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AVANT PROPOS




La douleur neuropathique résulte d’une lésion ou d’une maladie du systéme
somatosensoriel. Elle apparait comme une condition chronique, débilitante pour le patient et
qui répond mal aux traitements antalgiques classiques. Les recommandations cliniques
mentionnent les antidépresseurs, plus particulierement les antidépresseurs tricycliques ou les
inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline, comme premiere ligne de
traitement dans la prise en charge de la douleur neuropathique. Cependant le mécanisme
précis par lequel ces antidépresseurs soulagent la douleur neuropathique reste peu connu.

Les études cliniques s’accordent a dire que les antidépresseurs n’ont pas d’action
antalgique per se. En d’autres termes, ils ne soulagent pas la douleur neuropathique de fagon
immeédiate, suggérant ainsi que le délai thérapeutique nécessaire a leur action thérapeutique
correspondrait au recrutement d’effecteurs secondaires.

Dans une introduction bibliographique, nous reviendrons dans une premiére partie sur
la définition et les caractéristiques cliniques des douleurs neuropathiques, puis sur I’aspect
physiopathologique avec notamment un chapitre dédié au réle particulier du systéme des
cytokines et enfin une partie sur les connaissances du mécanisme d’action des antidépresseurs
dans la douleur neuropathique. Deux chapitres de résultats seront présentés a la suite de cette
introduction. Le premier abordera la localisation et le mécanisme moléculaire de I’action
thérapeutique des antidépresseurs tricycliques et des P,-mimétiques contre la douleur
neuropathique. Le second traitera de I’implication du systéme opioidergique dans I’effet
thérapeutique des antidépresseurs ou des P,-mimétiques. Enfin, une discussion générale

viendra critiquer et discuter nos résultats.



INTRODUCTION




INTRODUCTION

De la douleur en général

A. De la douleur en général

I. Histoire de la douleur et de sa prise en charge

« Compagne de I’Homme depuis I’origine, la douleur traverse I’histoire de la médecine
comme sa bande-son bruyante » (Dr Fabrice Lorin). Au fil des époques et des cultures, elle a
suscité des considérations socio-culturelles et médicales contrastées. Il n’est donc pas de
civilisation ou de société qui n’ait essayée de donner un sens a la douleur.

Il'y a plusieurs milliers d’années, en dépit de nombreux phénomenes de croyances associés a
la douleur, I’Homme s’est doté de « remedes » globalement efficaces contre les douleurs les
plus violentes, comme en témoigne le papyrus d’Ebers émis 1550 ans avant notre ere ou des
compositions a base d’opium sont déja recommandées. Durant I’ Antiquité, Hippocrate de Cos
dégage la médecine des légendes et des croyances. Il congoit la douleur comme un symptéme
naturel, un signe pour le diagnostic mais dont le traitement antalgique est a proscrire. Avec les
médecines grecque et arabe, les premieres définitions relatives a la douleur ou a sa sémiologie
apparaissent. Mais, au Moyen-age, sous la pression de I’Eglise catholique qui interdit toute
forme de recherche scientifique, on assiste a un retour de la douleur « chatiment ou épreuve
de Dieu », ainsi la douleur se veut punitive et rédemptrice. Il faut attendre la Réforme
protestante pour que la médecine grecque sous influence hippocratique soit remise au godt du
jour. La douleur est de nouveau considérée comme un signe important pour le diagnostic,
mais cette fois-ci le médecin a volonté d’apaiser la douleur ressentie par le patient. La prise en
charge thérapeutique que ce soit chirurgicale avec Ambroise Paré ou médicamenteuse, méme
en I’absence de traitements réellement efficaces, est a prescrire. Un peu plus tard au siécle des
Lumiéres, Diderot et d’Alembert observent, décrivent et classent la douleur dans un article de
I’Encyclopédie. La conception de la douleur a I’époque des Lumieres se situe dans une
perspective nosologique et sémiologique. Ainsi, la distinction est faite entre la douleur-signal
d’alarme, qui annonce ou accompagne une crise, et la douleur seule qui n’a aucune utilité.
Francois Boissier de Sauvages est le premier a écrire les termes de maladie douloureuse
chronique (Traité des classes des maladies, 1731). Au XIX®™ siécle, avec la découverte de
nouveaux traitements antalgiques, les premiéres interventions chirurgicales sous anesthésie
sont autorisées, c’est le début de I’histoire de I’analgésie. Enfin, de la prise en charge
antalgique a I’algologie, il n’y avait qu’un pas que le Dr John Bonica a franchi en proposant



Termes Définitions
Algologie Branche de la médecine qui s’intéresse a la douleur
. . Processus nerveux par lequel le systéme somatosensoriel encode un
Nociception . :
stimulus nocif.
Nocicepteur Récepteur sensoriel a haut seuil du systéme nerveux périphérique

Stimulus nocif

somatosensoriel capable de transduction et d’encodage de stimuli nocifs

Stimulus préjudiciable ou menagant d'endommager les tissus sains.

Expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée a des lésions

Douleur tissulaires réelles ou potentielles ou décrites en des termes évoquant de
telles 1ésions
. Affection du systéme nerveux soit périphérique (neuropathie
Neuropathie i1 g 4 : périphérique — ( p
périphérique) soit centrale (neuropathie centrale).
uleu ouleur causée par une Iésion ou une maladie affectant le systeme
Douleur Doul se p 1é ladie affectant le syst
neuropathique somatosensoriel.
Allodynie Douleur due a un stimulus non nociceptif.
Hyperalgésie  Douleur exacerbée suite a un stimulus nociceptif.
Syndrome douloureux avec réaction accrue aux stimuli nociceptifs ou
Hyperpathie  non, en particulier répétitifs, avec élévation du seuil de la douleur.
Tableau A1. Terminologie principalement utilisée en algologie. (IASP)
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De la douleur en général
un concept d’approche multidisciplinaire de I’étude de la douleur. C’est tout naturellement
gu’il fonde I’association internationale pour I’étude de la douleur en 1973 (International
Association for the Study of Pain -1ASP-), regroupant des scientifiques cliniciens et

fondamentalistes.

Il. Qu'est- ce que la douleur ?

1. Définition (Tableau A1)

Le fonctionnement harmonieux d’un organisme vivant est conditionné par un échange
permanent d’informations entre son milieu interne et I’extérieur. Ainsi la douleur correspond
a un signal complexe indiquant I’existence d’une altération dans une région donnée de
I’organisme. Sa composante sensorielle préservée au cours de I’évolution (Kavaliers, 1988)
est appelée nociception. Ce terme fut introduit par Sherrington en 1906 pour désigner le
processus sensoriel a I’origine du message nerveux provoquant la douleur. La nociception
correspond donc a I’ensemble des fonctions qui permettent de détecter, percevoir et réagir a
des stimulations internes et externes potentiellement nocives. Les notions de nociception et de
douleur ne sont pas superposables. On parle d’une sensation (phénomene physique) lors de
I’emploi du terme nociception et de perception (phénomeéne psychologique) lors de I’emploi
du terme douleur c’est-a-dire une interprétation consciente du stimulus nociceptif. En
clinique, il est décrit des lésions tissulaires sans perception de douleur et, a I’inverse, des
douleurs peuvent survenir en I’absence de cause nociceptive identifiée (Nagasako et al., 2003;
Borsook and Becerra, 2009).

Ainsi, en s’inspirant des concepts d’Aristote et de Galien, I’lASP a défini la douleur comme
étant « une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable liée a une lésion tissulaire
réelle ou potentielle ou décrite en des termes évoquant une telle lésion ». Cette définition
porte I’accent sur ce que sent, ressent, vit et décrit le patient, sans préjuger ni du mécanisme
générateur, ni d’une quelconque notion de durée. En d’autres termes, on peut dire que : « Est
douleur ce que le patient dit étre douleur » (Muller, 1996).

La douleur est donc une expérience subjective dans laquelle Melzack et Casey ont distingué
trois composantes (Melzack and Casey, 1968). La composante sensori-discriminative, mettant
en jeu des voies sensitives relativement spécifiques, est liée a la capacité d'analyser la nature,

la localisation, la durée et I'intensité de la stimulation nociceptive. La composante affectivo-



Aigué Chronique

Transitoire >3 a6 mois
Signal d’alarme utile Inutile
Protectrice Destructrice
Symptoéme : Syndrome :
participe au diagnostic Douleur-maladie

Tableau A2. Comparaison entre douleur aigué et chronique.
(Boureau et al. 1988)
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émotionnelle, au travers des régions corticales notamment préfrontales et limbiques, confére a
cette sensibilité son caractere désagréable et provoque des réactions comportementales
d'attention, d'anticipation, ou de fuites. Enfin, la composante cognitivo-évaluative regroupe
les processus mentaux participant au traitement des nombreuses informations de I’expérience
algique, comme la signification de la douleur pergue, le contexte situationnel, la référence

aux expériences passees...

2. Douleur aigué et douleur chronique (Tableau A2)

La douleur aigué est due le plus souvent a une stimulation des nocicepteurs. Ce sont des
récepteurs sensoriels a haut seuil du systéme nerveux périphérique somatosensoriel capables
de traduire et d’encoder les stimuli nocifs (IASP). De fait, la douleur aigué est une douleur
symptome et transitoire qui peut étre assimilée a un signal d’alarme devant une agression
tissulaire dangereuse pour I’intégrité de I’organisme (Guirimand and Le Bars, 1996; Scholz
and Woolf, 2002; Guirimand, 2003). L’importance de cette fonction de protection est bien
mise en évidence par les observations, rares, de morbidité dont sont atteints les sujets
congénitalement insensibles a la douleur (Fath et al., 1983). En réponse a la douleur par
stimulation nociceptive, le systeme nerveux déclenche des réponses musculaires réflexes,
comportementales de fuite ou d’évitement ainsi que des réponses Vvégétatives
cardiovasculaires ou endocrines, ayant pour finalité biologique d’éliminer la cause et de
limiter les conséquences néfastes de la stimulation nociceptive. La douleur posséde également
un role dans I’apprentissage adaptatif a travers les mécanismes de conditionnement qui vont
limiter la répétition des actions potentiellement nocives (Sussman, 2008), d’ou I’expression
« Il faut étre pris pour étre appris ». Mais, comme toute fonction de I’organisme, le systéme
nociceptif peut subir des déréglements et le symptdme initial de douleur aigué pourra alors
devenir persistant et pathologique.

La douleur chronique, apres 3 a 6 mois, est une douleur-maladie, un syndrome a part entiére
survenant dans des conditions pathologiques et persistant au cours du temps. Selon I’étiologie,
qu’elle conserve ou perde sa fonction d’alarme, elle ne protege plus et devient ainsi néfaste
pour I’organisme. En fait, ce qui caractérise le mieux la chronicité, indépendamment de la
durée, de la cause initiatrice ou du mécanisme générateur de la douleur, ce sont les altérations
comportementales qu’il est possible d’observer chez le patient et le retentissement sur sa vie.
En effet la douleur-maladie va conditionner la vie de I’individu entrainant des troubles de

I’appétit, du sommeil ou des troubles affectifs et ainsi retentir sur la vie quotidienne du
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patient. Les statistiques de I’lASP révélent de maniére inquiétante que 20 % de la population
mondiale souffre de douleurs chroniques et que prés de 60 % des personnes qui prennent des
médicaments antalgiques sur ordonnance éprouvent malgré tout des difficultés a participer a
des activités sociales ou familiales (Brennan et al., 2007). Les douleurs chroniques ne
constituent pas un groupe homogene mais peuvent étre divisées, sur une base étiologique, en
au moins deux grandes catégories. Certaines douleurs sont liées a une pathologie évolutive,
gu’elle soit maligne (douleurs cancéreuses), infectieuse (douleurs post-zostériennes),
métabolique (douleurs diabétiques), inflammatoire (douleurs arthritiques) ou provoquée par
un traitement médicamenteux (douleurs iatrogenes). D’autres douleurs sont d’origine
traumatique associées a une lésion nerveuse consécutive a des accidents, des blessures ou des
actes chirurgicaux. Une hétérogénéité des douleurs chroniques peut relever de mécanismes
générateurs différents tels que 1) I’exces de nociception résultant d’une stimulation exagérée
des fibres nociceptives ; 2) les suites d’une maladie ou d’une lésion affectant le systéeme
somatosensoriel comme les douleurs neuropathiques ; 3) une cause psychogene liée a un
désordre émotionnel sévere modifiant alors I’intégration du message nerveux conscient ; 4)
une cause sine materia liée a des mécanismes encore mal connus comme les céphalées de
tension, la fibromyalgie ou les douleurs myofasciales.

Lors de ce travail de these, les études ont été menées uniquement sur le sous-groupe de

douleur chronique que sont les douleurs neuropathiques.

lll. La douleur neuropathique

1. Définition

L’1ASP a récemment redéfini la douleur neuropathique comme une « douleur consecutive a
une lésion ou a une maladie affectant le systeme somatosensoriel » (Loeser and Treede,
2008), alors que dans une version antérieure I’lASP la définissait comme une « conséquence
directe d’une Iésion ou d’un dysfonctionnement du systeme nerveux primaire » (Merskey and
Bogduk, 1994). Cette évolution de la définition est consécutive a des considérations d’ordre
nosologique. En effet, si les douleurs liées a des lésions du systéme somatosensoriel
périphérique ou central ont des caractéristiques sémiologiques, physiopathologiques et
thérapeutiques comparables, d’autres douleurs relativement différentes, telles la migraine, la
fibromyalgie ou le syndrome du célon irritable bien qu’impliquant un dysfonctionnement du
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systeme nerveux primaire, différent sur les plans physiopathologique et thérapeutique. D’un
point de vue épidemiologique, pres de 7% de la population francaise souffrirait de douleurs
chroniques avec des caractéristiques de douleur neuropathique (Bouhassira et al., 2008), soit

un quart des patients douloureux chroniques.

2. Etiologie centrale ou périphérique

Les douleurs neuropathiques peuvent étre classées, en deux grands types, périphériques ou
centrales, selon la localisation de la Iésion neurologique causale (Attal et al., 2006).

Les premiéres sont caractérisees par I’existence d’une atteinte du systeme somatosensoriel
périphérique. Selon la topographie, la distribution lésionnelle peut concerner un plexus
(arrachement du plexus brachial), une racine (radiculopathie post-sciatique ou zostérienne),
un tronc nerveux (lIésion du nerf cubital au coude) ou étre plus diffuse (polyneuropathies). Les
situations étiologiques les plus fréquentes en France sont les douleurs post-zostériennes, les
lesions nerveuses post-traumatiques ou post-chirurgicales (douleur du membre fantéme,
thoracotomie), les compressions radiculaires chroniques par hernie discale, les neuropathies
périphériques liées a des troubles métaboliques (diabete, éthylisme), a une infection (VIH) ou
a I’action neurotoxique iatrogéne des anticancéreux ou des antiviraux.

Dans le cas des douleurs neuropathiques centrales, la 1ésion peut intéresser les voies sensitives
intramédullaires (les cornes dorsales, les cordons dorsaux ou plus souvent le faisceau spino-
thalamique) ou les relais intracérébraux de la sensibilité (tronc cérébral, thalamus, cortex
sensitif). Leur classification se base sur le territoire neurologique atteint. A I’étage médullaire,
en cas de traumatisme la douleur est ressentie de facon bilatérale soit au niveau lésionnel
(douleurs suspendues) soit au niveau sous-lésionnel (douleurs segmentaires). Dans le tronc
cérébral, la pathologie douloureuse la plus fréquente est la conséquence du syndrome de
Wallenberg qui est une atteinte ischémique intéressant le faisceau spinothalamique au niveau
du bulbe et qui souvent se traduit par une anesthésie thermo-algique controlatérale de la face.
Dans le thalamus, ce sont les séquelles d’accidents vasculaires localisés au noyau ventro-
postéro-latéral (syndrome thalamique de Déjerine et Roussy) qui ont pour conséquence des
douleurs intenses et une diminution de la sensibilité d'une moitié du corps. Enfin, lorsque la
lesion est encéphalique, le plus souvent les douleurs sont observables a I’échelle d’un
hémicorps.

Malgré les différences de topographie et d’origine lésionnelle entre douleurs périphériques et

centrales, les caractéristiques sémiologiques et leurs prises en charge restent trés voisines.
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Figure A1. Sémiologie de la douleur neuropathique. (D'apreés Attal et al. 2006)
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3. Sémiologie

a. Symptomatologie nociceptive

Les douleurs neuropathiques présentent des caractéristiques cliniques spécifiques qui les
distinguent de toutes les autres douleurs. Elles sont dans la grande majorité des cas chroniques
et séquellaires. En effet, un décalage temporel de quelques semaines a plusieurs années
apparait entre la lésion initiale et la survenue des douleurs neuropathiques post-1ésionnelles.
La topographie douloureuse est toutefois systématisée par rapport a la lésion neurologique
causale, et la sémiologie clinique relevée est relativement stéréotypée, associant des
symptomes douloureux dits positifs et négatifs (Attal et al., 2006; Baron, 2006) (Figure A1).
Les symptomes positifs sont définis par I’apparition de signes sensoriels supplémentaires,
normalement absents en condition saine. Parmi ceux-ci, des symptdomes non douloureux
peuvent étre percus, il s’agit de sensations anormales comme les paresthésies qui sont des
manifestations non douloureuses de fourmillements, d’engourdissements ou de picotements.
D’autres sensations anormales sont appelées dysesthésies lorsqu’elles sont ressenties comme
désagréables par le patient. Ces sensations anormales sont généralement présentes sur le
méme territoire que les symptomes douloureux. Les douleurs spontanées peuvent étre
continues, superficielles, souvent décrites comme des sensations de brdlure, ou profondes
comme une sensation d’étau, de compression ou de crampes. Il peut exister également une
composante paroxystique des douleurs spontanées, avec des sensations tres caractéristiques de
décharges électriques, d’élancements ou de coups de couteau. Ces douleurs spontanées sont
fréguemment associées a des douleurs provoquées. On distingue classiqguement d’une part
I’allodynie mécanique déclenchée par des stimulations mécaniques non nociceptives comme
le frottement d’un vétement ou une légere pression, on parle alors d’allodynie mécanique
dynamique ou statique, et d’autre part I’allodynie thermique déclenchée par des stimulations
froides ou chaudes normalement non douloureuses. Un autre type de douleurs provoquées est
I’hyperalgésie qui correspond a I’exacerbation de la douleur induite par des stimulations
mécaniques ou thermiques nociceptives. Enfin, un autre symptdme peut étre recherché, il
s’agit de I’hyperpathie qui se caractérise par une réponse retardée, exagéree, souvent
explosive et générée principalement par un stimulus répétitif, qu’il soit nociceptif ou non
(Tableau Al).
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Les symptomes négatifs sont définis par I’atténuation de fonctions sensorielles normalement
présentes en condition saine. Les douleurs neuropathiques, au niveau de la zone neurologique
lésée, peuvent également se manifester par la survenue d’un déficit partiel (hypoesthésie)

voire complet (anesthésie) d’une modalité sensitive (Tableau Al).

b. Symptomatologie affective

En clinique, I’existence d’une relation entre douleur et troubles affectifs est maintenant bien
établie (Huyser and Parker, 1999; Dersh et al., 2002). La douleur chronique peut en effet
conduire chez certains patients a des états anxieux ou dépressifs et réduire la qualité de vie
(Gallagher et al., 1995; Galer et al., 2000). Le risque de développer une dépression chez les
patients douloureux chroniques est estimé a 50% (Blackburn-Munro and Blackburn-Munro,
2001), de plus une corrélation significative a pu étre établie entre dépression et suicide dans
une population douloureuse neuropathique (Nicholson and Verma, 2004). De maniere
intéressante, des etudes précliniques menées sur des modeles de douleur neuropathique ont
révélées la survenue de troubles de I’humeur chez ces animaux (Goncalves et al., 2008;
Yalcin et al., 2011a). Réciproquement, la dépression semble aussi étre un terrain propice au
développement de douleurs (Dworkin et al., 1995; Campbell et al., 2003). Cet aspect a pu étre
également modélisé chez I’animal, puisque une hypersensibilité sensorielle a pu étre mesuree
dans un modele animal d’anxiété (Rivat et al., 2010). Ainsi, I’évaluation clinique du patient
douloureux neuropathique résulte d’une relation bidirectionnelle entre douleur chronique et

trouble de I’humeur.

