprimant le récepteur opioide o et le récepteur
cannabinoide CB1 dans la RVM de souris mdles et femelles contréle (sham) et neuropathiques
(modeles cuff et SNI). Les données sont exprimées entant que moyenne + SEM. n=3-4 par

condition
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CBI1 ne varie pas. De facon similaire, le pourcentage de neurones CB1 qui expriment également
le récepteur 6 n’est pas modifié¢ (Figure 4). Les résultats sont similaires chez les males et chez
les femelles suggérant 1’absence de différences liées au sexe sur ce parametre. De méme,
aucune différence significative n’apparait dans la densité des neurones 6-CB1 tant chez les

males que chez les femelles.

De maniere générale, notre analyse de la distribution des neurones 6-CB1 n’a pas
identifié de différence dans la distribution des neurones 8-CB1 entre condition contrble et

neuropathique que ce soit chez les males ou chez les femelles.
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IV. Discussion

Afin de déterminer les régions du cerveau dans lesquelles le récepteur opioide d et le
récepteur cannabinoide CB1 pourraient s’associer pour former des hétéromeres, nous avons
cartographié la distribution des neurones les co-exprimant. Nous avons également examiné les

changements induits dans cette distribution en condition neuropathique dans les deux sexes.

La détection de la co-expression neuronale des récepteurs opioides o et cannabinoides
CBI repose sur la visualisation concomitante des deux signaux fluorescents, mais aussi sur

notre capacité a identifier en tant que neurone les cellules qui les expriment.

La détection des neurones exprimant le récepteur opioide o repose sur l’'utilisation de
souris knock-in 6-eGFP exprimant une version fluorescente de ce récepteur. Cette construction
fluorescente est détectée dans toutes les régions ou l'expression des récepteurs 6 de type
sauvage a été décrite (Erbs et al., 2015). Cependant, les niveaux d'expression des récepteurs &
varient de 10 a 60 fmol/mg dans la plupart des régions du cerveau (Kitchen et al., 1997). 1 est
donc possible que certaines régions présentant les niveaux d'expression les plus faibles ne
soient pas détectées. La fluorescence verte associée au récepteur 6 doit donc étre amplifiée avec
des anticorps spécifiques de I’eGFP. L'identification des corps cellulaires a également été
améliorée en traitant les animaux avec 1'agoniste 6 SNC 80 qui concentre la fluorescence verte
dans le soma comme décrit précédemment (Erbs er al, 2015). La combinaison de
I'amplification de la fluorescence et du traitement par 1’agoniste a permis d’améliorer
considérablement la sensibilité de notre approche ainsi que I'identification des neurones o et,
par conséquent, des neurones 0-CB1 positifs. Toutefois, la proportion de neurones 6-CB1
détectés représente probablement une estimation basse de la population co-exprimant les

récepteurs o et CB1.

Le récepteur cannabinoide CB1 a été détecté a 1’aide d’un anticorps polyclonal dont nous
avons précédemment établi la spécificité en le testant sur des cerveaux de souris n’exprimant
pas ce récepteur. Toutefois, la détection du récepteur dépend directement de son niveau
d’expression. Ce dernier varie de 10 a 100 fmol/mg en fonction des régions (Sayers et al.,
2012). De la méme facon que pour le récepteur d, nous avons traités les souris avec un agoniste
CB1, I’ACEA, a 3 mg/kg 30 minutes avant la perfusion pour faciliter la détection des somas.
Toutefois, a la différence du récepteur d, nous n’avons pas observé de différence significative

dans la distribution des neurones positifs.
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Notre étude préliminaire montre que les neurones 6-CB1 sont essentiellement présents
dans le mésencéphale et le cerveau postérieur, en particulier le bulbe rachidien. Ils sont
également détectés dans les noyaux profonds du cervelet et dans I’hippocampe en accord avec
la détection d’hétéromeres 6-CB1 (Bushlin ef al., 2012). Toutefois, nous n’avons pas observé
de neurones 0-CB1 dans le striatum et ’hypothalamus, deux régions dans lesquelles les
hétéromeres 0-CB1 semblent également présents (Bushlin ez al., 2012). Cette différence peut
étre due a notre approche essentiellement basée sur la visualisation des somas ainsi qu’aux
limites décrites ci-dessus. Notre stratégie peut en effet conduire a la non détection des neurones
pour lesquels I’expression d‘au moins un récepteur serait trop faible et ne permet pas de

détecter la co-expression au niveau des terminaisons.

.sensory
. motor
. pain

Figure 5 : Les neurones co-exprimant le récepteur opioide o et le récepteur cannabinoide
CB1 sont présents dans les circuits associés a la douleur (ronds noirs), sensoriels (ronds verts)
et moteurs (ronds mauves).

Les régions de co-expression neuronale 3-CB1 appartiennent en grande partie aux
circuits impliqués dans les fonctions sensorimotrices mais aussi dans la détection et le
traitement de la douleur (Figure 5). La co-expression 6-CB1 est présente dans les noyaux
sensoriels associés au nerf trigéminal et dans plusieurs régions associées a I’audition dont le
noyau cochléaire, le corps trapézoide, le cortex externe du colliculus inférieur, le noyau du
tractus acoustique central, le noyau supérieur paraolivaire, le lemnisque latéral et le noyau
réticulaire latéral paragigantocellulaire qui fait partie de la RVM. Cette distribution indique
une implication forte dans le traitement de 1’information sensorielle. Les neurones 6-CB1 sont
également présents dans plusieurs régions motrices au nombre desquelles le noyau du nerf

facial, le noyau rouge, le pont, le systeme vestibulaire et réticulaire, les noyaux profonds dentés
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et interposés du cervelet. La présence de neurones 6-CB1 dans le systéme vestibulaire et le

systeme auditif suggere par ailleurs un role dans 1’équilibre.

Dans le télencéphale, la co-expression neuronale 6-CB1 a été identifiée dans le circuit
septohippocampique au niveau de la bande diagonale de Broca, une afférence majeure de
I’hippocampe dorsal, des régions CA3 et CA1l de I’hippocampe et du septum médian, une

efférence principale (Swanson & Cowan, 1979).

Plusieurs régions de co-expression 6-CB1 sont impliquées dans la détection et la
perception des stimuli douloureux dont la RVM (Jaggi & Singh, 2011), le noyau rouge (Yang
et al.,2020), le raphe dorsal (De Gregorio et al., 2019), ’hippocampe dorsal (Wei et al., 2021),
le septum médian (Chen et al., 2022), 1a bande diagonale de Broca (Hosoi et al., 1997), le nerf
trigeminal (Takemura et al., 2006). Dans le raphé, les neurones 6-CB1 sont présents dans les
noyaux du raphé dorsal et médian ainsi que dans le noyau du raphé magnus. Les deux premiers
sont impliqués dans le contréle de I’humeur mais aussi de I’anxiété et de la dépression
(Bruschetta et al., 2020; Borroto-Escuela et al., 2021), deux comorbidités fréquentes de la
douleur chronique. Le raphe magnus, tout comme le noyau réticulaire gigantocellulaire et le
noyau latéral paragigantocellulaire, font partie quant a eux du bulbe rachidien rostral
ventromédian, un relais critique du contrdle descendant des voies de la douleur (Jaggi & Singh,
2011). De facon intéressante, les neurones 6-CB1 sont également présents dans le noyau
parabrachial pigmenté de 1’aire tegmentale ventrale qui projette sur le noyau accumbens et joue
un role dans le traitement des stimuli aversifs douloureux chez I’homme (Singh et al., 2022).
Par ailleurs, le noyau médian du raphé est une afférence de 1’hippocampe dorsal (Abela et al.,
2020) suggérant €galement un rdle, avec le circuit septohippocampique, dans le traitement de

la composante cognitive de la douleur.

Une étude récente en IRM fonctionnelle a confirmé chez ’homme I’implication du noyau
parabrachial pigmenté de 1’aire tegmentale ventrale, du complexe vestibulaire, du noyau
réticulaire parvocellulaire, des noyaux du raphé magnus et médian, du noyau

pedonculotegmental et du noyau pontin réticulaire (Singh et al 2021).

En condition neuropathique, nous n’avons pas observé de changement majeur dans la
distribution des neurones 6-CB1. Les régions identifiées sont les mémes que celles de la
condition contrdle. La co-expression 8-CB1 ne semble donc pas un marqueur du seuil
nociceptif a I’exception de la région caudale du noyau trigéminal spinal (Sp5c) seulement

identifiée chez les animaux neuropathiques. Le fait que cette structure se démarque seulement
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chez les cuff est surprenant si on considere que cette structure est impliquée dans le traitement

des informations sensorielles issues de la face.

180



CHAPITRE LV :

Etude de I’internalisation des récepteurs o et

CBl1

I. Introduction

Les récepteurs opioides 6 et cannabinoides CB1 sont tous deux impliqués dans la

modulation des stimuli nociceptifs et sensoriels (Nadal et al., 2013; Donvito et al., 2018).

Ces récepteurs peuvent s’associer sous forme d’hétéromere présentant des propriétés
fonctionnelles spécifiques et différentes de celles des récepteurs individuels. En condition
basale, ’association physique des récepteurs o et CB1, a été montrée dans la moelle épiniere
et ’amygdale de souris (Bushlin ef al., 2012; Sierra et al., 2019). Concernant les propriétés
fonctionnelles de ces hétéroméres, une coopérativité positive, c’est-a-dire une modulation
positive du récepteur 6 au sein de I’hétéromere d-CB1 a été décrite chez des rongeurs
neuropathiques. En effet, un prétraitement avec un agoniste ou un antagoniste du récepteur
CB1 augmente la liaison et la signalisation de 1’agoniste 6 DPDPE. Cet effet est bloqué par des
anticorps sélectifs de I’hétéromere 6-CB1 (Bushlin et al., 2012).