4. Prise en charge thérapeutique

a. Traitement pharmacologique

La prise en charge des douleurs chroniques varie selon les mécanismes probables de la
douleur. S’il s’agit d’une douleur inflammatoire, le traitement repose essentiellement sur les
antalgiques ou les anti-inflammatoires de palier I, les opiacés faibles de palier Il ou les
opiaces forts de palier Ill. En revanche, les douleurs neuropathiques sont caracterisées par
leur évolution chronique et leur résistance au traitement médical. En effet, elles ne répondent
pas ou peu aux traitements antalgiques usuels (anti-inflammatoires non stéroidiens,

paracétamol, salicylés). Malgré une hétérogénéité étiologique, plusieurs classes
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pharmacologiques ont fait la preuve de leur efficacité sur la base d'études contrélées dans le
traitement des douleurs neuropathiques. La plupart de ces traitements (a I'exception des
topiques locaux) ont une efficacité similaire quelle que soit I'étiologie douloureuse (Attal et
al., 2006; Attal et al., 2010).

Historiquement, le traitement des douleurs neuropathiques fait appel a des molécules
anciennes, dont I'efficacité est obtenue au prix d'effets indésirables génants, comme les
antidépresseurs tricycliques (ATC). En effet, I'intérét des antidépresseurs tricycliques est
largement établi dans le traitement des douleurs neuropathiques variées (Collins et al., 2000),
méme si des résultats négatifs ont été rapportés dans les neuropathies douloureuses suite a une
infection par le virus d’immunodéficience (VIH), les neuropathies des chimiothérapies et les
douleurs d'origine médullaire (Kieburtz et al., 1998; Shlay et al., 1998; Cardenas et al., 2002;
Hammack et al., 2002). Cependant, les inhibiteurs mixtes de la recapture de la sérotonine et
de la noradrénaline (IRSN) constituent une alternative thérapeutique aux tricycliques en cas
d'intolérance ou de contre-indication, car en plus d’avoir fait preuve d’une efficacité sur des
douleurs neuropathiques périphériques (Tasmuth et al., 2002; Sindrup et al., 2003), certains
d’entre eux sont désormais recommandés dans le traitement de douleurs neuropathiques post-
diabétiques, citons comme exemple la duloxétine (Anon., 2005). A noter qu’une autre classe
d’antidépresseur, les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (IRS) sont parfois
utilisés pour tenter de soulager la douleur neuropathique. Cependant, s’ils sont mieux tolérés
que les antidépresseurs tricycliques, leur efficacité thérapeutique est controversée et reste a
prouver chez des patients non-dépressifs (Wolfe and Trivedi, 2004; Sindrup et al., 2005).
Nous reviendrons plus précisément sur le mécanisme d’action des antidépresseurs dans le
dernier chapitre de I’introduction « Douleur neuropathique et antidépresseurs ».

Les anticonvulsivants constituent la seconde grande classe pharmacologique utilisée dans le
traitement des douleurs neuropathiques (Collins et al., 2000; Jensen, 2002). L’action
antalgique des anticonvulsivants reposerait sur le blocage de canaux calcium ou sodium. Les
molécules les plus couramment prescrites et recommandées dans le traitement des douleurs
neuropathiques sont la gabapentine ou la prégabaline (Gilron et al., 2006). Il s’agit de
composés ligands de la sous-unité a231 des canaux calcium, ils induisent une inhibition de la
libération de neurotransmetteur (Field et al., 2006). Concernant le blocage des canaux
sodium, il s’agit de composes peu utilisés compte tenu de leurs effets secondaires importants.
Toutefois, certains d’entre eux comme la carbamazépine ou la phénytoine sont utilisés dans le

cas particulier de la névralgie du trijumeau.



Autorisation de Mise sur le

ph;'ﬁ:f(ﬁl:;i;sues vae:;,ue );i;icea[c)il;zuves Marché (AMM) en analgésie
chez le patient adulte
Antidépresseurs
tricycliques

Amitriptyline (Laroxyl®)

Imipramine (Tofranil®)

Clomipramine
(Anafranil®)

Efficacité dans plusieurs
étiologies
Efficacité dans plusieurs
étiologies
Efficacité dans plusieurs
étiologies

AMM douleur neuropathique
périphérique

AMM douleur neuropathique

AMM douleur neuropathique

Antidépresseurs IRSN
Duloxétine (Cymbalta®)

Venlafaxine (Effexor®)

Efficacité dans les
polyneuropathies diabétiques

Efficacité dans les
polyneuropathies sensitives

AMM douleur neuropathique
périphérique diabétique

Pas d’AMM

Anticonvulsivants
Gabapentine (Neurontin®)
Prégabaline (Lyrica®)

Carbamazépine
(Tegretol®)

Phénytoine (Di-Hydan®)

Efficacité dans plusieurs
étiologies
Efficacité dans plusieurs
étiologies

Efficacité dans les névralgies
du trijumeau

Efficacité dans les névralgies
du trijumeau

AMM douleur neuropathique
périphérique

AMM douleur neuropathique
périphérique et centrale

AMM douleur neuropathique,
névralgie du trijumeau, névralgie
du glossopharyngien

AMM névralgie du trijumeau

Opiacés

Tramadol (Topalgic®)

Sulfate de morphine
(Skenan®)

Oxycodone (OxyContin®)

Efficacité dans la
polyneuropathie diabétique

Efficacité dans plusieurs

étiologies

Efficacité dans plusieurs
étiologies

AMM douleur modérée a intense

AMM douleur persistante intense
ou rebelle aux autres antalgiques,
en particulier douleur d’origine
cancéreuse

AMM douleur chronique
d’origine cancéreuse intense ou
rebelle aux antalgiques de niveau
plus faible

Application topique
Emplatre de Lidocaine

Patch de capsaicine
(Qutenza®)

Efficacité dans les
mononeuropathies associées a
une allodynie

Efficacité dans les
mononeuropathies post-
zostériennes, VIH

AMM douleur neuropathique
post-zostérienne

AMM douleur neuropathique
périphérique non diabétique

Tableau A3.

Principaux traitements pharmacologiques des douleurs

neuropathiques en France : niveau de preuve et AMM en analgésie.
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Les opiacés sont aussi proposés dans certains cas dans le traitement de la douleur
neuropathique. Le tramadol est une molécule d'action centrale, a faible risque de tolérance,
dont I'efficacité analgésique est probablement liée a des mécanismes opioidergiques et non
opioidergiques de type monoaminergique (Sérotoninergique et noradrénergique). Son
efficacité a été confirmée sur les polyneuropathies douloureuses et les douleurs post-
zosteriennes (Harati et al., 1998; Sindrup and Jensen, 1999). 1l est également desormais établi
que les morphiniques peuvent étre bénéfiques sur les douleurs neuropathiques périphériques
(Huse et al., 2001) ou centrales (Attal et al., 2002; Rowbotham et al., 2003). Cependant, les
doses nécessaires a l'obtention d'un effet analgésique significatif dans les douleurs
neuropathiques sont prés de deux fois plus élevées que celles utilisées habituellement pour
soulager les douleurs nociceptives (Benedetti et al., 1998).
L'efficacité d'applications topiques de lidocaine a été démontrée sur des Iésions nerveuses
périphériques associées a une allodynie (Meier et al., 2003). L’utilisation d’une forte
concentration de capsaicine en patch dermique peut également fournir rapidement et
durablement un soulagement de douleurs neuropathiques périphériques (Attal et al., 2010).
Ces traitements ont I’avantage de présenter peu ou pas de risque d'effets indésirables
systémiques.
Le tableau A3 récapitule le niveau de preuve obtenu pour les classes thérapeutiques évaluées
dans les douleurs neuropathiques ainsi que leur statut vis-a-vis de I’autorisation de mise sur le
marché (AMM) (Martinez et al., 2010).

b. Traitement non pharmacologique

Méme si I’intervention pharmacologique reste au centre du schéma thérapeutique, le
traitement des douleurs neuropathiques peut également prendre d’autres formes, alternatives
ou complémentaires aux traitements médicamenteux. Les techniques neurochirurgicales sont
réservées aux patients qui ne peuvent pas étre soulagés par des approches plus simples ou qui
le sont au prix d’effets secondaires trop importants. Ainsi la section ou la destruction sélective
de fibres nerveuses impliquées dans la conduction des informations nociceptives (drezotomie)
constituent les principales techniques neurochirurgicales. La neurostimulation a été proposée
comme une alternative aux techniques chirurgicales ou en complément d’une médication dans
de nombreuses situations pathologiques telles la maladie de Parkinson, les troubles
obsessionnels compulsifs, mais aussi dans certaines douleurs réfractaires a tout type de
traitement (Cruccu et al., 2007). La stimulation médullaire semble efficace dans le traitement
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des douleurs neuropathiques périphériques et centrales. La neurostimulation transcutanée est
efficace sur la douleur neuropathique périphérique focale, notamment les neuropathies
diabétiques et les lésions nerveuses post-traumatiques (Cruccu et al., 2008). La stimulation
magnétique transcranienne répétitive du cortex moteur n’est pas encore utilisée en routine
mais semble efficace tout du moins a court terme dans le traitement des douleurs
neuropathiques periphériques ou centrales (Fagundes-Pereyra et al., 2010). La psychothérapie,
en particulier la thérapie cognitivo-comportementale peut étre proposée dans la prise en
charge de la douleur neuropathique en cas de comorbidité anxieuse et de difficulté
d’appréhension de la douleur (Evans et al., 2003). Enfin, il existe également des présomptions
d’efficacité de I’acupuncture dans les douleurs neuropathiques post-zostériennes (Valaskatgis
et al., 2008) ainsi que de I’hypnose (Oneal et al., 2008).

11
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B. Physiopathologie de la douleur neuropathique

I. De la physiopathologie clinique a la modélisation animale

L’étude de la physiopathologie de la douleur neuropathique chez I’homme permettrait
d’accroitre les connaissances mécanistiques dans le but de mieux adapter le traitement
antalgique voire de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques. Cependant, hormis
des études histologiques ou comportementales, les connaissances amassées chez I’homme
sont relativement faibles en termes de mécanisme physiopathologique. Ainsi, en raison de
difficultés d’études chez I’homme, les scientifiques pour décrypter des mécanismes
moléculaires, cellulaires ou électrophysiologiques plus fins, ont mis en place des modeles
animaux visant a reproduire une douleur neuropathique. Au cours de ces derniéres anneées,
nous avons assisté a une véritable explosion des travaux dans ce domaine avec le
développement d'un nombre croissant de nouveaux « modeéles» visant a apporter des
éléments de réponse aux nombreux problemes que posent ces douleurs, tant en ce qui
concerne leur physiopathologie que leur prise en charge thérapeutique.

De facon schématique, on peut regrouper ces modeéles en deux grandes catégories. Les
premiers peuvent étre considérés comme des modeles traumatiques dans la mesure ou ils
reproduisent une Iésion physique du nerf ou de la moelle épiniere. Les plus anciens sont
représentes par les modeles traumatiques périphériques, comme la section complete d’un nerf
périphérique ou de racines dorsales au niveau lombaire ou cervical (Basbaum, 1974; Lombard
et al., 1979; Wall et al., 1979; Wiesenfeld and Lindblom, 1980). D’autres, moins drastiques,
reposent pour la plupart sur une section ou ligature d’une partie de nerfs périphériques. Ces
modeles genérent des comportements douloureux neuropathiques chez I’animal, comme
exemples, citons la pose de ligatures laches autour du nerf sciatique (« Chronic Constriction
Injury » ou CCI) (Bennett and Xie, 1988), le modéle de ligature partielle serrée du nerf
sciatique (« Partial Sciatic nerve Ligation » ou PSL) (Seltzer et al., 1990), le modéle de
ligature serrée des nerfs spinaux L5 et L6 (« Spinal Nerve Ligation » ou SNL) (Kim and
Chung, 1992) ou encore le modéle de section de deux des trois branches distales du nerf
sciatique (« Spared Nerve Injury » ou SNI) (Decosterd and Woolf, 2000). De plus, certains
auteurs ont suggéré des modifications techniques (enserrement du nerf sciatique dans un

manchon de polyéthyléne) de fagon a « standardiser » la lésion et limiter la variabilité liée a la
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constriction manuelle du nerf sciatique dans le modele de Bennett et Xie (Mosconi and
Kruger, 1996; Benbouzid et al., 2008b). Au niveau central, la panoplie de modeles animaux
est moins dense que celle concernant les modéles traumatiques de douleur neuropathique
périphérique. La plupart des atteintes spinales chez I’homme résultent de fractures ou
dislocations vertébrales entrainant des contusions compressives (Norenberg et al., 2004).
Allen en 1911, apres avoir réalisé une laminectomie, fut le premier a décrire un modele de
contusion spinale par lachage d’un poids calibré sur la moelle épiniere d’un chien
(Schlesinger, 1991). Depuis de nombreux modéles ont été développés, chacun essayant
d’affiner la méthode de contusion (Grill, 2005) (cf. Figure C1 de la revue page 38).
Les seconds correspondent davantage a des modéles « non traumatiques », c’est-a-dire a un
mécanisme lésionnel métabolique ou toxique que I'on peut rencontrer en clinique. Ils peuvent
étre soit d’origine pathologique soit iatrogene, comme exemple citons le modéle de
neuropathie métabolique observée chez des rats rendus diabétiques par injection de
streptozotocine (Wuarin-Bierman et al., 1987) ou le modele de neuropathie périphérique
induite par injection d’alcaloide utilisé en chimiothérapie comme la vincristine (Aley et al.,
1996), dont la neurotoxicité est connue de longue date en clinique.
Le développement de ces nombreux modéles de douleur neuropathique chez I’animal a
permis de mieux comprendre la physiopathologie de ces douleur-maladies. Méme si cette
compréhension reste encore partielle, elle semble nous révéler une multiplicité de
mécanismes. En effet, ces modeles ont mis en évidence I’importance et la complexité des
modifications fonctionnelles, neurochimiques ou morphologiques des neurones ou de circuits
neuronaux induites par les différents types de Iésions et ont conduit a proposer plusieurs
hypothéses physiopathologiques susceptibles de rendre compte des douleurs neuropathiques.
Ces travaux ont surtout concerné les douleurs d’origine périphérique dans la mesure ou la trés
grande majorité des etudes ont reposé sur I’utilisation de modeles de section ou de lésion
partielle d’un nerf périphérique (souvent le nerf sciatique). Sur la base de ces travaux, il est
généralement admis que les douleurs neuropathiques font intervenir des mécanismes
périphériques au niveau des nerfs et des ganglions rachidiens et des mécanismes centraux au
niveau de la moelle épiniere et de I’encéphale (Scholz and Woolf, 2002; Campbell and
Meyer, 2006; Costigan et al., 2009a).
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Il. Modifications périphériques

Suite a une lésion nerveuse périphérique, différents acteurs absents en condition
physiologique vont entrer en jeu dans le développement et/ou le maintien de la douleur
neuropathique en impliquant le nerf Iésé et le ganglion rachidien correspondant, c’est ce qui
est défini sous le terme de sensibilisation périphérique. Parmi les principaux mecanismes,
nous nous intéresserons 1) au recrutement de cellules non neuronales; 2) a la genése
d’activités nerveuses anormales; 3) aux possibles remaniements histopathologiques,
notamment & I’apparition d’une arborisation sympathique dans le ganglion rachidien ; 4) a
I’implication d’un systeme de contrdle endogéne de la douleur, le systeme opioide.

1. Implication de cellules non neuronales

Les neurones ne sont pas les seules cellules a jouer un réle dans la douleur neuropathique. De
nombreuses évidences montrent que les cellules non neuronales immunitaires et gliales
peuvent également étre impliquées dans ces mécanismes physiopathologiques (Watkins and
Maier, 2002; Moalem and Tracey, 2006; Scholz and Woolf, 2007; Thacker et al., 2007;
Uceyler and Sommer, 2008).

En clinique, une lésion périphérique nerveuse provoque des réactions inflammatoires qui
mobilisent le systéme immunitaire. De tels effets ne surviennent pas seulement aprés une
infection neuronale, comme une névralgie post-herpétique (Zak-Prelich et al., 2003) ou dans
des phénomeénes d’auto-immunité, comme le syndrome de Guillain—-Barré (Nyland et al.,
1981) mais cette implication immunitaire a pu étre constatée aussi suite a des traumatismes de
nerf, comme la compression exercée par une tumeur (Benoliel et al., 2007) ou I’amputation
d’un membre (Stremmel et al., 2005).

Dans les conditions physiologiques normales, les nerfs périphériques et les ganglions
rachidiens contiennent, en plus des neurones, des cellules non neuronales différentes. Les
cellules immunitaires résidentes comme les mastocytes, les macrophages ou les lymphocytes
T sont utiles pour I'immunocompétence tissulaire. Durant les minutes et les heures qui suivent
la 1ésion, les premiéres cellules a étre recrutées au site de lésion du nerf sont les neutrophiles
(ou leucocytes polymorphonucléaires), suivis par les monocytes circulants qui deviennent des

macrophages apres extravasation et finalement les lymphocytes T. A noter que ces cellules
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immunitaires envahissent aussi les ganglions rachidiens contenant les corps cellulaires des
fibres lésées.
Dans le systéeme nerveux périphérique on distingue deux grands types de cellules gliales les
cellules de Schwann associees aux axones des nerfs et les cellules satellites associées au soma
des neurones sensoriels dans les ganglions rachidiens. Les cellules de Schwann myélinisantes
et non myélinisantes assument différents réles au cours du développement et chez I’adulte au
cours d’atteinte nerveuse. Les cellules satellites comme les cellules de Schwann jouent un role
dans la transmission nerveuse normale et lors de stimulations nociceptives en contrélant
I’homéostasie métabolique et ionique.
Dans différents modeéles de neuropathie périphérique, les cellules deviennent activées et
libérent un certain nombre de médiateurs, comme les cytokines. Les cellules de Schwann
subissent un changement phénotypique, en récupérant leur capacité a proliférer et a sécréter
de nombreux médiateurs qui contribuent a la dégenérescence wallérienne (Campana, 2007).
Celles-ci, tout comme les cellules satellites, sont capables de synthétiser en plus des cytokines
des facteurs de croissance (Heumann et al., 1987; Dubovy et al., 2006) ainsi que des
métalloprotéases qui induiront une perméabilité de la barriere hémato-nerveuse (Shubayev et
al., 2006), permettant ainsi une extravasation accrue de leucocytes circulants.
Dans le chapitre suivant, nous verrons plus en details que les cellules immunitaires et gliales,
selon leur moment d’activation, sont impliquées dans des mécanismes de développement
et/ou de maintien de la douleur neuropathique et que ces nombreux types cellulaires peuvent
communiquer via différents médiateurs, notamment les cytokines (cf. chapitre page 30).

2. Implication de canaux ioniques

Si les canaux ioniques sont nécessaires au transfert de I’information nociceptive, il est
probable qu’ils jouent un réle important dans la physiopathologie de la douleur neuropathique
(Hwang and Oh, 2007).

Canaux sodium. En clinique, I’utilisation thérapeutique courante d’anesthésiques locaux, telle
la lidocaine qui est un inhibiteur non sélectif de canaux sodium peut étre recommandée pour
certains types de douleur neuropathique (Sheets et al., 2008). Les neurones des ganglions
rachidiens expriment de nombreux types de canaux sodium qui peuvent étre soit sensibles soit
résistants a la tétrodotoxine (Fukuoka et al., 2008). Suite a une lésion nerveuse périphérique
Nav1.3 est surexprimé dans les neurones des ganglions rachidiens et son invalidation locale

chez I’adulte entraine une diminution des symptdmes neuropathiques (Hains et al., 2003).
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Toutefois I’invalidation totale (knock-out) n’a pas confirmé son implication dans le
comportement douloureux neuropathique ou la survenue de décharges ectopiques (Nassar et
al., 2006). Suite a une lésion nerveuse périphérique, d’autres études montrent une diminution
de I’expression de Nav1.8 dans les ganglions rachidiens 1ésés (Sleeper et al., 2000; Zhang et
al., 2004) et une augmentation de son expression dans les ganglions rachidiens adjacents
intacts (Zhang et al., 2004). Le canal TTX-résistant Nav1.8, qui est exprimé majoritairement
par les nocicepteurs, ne semble pas jouer un réle direct dans la propagation du potentiel
d’action (Pinto et al.,, 2008), mais modulerait plutét [I’excitabilitt membranaire
particulierement lorsqu’il est phosphorylé (Hudmon et al., 2008). Ainsi, cette diminution
observée dans les neurones léses serait peut étre un mécanisme qui tend a s’opposer a
I’installation de la douleur neuropathique. Des approches génétiques par invalidation locale
ou pharmacologiques indiquent un réle important de ce canal dans le développement de la
douleur neuropathique (Gold et al., 2003; Roza et al., 2003; Ekberg et al., 2006; Joshi et al.,
2006; Dong et al., 2007; Jarvis et al., 2007). Cependant, les souris déficientes pour le géne
codant Navl1l.8 n’ont pas confirmé ces résultats puisqu’elles ne présentent aucune
modification du phénotype neuropathique par rapport aux souris sauvages (Nassar et al.,
2005). Dans un modeéle de douleur neuropathique post-diabétique, une augmentation de
I’expression de Nav 1.7 ainsi que de sa phosphorylation ont pu étre constatées (Hong et al.,
2004). Suite a une lésion nerveuse périphérique, la délétion conditionnelle ou I’invalidation
totale du canal Navl.7 n’a eu aucune influence sur le développement du phénotype
neuropathique (Nassar et al., 2005). Les délétions totales (souris KO) de ces canaux sodium
ne semblent pas interagir sur le développement de la douleur neuropathique. Ces données
obtenues peuvent étre expliquées par des phénoménes de compensation et/ou de redondance.
Une autre explication est peut étre le fait que la douleur provoquée (allodynie et/ou
hyperalgésie) ne soit pas le meilleur paramétre mesuré dans ces modeles animaux, puisque
différentes données suggerent que ces canaux sodium pourraient intervenir principalement
dans des phénomeénes de douleur spontanée (Amir et al., 2006).