Le récepteur 6 peut également s’associer au récepteur opioide pu. Quand ils sont associés
sous forme d’hétéromere, on observe alors des propriétés fonctionnelles distinctes : une
coopérativité positive, une co-internalisation des récepteurs ainsi qu’une signalisation ERK1/2
soutenue dans le temps. Une coopérativité positive, ou plus précisément la modulation positive
de I’activité d’un récepteur suite a I’activation de 1’autre récepteur, a été observé chez d’autre
couples de récepteurs, c’est le cas des hétéromeres 3-CB 1, p1D-BB: (récepteur de la bombésine
de type 2), i-NMDA, p-GALI (récepteur de la galanine de type 1) et u-CCRS (récepteur a C-
C chimiokines de type 5 ; pour revue voir Gaborit & Massotte, 2023). La co-internalisation est
une propriété qui a été montrée uniquement dans le cas des hétéromeres u-6. Habituellement
recyclé a la membrane plasmique (Tanowitz & von Zastrow, 2003), le récepteur p est co-
dégradé avec le récepteur o dans les lysosomes a la suite de I’activation de I’hétéromere p-o

(Derouiche et al., 2020). Comme le récepteur p, le récepteur CB1 est recyclé a la membrane
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plasmique des neurones (Wu et al., 2008). Cependant, I’influence de 1’hétéromérisation avec

le récepteur O sur le trafic intracellulaire du récepteur CB1 n’a pas été examinée.

Le CBD est décrit comme un modulateur allostérique négatif des récepteurs CB1 a des
concentrations comprises entre 0.5 et 1 uM (Laprairie et al., 2015). Il agirait également comme
un modulateur allostérique des récepteurs 6 a des concentrations comprises entre 10 et 100 uM

(Kathmann et al., 2006; Foss et al., 2021).

Nous proposons d’étudier, en culture primaire d’hippocampe, une potentielle
hétéromérisation des récepteurs 6 et CB1 a travers 1’observation du trafic intracellulaire des
récepteurs en réponse a divers agonistes et antagonistes o et CB1. Par ailleurs, nous étudierons

I’impact du CBD sur la modulation du trafic intracellulaire des récepteur o et CB1.
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II. Matériel et Méthodes

1. Animaux

Les cultures cellulaires sont effectuées a partir de souriceaux agés de 1 a 3 jours. Nous
avons utilisé des souris knock-in DOR-eGFP (Scherrer 2006) de fond génétique hybride
C57Bl1/6] : 129svPas (50 :50). Ces souris présentent un récepteur opioide o en fusion avec la
protéine fluorescente verte eGFP. Cette construction nous permet de pallier I’absence

d’anticorps spécifiques du récepteur opioide o.

2. Culture cellulaire

A. Préparation des plaques de cultures

Des lamelles en verre de 12 mm de diametre sont reparties dans des plaques 24 puits dans
lesquels sont ajoutés 500 ul de solution de poly-L-Lysine (tampon borate pH 8.4, 50 M, Poly-
L-lysine 30 ug/ml). Les plaques sont ensuite incubées de 2 a 16 heures a 37°C puis stockée a
4°C. Avant utilisation, les plaques sont rincées 3 fois avec de I’H20, puis avec du milieu

Neurobasal A ou du DMEM.

B. Dissection

Les souriceaux sont décapités, le cerveau est récupéré et aussitot placé dans une boite de
pétri contenant 2 ml d’Hibernate a 4°C. Les deux hippocampes sont isolés, déposés dans 0.5
ml d’Hibernate et maintenus sur glace. La dissection de 2 souriceaux permet d’ensemencer une

plaque de culture de 24 puits.