Canaux calcium. Les canaux calcium représentent une des voies principales d’entrée du
calcium dans les terminaisons des afférences primaires, ou ils participent a I’excitabilité
cellulaire et aux processus moléculaires de la transmission nociceptive. De fait, ces canaux
semblent également jouer un réle important dans le développement et/ou le maintien de la
douleur neuropathique. En effet, I’expression du canal Cav2.2 est augmentée dans les
ganglions rachidiens suite a une lésion nerveuse (McGivern, 2006). Les souris avec une

délétion du canal Cav2.2 montrent une diminution du comportement associé a la douleur
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neuropathique (Saegusa et al., 2001). L’injection intrathécale d’un bloqueur du canal Cav2.2
(wconopeptide MVIIA) soulage les douleurs neuropathiques, probablement en réduisant la
libération de neurotransmetteurs a partir du nocicepteur. Il est intéressant de noter que de
nombreuses études ont montré une augmentation significative de la sous-unité 0251 dans de
nombreux modeles de douleurs neuropathiques. La sous-unité a25-1 contribue a la régulation
des propriétés des canaux calcium voltage-dépendants en augmentant leur fonctionnalité ce
qui aurait pour conséquence une augmentation de leur transport cellulaire (Canti et al., 2005).
Cette augmentation d’expression, observée pour I’ARNm de la sous-unité 02561 (Newton et
al., 2001) mais également pour la protéine dans les ganglions rachidiens (Li et al., 2004),
coincide avec I’apparition de I’allodynie mécanique dans le modele de ligature des nerfs
spinaux (Li et al., 2004). La surexpression de la sous-unité a2d1 chez la souris entraine
I’apparition d’une allodynie mécanique en absence de toute Iésion nerveuse (Li et al., 2006).
De plus, il est intéressant de noter que la gabapentine et la prégabaline, qui constituent la
premiére ligne du traitement des douleurs neuropathiques chez I’nomme, sont des ligands de
cette sous-unité (Brown and Gee, 1998; Field et al., 2006). Une lignée de souris exprimant
une sous-unité a2d1 présentant une mutation empéchant la fixation des gabapentinoides
développe des douleurs neuropathiques insensibles a la gabapentine ou a la prégabaline (Field
et al., 2006). Enfin, I’effet de cette sous-unité sur le transport intracellulaire des canaux
calcium (Canti et al., 2005), plutdt que sur I’activité membranaire de ces canaux, pourrait étre
une explication du délai thérapeutique de quelques jours nécessaire aux gabapentinoides
(Bauer et al., 2009). Tous ces arguments contribuent a valider le fait que cette sous-unité joue
un réle important dans le traitement des douleurs neuropathiques par certains

anticonvulsivants.

Suite a une lésion nerveuse périphérique, la démyélinisation occasionnée peut provoquer une
dysrégulation de la synthése, de la répartition et/ou du fonctionnement des canaux ioniques et
entrainer une « instabilité électrique » ce qui peut faire des canaux ioniques des acteurs
importants de la survenue d’activités électriques anormales. En effet, une composante
importante de la douleur neuropathique est la présence d’une douleur en I’absence de tout
stimulus identifiable. Ces douleurs spontanées, en particulier quand elles sont paroxystiques,
apparaissent notamment comme le résultat de la genése de potentiels d’action ectopiques. Des
enregistrements microneurographiques supportent cette idée de sensibilisation périphérique en
démontrant une activité spontanée ectopique et des seuils de sensibilité réduits dans les

afférences cutanees de patients douloureux neuropathiques suite a une amputation (Nystrom
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and Hagbarth, 1981). De plus, de nombreuses évidences précliniques obtenues en condition
de douleur neuropathique sont également en faveur d’un role prépondérant des afférences
primaires dans la genése de ces potentiels d’action ectopiques. Suite a une lésion nerveuse
périphérique, une activité spontanée est générée comme par exemple au site de Iésion, dans le
soma et les terminaisons des neurones sensoriels leses (Amir et al., 2005; Bostock et al.,
2005) ou encore dans les neurones adjacents non lésés (Wu et al., 2001). Dans le cas
particulier des lésions médullaires, la douleur spontanée peut résulter d’une augmentation de
I’excitabilité intrinséque de neurones spinaux recevant les informations périphériques (Hains
and Waxman, 2007).

3. Systéme nerveux sympathigue

Le systeme nerveux sympathique est une subdivision du systéme nerveux autonome efférent.
Des neurones pré-ganglionnaires dont les corps cellulaires sont localisés dans la moelle
épiniére thoracique ou lombaire font synapse avec des neurones post-ganglionnaires dont les
corps cellulaires sont localisés dans les chaines ganglionnaires de chaque c6té de la colonne
vertébrale et dans des ganglions abdominaux. Les neurones post-ganglionnaires sont
majoritairement noradrénergiques et innervent tous les visceres de I’organisme (Janig and
Habler, 2000).

En condition physiologique, le systtme sympathique n’a pas d’interaction avec les neurones
afférents du systéme somatosensoriel (Janig and Koltzenburg, 1991). Cependant, lors d’une
Iésion nerveuse un couplage pathophysiologique peut se développer entre des neurones
sympathiques post-ganglionnaires et les afférences primaires, ce qui pourrait modifier la
composante nociceptive et entrainerait un état douloureux (Devor, 1983; Stanton-Hicks et al.,
1995). Cela concerne, en particulier, les syndromes douloureux régionaux complexes
(SDRC), dans lesquels I’activité des efférences sympathiques peut contribuer a exacerber ou
maintenir la douleur (Merskey and Bogduk, 1994). Par ailleurs dans certains cas de douleurs
neuropathiques, une administration périneuromale de noradrénaline chez des patients amputés
(Raja, 1998) ou sur le dermatome symptomatique de patients douloureux post-herpétiques,
conduit a un accroissement de la douleur (Choi and Rowbotham, 1997). Les observations
cliniqgues ont permis de classer ces douleurs en douleur dépendante (« Sympathetically
Maintained Pain », SMP) ou indépendante (« Sympathetically Independent Pain », SIP) du
systeme sympathique. Dans la sous-population de patients douloureux chroniques
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sympathique-dépendants (SMP), une interruption transitoire (par bloc sympathique) ou
permanente (par sympathectomie) mene a une diminution ou une abolition des symptémes
douloureux, alors que ces traitements sympatholytiques restent inefficaces chez des patients
SIP (Loh and Nathan, 1978; Bonica, 1990).

Les données obtenues dans des modeles animaux de douleur neuropathique révelent que
I’influence du systeme nerveux sympathique sur la douleur peut s’exercer a différents sites
périphériques : au site de lésion (Wall and Gutnick, 1974; Devor and Janig, 1981), mais
également dans les tissus situés en aval de la lésion comme par exemple la peau (Sato and
Perl, 1991; Bossut and Perl, 1995; Ali et al., 1999), ou encore en amont de la Iésion, dans les
ganglions rachidiens (Burchiel, 1984; Devor et al., 1994; Petersen et al., 1996). L’essentiel
des travaux précliniques se sont concentrés sur le ganglion rachidien. Le couplage
sympathique-nociceptif pathologique est considéré comme un acteur potentiel des
phénomenes de décharges anormales suite a une lésion nerveuse périphérique, et par
conséquent a I’origine du développement et/ou du maintien de la douleur neuropathique
(Chung et al.,, 1993; McLachlan et al., 1993). De plus, les effets d’une stimulation
sympathique sur I’activité électrique des neurones des ganglions rachidiens sont mimés par
I’application systémique ou locale d’un agoniste des récepteurs op-adrénergiques (o-AR).
Réciproquement, I’effet sympathique pronociceptif est bloqué par I’administration d’un
antagoniste a-AR, plus particulierement de type a,-AR (Devor et al., 1994; Xie et al., 1995).
Ces resultats sont confirmés par une étude clinique rapportant I’effet thérapeutique d’un
traitement par un antagoniste o adrénergique chez des patients atteints de syndromes
douloureux régionaux complexes (Inchiosa and Kizelshteyn, 2008). Ces effets peuvent
s’expliquer soit par une diffusion (transmission volumique) dans le ganglion rachidien de
noradrénaline libérée par les neurones post-ganglionnaires situés a proximité (Shinder and
Devor, 1994; Shinder et al., 1999), soit par I’existence de contacts directs entre varicosités
sympathiques et neurones des ganglions rachidiens (Chung et al., 1997).

En condition physiologique, les fibres noradrénergiques sympathiques sont décrites a
proximité ou dans les ganglions rachidiens, elles innervent les vaisseaux sanguins. Par contre,
lors d’une lésion nerveuse périphérique, des fibres sympathiques peuvent constituer une
arborisation en panier autour des somas neuronaux des ganglions rachidiens (McLachlan et
al., 1993). Ce bourgeonnement est peu présent voire absent des ganglions rachidiens d’un
animal naif (Matsuda et al., 2005). Lors d’une neuropathie périphérique, cette arborisation
sympathique dans le ganglion rachidien peut avoir deux origines distinctes (Chung et al.,

1993; McLachlan et al., 1993). D’une part, le bourgeonnement caractéristique du modéle de
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Figure B1. Anatomie de la région des ganglions rachidiens lombaires.

En condition physiologique, les afférences sensorielles (en bleu), dont les corps cellulaires sont situés
dans le ganglion rachidien, quittent le nerf mixte, entrent dans la racine dorsale et vont établir des
synapses dans la corne dorsale de la moelle épiniéere. Les motoneurones de la corne ventrale émet-
tent des efférences motrices (en vert) qui passent par la racine ventrale pour rejoindre le nerf mixte
et participer a la constitution des jonctions neruomusculaires. Les neurones post-ganglionnaires de
la chaine paravertébrale émettent des efférences sympathiques (en rouge) qui vont par le rameau
communicant gris innerver les vaisseaux sanguins du ganglion rachidien ou rejoindre le nerf mixte
pour innerver les organes périphériques.
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neuropathique
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| ) m / Kim et al. 1993 ; Lee
. . semaine et al. 2001, Choi et al.
Chirur glcale avant ()] ‘L‘L‘L 1994 / Ringkamp et al.
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Lavand’homme et al.
Chirurgicale Péri-opératoire %] * 1998
*Chung et al. 1996
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Phentaloamine apres
o 3 semaines Wi/ Kim et al. 1991, 1997
Chirurgicale aprés ) / Ringkamp et al. 1999
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Lésion de la racine o L
dorsale L5 Chirurgicale Péri-opératoire i Sekiguchi et al. 2008

Tableau B1. (1% partie)



Modéles de
douleur

Type de

Induction de la Allodynie

Hyperalgésie Hyperalgésie Allodynie

Références

. sympathectomie lésion mécanique mécanique thermique au froid
neuropathique
Lésions distales
Guanéthidine 5 jours avant L ) Neil et al. 1991
Ligatures laches Chirurgicale Péri-opératoire 1 W ?;;;nemes etal.
autour du nerf —— :
sciatique (CCI) Chirurgicale 1 semaine apres l ! Kim et al. 1997
Guanéthidine 10 jours apres 1 W Neil et al. 1991
Guanéthidine 4 ou 7 jours avant %) ! Shir et al. 1991
: . sthidi Sri-opératoi Shir et al. 1991
Ligature partielle Guanéthidine Péri-opératoire 1 1 ireta
serrée du nerf Chirurgical 1 semaine apres ! ! Kim et al. 1997
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Guanéthidine 7 mois apres W L Shir et al. 1991
B eme eme
Section des nerfs Guanéthidine ~ Du8 au2l 1Ll Pertin et al. 2007
tibial et péronéal jour post-natal
(SNI) Chirurgicale 1 semaine avant () 1l Zhao et al. 2007
tion nerf o . .
Section des nerfs Chirurgicale 1 semaine aprés @ Han et al. 2006
sural et tibial
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Sec (t)ibiglu © 6-OHDA 1 semaine avant L Kingery et al. 2000
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Tableau B1. (2°™ partie) Effet d’'une sympathectomie sur une douleur neuropathique : résumé des principales études

dans différents modéles animaux. La sympathectomie diminue légérement (|), fortement (| |), totalement (] | |), n'a pas d’effet (@) ou
aggrave (1) les symptomes douloureux suite a une Iésion nerveuse périphérique.
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Iésion proximale est issu de la réegénération de I’efférence sympathique post-ganglionnaire qui
est atteinte lors de la lésion (Chung et al., 1993; Ramer and Bisby, 1998, 1999), il se met en
place dés la premiére semaine (Lee et al., 1998). D’autre part, il a été suggéré pour des
modéles de lésion distale, que [I’arborisation sympathique provenait de I’innervation
sympathique des vaisseaux irriguant le ganglion rachidien (McLachlan et al., 1993; Ramer
and Bisby, 1997, 1998, 1999) (Figure B1). Dans ce cas, le bourgeonnement sympathique
n’est observable qu’aprés plusieurs semaines (Pertin et al., 2007). L’apparition d’un tel
bourgeonnement est étroitement lié au développement d’une dégénérescence wallérienne suite
a une lésion nerveuse périphérique (Ramer et al., 1997). En effet, les substances libérées par
les cellules non neuronales comme le NGF ou I'lL-6 ont démontré des propriétes
chemoattractantes pour les fibres sympathiques (Ramer et al., 1998b; Ramer et al., 1998a).
Pour étudier I’implication du systeme sympathique, de nombreuses études ont utilisé diverses
méthodes sympatholytiques (pharmacologique avec la guanéthidine ou chirurgicale) sur
différents modeéles animaux de douleur neuropathique. La plupart de ces études sont
référencees dans le tableau B1. Les résultats obtenus varient en fonction du modele de lésion
périphérique utilisée : soit proximale (exemple : SNL, nucleus pulposus,...), c’est-a-dire que
la lésion est proche des ganglions rachidiens et sympathiques ; soit distale (SNI, PSL,
CCl,...), c’est-a-dire au niveau du nerf périphérique. Le comportement neuropathique induit
par le modele de lésion proximal notamment I’allodynie mécanique semble étroitement
dépendant de I’activité du systéeme sympathique. Mais pour des modeles de Iésion distale le
systeme sympathique ne semble pas jouer un réle important dans le développement ou le
maintien de symptdmes neuropathiques. Une faible contribution peut cependant lui étre
accordée pour des symptdmes douloureux survenant apres quelques mois, en particulier
I’allodynie au froid (Pertin et al., 2007) (Tableau B2).

4. Systeme opioidergique périphérique

Les peptides opioides (endorphines, enképhalines et dynorphines) exercent leur action a
travers trois types de récepteurs opioides : u- (MOR), 6- (DOR) et k- (KOR). Ces récepteurs
appartiennent a la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés a une
protéine G inhibitrice (Gjy). L’inhibition des canaux calcium voltage-dépendants est une
conséquence de I’activation de ces récepteurs. Cependant, I’inhibition des canaux sodium
résistants & la TTX est également observé (Gold and Levine, 1996). Les agonistes des

récepteurs opioides peuvent ainsi atténuer I’excitabilité neuronale et la libération de
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Lésion distale

Lésion proximale

Références

Mise en place de
I’arborisation
sympathique

Durée de 1’arborisation
sympathique

Formation de synapse

Origine de ’arborisation

Douleur neuropathique
dépendante du systeme
sympathique

Lente (1 & 4 semaines

post-induction)

> 3 une année

Non

Innervation de la
vascularisation

Non (« Sympathetically
Independent Pain »)

Rapide (< a 1 semaine)

> a 20 semaines (avec un
pic de présence a 1
semaine)

Oui

Repousse post-
ganglionnaire a partir du
rameau communicant gris

Oui
(« Sympathetically
Maintained Pain »)

McLachlan et al. 1993;
Ramer and Bisby 1999;
Ramer and Bisby 1998;
Chung et al 1996

McLachlan et al. 1993;

Ramer and Bisby 1998;
Thompson and Majithia
1997

Ramer and Bisby 1998

McLachlan et al. 1993;
Ramer and Bisby 1999;
Ramer and Bisby 1998;
Chung et al 1996 ; Ramer
etal., 1998

Ramer and Bisby 1999;
Pertin et al 2007

Tableau B2.

Synthese sur I'implication du systeme nerveux sympathique

dans la douleur neuropathique en fonction du modeéle animal utilisé.
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substances algogenes a partir des terminaisons nerveuses (Yaksh et al., 1988; Borzsei et al.,
2008), et donc diminuer la transmission douloureuse (Machelska, 2007; Stein and Zollner,
2009).
La localisation des récepteurs opioides est relativement étendue puisqu’ils sont retrouvés
aussi bien dans le systéme nerveux central que périphérique. Les observations concernant le
systéme opioide central seront développées dans la partie suivante traitant des mécanismes
centraux de la douleur neuropathique. Les récepteurs opioides périphériques sont quant a eux
synthétisés dans les cellules immunitaires (Sehgal et al., 2011) ou dans les corps cellulaires
des neurones des ganglions rachidiens puis transportés intra-axonalement jusqu’aux
terminaisons nerveuses (Minami et al., 1995; Li et al., 1998). Ils peuvent étre stimulés par des
agonistes opioides exogenes ou endogeénes (Rau et al., 2005; Wang et al., 2010). Les peptides
opioides endogenes sont synthétisés par les afférences primaires (Gibbins et al., 1987; Pohl et
al., 1994) et les cellules immunitaires périphériques (Mousa et al., 2001). Les endorphines et
les enképhalines contenues dans les cellules immunitaires semblent jouer un réle important
dans I’antinociception endogéne puisque le degré d’inhibition de la douleur inflammatoire est
proportionnel au nombre de leucocytes recrutés (Sehgal et al., 2011).
L’implication du systéme opioidergique périphérique dans la douleur neuropathique concerne
d’une part I’analyse de I’expression des récepteurs et des peptides opioides endogenes et
d’autre part I’effet d’administration d’agonistes opioides exogenes.
Suite @ une lésion nerveuse périphérique, les récepteurs opioides peuvent subir des
changements d’expression de leur ARNm et/ou de leur protéine. Une diminution de
I’expression génique des MOR est observée durant les semaines suivant 1’induction de la
neuropathie dans le ganglion rachidien, principal lieu de synthése des récepteurs opioides.
(Zhang et al., 1998; Rashid et al., 2004; Kohno et al., 2005). Toutefois, d’autres auteurs
observent une augmentation de I’expression des MOR (Truong et al., 2003; Walczak et al.,
2005) ou aucune modification (Kolesnikov et al., 2007). Des augmentations de I’expression
protéique des DOR (Kabli and Cahill, 2007) et de I’expression de I’ARNm des KOR (Sung et
al., 2000) sont également observées chez des animaux neuropathiques. Si la plupart des études
se sont intéressées aux récepteurs opioides, quelques unes ont étudié 1’effet d’une neuropathie
sur ’expression des peptides opioides endogeénes dans les ganglions rachidiens. Une
diminution de I’expression de la préproenképhaline et une augmentation de la prodynorphine
sont observées une semaine aprés I’induction de la neuropathie (Mika et al., 2010). Alors qu’a
quatre semaines la diminution du précurseur de 1’enképhaline subsiste toujours, 1’expression

de la prodynorphine est revenue a la normale (Herradon et al., 2008).
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D’un point de vue fonctionnel, certaines études cliniques montrent qu’a doses fixes les
opiacés exogenes sont inefficaces dans le traitement de la douleur neuropathique(Arner and
Meyerson, 1988). Mais d’autres études révelent une efficacité thérapeutique, par
augmentation progressive des doses administrées (Portenoy et al., 1990; Rowbotham et al.,
1991). Dans divers modéles animaux de douleur neuropathique, I’injection intrathécale de
morphine est efficace contre I’hyperalgésie thermique (Mao et al., 1995; Wegert et al., 1997)
mais inefficace contre I’allodynie mécanique (Bian et al., 1995; Lee et al., 1995). Cependant,
d’autres études utilisant des administrations locales, intraplantaire ou intraneurale, suggerent
un effet thérapeutique de la morphine sur les composantes thermique et mécanique (Truong et
al., 2003; Obara et al., 2007). Ces resultats sont appuyés par une étude relatant I’effet
antalgique d’un agoniste MOR a action périphérique sur I’allodynie mécanique et
I’hyperalgésie thermique (Guan et al., 2008). D’autres travaux rapportent que I’administration
intrathécale (Mika et al., 2001; Holdridge and Cahill, 2007), per os (Petrillo et al., 2003) ou
périphérique locale (Kabli and Cahill, 2007) d’agonistes des DOR diminue I’allodynie
mécanique et thermique froide chez des animaux neuropathiques.

Un lien a été proposé entre I’activation des MOR ou des DOR et les réponses nociceptives
respectivement thermiques et mécaniques (Scherrer et al., 2009). Ces données sont soutenues
par le fait que chez des souris neuropathiques avec une délétion sélective des DOR
périphériques, seule I’allodynie mécanique est exacerbée (Gaveriaux-Ruff et al., 2011). Cette
séparation fonctionnelle MOR/DOR serait corrélée & une séparation anatomique, les MOR
étant situés sur les afférences C peptidergiques et les DOR sur les fibres myélinisées et C non
peptidergiques (Scherrer et al., 2009). Toutefois, cette dichotomie anatomique est
controversée (Wang et al., 2010). D’un point de vue fonctionnel, on observe un effet
bénéfique d’un agoniste DOR sur I’hyperalgésie thermique inflammatoire (Codd et al., 2009)
ainsi que sur I’hyperalgésie thermique d’animaux neuropathiques (Gaveriaux-Ruff et al.,
2011). De plus, une co-expression de ces deux récepteurs est retrouvée dans les mémes
neurones des ganglions rachidiens (Wang et al., 2010). Ainsi, cette dichotomie n’apparait pas
si stricte que cela. A propos des KOR, chez des animaux neuropathiques, I’administration
systémique ou intraplantaire d’un agoniste KOR a un effet antinociceptif (Walker et al., 1999;
Suzuki et al., 2001). 1l est a noter que la dynorphine, contrairement aux autres agonistes KOR,
peut avoir un effet paradoxal, a savoir que son administration intrathécale chez des animaux
naifs entraine la survenue d’une allodynie mécanique (Vanderah et al., 1996; Laughlin et al.,
1997), ce qui serait en accord avec les modifications géniques de prodynorphine observées en

condition neuropathique.

22



INTRODUCTION

Physiopathologie de la douleur neuropathique

lll. Modifications centrales

Les douleurs neuropathiques s’accompagnent de modifications de I’activité neuronale, dans le
systeme nerveux central également appelées « sensibilisation centrale ». Celle-ci est liée a des
modifications de la transmission excitatrice et de la transmission inhibitrice au niveau spinal,
a des changements d’activité de structures supraspinales et a des interactions neuro-immuno-

gliales.

1. Augmentation de la neurotransmission excitatrice spinale

Méme si I’utilisation clinique d’antagonistes des récepteurs NMDA comme la kétamine pour
diminuer I’action des neurotransmetteurs excitateurs (Jorum et al., 2003; Chizh, 2007) peut
étre une option de traitement efficace des douleurs neuropathiques (Dworkin et al., 2007),
mais I’inhibition de la transmission nerveuse ne constitue pas une preuve de I’implication de
la neurotransmission spinale excitatrice des acides aminés excitateurs (AAE) dans la
physiopathologie de la douleur neuropathique. Cependant, une lésion nerveuse périphérique
induisant un comportement neuropathique produit une augmentation de [I’activité des
afférences primaires lésées ou non, ceci se traduisant par une augmentation de la libération
évoquée de glutamate et d’aspartate (Paleckova et al., 1992; Kawamata and Omote, 1996) ou
de la libération de substance P et de CGRP induite par un stimulus périphérique (Wallin and
Schott, 2002; Gardell et al., 2003). Réciprogquement, I’administration intrathécale d’AAE
induit un comportement hyperalgésique chez un animal naif (Aanonsen and Wilcox, 1987).
D’autre part, les récepteurs correspondants peuvent également participer a la sensibilisation
centrale lors d’une neuropathie. 1l a été démontré que I’expression des récepteurs AMPA ou
NK1 de la substance P est augmentée dans les couches superficielles de la corne dorsale de la
moelle épiniere dans un modele de neuropathie périphérique (Harris et al., 1996; Croul et al.,
1998). Une augmentation d’expression des ARNm des récepteurs AMPA et NMDA a

également été démontrée dans un modele de neuropathie diabétique (Tomiyama et al., 2005).
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2. Diminution de la neurotransmission inhibitrice spinale

a. Perte de l'inhibition GABAergique

Le GABA est un neurotransmetteur important des couches superficielles de la corne dorsale
de la moelle épiniere ou se terminent les afférences nociceptives. Il est essentiel pour réguler
la sensibilité des neurones et des réseaux spinaux, et de nombreux arguments suggerent
qu’une altération de la transmission inhibitrice GABAergique dans la corne dorsale pourrait
contribuer a la physiopathologie de la douleur neuropathique (Sugimoto et al., 1987; Woolf
and Mannion, 1999). Aprés une lésion nerveuse périphérique, une diminution des potentiels
post-synaptiques inhibiteurs liés au GABA est ainsi constatée dans les couches superficielles
de la corne dorsale (Moore et al., 2002). Initialement, cette diminution a été présentée comme
la conséquence d’une perte des interneurones inhibiteurs (Moore et al., 2002; Scholz et al.,
2005). Mais il a été démontré depuis que d’une part la mort cellulaire observée est faible et
non requise pour le développement d’une allodynie mécanique, et d’autre part seules les
cellules gliales sont concernées par cette mort cellulaire (Polgar et al., 2005). Pour tenter
d’expliquer la diminution d’activité GABAergique, d’autres études ont révélé une diminution
de I'immunoréactivité GABAergique spinale (Ibuki et al., 1997), mais cela n’a pas été
confirmé par microscopie électronique (Polgar and Todd, 2008). Une autre hypothese suggére
gu’une réduction de I’expression spinale du co-transporteur potassium/chlorure KCC2
provoquant une inversion du gradient anionique conduirait a modifier les courants
synaptiques inhibiteurs en courants excitateurs lors d’une lésion nerveuse peériphérique (Coull
et al., 2003). Enfin, d’autres travaux plus récents suggérent que la perte d’inhibition
GABAergique pourrait étre due a une diminution du tonus cholinergique (Rashid and Ueda,
2002), tonus nécessaire au maintien de I’inhibition GABAergique notamment via les
récepteurs nicotiniques B, (Yalcin et al., 2011). Méme si I’origine de la diminution de
I’activité GABAergique reste encore a élucider, divers travaux ont clairement démontré son
implication. En effet, I’injection d’agoniste GABAA diminue I’allodynie et I’hyperalgésie
neuropathiques mais n’a aucune action chez un animal naif (Malan et al., 2002).
Réciproquement, I’application intrathécale d’un antagoniste GABA, la bicuculline, produit
des symptdmes neuropathiques d’allodynie mécanique chez un animal naif (Yaksh, 1989;
Malan et al., 2002).

Bien moins étudiée que le GABA, un autre neurotransmetteur, la glycine, peut également

contribuer a la douleur neuropathique (Zeilhofer, 2005).
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b. Systeme opioidergique central

L’injection intrathécale de morphine produit une analgésie observable a la fois chez I’lhnomme
et I’animal, qui est reéversible par un antagoniste des récepteurs opioides, la naloxone. Dans la
corne dorsale, les agonistes opioides via leurs récepteurs inhibent la transmission synaptique
en bloquant les canaux calcium a la terminaison pré-synaptique. Mais ils peuvent également
agir au niveau post-synaptique (Pan et al., 2008). Les douleurs neuropathiques périphériques
ne répondent que modérément a une thérapie opioidergique spinale ou systémique, et dans le
cas ou un effet est quantifiable, les doses utilisées doivent étre croissantes, ceci provoquant
des effets secondaires néfastes (Dworkin et al., 2003; Rowbotham et al., 2003). De plus,
I’application intrathécale de morphine est relativement inefficace dans le traitement au long
cours de la douleur neuropathique comparée a la douleur aigué ou inflammatoire (Kohno et
al., 2005). Des etudes récentes ont tenté d’expliquer ces observations cliniques par différents
mécanismes spinaux. Par exemple, une Iésion nerveuse périphérique a pour conséquence de
réduire I’immunoréactivité MOR et son expression génique dans le soma et les terminaisons
centrales des neurones de petit diametre des ganglions rachidiens (Kohno et al., 2005; Zhang
et al., 2007a). Les agonistes MOR perdraient ainsi leur capacité a inhiber la transmission
synaptique entre I’afférence primaire et les neurones de la corne dorsale (Kohno et al., 2005;
Kawasaki et al., 2006). Cette perte d’inhibition pourrait expliquer la perte de sensibilité aux
opioides chez les patients neuropathiques. Concernant I’aspect fonctionnel, chez I’animal,
cette perte spinale des MOR a pu étre associée a une allodynie mécanique chez des animaux
neuropathiques (Back et al., 2006). De plus, une lignée de souris déficientes pour les MOR
présente des comportements neuropathiques exacerbés comparés au phénotype sauvage
(Mansikka et al., 2004). Méme si un antagoniste MOR augmente également I’allodynie
mécanique dans un modéle de ligature et de section de nerf (Mansikka et al., 2004), d’autres
données n’observent pas d’effet de I’administration de naloxone sur I’allodynie et
I”’hyperalgésie neuropathiques dans un modéle de ligature de racines dorsales (Wei et al.,
1998; McGaraughty et al., 2005). Il est intéressant de souligner que c’est dans ce méme
modele de ligature que des modifications d’expression des MOR avaient été relevées,
suggerant que ces changements d’expression seuls ne sont pas capables de modifier I’activité
opioidergique (Stone et al., 2004) et donc d’expliquer une exacerbation du comportement
neuropathique. D’autre part, divers modéles de douleur neuropathique périphérique menent a

une diminution de I’expression des DOR dans la moelle épiniére (Stevens et al., 1991; Stone
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et al., 2004). Notons également, que I’expression de ligands opioides endogenes apparait
diminuée aux niveaux spinal et supraspinal apres section du nerf sciatique (Panerai et al.,
1987). Les conséquences fonctionnelles sont difficiles a interpréter. En effet, les souris
déficientes pour les DOR présentent une allodynie mécanique plus importante que les souris
sauvages apres la ligature partielle du nerf sciatique (Nadal et al., 2006), ce qui n’est pas le

cas dans un modele de constriction du nerf sciatique (Benbouzid et al., 2008b).

c. Controles inhibiteurs descendants aminergiques

Les voies descendantes inhibitrices noradrénergiques et sérotoninergiques ont pour origine
des noyaux du tronc cérébral. Elles jouent un réle important dans la modulation et
I’intégration des messages nociceptifs dans la corne dorsale de la moelle épiniere (Millan,
2002).

Suite a une lésion nerveuse périphérique, un bourgeonnement spinal des fibres descendantes
noradrénergiques corrélé a une augmentation de la libération de noradrénaline a pu étre
observé (Ma and Eisenach, 2003; Hayashida et al.,, 2008). Pour les mécanismes
antinociceptifs avancés, certains auteurs ont décrit une inhibition pré-synaptique par les
récepteurs a2 adrénergiques (o-AR) de la transmission glutamatergique des afférences
primaires (Kawasaki et al., 2003). Il a été observé qu’une lésion nerveuse périphérique
augmentait I’efficacité du couplage des protéines G aux ay-AR, ce qui avait pour conséquence
d’accroitre la potentialité antinociceptive d’un agoniste o,-AR (Bantel et al., 2005). Ainsi,
I’intérét thérapeutique d’un agoniste a,-AR comme la clonidine a été etabli suite a son
administration spinale qui réduit des symptémes neuropathiques chez I’hnomme et I’animal
(Hassenbusch et al., 2002; Paqueron et al., 2003).

D’autre part, aprés une lésion nerveuse périphérique, une réduction de la concentration
spinale de sérotonine est constatée une semaine apres I’induction de la neuropathie (Liu et al.,
2010), alors qu’aucune différence n’est détectée apres trois ou quatre semaines (Satoh and
Omote, 1996; Song et al., 2009; Liu et al., 2010). De plus, une diminution des récepteurs de la
sérotonine 1B, 3, 4, et probablement 1A ou 2C a lieu dans la moelle épiniere aprés une lésion
de nerf (Liu et al., 2010). Tout ceci suggere que la diminution d’activité des voies
descendantes sérotoninergiques inhibitrices pourrait avoir un role important seulement dans le
développement de la douleur neuropathique (Suzuki et al., 2004; Apkarian et al., 2009). Cette
diminution d’activité sérotoninergique débouche sur I’observation clinique que les IRS sont
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peu efficaces dans le traitement des douleurs neuropathiques. Une étude suggere que ce
manque d’efficacité serait di au fait que les récepteurs de la sérotonine 2A en condition
neuropathique seraient séquestrés a la membrane par une protéine post-synaptique la PSD-95,
celle-ci empéchant I’action antinociceptive spinale de ces récepteurs. De fait, I’administration
intrathécale d’un peptide se liant a cette protéine permet une dissociation du complexe
protéine/récepteur et produit un effet antihyperalgésique. De plus, ce méme peptide augmente
I’effet antihyperalgésique d’un IRS la fluoxétine (Pichon et al., 2010).

Dans le cadre de la douleur neuropathique, la sensibilisation centrale reposerait en partie sur
une dysrégulation des contrdles descendants, avec une diminution des voies inhibitrices et une

augmentation des voies facilitatrices notamment issues du bulbe rostro-ventral (RVM).

3. Changements impliquant certaines structures supraspinales

En plus des changements observes dans la moelle épiniére, différentes preuves expérimentales
existent en faveur d’une implication de structures supraspinales. Des études cliniques utilisant
des techniques de magnétoencéphalographie, de tomographie a émission de positrons et
d’imagerie fonctionnelle par résonance magnétique ont révélé des changements corticaux ou
sous-corticaux chez des patients douloureux neuropathiques (Flor et al., 1995; Hsieh et al.,
1995; Willoch et al., 2000; Willoch et al., 2004). De fagon intéressante, la relative spécificité
de ces effets vis-a-vis de la douleur neuropathique est confortée par un certain nombre
d’observations montrant leur réversibilité suite a des thérapeutiques pharmacologiques
(Cahana et al., 2004), a des gestes chirurgicaux ablatifs (Di Piero et al., 1991) ou encore a une
thérapie neurostimulatrice (Katayama et al., 1986; Peyron et al., 1995).

Pour le versant expérimental, il faut avant tout rappeler que les projections des neurones
spinaux vers le tronc cérébral et le thalamus agissent sur les boucles descendantes vers la
corne dorsale, qui en retour modulent le transfert ascendant de I’information nociceptive
(Millan, 1999). Ainsi la sensibilisation centrale de la corne dorsale, pour étre entretenue,
nécessite la mise en jeu de mécanismes de facilitation descendante impliquant le RVM (Vera-
Portocarrero et al., 2006). En effet, une étude menée avec un modele de ligature partielle du
nerf sciatique montre des modifications évoquant une activité pronociceptive dans les
activités spontanées et évoquées des neurones du RVM (Goncalves et al., 2007). D’autres
données rapportent une augmentation unilatérale de I’activité de ces neurones suite a une
section du nerf sciatique (Pertovaara and Kauppila, 1989). De plus, aprés lésion nerveuse

périphérique, les voies descendantes issues du RVM induisent une augmentation de la
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libération de dynorphine spinale, mécanisme menant a la facilitation de la libération de
peptides excitateurs comme le CGRP par les afférences primaires (Gardell et al., 2003).
Concernant I’implication fonctionnelle, il a été montré que I’allodynie mécanique peut étre
abolie par la destruction sélective des voies descendantes du tronc cérébral dans le cordon
dorsolatéral (Ossipov et al., 2000). De plus, la microinjection de lidocaine dans le RVM
conduit a une inhibition de son activité, ce qui a pour conséquence une abolition de
I’allodynie et de I’hyperalgésie neuropathique (Burgess et al., 2002).

Dans des modeles de douleur neuropathique, des modifications de I’activité neuronale ont
également été observées dans le thalamus. Ces altérations de I’activité unitaire thalamique
correspondent a une hyperexcitabilité cellulaire conduisant a la fois a une augmentation de
I’activité spontanée des neurones thalamiques somatosensoriels et a un accroissement de leur
réponse évoquée par des stimuli périphériques ainsi que de leur champ récepteur (Guilbaud et
al., 1990; Vos et al., 2000; Weng et al., 2000; Gerke et al., 2003). De plus, une hypoactivité
métabolique dans le thalamus controlatéral est systématiquement retrouvée chez des patients
douloureux neuropathiques (De Salles and Bittar, 1994; Hirato et al., 1994; ladarola et al.,
1995). Un lien direct a pu étre mis en évidence entre cet hypométabolisme et I’augmentation
de ces activités anormales (Hirato et al., 1994).

Méme si les anomalies thalamiques décrites se répercutent a I’étage cortical, seulement
quelques unes des aires corticales possedent également des cellules avec des propriétés
analogues a celles des cellules thalamiques, a savoir la possibilité de générer de maniére
autonome des activités anormales a la suite d’une neuropathie (Nunez et al., 1993). En effet,
quelques semaines apres une lésion nerveuse neuropathique, une augmentation anormale de
I’activité des cellules du cortex somesthésique primaire est enregistrée (Dykes et al., 1995;
Webster et al., 1997). D’autre part, des élévations locales du métabolisme cortical chez des
patients douloureux neuropathiques ont été rapportées dans des structures du systéme
limbique (Peyron et al., 2000; Apkarian et al., 2005). De la méme facon en préclinique, on
observe une augmentation de I’activité des neurones du cortex cingulaire ou amygdalien chez
des animaux neuropathiques (Paulson et al., 2000; Paulson et al., 2002). Concernant la
réorganisation histopathologique, le concept de « mémoire de la douleur » a été étudié dans
différents territoires anatomiques et notamment dans I’aire somatosensorielle S1. En effet,
une lésion nerveuse périphérique y induit rapidement et sélectivement un remodelage des
synapses, phénomene associé au développement et au maintien & long terme de la douleur
neuropathique (Kim and Nabekura, 2011). Chez I’animal, des lésions du cortex insulaire

suppriment I’allodynie mécanique induite par une lésion du nerf sciatique mais sans affecter
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les seuils nociceptifs de base (Coffeen et al., 2011). Alors que des lésions du cortex cingulaire
antérieur n’affectent pas le comportement neuropathique (LaGraize et al., 2004), de telles
Iésions semblent supprimer les conséquences aversives de la douleur neuropathique (Qu et al.,
2011). Finalement, I’expression « no brain, no pain » (Wall P.) illustre parfaitement le fait que
certaines régions cérébrales jouent un rble nécessaire dans I’intégration du message

douloureux en condition neuropathique.

4. Interaction neuro-immuno-gliale

Dans le systéme nerveux central, en plus des neurones, des cellules non neuronales ont
également été impliquées dans le développement et/ou le maintien de la douleur
neuropathique (Garrison et al., 1991; Colburn et al., 1997; Watkins et al., 2001; Ren and
Dubner, 2010; Vallejo et al., 2010).

En condition physiologique, les cellules gliales participent au maintien de I’homéostasie du
systeme nerveux central, notamment par I’intermédiaire des astrocytes impliqués dans le
métabolisme neuronal, de la microglie utile pour I'immunocompétence ou des
oligodendrocytes responsables de la myélinisation des axones.

Cependant, suite a une Iésion nerveuse chronique, astrocytes et microglie peuvent étre activés
notamment par I’ATP, fractalkine, MCP-1,... en provenance des afférences primaires et
moduler I’activité neuronale adjacente (Ren and Dubner, 2008). De plus, tout comme au
niveau périphérique, une invasion pathologique du systeme nerveux central, et plus
particulierement de la moelle épiniere par des cellules immunitaires comme les macrophages
ou les lymphocytes T, a pu étre constatée suite a des lésions nerveuses centrales ou
périphériques (Marchand et al., 2005; Gordh et al., 2006; Cao and DelLeo, 2008; Costigan et
al., 2009b). La encore les cellules non neuronales, une fois activées, sont capables de libérer
différents agents inflammatoires comme I’ATP, les prostaglandines, des facteurs
neurotrophiques ou encore des cytokines (Vallejo et al., 2010). Ainsi, par I’intermédiaire de
ces dernieres, les cellules non neuronales sont capables de communiquer entre elles mais
également de moduler la transmission du message nociceptif via leur action sur les neurones.
Dans le chapitre suivant, nous reviendrons plus précisément sur le réle des cytokines et
I’implication du recrutement immuno-glial dans les mécanismes pathologiques de la douleur

neuropathique que ce soit d’un point de vue clinique ou préclinique.
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C. Implication des cytokines dans la douleur neuropathique

Depuis quelques années, I’activation neuro-immuno-gliale au sein du systéme nerveux central
est considérée comme un processus important dans I’étiologie de nombreuses maladies
neurologiques, telle la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclérose en
plaques... (Ruffolo et al., 1999; Wee Yong, 2010). Une approche thérapeutique de ces
pathologies centrales consiste en [’utilisation d’une stratégie anti-inflammatoire et/ou
immunosuppressive (Wood, 2000). Certaines de ces maladies sont aussi associées a des états
de douleur persistante, il est ainsi apparu légitime d’imaginer une similarité entre les
caractéristiques neurodégénératives de ces dysfonctionnements centraux et les mécanismes
sous-jacents impliqués dans les douleurs chroniques (DeLeo and Yezierski, 2001).
L hypothese fut verifiée en étudiant une maladie dégenérative inflammatoire chronique, la
polyarthrite rhumatoide ou le traitement de référence est I’utilisation d’anti-inflammatoires
non stéroidiens et stéroidiens. De plus, la progression des connaissances physiopathologiques
sur la polyarthrite rhumatoide a mis en avant le role de certaines cytokines pro-inflammatoires
et a ainsi permis le développement rapide de biothérapies, comme les anti-TNF-a. (Sfikakis,
2010).