C. Digestion

Les hippocampes sont incubés au bain-Marie a 37°C dans une solution composée
d’Hibernate et de papaine (15-20 U/ml final) pour un volume final de 1 ml. Au bout de 20
minutes, la Désoxyribonucléase I (1 mg/ml final) est ajoutée dans chaque tube. Au bout de 30
minutes d’incubation, le milieu de chaque tube est renouvelé avec 1 ml d’Hibernate. Les tissus
sont alors dissociés mécaniquement avec une pipette Pasteur en verre filtrée et stérile ayant été
au préalable flammée a son extrémité. Les tubes sont alors centrifugés 5 minutes a 1000 g. Le
surnageant est enlevé et les cellules remises en suspension dans 1 ml de milieu

d’ensemencement (DMEM 4.5 g/1 glucose, 10% sérum de veau feetal inactivé par la chaleur,

L-Glutamine 2 mM, Pénicilline 100 U/ml, Streptomycine 100 pg/ml)
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D. Ensemencement

Les homogénats sont regroupés et filtrés sur un tamis cellulaire (porosité 70 um) afin
d’éliminer les amas cellulaires. La concentration et la viabilité des cellules sont déterminées en
présence de bleu de Trypan 0.06% a I’aide d’une cellule de Fuchs-Rosenthal. Les cellules sont
ensuite réparties dans les plaques 24 puits préalablement recouvertes de poly-L-Lysine de sorte
que chaque puits contienne entre 100000 et 200000 cellules. Les plaques sont incubées pendant
1h a 37°C et 5% CO2 puis rincées avec du milieu Neurobasal A a température ambiante. Le
milieu de ringcage est alors remplacé par du milieu Neurobasal complet (Neurobasal A, B27 20
ul/ml, L-Glutamine 0.5 mM, Glutamax 2 mM, Pénicilline 100 U/ml, Streptomycine 100
ug/ml). Les cultures sont incubées pendant 12 a 17 jours a 37°C, 5% CO2 et la moitié du milieu

est remplacé par du milieu frais tous les 4-5 jours.

3. Cinétiques d’internalisation

Pour chaque ligand ou combinaison de ligands, une cinétique sur 6 temps a été réalisé, un
temps 0 minutes qui correspond a 1’état basal de la culture sans application de ligands, ainsi
que des temps d’incubation de 5, 15, 30, 60 et 120 minutes. L.’antagoniste est ajouté dans les

puits 15 a 30 minutes avant le dépot du premier ligand.

Ligand activité concentrations utilisées
Delt Il agoniste & 1, 10, 100 nM
Met-enk agoniste non selectif des [100nM
récepteurs opioides
SNC80 agoniste 6 10, 100 nM
ACEA agoniste CB1 10 pM
1, 10, 100 nM
1,10 uM
CBD modulateur allostérique § [1pM
et CB1 1, 100, 400 nM
1,2,10uM
NTI antagoniste 6 100, 200 nM

Tableau 1: tableau récapitulatif des ligands et doses utilisés

En tout, plus de 50 combinaisons différentes ont été testées. Les résultats des observations
de chacune de ces conditions sont détaillés dans les informations supplémentaires (tableau

supplémentaire 1).

Au terme des 120 minutes, les plaques sont rincées 3 fois avec du PBS a 4°C, avant I’ajout
de 500 ul de PFA 4% dilué dans du PBS froid dans chaque puits. Au bout de 15 a 20 minutes,

on effectue 3 nouveaux ringcages au PBS froid. Les plaques sont alors stockées a 4°C.
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4. Immunocytochimie

Les plaques sont incubées 1h avec une solution de blocage contenant du PBST (PBS 1x +
Tween 20 0.2%) et du sérum normal de cheévre (NGS 3%). Elles sont ensuite incubées a 4°C
sous agitation pendant la nuit avec une solution de blocage contenant les anticorps primaires :
anticorps de lapin anti-CB1 (1/10000), anticorps de poulet anti-GFP (1/1000). Les plaques sont
rincées 3 fois 10 minutes avec du PBST puis incubées dans le noir 2h a température ambiante
avec le PBST contenant les anticorps secondaires : anticorps de chevre anti-lapin couplé a
I’Alexa Fluor 594 (1/2000), anticorps de chévre anti-poulet couplé¢ a 1’Alexa Fluor 488
(1/2000). Les plaques sont a nouveau rincées 3 fois 10 minutes comme précédemment, avec
ajout de DAPI (0.5 pg/ml) lors du premier ringage. Les lamelles sont sorties de leurs puits et
rincées a I’eau. Une fois seches, elles sont montées sur lames avec un milieu ProLong avant

d’étre stockées a -20°C.

5. Acquisition d’images
La majorité des images est acquise avec un microscope a épifluorescence (Leica DM R)
équipé d’un objectif 63X a immersion a huile. Quelques images sont acquises par microscopie
confocale (Leica SP5) équipé d’un objectif 63X a immersion a huile (Ouverture numérique
1.4). Une analyse qualitative a été réalisée par un expérimentateur ne connaissant pas les

conditions expérimentales.
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III. Résultats

1. Distribution subcellulaire des récepteurs 6 a I’état basal

Figure 1 : Images représentatives de la distribution subcellulaire du récepteur opioide o a
[’état basal. Réalisées au microscope a épifluorescence, échelle 10 um.

Conformément a des résultats antérieurs utilisant les souris knock-in fluorescentes 8-eGFP,
le récepteur opioide 6 est<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>