L’étape suivante fut de considérer I’implication potentielle de ces activations neuro-immuno-
gliales comme substrat du développement et/ou du maintien des douleurs neuropathiques
(Marchand et al., 2005; Vallejo et al., 2010). Ces activations impliquent de nombreux
médiateurs dont les cytokines qui sont des protéines solubles qui sont secrétées par les
cellules immunitaires, gliales mais aussi dans certains cas par les neurones. Elles peuvent étre
classées en cytokines pro-inflammatoires le plus souvent algiques, en chimiokines, cytokines
aux propriétés chimioattractantes et en cytokines anti-inflammatoires caractérisées pour leur
role antalgique.

Le chapitre qui suit est une revue de la littérature. En prenant en considération a la fois les
données humaines et animales, nous avons examiné le réle des cytokines et leur potentialité

thérapeutique dans le développement et/ou le maintien de la douleur neuropathique.
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Running title: Targeting cytokines in neuropathic pain

Summary. Cytokines, such as interleukins, interferons, chemokines..., are soluble proteins
predominantly secreted by a variety of immune cells, but also by glial cells from the nervous system.
They regulate a wide array of physiological processes and disturbances in the cytokine system have been
implicated in pathological situations, including cancer, auto-immunity, cardiovascular diseases or airway
diseases. Clinical trials and use of anti-cytokine drugs in various disease conditions support the relevance
of cytokines as treatment targets. In the pain field, cytokine-related implication and treatment, such as
etanercept targeting the Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a), were first described in processes leading to
inflammatory pain. However, in the late 90’s, evidence has been found implicating cytokines in a
chronic pain condition that was not considered as inflammatory: neuropathic pain. Neuropathic pain
arises as a direct consequence of a lesion or disease affecting the somatosensory system and is a
neurological syndrome that is challenging to treat. Both academia and pharmaceutical/biotechnology
research developed a growing interest for cytokines as potential targets for neuropathic pain
management. The recent and fast increase in the number of clinical and preclinical publications on the
topic illustrates this interest. In the present review, we critically assessed the current knowledge on
cytokine implication in neuropathic pain and on direct or indirect cytokine-targeting treatment strategies
for this condition, taking into consideration both human studies and animal models. This analysis of the
literature highlights the physiopathological importance of cytokine recruitment and the therapeutic

perspectives opened by manipulations of the cytokine system at different levels.

Key words. Neuropathic pain; Cytokine; Clinic; Animal model; TNF-a

Abbreviations. CCD, chronic compression of the dorsal ganglion; CCI, chronic constriction injury;
COX-2, cyclo-oxygenase 2; EPO, erythropoietin; GFAP, glial fibrillary acidic protein; GRO/KC, growth
related oncogene; IFN, interferon; Ig, immunoglobulin; IL, interleukin; iNOS, inducible nitric oxide
synthase; JAK/STAT, janus kinase signal transducer and activator of transcription; JNK, c-jun N-
terminal Kkinase; LIF, leukemia inhibitory factor; MAPK, mitogen activated phosphorylated Kinase;
MCP, monocyte chemoattractant protein; MIP, monocyte inflammatory protein; NAPDH-oxidase,
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase; Nav, voltage-gated sodium channel; NF-x B,
nuclear factor-kappa B; PSNL, partial sciatic nerve ligation; RANTES, Regulated on Activation Normal
T-cell Expressed and Secreted; SNI, spared nerve injury; TGF, transforming growth factor; TLR, toll-
like receptor; TNF, tumor necrosis factor.
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Families Members Targeted receptors Receptor families
Pro-inflammatory IL-1a,p IL-1 receptor Ig receptor family
IL-2 IL-2 receptor (a, B, y subunits)
IL-6 IL-6 receptor Class | receptor
IL-15 IL-15 receptor (a, B, y subunits)
IL-18 IL-18 receptor Ig receptor family
LIF LIF receptor Class I receptor
TNF-a TNF-a receptors type 1 and 2 TNF receptor family
IFN-y IFN receptor Class Il receptor
Anti-inflammatory  IL-4 IL-4 or IL-13 receptors Class | receptor
IL-10 IL-10 receptor (a, B subunit) Class Il receptor
IL-13 IL-13 or IL-4 receptors Class | receptor
TGF-B TGF- B receptors type 1 and 2 TGF-p receptor family
Epo Epo receptor Class I receptor
IL-1 RA IL-1 receptor Ig receptor family
Chemotactic RANTES (CCL5) CCR5, CCR4, CCR3, CCR1
MCP-1 (CCL2) CCR2 or CCR5
MIP-1a (CCL3) CCR4 or CCR5 Chemokine receptor
MIP-2a (CXCL2) IL-8 receptor p (CXCR2) family
IL-8 IL-8 receptors a.and 3 (or
CXCR1 and CXCR?2)
Fractalkine (CX3CL1)  CX3CR1
Table C1. Functional classification of cytokines. (Cameron and Kelvin, 2000)



Cytokines

Generalities

The term "cytokine" refers to secreted immunomodulating agents, such as interleukins and interferons.
Cytokines are soluble proteins that are synthesized by a variety of immune cells such as neutrophils,
macrophages or lymphocytes, but can also be produced by non immune cells like glial cells or
fibroblasts. These informative molecules may act on the cells that produce them (autocrine action), or on
nearby (paracrine action) or distant (endocrine action) cells when being released in general circulation.
Most cytokines can be secreted by various cell types and can also target various cell types (pleiotropy).
They are often produced in a cellular/molecular cascade, as one cytokine can stimulate its target cells to
produce other one(s). The past decades have seen major progress in the identification, cloning and
characterization of cytokines and their receptors (Bagley et al., 2001; Rozwarski et al., 1994). Cytokines
act in concert with specific endogenous cytokine inhibitors and soluble cytokine receptors to regulate
various physiological processes including embryogenesis (van Mourik et al., 2009), reproductive biology
(Ingman and Jones, 2008), hematopoiesis (Held and Gundert-Remy, 2009), angiogenesis (Benelli et al.,
2006), apoptosis (Abdulghani and El-Deiry, 2010), immune response and inflammation (Murtaugh and
Foss, 2002). They are also involved in pathological situations such as auto-immunity, sepsis, human
immunodeficiency virus (HIV) infection, cardiovascular diseases, depression (Corwin, 2000), cancer
(Smyth et al., 2004), chronic inflammatory diseases (Feldmann and Maini, 2008; Sanchez-Munoz et al.,

2008), airway diseases (Barnes, 2001), viral hepatitis (Larrubia ez al., 2009)...

Types of cytokines

In the pain field, cytokines can be classified according to their main function in nociception and pain
processes, as presented in Table C1. Accordingly, they are usually grouped under pro-inflammatory
cytokines, anti-inflammatory cytokines and chemokines (Cameron and Kelvin, 2000).

Pro-inflammatory cytokines produced by immune cells are mediators of inflammatory processes, from
its initiation to its maintenance or amplification. These molecules include Interleukin (IL)-1a, IL-1f, IL-
2, IL-6, IL-15, IL-18, Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Tumor Necrosis Factor-a (TNF-o) and
Interferon-y (IFN-y).

Anti-inflammatory cytokines are immunoregulatory molecules that antagonise the pro-inflammatory
cytokine response. As they are often secondarily produced during inflammation, these cytokines
participate in turning off the inflammation reaction. Major anti-inflammatory cytokines include IL-4, IL-
10, IL-13, Transforming Growth Factor (TGF)-B and IL-1 Receptor Antagonist (IL-1 RA). Some
cytokines like LIF, IFN-y, IL-6, and TGF-$3 may also be categorized as either anti-inflammatory or pro-
inflammatory cytokines depending on different circumstances (Barton et al., 1996; Kingsley, 1994).
Besides cytokine-like activities, chemokines are characterised by their leukocyte chemoattractant

properties (Asensio and Campbell, 1999) due to their cysteine residues (Crown et al., 2006). Depending
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on the cysteine arrangement, chemokines are usually divided into four subfamilies: C (e.g.,
Lymphotactin), CC (e.g., Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted or RANTES,
Monocyte Chemoattractant Protein or MCP-1, Monocyte Inflammatory Protein or MIP-1a, and MIP-
1B), CXC (e.g., IL-8 also called Growth Related Oncogene or GRO/KC) and CX3C (e.g., Fractalkine)
(Murphy et al., 2000).

Cytokines can also be classified according to their type of receptor. On the basis of common structural
features, the cytokine receptors are grouped into six major families: hematopoietin receptor family (class
I cytokine receptors), interferon receptor family (class Il cytokine receptors), TNF receptor family,
Immunoglobulin superfamily receptors (IL-1 receptors), TGF-B superfamily and chemokine receptor
family (Fitzgerald et al., 2001; Leonard ez al., 1999; Thomson and Lotzke, 2003). Cytokine receptors
may be either membrane-bound or soluble. Soluble cytokine receptors are extremely common regulators
of cytokine function.

In the case of TNF-a, two receptors, TNF-aR1 (TNF-a receptor type 1; also designed as CD120a or
p55/60) and TNF-aR2 (TNF-a receptor type 2; also designed as CD120b or p75/80) bind membrane-
integrated TNF-o. (MTNF-a) as well as soluble TNF-a (STNF-a) (MacEwan, 2002). Interestingly, both
receptors undergo proteolytic cleavage by metalloproteases, leading to the generation of their soluble
forms which are still capable of binding TNF-o (Aderka, 1996).

Cytokines and pain

Data from animal experiments give unequivocal evidence for the crucial role of cytokines in the
induction and maintenance of pain (Ferreira et al., 1988; Scholz and Woolf, 2007; Thacker et al., 2007).
The application of pro-inflammatory cytokines or chemokines induces nociceptive behaviour (Junger
and Sorkin, 2000; Oh et al., 2001; Perkins and Kelly, 1994; Schafers et al., 2003b; Watkins et al., 1994;
Zelenka et al., 2005) while treatment with anti-inflammatory cytokines or with inhibitors of pro-
inflammatory cytokines is analgesic (Cunha et al., 1999; Hao et al., 2006; Maier et al., 1993; Milligan et
al., 2005; Sommer, 1999; Sommer et al., 2001; Vale et al., 2003; Wagner et al., 1998; Wieseler-Frank et
al., 2004).

IL-1B, for example, can produce hyperalgesia following either intraperitoneal, intracerebroventricular or
intraplantar injection (Perkins and Kelly, 1994; Watkins et al., 1994). This cytokine also favours the
production of substance P and prostaglandin E2 by neuronal and glial cells. These molecules are
recognised for their prominent role in pain processes (Jeanjean et al., 1995; Schweizer et al., 1988).
Similarly, other pro-inflammatory cytokines display proalgesic properties. For example, intrathecal
infusion of IL-6 induces tactile allodynia in intact rats (DeLeo et al., 1996). In addition, IL-6 is involved
in microglial and astrocytic activation (Klein et al., 1997) which is an important modulator of
nociceptive processes (Wieseler-Frank et al., 2004) and may also results in production of other
cytokines. Intraplantar injection of TNF-o produces mechanical (Cunha et al, 1992) and thermal

hyperalgesia (Perkins and Kelly, 1994). Reciprocally, systemic administration of the TNF-o binding
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Neuropathic symptom

Definition

Assessment

Negative symptoms (sensory deficit)

Hypoesthesia

Hypoalgesia
Anaesthesia dolorosa

Reduced sensation to non-painful stimuli

Reduced sensation to painful stimuli

Pain in an area or region which is anaesthetic

Touch skin with painter’s brush, cotton
swab, or gauze

Prick skin with single pin stimulus

Positive symptoms (abnormal sensation)

Paraesthesia

Dysaesthesia
Positive symptoms (spontaneous pain)

Paroxysmal pain

Continuous pain
Positive symptoms (evoked pain)
Mechanical or thermal allodynia

Mechanical or thermal
hyperalgesia

Abnormal sensation, whether spontaneous or
evoked

An unpleasant abnormal sensation, whether
spontaneous or evoked

Episode of transient pain occurring in a context of
chronic pain.

Painful ongoing sensation, often a burning
sensation for superficial pain and originating in the
viscera, muscles, and other deep tissues for deep
pain

Pain due to a stimulus which does not normally
provoke pain. Touch (static), light pressure
(dynamic), or moderate cold or warmth evoke pain
when applied to apparently normal skin

An increased response to a stimulus which is
normally painful (dynamic/static or cold/heat)

Numerical rating scale (NRS) (0-100);
area in cm’

NRS (0-100); area in cm?

Number per time; NRS (0-100); threshold
for evocation

Stroke skin with painter’s brush (dynamic);
Apply manual mechanical pressure to skin

(static); Contact with 20°C objects (cold);

Contact with 40°C objects (heat)

Table C2. Symptomatology of neuropathic pain (adapted from Baron, 2006).



protein, a soluble form of a transmembrane TNF-a receptor acting as TNF-a inhibitor, suppresses
lipopolysaccharide (LPS)-induced hyperalgesia (Watkins ez al., 1994).

On the other hand, administering IL-10, an anti-inflammatory cytokine in diverse animal models can
suppress the development of spinally-mediated pain facilitation by repressing the expression of
inflammatory cytokines such as TNF-a, IL-6 and IL-1 (Wieseler-Frank et al., 2005). Similarly, TGF-$
either suppresses pro-inflammatory cytokines (IL-1, IL-2, IL-6, and TNF-a) by inhibiting macrophage
and T helper lymphocyte activity or induces an anti-inflammatory cytokine IL-1RA (Roberts and Sporn,
1993). Administration of IL-1RA, a specific IL-1 receptor antagonist, also attenuates cytokine mediated
inflammatory hyperalgesia by blocking IL-1p-mediated cellular changes (Maier et al., 1993).

Since the initial work of Ferreira’s group, who first identified a cytokine, IL-1f, as a mediator of
inflammatory hyperalgesia in 1988, the implication of cytokines has been widely studied in the acute and
chronic inflammatory pain processes. In 1996, further progress was made, linking cytokines and pain.
Wagner and Myers suggested for the first time that the production of a pro-inflammatory cytokine (TNF-
o) may also have a role in the hyperalgesia associated with neuropathic pain (Leung and Cahill, 2010;
Wagner and Myers, 1996). Since then, there is a growing body of clinical and preclinical evidence
concerning cytokine implication in neuropathic pain. In the present review, we are specifically
addressing this implication, and the potential of cytokines as direct or indirect therapeutic targets for

neuropathic pain.

Cytokines as actors and targets in neuropathic pain: clinical data

Neuropathic pain

Neuropathic pain is usually a chronic pain condition which affects the quality of life of patients. By
definition, it arises as a direct consequence of a lesion or disease affecting the somatosensory system
(Loeser and Treede, 2008). Other types of chronic pain, such as fibromyalgia or complex regional pain
syndrome, are not considered as neuropathic pain and will not be discussed in this review.

Neuropathic pain is not a disease per se, but rather a symptom with various possible aetiologies. For
most patients it has a peripheral origin, arising as a consequence of peripheral nerve injury (nerve section
or compression) or as a consequence of a metabolic disease such as diabetes. Nerve injuries and diabetic
peripheral neuropathy account for almost two-thirds of the patients. However, neuropathic pain can also
result from infectious diseases, as in post-herpetic neuralgia, from exposure to neurotoxic compounds,
such those used for cancer chemotherapy, or be of central origin, as observed after spinal cord injury or
local post-stroke ischemia (Attal et al., 2008).

Neuropathic pain is characterized by both positive and negative symptoms (Attal et al., 2008) (Table
C2). The positive symptoms include abnormal sensations like dysaesthesia, spontaneous pain that may
be continuous or paroxysmal, or provoked pain like allodynia or hyperalgesia. Often, patients with

neuropathic pain also display negative symptoms such as anaesthesia or hypoesthesia.
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From the therapeutic point of view, neuropathic pain is challenging to treat. It is resistant to usual anti-
inflammatory analgesics. Moreover, although opiates may be employed against chronic pain, alleviation
of neuropathic pain is problematic as high doses are often required (Hempenstall ez al., 2005). In their
practice, clinicians are mostly using molecules initially developed to treat other disorders of the nervous
system, such as anticonvulsant drugs, tricyclic antidepressant drugs, or serotonin and noradrenaline
reuptake inhibitors (Colombo ez al., 2006; Coluzzi and Mattia, 2005; Mico et al., 2006; Saarto and
Wiffen, 2005). These molecules are clinically recommended as first line treatments for neuropathic pain
(Attal et al., 2006; Gilron et al., 2006; Moulin et al., 2007). Their clinical use is however limited, both
due to their side effects and to non-responsive patients. Hence, a complete understanding of the cellular
and molecular processes involved in the development and maintenance of neuropathic pain as well as the
mechanism of action of drugs used against neuropathic pain, is essential for the development of novel

therapies.

Cytokines in neuropathic pain patients

Few clinical studies have addressed the production of cytokines in a neuropathic pain context. Most of
them have been devoted to peripheral nerve damage due to a physical injury or a metabolic disease, but
some studies also focused on other causes of neuropathic pain, such as central neuropathy following
spinal cord injury. In these studies, analysed samples were obtained from different body fluids (blood,
cerebrospinal fluid) and tissues (nerve and dorsal root ganglia biopsies). While detailed results are
variable, the main findings are consistent among studies.

In the hours following spinal cord injury, increased levels of IL-6, IL-8 and MCP-1 are observed in
patient cerebrospinal fluid (Kwon et al., 2010). On a longer term, from weeks to years following the
injury, most patients display elevated serum concentrations of pro-inflammatory cytokines such as IL-6
and TNF-o (Davies et al., 2007). Interestingly, IL-6 levels are further elevated in spinal cord injury
patients who also display neuropathic pain symptoms. These findings suggest that cytokines may be
recruited in both early and late stages of central neuropathy and suggest a potential relationship between
the cytokine level and neuropathic pain.

As mentioned before, most studies have examined the consequences of peripheral neuropathic pain on
cytokine expression. Increased IL-6 concentration and IFN-y mRNA levels and decreased anti-
inflammatory cytokine 1L-13 mRNA levels were observed in avulsed dorsal root ganglia which were
surgically removed following traumatic injury to the brachial plexus (Rabert ez al., 2004; Saldanha et al.,
2000). Using sural nerve biopsies, increased levels of IL-1p, IL-6 and TNF-o were observed in patients
with sciatic neuropathic pain compared to controls (Empl et al., 2001; Lindenlaub and Sommer, 2003).
Immunohistochemical analyses revealed that this elevation was particularly striking in Schwann cells
(Empl et al., 2001), which are the principal glia of the peripheral nervous system and are implicated in
the myelination of axons (Garbay et al., 2000). While local cytokine recruitment is observed with

peripheral nerve injury, these changes can also be detected at a more systemic level. Indeed, the serum
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levels of TNF-a, IL-6 and IL-2 were shown to be increased in patients with peripheral nerve injury
compared to healthy controls (Kraychete ez al., 2009; Uceyler et al., 2007a), whereas concentrations of
the soluble receptor TNF-aR1 did not vary. In addition, the elevations in cytokine concentrations appear
to be related to painful symptoms. A study revealed no overall difference between patients with or
without polyneuropathies for IL-6 and TNF-o concentrations in plasmatic or cerebrospinal fluid, whereas
in the polyneuropathic subpopulation patients with mechanical allodynia have elevated plasmatic TNF-a
levels compared to those without allodynia (Ludwig et al., 2008). Similarly, no difference in STNF-aR1
serum concentrations was observed between painful neuropathy and painless neuropathy conditions,
however neuropathic patients with mechanical allodynia displayed higher STNF-aR1 serum levels than
neuropathic but non-allodynic patients (Empl et al., 2001). These findings suggest that elevated TNF-a
levels and/or function may be more specifically related to the allodynic component of neuropathic pain.
Moreover, TNF-o and IL-6 serum levels are higher in patients with severe neuropathy compared to those
with mild neuropathy, thus showing a positive correlation with severity of neuropathy (Ludwig et al.,
2008). On the other hand, it has also been reported that patients with painless neuropathy had higher
blood levels of anti-inflammatory cytokines, especially 1L-10 (Uceyler ef al., 2007a).

Patients with post-herpetic neuralgia present elevated levels of IL-8 in cerebrospinal fluid, which was
described as a potential predictor for the development of pain after Herpes zoster infection (Kotani et al.,
2004). However, no difference was found comparing serum cytokine levels between post-herpetic
neuralgia patients and controls (Zak-Prelich et al., 2003).

Finally, elevated plasma levels of TNF-a (Doupis et al., 2009; Yu et al., 2009), or RANTES (Doupis et
al., 2009) were observed in diabetic neuropathic patients compared to non neuropathic diabetic patients
or to healthy controls.

Despite some discrepancies, the clinical studies suggest that chronic neuropathic pain is often associated
with an increased expression of pro-inflammatory cytokines and chemokines and a decreased expression
of anti-inflammatory cytokines. It is not yet clear whether these changes are independent from or specific
to the aetiology of the neuropathy. Side by side comparison of the same parameters in different types of
neuropathy would be necessary to answer this point. However, some data suggest a potential link
between cytokine levels and specific symptoms of neuropathic pain, such as allodynia. Moreover, it
appears that the concept of an imbalance between algesic pro-inflammatory and analgesic anti-
inflammatory cytokines as described for inflammatory pain can also somewhat be adapted to neuropathic

pain.

Cytokine-targeted treatments
Pro-inflammatory cytokine levels appear to correlate with the severity of the neuropathy and/or the
presence of allodynia (Empl et al., 2001; Ludwig et al., 2008). Some anticytokine agents are clinically

available and demonstrate their effectiveness in severe inflammatory conditions, such as rheumatoid
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Treatments Targets Indications Frequent side Rep O”S. me
effects neuropathic pain
Etanercept Protein "fusing" TNF-o Rheumatoid arthritis, Infections, Prurit, Tobinick and Davoodifar,
(Enbrel®) receptor to Ig G, that Polyarticular juvenile Hypersensitive disorder, 2004; Cohen et al., 2007,
binds TNF-a idiopathic arthritis, Malignant tumor Dahl ez al., 2008
Psoriatic arthritis,
Ankylosing spondylitis,
Plaque psoriasis
Infliximab Monoclonal antibody Rheumatoid arthritis, Infections, Cephalgia Korhonen et al., 2004,

(Remicade®)

against TNF-a

Ankylosing spondylitis,
Psoriatic arthritis, Plaque
psoriasis, Crohn’s
disease, Ulcerative colitis

Hypersensitive disorder,
Nausea, Diarrhea, Prurit,
Fatigue

2005

Aldesleukin
(Proleukin®)

Recombinant IL-2
mediates its effect by
binding to IL-2 receptor

Metastatic renal cell
cancer,
Metastatic melanoma

Hypotension, Oliguria,
Diarrhea, Nausea,
Dyspnea, Pancytopenia

Rotty et al., 2006

Table C3.

Anticytokine agents and their side effects.
(Sfikakis, 2010; Whittington and Faulds, 1993)



arthritis, ankylosing spondylitis, psoriasis, inflammatory bowel disease (Sfikakis, 2010; Zidek et al.,
2009) and recently in the management of neuropathic pain.

Etanercept (Enbrel®) is one of the major anticytokine drugs clinically used. It corresponds to the soluble
dimeric form of the TNF-a receptor, genetically fused with the Fc portion of immunoglobulin G. It acts
as a competitive inhibitor of TNF-a binding to TNF-a receptors, and hence inhibits biologic activity of
TNF-o. Etanercept has an approximate 50-fold greater affinity for TNF-a in a binding-inhibition assay,
and is at least 1000 times more efficient than the monomeric sTNF-a receptor (Madhusudan et al.,
2005). Moreover, it reversibly binds to TNF-o with a longer half-life than the endogenous membrane
receptor (Tayal and Kalra, 2008). These characteristics of etanercept result in its ability to neutralize the
biologic effects of TNF-a.

Clinical studies showed that extradiscal perispinal etanercept injections at a dose of 25 mg lead to
significant improvement in patients with chronic, treatment-refractory disc-related pain in an open-trial
(Tobinick and Davoodifar, 2004). However, this finding was not confirmed by a double-blind, placebo-
controlled study which used much lower doses (0.1 to 1.5 mg) (Cohen et al., 2007). These discrepancies
may be due to the different doses, and mode or duration of administration used in these studies. Indeed,
the study of Cohen et al. showed a lack of therapeutic action with a single low dose of intradiscal
etanercept, while Tobinick and Davoodifar used repeated extradiscal injections at a much higher dose. A
more recent case report on soldiers with residual limb and phantom pain, treated with a series of
perineural etanercept injections (5 mg each) showed significant improvements in phantom limb pain
(Dahl and Cohen, 2008). In two other studies, including a randomised controlled trial and an open-label
trial, intravenous infliximab (Remicade®) which is a monoclonal antibody against TNF-a, was found to
relieve lumbar radiculopathy (Korhonen et al., 2004; Korhonen et al., 2005).

Besides the above examples concerning TNF-o manipulation, another case report described the
successful treatment of a patient with post-herpetic neuralgia using subcutaneously applied IL-2 (Rotty et
al., 2006). IL-2 is a cytokine with either pro- or anti-inflammatory features, depending on the context,
and appears to have analgesic effects in most preclinical models (Jiang et al., 2000).

As an alternative to direct targeting of cytokines, indirect approaches manipulating intracellular
pathways associated with cytokine production and/or action have also been tested. Indeed, Dilmapimod,
a potent inhibitor of p38 MAPK, which inhibits cytokine production in patients with chronic obstructive
pulmonary disease (Singh et al., 2010), has also been shown to reduce neuropathic pain symptoms in
patients with nerve injury (Anand et al, 2011). Similarly, AV411 (ibudilast), a phosphodiesterase
inhibitor originally developed for treating bronchial asthma (Rolan et al., 2008), was under clinical trials
in the USA and in Australia for treatment of diabetic neuropathic pain; however results are not yet
published (Leung and Cahill, 2010).

The systemic use of anticytokine agents may be limited because of their pleiotropic action that causes
many side effects (Table C3) (Sfikakis, 2010; Whittington and Faulds, 1993). For this reason, several
authors suggested the concept of local administration of these drugs for pain relief. While some
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Figure C1. Schematic illustration of experimental traumatic models of neuropathic pain.

(1) Sciatic nerve crush injury (Bridge et al., 1994); (2) Spinal lumbar 5th nerve crush (Degn et al., 1999); (3)
Partial sciatic nerve ligation (Seltzer et al., 1990); (4) Spinal nerve ligation (Kim and Chung, 1992); (5)
Chronic constriction injury (Bennett and Xie, 1988); (6) Sciatic nerve cuffing (Mosconi and Kruger, 1996);
(7) Lumbar 5th ventral root transection (Li et al., 2002); (8) Spared nerve injury (Decosterd and Woolf,
2000); (9) Sciatic nerve transection (Devor and Wall, 1981); (10) Chronic compression of the lumbar 5th
ganglia (Hu and Xing, 1998); (11) Nucleus pulposus to the lumbar dorsal root (Yabuki et al., 2001) (12)
Spinal cord injury (Behrmann et al.,, 1992).



published data are encouraging, we still need more clinical trials to evaluate the potential of these drugs

for neuropathic pain relief.
Cytokines as actors and targets in neuropathic pain: preclinical data

Animal models of neuropathic pain

Based on the clinical association between nervous system injuries and neuropathic pain, several animal
models have been developed. Exhaustive presentations of these models are already available in the
literature (Colleoni and Sacerdote, 2010; Jaggi et al., 2011; Sorkin and Yaksh, 2009) and are not within
the scope of this review. However, we will briefly present the few models for which cytokine-related
information is available (Figure C1). Some models include pinching of nerve (crush), like sciatic nerve
crush injury (Bridge er al., 1994) or spinal lumbar 5™ nerve crush (Degn ez al., 1999). Most models use
chronic nerve compression, either by ligation, for example partial sciatic nerve ligation (PSNL) i.e. tight
ligation of one-third to half of the sciatic nerve (Seltzer et al., 1990), spinal nerve ligation (SNL) i.e. tight
ligation of L5 and L6 spinal nerves, (Kim and Chung, 1992), chronic constriction injury (CClI, from
which most data are available) consisting in four loose ligatures applied around the sciatic nerve (Bennett
and Xie, 1988), or by implantation of a polyethylene cuff around the sciatic nerve (Mosconi and Kruger,
1996). Other models may imply axotomy, for example, the lumbar 5" ventral root transection (Li ez al.,
2002), spared nerve injury (SNI) i.e. the axotomy of two of the three branches of the sciatic nerve
(Decosterd and Woolf, 2000), or the complete transection of the sciatic nerve (Devor and Wall, 1981).
Neuropathic pain was also induced by chronic compression of the lumbar 5" dorsal ganglion (CCD) (Hu
and Xing, 1998), by application of nucleus pulposus to the lumbar nerve root just proximal to the dorsal
root ganglia (Kawakami et al., 1996), by cryoneurolysis i.e. local freezing of the sciatic nerve (DeLeo et
al., 1994), by infection model such as delivery of HIV-1 protein gp120 to sciatic nerve (Wallace et al.,
2007), or by neurotoxic drug exposure such as chemotherapy drugs (e.g., Vincristine) (Aley et al., 1996).
Central neuropathy was induced using spinal cord injury by dropping a weight over the exposed spinal
cord (Behrmann et al., 1992). Data related to cytokines in neuropathic pain were thus obtained from a

wide variety of models. Despite this variety, converging information can be established.

Cytokines in neuropathic pain models

A number of experimental studies support the notion that pro-inflammatory cytokines may facilitate
neuropathic pain. In animal models of peripheral nerve injuries, cytokine levels are rapidly and markedly
upregulated in peripheral nerves, dorsal root ganglia, spinal cord and in certain regions of the brain. As
neuropathic pain is a chronic and evolving condition, the question arises as to which inflammatory
cytokines may be involved in the development and/or maintenance of pain states over time. After the
induction of the neuropathy, a peak of microglia (Zhang and De Koninck, 2006) and/or macrophage (Hu
and McLachlan, 2002) activation was observed after about 1 or 2 weeks. This microglial/macrophage
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Figure C2. Time dependent cytokines expression and immune/glial cells activation.

(A) peripheral nerve, (B) dorsal root ganglia, (C) spinal cord and (D) brain in animal models of
neuropathic pain.



activation then decreases, even though it can remain significant after 3 weeks (Zhang and De Koninck,
2006). In contrast, astrocyte activation in the spinal cord develops from 2 weeks post-injury and persists
for a longer period (Zhang and De Koninck, 2006). As these non-neuronal cells (macrophages,
microglia, astrocytes) can be major sources of cytokines, we analysed literature data by considering
cytokine expression during early events (up to 2 weeks post-surgery), which corresponds to the induction
and the development of neuropathy, and during late events (after 2 weeks post-surgery), which may
correspond to the maintenance of neuropathic pain. Unfortunately, less information is available

concerning these late events.

Cytokines in induction and development of neuropathic pain: early events

Nerve lesion site. In the first post-surgery hours, an increase of mMRNA production of pro-inflammatory
cytokines such as TNF-o or IL-1p is present at the nerve lesion site (Sacerdote et al., 2008; Uceyler et
al., 2007b). In fact, this pattern of expression can also be observed post-surgery in sham animals
(Sacerdote et al., 2008). On the first day of post-surgery, high levels of TNF-a or IL-1p mRNAs are
maintained at the nerve lesion site (Sacerdote et al., 2008; Uceyler et al., 2007b), and some other actors
are detected such as IL-15, IL-23 (Kleinschnitz et al., 2006) and the chemokine MCP-1 (Uceyler et al.,
2010). On the third day of post-surgery, an increase of mMRNA expression of the pro-inflammatory
cytokine IL-6 is also observed (Okamoto et al., 2001). After one week post-surgery, IL-17 displayed a
transient expression in neuropathic nerve (Kleinschnitz et al., 2006; Noma et al., 2011). In contrast, an
increase of MRNA expression of the anti-inflammatory cytokine IL-10 was described (Sawada et al.,
2007), which may reflect opponent processes to the inflammation. One to two weeks post-surgery, IL-
1B, IL-6 and MCP-1 elevated expressions were maintained (Kleinschnitz et al., 2006; Okamoto et al.,
2001). However, after two weeks, mMRNA levels of TNF-q, I1L-15, IL-17 and IL-23 returned to their
baseline at the lesion site (George et al., 1999; Kleinschnitz et al., 2006; Sacerdote et al., 2008; Sawada
et al., 2007). Within the injured nerve, it is important to consider that the mRNA levels and the protein
levels of cytokines may sometimes correlate, as it is the case for IL-6 (Cui et al., 2000; Okamoto et al.,
2001), but may also differ as it is the case for the TNF-a (George et al., 2005; Okamoto et al., 2001) or
for IL-1B (Cui et al., 2000; Okamoto et al., 2001).

In neuropathic animals, an activation of neutrophils peak at 24 hours post-injury (Perkins and Tracey,
2000), while an invasion of T-lymphocytes and an activation of Schwann cells start and remain present
for several weeks (Campana, 2007; Moalem et al., 2004). Interestingly, the maintained expression of
MCP-1 mRNA was correlated with an increased anti-F4/80 staining in the nerve, reflecting tissue
invasion by macrophages (Kleinschnitz et al., 2006) (Figure C2 A).

Dorsal root ganglia. In the dorsal root ganglia, slight or no change in pro-inflammatory cytokines TNF-a
or IL-1p is observed during the first hours post-surgery (Uceyler et al., 2007b). One day post-surgery,
the first changes in cytokine expression appear with an observed increase in both TNF-a. mMRNA and
protein levels (Lee et al., 2004; Miao et al., 2008; Sacerdote ez al., 2008; Tanaka ez al., 2004; Uceyler et
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al., 2007b). Similarly, dorsal root ganglia levels of MCP-1 (Zhang and De Koninck, 2006), IL-18 (Lee et
al., 2004) or 1L-6 (Brazda et al., 2009; Lee et al., 2004), but also of the anti-inflammatory cytokine 1L-10
(Jancalek et al., 2010; Uceyler et al., 2007b), increase. High expression of TNF-a (Sacerdote et al.,
2008), IL-1pB, IL-6 or IL-10 (Lee et al., 2004; Mika et al., 2008) are maintained for days, and another
pro-inflammatory cytokine, IL-1q, is also expressed. One to two weeks post-surgery, 1L-10 expression
decreases (Jancalek et al., 2010), MCP-1 expression is maintained (Bhangoo et al., 2009; Morin et al.,
2007) and no change is observed in the expression of the chemokines RANTES and MIP-2 (Morin et al.,
2007). TNF-a and IL-1p expressions return to baseline after 2 weeks post-injury (Lee et al., 2004; Miao
et al., 2008; Sacerdote et al., 2008; Xu et al., 2006). IL-6 overexpression also decreases, but it remains
above baseline expression even after 2 weeks post-injury (Lee et al., 2004; Valsecchi et al., 2008).

With neuropathy, the satellite glial cells which are present around the dorsal root ganglion neurons are
activated during several weeks (Xie ef al., 2009). A peak of neutrophil activation is observed a week
after injury (Morin et al., 2007), whereas macrophage (Hu et al., 2007) or T-lymphocyte (Hu and
McLachlan, 2002) activation was described from one week to two months after the induction of
neuropathy (Figure C2 B).

Spinal cord. In the dorsal horn of the lumbar spinal cord, no change in pro-inflammatory cytokines is
observed in the first hours following peripheral nerve injury (Sacerdote et al., 2008). The day after
surgery, increased expressions of TNF-o and IL-1p are detected and remain present for a week before
going down to basal levels at 2 weeks (Covey et al., 2002; Detloff et al., 2008; Lee et al., 2004; Mika et
al., 2008; Ohtori et al., 2004; Valsecchi et al., 2008; Xu et al., 2006). After 3 days, increased expressions
of IL-10 and IL-6 are also observed (Lee et al., 2004; Mika et al., 2008). IL-6 mMRNA overexpression is
still present at 2 weeks (Lee et al., 2004).

Macrophage invasion of the spinal cord is the only cellular change that is observed as early as 3 days
post-injury (Zhang et al., 2007). Interestingly, IFN-y is up-regulated from the first week to the third week
post-injury, and this pattern of expression correlates with T-lymphocyte infiltration (Costigan et al.,
2009). Moreover, microglial activation can be observed at one week, whereas astroglial activation
appears only from two weeks post neuropathy. These glial activations continue for several months
(Tanga et al., 2004; Zhang and De Koninck, 2006) (Figure C2 C).

Brain. Nociceptive information processed through spinal cord networks are propagated to brain
structures via pathways that will lead to the somatosensory, motivational, motor and emotional
components of pain. Within these pathways, IL-1p expression increases in the brainstem and the
prefrontal cortex and decreases in the thalamus 10 days following peripheral nerve injury (Apkarian et
al., 2006). Supraspinal structures also exert an influence on spinal nociceptive processing through
descending pathways. Within implicated structures, TNF-a expression increases in the locus ceeruleus, a
main noradrenergic centre, from two days to two weeks after surgery (Covey et al., 2002). At three days
and one week post-injury respectively, an up-regulation of microglial staining is observed in the

periaqueductal grey and the hypothalamus (Takeda et al., 2009), and an astroglial activation in the

40



periaqueductal grey (Mor et al., 2010). However, there are few studies concerning changes in cytokine

expression or glial cell activation of the brain in a neuropathic pain context (Figure C2 D).

Cytokines in maintenance of neuropathic pain: late events

While most studies focused on the early cytokine cascade during neuropathic pain development, some
groups also investigated the potential role of cytokines in the maintenance of neuropathic pain.

Nerve lesion site. Locally, some cytokines such as the IL-1p are consistently high during early events
and their expression remains elevated even after a month post-surgery (Okamoto et al., 2001; Valsecchi
et al., 2008). For others such as TNF-a or I1L-15, expression levels return to normal 2 weeks post-surgery
(George et al., 2005; Kleinschnitz et al., 2006; Sacerdote et al., 2008; Sawada et al., 2007) but increase
again at later time-points (4-6 weeks) (Kleinschnitz ez al., 2006; Okamoto et al., 2001), which may not
be the case for IL-6 (Okamoto et al., 2001), IL-17 or IL-23 (Kleinschnitz et al., 2006). These data
illustrate the complexity of the cytokine cascade during the course of the neuropathy, and they suggest
that several waves of cytokine expression may accompany the development and maintenance of
neuropathic pain (Figure C2 A).

Dorsal root ganglia. After increased expression of various cytokines during the first week post injury, a
return to baseline for mRNA and protein levels is found from 2 weeks to 4 weeks for TNF-a and IL-13
whereas IL-6 mMRNA expression remains elevated (Lee et al., 2004; Xu et al., 2006). These findings
were obtained after either chronic constriction injury of the sciatic nerve or sciatic nerve transection.
However, increased TNF-o levels were still observed 3 weeks after spinal nerve ligation (Hatashita ez al.,
2008), suggesting that late cytokine response may depend on the model. No information is available after
4 weeks. MCP-1 expression increases during the first 3 weeks post-surgery, slowly diminishing after
four weeks until it returns to baseline at 5 months (Zhang and De Koninck, 2006) (Figure C2 B).

Spinal cord. At the lumbar level, TNF-a and IL-1p levels are normal between 2 and 4 weeks after nerve
injury (Lee et al., 2004; Xu et al., 2006), whereas increased IL-6 and IFN-y are still observed (Costigan
et al., 2009; Detloff et al., 2008; Lee et al., 2004). No information is presently available at later time-
points, except the cryoneurolysis model for which increased IL-1p is present 5 weeks following nerve
freezing (DeLeo et al., 1997) (Figure C2 C).

Brain. Three weeks post-surgery, increased expression of IL-1B was found in the thalamus, striatum,
cingulum and hippocampus but not in the brainstem or prefrontal cortex (Al-Amin et al., 2011; Apkarian
et al., 2006). Likewise, an increased expression of IL-6 was described in the cingulum and hippocampus,
but not in the striatum (Al-Amin et al., 2011) (Figure C2 D).

Even though some differences may be present between neuropathy models, an early increased
expression of various proinflammatory cytokines is always observed in the peripheral and central
nervous systems following peripheral nerve injury. This activation of cytokine expression is time- and

tissue-dependent. It first occurs at the lesion site in the hours following the injury. Then this wave of
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Within the spinal cord, the p38 and the JAK/STAT3 pathways are preferentially activated in microglia
by pro-inflammatory cytokines such as TNF-a or IL-6, while the JNK and NFkB pathways are also
activated at later time points in astrocytes and act in the maintenance of neuropathic pain symp-
toms.



cytokine expression is transmitted to the dorsal root ganglia, then to the spinal cord and possibly
supraspinal structures (Figure 2). Later on, with neuropathy maintenance, a different wave of cytokine
expression may occur. It might (re)activate the expression of some cytokines such as TNF-a, but does
not concern most of the other pro-inflammatory cytokines. Thus, this late expression may not be a
classical pro-inflammatory cascade. Unfortunately, despite their translational relevance, few studies

addressed these later events.

Transduction: Signalling pathway (Figure C3)

Following nerve injury, various informative substances such as cytokines are released by cells at the
injured site. Cytokines exert their actions via their specific receptors and various downstream signalling
pathways. Pathway recruitment may depend on the involved cytokines, cellular types and the receptors
being present on both neuronal and non-neuronal cells. The same signalling pathways are often present
both upstream of cytokine induction and downstream of cytokine receptors, thus participating in self-
maintenance and/or amplification processes. For example, p38 Mitogen Activated Phosphorylated
Kinase (MAPK) and Nuclear Factor-kappa B (NF-«B) are recruited by TNF-a and IL-1 (Zelenka et al.,
2005), and p38 positively regulates the biosynthesis of TNF-o and IL-1p (Lee et al., 1994; Widmann et
al., 1999). Most studies described cytokine/signalling pathways in the spinal cord, but some data are also
available for the dorsal root ganglia.

TNF-a activates the p38 cascade in vivo to trigger neuropathic pain behaviour following spinal nerve
ligation. In this model, phosphorylated p38 (p-p38) levels in the dorsal root ganglia and in the spinal cord
are transiently elevated, which is blocked by TNF-a inhibition (Schéfers et al., 2003c). Nerve injury
elicits a strong increase of spinal phospho-p38 levels that selectively concerns microglia (Jin et al., 2003;
Kim et al., 2002; Tsuda et al., 2004). Furthermore, continuous infusion of the p38 inhibitor SB203580
delays allodynia development for up to 2 weeks after the initial spinal nerve injury (Jin et al., 2003). In
spinal microglia, peripheral neuropathy also induces an upregulation of CX3CR1, a chemokine
fractalkine receptor. Intrathecal infusion of fractalkine is sufficient to produce marked p38 activation and
mechanical allodynia (Zhuang et al., 2007). Thus, cytokine-related p38 activation appears to have a key
role in the microglial activation in the early events of neuropathy. It is worth noting that the anti-
inflammatory cytokine IL-10 may negatively regulate this pathway and suppresses the production of
inflammatory cytokines and p38 activation (Sawada et al., 2007; Watkins et al., 2003).

Another MAPK family member, c-Jun N-terminal Kinase (JNK), is also activated with nerve injury and
could participate in neuropathic pain (Ma and Quirion, 2002). After nerve injury, JNK activation
primarily occurs in small diameter C-fibre neurons (Obata et al, 2004; Zhuang et al., 2006). This
transient activation is involved in the early development of mechanical allodynia, since infusion of the
peptide JNK inhibitor D-JNKI-1 in dorsal root ganglia delays, but does not reverse, mechanical allodynia
(Zhuang et al., 2006). In contrast to this transient JNK activation in the dorsal root ganglia, a persistent

activation of JNK is observed for more than 3 weeks in the spinal cord (Zhuang et al., 2006), mainly
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affecting astrocytes. Interestingly, the administration of a mix of cytokines containing TNF-a, IL-1f and
IFN-y also induces a long lasting activation of JNK in astrocytes (Falsig et al., 2004). In the spinal cord,
neuropathy-induced TNF-a favours a strong production of MCP-1 by astrocytes through TNF-a receptor
1 (TNF-a R1), but not TNF-a. R2, (Sommer et al., 1998b) and also leads downstream activation of the
JNK pathway (Gao et al., 2009).

NF-xB signalling may also be an important downstream mediator of cytokine action in neuropathic pain.
In a situation of sciatic nerve injury, the TNF-a R1 is visible on satellite glial cells and sensory neurons
in the dorsal root ganglia and on neurons and astrocytes in the spinal cord (Ohtori et al., 2004).
Peripheral nerve injury increases the expression of IL-6 and of TNF-o which binds to TNF-a R1 to
activate the transcription factor NF-«xB in the dorsal root ganglia and in the spinal cord (Lee et al., 2009).
After spinal nerve injury, another cytokine, 1L-18, is induced in microglia through a Toll-like receptor 4
(TLR4) - p38 MAPK pathway, and its receptor IL-18R is overexpressed in astrocytes (Miyoshi et al.,
2008). Blocking either IL-18 or its receptor by specific antibodies reduces the phosphorylation of NF-xB
in spinal astrocytes, the induction of astroglial markers, and the neuropathic allodynia (Miyoshi et al.,
2008). In the brain of neuropathic rats, an attenuation of both pro-inflammatory cytokine induction (IL-
1B, TNF-a or 1L-6) and of NF-kB hyperactivity can be observed after administration of erythropoietin
(EPO) which acts as an anti-inflammatory cytokine (Jia et al, 2009). While NF-xB signalling is a
downstream effector of cytokine action, it is also an upstream actor of cytokine induction. This dual
implication may contribute to the self-induced maintenance of neuropathic pain. Following chronic
constriction injury of the sciatic nerve, the gene and protein expression of MCP-1, CCR2 and CXCL10
in the nerve and of TNF-a, MCP-1, and CCR?2 in the dorsal root ganglia are reduced in GFAP-IxBa-
dominant mice (Fu et al., 2010). These animals are transgenic mice with NF-kB inhibition in GFAP-
expressing glial cells. Neuropathic behaviour was also attenuated in these GFAP-IkBa-dominant mice
(Fu et al., 2010). Similarly, an IkBa overproduction results in an inhibition of the NF-xB pathway
activated in spinal glial cells, and concomitantly prevents the enhanced expression of IL-6 and of iNOS
and supports prolonged antihyperalgesic and antiallodynic effects following a chronic constriction injury
(Meunier et al., 2007).

The Janus kinase (JAK) / signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) pathway is activated
in spinal microglia as a consequence of peripheral nerve injury. This early activation of JAK/STAT3 is
induced by IL-6 and participates in neuropathic pain development (Dominguez et al., 2008), likely by
contributing to the maintenance of cytokine expression. Indeed, blocking JAK/STAT3 activity prevents
the abnormal spinal expression of IL-6 and MCP-1 after chronic constriction of the sciatic nerve and
attenuates mechanical allodynia (Dominguez et al., 2010).

While cytokine-related transduction pathways during neuropathic pain were mostly studied in the spinal
cord, similar events are likely present in other structures of interest where cytokine recruitment was also

observed (peripheral nerve, dorsal root ganglia or brain). This deserves future studies.
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Other pathophysiological events

Various mechanisms known to be involved in neuropathic pain such as Wallerian degeneration,
sympathetic sprouting or ectopic discharge could also be regulated by cytokines.

Wallerian degeneration, the self-destructive set of cellular and molecular processes by which
degenerating axons and myelin are cleared after nerve injury, is initiated by macrophages and Schwann
cells (Coleman and Freeman, 2010). It is a critical factor in the development of hyperalgesia in animal
models of neuropathic pain. In a mouse strain with delayed Wallerian degeneration, C57BL/WId mice,
the time course of mechanical allodynia and thermal hyperalgesia are also delayed. Cytokines such as
TNF-a, IL-1o and IL-1p, which are among the first produced at the injury site, may regulate macrophage
recruitment, myelin removal and regeneration. This early production of TNF-o, IL-1a, and IL-1p is
deficient in the C57BL/WId mice (Shamash et al., 2002; Sommer and Schafers, 1998).

Under physiological conditions, the afferent sensory nervous system and the efferent sympathetic
nervous system are anatomically separated (Janig et al., 1996). Following peripheral nerve injury,
sympathetic efferent fibres may sprout into both the dorsal root ganglia and the spinal nerves, whereas in
normal dorsal root ganglia sympathetic axons are only found accompanying blood vessels (Kummer et
al., 1990). Some cytokines are among the factors participating in the cascade of events leading to
sympathetic sprouting. For example, the LIF is induced at the site of peripheral nerve injury (Kurek et
al., 1996), retrogradely transported by a subpopulation of sensory neurons and accumulated within the
dorsal root ganglia (Curtis et al., 1994; Thompson et al., 1997). The intrathecal delivery of LIF results in
sympathetic sprouting around dorsal root ganglion neurons in the absence of nerve injury (Thompson
and Majithia, 1998). The cytokine IL-6 may also participate in sympathetic sprouting. IL-6 is not only
produced in the injured nerve (Bolin et al., 1995; Kurek et al., 1996), but its mMRNA is also upregulated
in dorsal root ganglion sensory neurons following peripheral axotomy (Murphy et al., 1995). The
exogenous delivery of IL-6 produces sympathetic baskets of fibres around dorsal root ganglion neurons
in intact animals (Thompson and Majithia, 1998), and basket formation is significantly impaired in I1L-6
knockout mice after spinal nerve ligation (Ramer et al., 1998).

The ectopic discharge hypothesis of neuropathic pain supposes that impulse activity generated
ectopically in primary sensory neurons is a key driver of pain in neuropathy (Devor, 2009). After
peripheral nerve injury, ectopic discharges of action potentials in primary afferents are associated with
the abnormal expression of voltage gated sodium channels in dorsal root ganglion neurons. This
overexpression of Navl1.3 and Nav1.8 channels in the dorsal root ganglia is suppressed by the inhibition
of TNF-a synthesis by thalidomide (He ef al., 2010) or reduced in TNF-o. R1 knockout mice (Chen et al.,
2011; He et al., 2010). Acute topical application of TNF-a evokes action potentials and enhances
neuronal excitability of dorsal root ganglion neurons, whether the dorsal root ganglion was or not
previously exposed to compression injury. However, neurons from compressed dorsal root ganglion are
more sensitive to TNF-o application than normal neurons (Liu et al, 2002). Similarly, TNF-a

superfusion of nerve-injured dorsal root ganglia in vitro elicits a prolonged high-frequency firing at
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Treatments

Targets and mechanism

Data on neuropathic pain (*clinical data)

References

Blocking pro-inflammatory cytokine action

Anti-TNF-a Infliximab (Remicade®)
Etanercept (Enbrel®)
Gene therapy: soluble TNF-o R1
Anti-IL-6 Antibody against IL-6
Anti-IL-1p Antibody against IL-1

Combined anti-1L-1R / anti-TNF-a antibodies
Combined IL-1RA / soluble TNF- o receptors

Inhibits TNF-a signalling
Inhibits TNF-a signalling

Chelates released TNF-a

Inhibits IL-6 signalling

Inhibits I1L-1p signalling

Inhibits IL-1p and TNF- o signalling
Inhibits IL-1p and TNF- a signalling

* Relieves lumbar radiculopathy (systemic)
* Relieves phantom limb pain (perineural)
* Relieves chronic disc-related pain (perispinal)

Reduces neuropathic pain symptoms (local or systemic)

Reduces neuropathic pain symptoms (dorsal root ganglia)
Reduces mechanical allodynia (intrathecal)

Reduces neuropathic pain symptoms (intrathecal)
Reduces neuropathic pain symptoms (intrathecal)
Reduces mechanical allodynia (intrathecal)

Korhonen et al., 2004, 2005
Dahl et al., 2008
Tobinick and Davoodifar, 2004

Kato et al., 2009 ; Marchand et al., 2009;
Sommer et al., 2001; Zanella et al., 2008

Hao et al., 2007
Arruda et al., 2000
Kiguchi et al., 2010a
Schéfers et al., 2001
Sweitzer et al., 2001

Blocking chemotactic cytokine action

Anti-MIP-1a Antibody against MIP-1a

Anti-fractalkine (CX3CL1) C3XCR1 neutralising antibody

Anti-MCP-1 (CCL2) MCP-1 neutralising antibody

Prevents macrophage and microglial
activation

Blocks fractalkine signalling and
microglial activation

Blocks MCP-1 signalling and
microglial activation

Prevents neuropathic pain symptoms (early intrathecal)
Delays neuropathic pain symptoms (early intrathecal)

Reduces neuropathic pain symptoms (intrathecal)

Kiguchi et al., 2010
Milligan et al., 2004

Gao et al., 2009; Thacker et al., 2009

Using anti-inflammatory cytokines

IL-2 Aldesleukin (Proleukin®), recombinant IL-2
Gene therapy: recombinant human IL-2

TGF-p1 Rat recombinant TGF-p1

IL-10 Gene therapy: plasmid encoding IL-10

IL-4 Gene therapy: expression of I1L-4

Erythropoietin Recombinant human erythropoietin

Anti-inflammatory, neuroregulator

Suppresses glial activation
Suppresses proinflammatory cytokines
Suppresses proinflammatory cytokines

Reduces Schwann cell-derived TNF-a

* Relief of post herpetic neuralgia (subcutaneous)
Reduces neuropathic allodynia (intrathecal)
Reduces neuropathic pain symptoms (intrathecal)
Reduces neuropathic allodynia (intrathecal)
Reduces neuropathic pain symptoms (peripheral)

Reduces axonal degeneration and facilitates recovery from
neuropathic pain (systemic)

Rotty et al., 2006

Yao et al., 2002

Echeverry e et al., 2009

Ledeboer et al., 2007; Milligan et al., 2006
Hao et al., 2006

Campana et al., 2006

Blocking cytokine production by glial cells
Glial inhibition Propentofylline

Microglial inhibition
Astroglial inhibition

Minocycline
L-a-aminoadipate

Inhibits glial activation

Inhibits microglial activation
Astrocyte cytotoxin

Reduces neuropathic pain symptoms (systemic,
intrathecal)

Prevents neuropathic symptoms (early systemic)
Reduces neuropathic allodynia (late intrathecal)

Sweitzer et al., 2001b; Whitehead ez al., 2010

Latrémoliére et al., 2008; Mika et al., 2009
Zhuang et al., 2006

Blocking cytokine production by immune cells
Immunomodulation Methotrexate

Immunosuppressant agent

Reduces neuropathic allodynia (intrathecal)

Hashizume et al., 2000

Blocking pro-inflammatory cytokine synthesis
Cytokine synthesis inhibition  Pentoxifylline
Thalidomide

Immunomodulation Glucocorticoids (high dose)

Down-regulates cytokines synthesis
Inhibits TNF-a production

Inhibits cytokine synthesis

Reduces neuropathic pain symptoms (systemic)
Reduces neuropathic pain symptoms (systemic)
Reduces neuropathic pain symptoms (systemic,
intrathecal)

Liu et al., 2007; Mika et al., 2009

George et al., 2000; Sommer et al., 1998a
Hayashi et al., 2008 ; Li et al., 2007; Xie et
al., 2006

Table C4.

Cytokine-targeted treatments in neuropathic pain.



concentrations that are only marginally effective in naive dorsal root ganglia (Schéfers et al., 2003a).
Other cytokines play a similar role as the deletion of the IL-1 receptor type | or the transgenic
overexpression of the IL-1 receptor antagonist reduces spontaneous ectopic activity following spinal

nerve injury (Wolf et al., 2006).

Behavioural aspects

Nociceptive consequences of cytokine induction with peripheral neuropathy have already been discussed
in the above paragraphs: pro-inflammatory cytokines are pro-nociceptive while anti-inflammatory
cytokines reverse pain behaviour.

The application of TNF-a onto dorsal root ganglia of rodents induces allodynia in naive animals and
enhances the allodynia and spontaneous pain behaviour in animals with peripheral neuropathy (Homma
et al., 2002; Schéfers et al., 2003a). This suggests that TNF-a in dorsal root ganglia can be sufficient to
induce allodynic conditions. Similarly, intrathecal infusion of IL-6 induces thermal hyperalgesia in
nerve-injured rats and produces mechanical allodynia in naive rats (DelLeo et al., 1996). IL-17
administration also induces mechanical allodynia and/or thermal hyperalgesia in naive mice, depending
on the site of administration (Kim and Moalem-Taylor, 2011). Reciprocally, neuropathy-related
mechanical allodynia is reduced in TNF-a knockout mice (Yamashita et al., 2008), IL-1 knockout mice
(Honore et al., 2006), 1L-6 knockout mice (Kiguchi et al., 2008) or IL-17 knockout mice (Kim and
Moalem-Taylor, 2011).

Acute administration of the anti-inflammatory cytokine IL-10 suppresses the development of spinally-
mediated pain facilitation in various models such as peripheral neuritis or spinal cord excitotoxic injury
(Chacur et al., 2004; Plunkett ez al., 2001).

Mice lacking the chemokine CCR2 receptor display normal nociceptive thresholds, but fail to develop
mechanical allodynia in the partial sciatic injury model (Abbadie et al., 2003). This suggests that
chemokines, including MCP-1, also play key roles in the establishment of neuropathic pain.

These findings suggest a complex interactive network between various cytokines, and the fact that
altering the action of one cytokine may be sufficient to alter the whole process leading to neuropathic

pain.

Cytokine-targeted treatments

Data on the implication of cytokines in neuropathic pain suggest that these molecules may constitute
interesting therapeutic targets. This potential is supported by a few clinical reports (Dahl and Cohen,
2008; Korhonen et al., 2004; Korhonen et al., 2005; Tobinick and Davoodifar, 2004) and by preclinical
studies. There are various existing or potential strategies to inhibit the expression or the action of
cytokines (Table C4, Figure C4). One possibility is to directly impair the action of pro-inflammatory

cytokines by using antibodies or soluble receptors. Another possibility is to reduce pro-inflammatory
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A Spinal cord (1)
Dorsal root 2) Ny

ganglia
Nerve injury 3) ) To supraspinal
N structures
Lesion M
B. cellular activation Pharmacological targets & Drugs

Non neuronal
cell Non neuronal cells

inhibitor L-a-aminoadipate
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Figure C4. Schematic of the potential targets for manipulation of the cytokine
system in neuropathic pain.

(A) Some clinical trials used anti-cytokine compounds for neuropathic pain management. However,
the systemic intravenous or per os administration of these compounds can be associated with
notable adverse effects. Depending on the considered neuropathic aetiology, a more localized
delivery of treatments may overcome this limitation, which could be the case with intrathecal
administrations affecting spinal cord and the nearby dorsal root ganglia, or with topical
applications affecting peripheral nerves. (B) At molecular level, several possibilities exist for
pharmacological manipulations of the cytokine system, either by targeting the induction of
cytokines or by modulating their action. The cascades of cytokine induction by immune or glial
non-neuronal cells can be targeted via intracellular transduction pathways, blockade of cellular
activation or transcriptional control of cytokine expression. Cytokine action can be more directly
targeted by using compounds capturing circulating cytokines or by acting on transduction
pathways leading to cytokine effects, which pathways are often the same as the ones leading to
cytokine expression. Pharmacological antagonists of cytokine receptors should also be of interest,
but they are still to develop. (Light blue text refers to drugs already used or tested clinically, either
for pain-related trials or for other pathological conditions)



cytokine expression, acting on molecular pathways leading to their synthesis, by using anti-inflammatory
cytokines or by inhibiting immune or glial cells.

Targeting pro-inflammatory cytokine action. Preclinical studies have mainly focused on TNF-a (Leung
and Cabhill, 2010). Local or systemic administration of the TNF-o antagonist etanercept inhibits
behavioural symptoms of neuropathic pain (Kato et al., 2009; Marchand et al., 2009; Sommer et al.,
2001; Zanella et al., 2008). Local release of the soluble TNF R1, achieved by herpes simplex virus
vector-based gene transfer to dorsal root ganglia, resulted in a reduction of membrane-associated TNF-a
and concomitant reduction of mechanical allodynia and thermal hyperalgesia (Hao et al, 2007).
Moreover, the intrathecal injection of antibodies directed against other cytokines, IL-6 (Arruda et al.,
2000) or IL-1p (Kiguchi et al., 2010b), also attenuates the mechanical allodynia consecutive to
peripheral nerve injury. Similarly, combined treatment with anti-1L-1 receptor and anti-TNF-a antibodies
(Schéfers et al., 2001) or combined treatments with soluble cytokine TNF-a receptor and IL-1 RA
(Sweitzer et al., 2001a) markedly reduces mechanical allodynia. These findings stress the potential
interest of anti-cytokine strategies against neuropathic pain and are in agreement with the available
clinical reports.

Targeting chemotactic cytokine action. Intrathecal recombinant MIP-1a injection elicits long-lasting
tactile allodynia and thermal hyperalgesia in naive mice. Reciprocally, the intrathecal administration of a
neutralizing antibody of MIP-1a prevents the development of tactile allodynia and thermal hyperalgesia
following nerve injury (Kiguchi ez al., 2010a). Similarly, intrathecal fractalkine infusion produces dose-
dependent mechanical allodynia and thermal hyperalgesia, while a single injection of fractalkine receptor
antagonist (neutralizing antibody against CX3CR1) delayed the development of mechanical allodynia
and thermal hyperalgesia in neuropathic pain models (Milligan ez al., 2004). Another chemokine, MCP-
1, has also been preclinically targeted. Intrathecal injection of MCP-1 in naive animals leads to activation
of spinal microglia and neuropathic pain-like behaviour, and intrathecal administration of a selective
neutralising antibody to MCP-1 inhibits microglial activation and neuropathic pain behaviour (Gao et al.,
2009; Thacker et al., 2009). These results suggest that chemokines may be targets of interest to act on
neuropathic pain symptoms.

Targeting anti-inflammatory cytokines. Intrathecal IL-2 or TGF-B; infusion as well as IL-10 or IL-4 gene
therapy attenuate the expression of nerve injury-induced pro-inflammatory cytokines and attenuate
mechanical allodynia (Echeverry et al., 2009; Hao et al., 2006; Ledeboer et al., 2007; Milligan et al.,
2006; Yao et al., 2002). The hematopoietic erythropoietin (EPO) can also act as an anti-inflammatory
cytokine which can regulate TNF-o. mRNA expression in Schwann cells and counteract TNF-a
signalling leading to neuropathic pain (Campana et al., 2006). These findings suggest that therapies
based on anti-inflammatory cytokines could be of interest.

Targeting cytokine production by glial cells. Glial cells are a main source of cytokines, accompanying
mechanical allodynia in neuropathic conditions. Sustained treatment with the xanthine derivative,

propentofylline, reduces cytokine expression and normalizes nerve constriction-induced mechanical

46



hypersensitivity (Whitehead et al., 2010) through inhibition of central glial activation (Sweitzer ez al.,
2001b). The glial inhibition has been attributed to the phosphodiesterase inhibitor properties of
propentofylline (Meskini ez al., 1994), but this molecule also has adenosine reuptake inhibitor properties.
The action of propentofylline in neuropathic pain models is likely similar to what was also observed with
another xanthine derivative, pentoxifylline (see Blocking pro-inflammatory cytokine synthesis below).
Minocycline is an inhibitor of microglial inflammatory response in various neurodegenerative diseases,
which exhibits a broad spectrum of anti-inflammatory actions by inhibiting molecules such as COX-2,
iNOS, NAPDH-oxidase, and P38 MAPK (Kim and Suh, 2009). In models of nerve injury, it attenuates
cytokine expression and neuropathic symptoms (Latrémoliére et al., 2008; Mika et al., 2009; Pabreja et
al., 2011; Padi and Kulkarni, 2008; Raghavendra et al., 2003; Zanjani et al., 2006). However, this
therapeutic effect of minocycline requires prophylactic treatments, either pre-treatments or treatments
within a week post-injury, since its effect is no longer present if treatments start at later time-points.
Reciprocally, fluorocitrate, a reversible inhibitor of astrocyte function which acts by impairing the
tricarboxylic acid cycle (Paulsen et al., 1987), does not appear to have therapeutic effects if given at
early time-points (Mika et al., 2009). But the intrathecal administration of L-a-aminoadipate, a cytotoxin
relatively selective for astrocytes which interferes with astroglial metabolism by competitive inhibition
of glutamine synthetase (McBean, 1994), can reverse nerve injury-induced mechanical allodynia at later
time-points (Zhuang et al., 2006). These data are in agreement with findings concerning the time-course
of glial cell activation and involvement in neuropathic pain and suggest that this cell type dependent
history should be taken into consideration for therapeutic strategies.

Targeting cytokine production by immune cells. Another source of cytokine production is the immune
cells. During the first two weeks post-surgery, an immunosuppressive therapy with methotrexate reduces
neuropathic allodynia (Hashizume et al., 2000). Methotrexate is an immunosuppressant agent, which
blocks the T lymphocyte proliferation by inhibiting the synthesis of purines and pyrimidines (Tian and
Cronstein, 2007).

Targeting pro-inflammatory cytokine synthesis. Pentoxifylline, by its phosphodiesterase inhibitor action,
is documented to possess immunomodulatory properties, including the down-regulation of cytokine
synthesis such as TNF-a or IFN-y (Doherty et al., 1991; Heinkelein et al., 1995). Thus, early systemic
administration of pentoxifylline decreases the symptoms of neuropathic pain in animal models (Liu et
al., 2007; Liu et al., 2008; Mika et al., 2009). In addition, another phosphodiesterase inhibitor, ibudilast,
suppresses glial cell activation and attenuates pain symptoms in models of neuropathic pain (Ledeboer et
al., 2006). Thalidomide treatment decreases endoneurial production of TNF-a selectively, without
affecting 1L-1p or IL-6 synthesis (George et al., 2000), and has analgesic properties in neuropathic pain
models (George et al., 2000; Sommer et al., 1998a). Early treatment with other immunomodulators such
as glucocorticoids can also reduce endoneurial TNF-a expression and neuropathic allodynia at high
doses (Hayashi et al., 2008; Li et al., 2007). These high doses of glucocorticoids also inhibit the

expression of other pro-inflammatory cytokines, such as IL-6, and reduce the sympathetic sprouting in
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the dorsal root ganglia (Li er al., 2007). After epidural injection at the time of nerve injury, the
glucocorticoid betamethasone reduces neuropathic pain symptoms and decreases supraspinal TNF-a
levels, IL-1f levels and NF-x B pathway activity, while promoting IL-10 expression (Xie et al., 2006).
These data support the interest of indirectly targeting cytokines synthesis, particularly at early points of

neuropathic pain development.

Conclusions and perspectives

The cytokine system has a pivotal role in the neuro-immune-glial processes relevant to the genesis and
maintenance of neuropathic pain both at peripheral and central levels.

From clinical and preclinical studies, there is growing evidence that the concept of an imbalance between
algesic pro-inflammatory and analgesic anti-inflammatory cytokines, as was described for inflammatory
pain, may somewhat be adapted to neuropathic pain. Moreover, some clinical and preclinical data
support the potential therapeutic action of anticytokine treatments for neuropathic pain relief.

As it relates to preclinical research, a composite of rodent-based studies leads to a focus on the
specificity of cell activations, expression patterns of different cytokines and signalling pathways in a
time- and tissue-dependent manner. Such an analysis allows the demonstration of early and late events,
corresponding to the development and maintenance of neuropathic pain, respectively. However, most
information obtained from animal models mainly concerns the early stage, with a systematic description
of the classical inflammatory cascade during the first days following the induction of the neuropathy.
While it would potentially be of major clinical importance, the information concerning the late stage still
remains limited. Reciprocally, most clinical data concern established neuropathic pain, while less
information is available concerning early events. Clinical studies for early events and preclinical studies
for late events are still necessary to correlate human and animal studies.

The induction and the action of cytokines appear as potential therapeutic targets for the clinical
management of neuropathic pain. However, this therapeutic potential requires taking into account the
time- and tissue-dependent cytokine expression, appropriate molecules to manipulate cytokine action,
and the development of clinical trials to further explore anti-cytokine strategies in neuropathic pain

management.
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D. Douleur neuropathique et antidépresseurs

« Pourquoi prendre un antidépresseur pour soulager la douleur si je ne suis pas déprimé ? »
Cette question pourrait étre posée par un patient douloureux a un médecin quand il lui prescrit
un antidépresseur comme traitement antalgique. Les raisons de I’efficacité antalgique des
antidépresseurs restent mal connues : I’inhibition de la recapture des monoamines, la
sérotonine et la noradrénaline, est systématiquement évoquee, mais d’autres propriétés
susceptibles d’interférer avec les phénoménes de sensibilisation qui accompagnent la

chronicité de la douleur pourraient également intervenir.

I. Traitement de la douleur neuropathique par les antidépresseurs :

Informations cliniques
1. Action antalgique propre

Pour la premiére fois en 1960, il a été rapporté qu’un traitement par un antidépresseur,
I’imipramine, présentait un effet antalgique chez un patient douloureux neuropathique (Paoli
et al., 1960). Depuis, de nombreuses études cliniques ont suivi (Davis et al., 1977; Onghena
and Van Houdenhove, 1992; McQuay et al., 1996) et ont confirmé I’efficacité d’un traitement
prolongé avec un antidépresseur dans un certain nombre de syndromes douloureux
chroniques, en particulier les douleurs neuropathiques. Cette utilisation désormais classique
reléve prioritairement de la capacité de ces molécules & moduler le message douloureux sans
qu'intervienne leur composante thymoanaleptique (Max et al., 1987; Sindrup et al., 1992;
Fishbain et al., 2000).

Il existe en effet un faisceau d’arguments cliniques en faveur d’un effet antalgique spécifique
des antidépresseurs. Tout d’abord, une efficacité de traitement est observable chez des
patients douloureux non dépressifs, ou chez des patients douloureux dépressifs mais sans effet
significatif sur la dépression elle-méme (Onghena and Van Houdenhove, 1992; Saarto and
Wiffen, 2005). De plus, la dose d’antidépresseur tricyclique utile pour obtenir un effet
antalgique optimal est en général trois fois plus faible que celle exigée dans un traitement
contre la depression (Goldstein et al., 2005; Sindrup et al., 2005). Notons également que le
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délai d’action thérapeutique des antidépresseurs dans le traitement de la douleur chronique est
plus court que dans la dépression (Goldstein et al., 2005; Hirschfeld et al., 2005; Mico et al.,
2006) mais nécessite tout de méme une a deux semaines dans de nombreux cas (Max et al.,
1987; McQuay et al., 1996). Toutefois, les données ne sont pas univoques, puisque certaines
études cliniques suggérent qu’un effet thérapeutique significatif peut parfois étre observe
apreés 4 ou 5 jours de traitement (Sindrup et al., 1990; McQuay et al., 1992). Méme si le délai
d’action peut étre raccourci, il est dans tous les cas nécessaire, suggérant ainsi que I’effet des
antidépresseurs contre la douleur neuropathique pourrait, tout comme leur action contre la
dépression (Covington et al., 2010), mettre en jeu des phénoménes de neuroplasticité. Enfin,
I'nétérogéneité dans I'efficacité antalgique des différentes classes chimiques d’antidepresseurs,
bien établie par plusieurs méta-analyses, n'existe pas pour leur effet psychotrope. C’est un
autre argument fort d’une dissociation entre les deux propriétés (Onghena and Van
Houdenhove, 1992; McQuay et al., 1996; Sindrup and Jensen, 1999; Finnerup et al., 2005).
Malgré tous ces arguments pertinents en faveur d'un effet antalgique propre, on ne peut
exclure chez certains patients, du fait de I’interrelation entre douleur chronique et troubles de
I”’humeur, un bénéfice thérapeutique sur la douleur lié a la seule propriété thymoanaleptique
des antidépresseurs et réciproquement.

2. Efficacité des antidépresseurs

Bien que les antidépresseurs soient utilisés comme antalgiques depuis environ 40 ans, ce n’est
que depuis 10-15 ans qu’ils ont été approuvés par les agences de contrdle du médicament
pour leur utilisation dans la prise en charge de douleurs neuropathiques (McQuay et al., 1996;
Vrethem et al., 1997). Cette reconnaissance est rendue possible par le grand nombre d'études
publiées dans lesquelles leur efficacité est rapportée (Saarto and Wiffen, 2005, 2010). Ces
études sont toutefois difficiles a comparer entre elles. En effet, elles different par le type de
douleur a traiter, le type d'antidépresseur choisi, les doses recommandées ou encore la durée
du traitement. Des méta-analyses prenant en compte cette hétérogénéité ont néanmoins conclu
que les antidépresseurs sont des médicaments utiles pour la prise en charge de la douleur
chronique et notamment de la douleur neuropathique (Finnerup et al., 2005; Saarto and
Wiffen, 2005, 2007; Finnerup et al., 2010; Saarto and Wiffen, 2010).

Un consensus existe sur le fait que les antidépresseurs tricycliques (ATC) sont ceux qui
présentent le plus grand effet antalgique sur les douleurs neuropathiques (McQuay et al.,

1996; Finnerup et al., 2005; Colombo et al., 2006). Des effets indésirables, liés notamment a
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Classe Mode d’action principal Exemples
IMAO Inhibition de la monoamine Moclobemide (Moclamine®)
oxydase A
Amitriptyline (Laroxyl®)
Inhibition de la recapture des Clomipramine(Anafranil®)
ATC . . . .
monoamines Imipramine(7ofranil®)
Nortriptyline (Pamelor®)
Inhibition sélective de la Fluoxe"qne (Prozac®)
IRS recapture de la sérotonine Paroxétine (Deroxal®)
p Citalopram (Seropram®)
IRN Inhibition sélective derla ‘ Reboxétine (Edronax®)
recapture de la noradrénaline
Inhibition mixte de la recapture =~ Duloxétine (Cymbalta®)
IRSN de la sérotonine et de la Venlafaxine (Effexor®)
noradrénaline Milnacipran (Ixel®)
Atypique Mal connu Bupropion (Zyban®)

Nefazodone (Serzone®)

Tableau D1. Les différentes classes d’antidépresseurs et leurs principaux

représentants.
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des propriétés anticholinergiques ou a-bloquantes, sont présents mais ils sont moins fréquents
et moins séveres que quand les ATC sont utilisés contre la dépression (Feighner, 1999;
Murray, 2000). Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (IRS), qui provoquent
beaucoup moins d’effets indésirables, ont aussi été testés pour traiter la douleur chronique.
C’est le cas de la fluoxétine, du citalopram, de la fluvoxamine, de la sertraline ou de la
paroxétine. Mais I'analgésie obtenue est moindre que celle provoquée par les antidépresseurs
tricycliques (Max et al., 1992; Finnerup et al., 2005; McDermott et al., 2006) et I’effet de la
fluoxétine n’a été observé que sur une population neuropathique et dépressive (Max et al.,
1992). Aucune étude clinique ne démontre pour I’instant que les IRS pourraient présenter un
bénefice thérapeutique chez des patients neuropathiques non dépressifs.
Les inhibiteurs spécifiques de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSN), qui
sont d'autres antidépresseurs non tricycliques, ont récemment fait leur apparition dans le
traitement de la douleur chronique. Ils incluent la venlafaxine, le milnacipran ou la duloxétine
(Briley, 2004). Dans les études cliniques, ces IRSN ont démontré une meilleure tolérabilité,
en raison de leurs faibles effets secondaires, par comparaison aux ATC. Ainsi, la duloxétine
fut le premier IRSN a obtenir une autorisation de mise sur le marché (AMM) pour traiter les
patients neuropathiques diabétiques (Anon., 2005).
Des inhibiteurs sélectifs de la recapture de la noradrénaline seule, comme la réboxétine, ont
été moins largement utilisés comme traitement antalgique ; un effet thérapeutique a pu étre
observé (Krell et al., 2005), ce qui suggére que la composante noradrénergique serait
importante pour I’effet antalgique des antidépresseurs. D'autres antidépresseurs qui ne sont
pas des inhibiteurs spécifiques de la recapture de la noradrénaline ou de la sérotonine comme
la trazodone, la mirtazapine, la miansérine et la nefazodone, ont aussi montré une action
thérapeutique analgésique dans certains cas (Ansari, 2000). Il y a par contre un manque
d'évidence concernant I'efficacité des inhibiteurs de monoamine oxydase (MAOQ), enzyme clé
dans la degradation des monoamines, comme le moclobémide (Menkes et al., 1995). Le
bupropion, un inhibiteur de la recapture de la dopamine mais aussi de la noradrénaline, a une
efficacité tres réduite dans le traitement de la douleur neuropathique (Sindrup et al., 2005)
(Tableau D1).
Les ATC et les IRSN apparaissent comme les traitements antidépresseurs les plus efficaces
dans la prise en charge de la douleur neuropathique (Briley, 2004). Pourtant, il faut garder en
téte que l'ensemble des études cliniques et des méta-analyses réalisées sur le sujet aboutissent
a la méme conclusion, c’est-a-dire a une efficacité partielle des antidépresseurs. Selon une

récente méta-analyse, le meilleur niveau d'efficacité dans les douleurs neuropathiques est au
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Polyneuropathie

Neuropathie

Lésion nerveuse

Neuropathie

Douleur
neuropathique

douloureuse post-herpétique périphérique post-VIH centrale

Classe Essais Essais Essais Essais Essais

dantidépresseur clinigues NNT clinigues NNT cliniques NNT cliniques NNT cliniques NNT
P (+) ou () (+) ou () (+)ou (-) (+)ou () (+)ou ()

ATC 11 + 2,1 4 + 2,8 1+/1- 2- 2+ 2,7

IRSN 5+ 5 1-

IRS 3+/1- 6,8
Tableau D2. Efficacité clinique des différentes classes d’antidépresseur en fonction de I'étiologie des douleurs

neuropathiques (adapté de Finnerup et al. 2010).

Le tableau indique le nombre d’essais cliniques positifs (+) ou négatifs (-), et le NNT (Number Needed to Treat) qui correspond au nombre de
patients nécessaire a traiter avec un médicament donné pour obtenir un bénéfice thérapeutique chez un sujet (ici un soulagement de la

douleur de 50%).

ATC: Antidépresseur tricyclique
IRSN : Inhibiteur spécifique de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline
IRS : Inhibiteur spécifique de la recapture de la sérotonine
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mieux de 50% et est obtenu avec les ATC (Finnerup et al., 2010). Les valeurs issues de ces
méta-analyses sont des valeurs populationnelles. Elles n'excluent pas une efficacité
importante du médicament chez tel ou tel patient. Plutot que de parler d'efficacité partielle, il
serait plus légitime de parler d'efficacité inégale. En ce sens, il convient ici de rappeler que les
douleurs neuropathiques sont caracterisées par une étiologie et une sémiologie tres variées
affectant le systéme nerveux périphérique ou central. Dans ce contexte d’hétérogénéités
étiologique, sémiologique et par conséquent mécanistique, il apparait évident que les
traitements ne peuvent pas étre efficaces pour toutes les variantes de douleur neuropathique.
Un exemple pour étayer ce propos est celui des douleurs neuropathiques faisant suite a une
infection par le virus d’immunodéficience humaine, ou un traitement par I’amitriptyline reste
inefficace (Kieburtz et al., 1998; Shlay et al., 1998) (Tableau D2).

Il. Traitement de la douleur neuropathique par les antidépresseurs :

Informations précliniques

La plupart des renseignements concernant le meécanisme d’action antalgique des
antidépresseurs ont été obtenus a partir de modéles animaux (rats et souris). Toutefois
beaucoup d’études utilisent des modéles de douleur aigué dans lesquels différents stimuli
nocifs (thermique, chimique, mécanique ou électrique) sont appliqués, alors que les
antidépresseurs ne sont pas utilisés en clinique pour traiter de telles douleurs. De plus, les
administrations aigués sont souvent utilisées en recherche expérimentale, alors que les
antidépresseurs sont utilisés en cliniqgue comme un traitement au long cours des douleurs
neuropathiques. Ainsi, en raison de conditions pathologiques et thérapeutiques différentes, ces
données ne peuvent pas forcément étre extrapolées a la douleur neuropathique chez I’homme
(Blackburn-Munro, 2004). Pour preuve, les antidépresseurs n'ont pas démontré defficacité
clinique dans la douleur postopératoire (Gordon et al., 1994), suggérant que les modifications
neuroplastiques qui accompagnent les douleurs chroniques et non aigués (Voscopoulos and

Lema, 2010) sont essentielles a la manifestation de I'efficacité des antidépresseurs.

1. Traitement par les antidépresseurs : aigu versus prolongé

En clinique, I'utilisation d’IRS a montré peu d’efficacité dans le traitement des douleurs
neuropathiques (Finnerup et al., 2010; Saarto and Wiffen, 2010) et en préclinique la majorité
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des auteurs s’accordent a dire que les IRS n’ont aucune action aigué antalgique dans des
modeles traumatiques de douleur neuropathique (Jett et al., 1997; Sawynok et al., 1999;
Bombholt et al., 2005; Obata et al., 2005; Ikeda et al., 2009). Malgré cela, certains auteurs ont
quand méme observé un effet intrathécal antalgique d’un IRS dans un modele de douleur
neuropathique diabétique (Ikeda et al., 2009) ou un effet antiallodynique dans une neuropathie
traumatique tardive (Nozaki and Kamei, 2006). Pour les IRSN, certains auteurs n’ont observe
aucun effet antalgique sur I’allodynie mécanique (Yalcin et al., 2009a), alors que d’autres
groupes ont releve une diminution des symptomes neuropathiques apres administration aigué
systémique (lyengar et al., 2004; Onal et al., 2007; Suzuki et al., 2008; Berrocoso et al., 2011)
ou intrathécale (Suzuki et al., 2008; Ikeda et al., 2009). Cependant, le soulagement observe est
transitoire et présente donc peu d’intérét clinique. A noter que dans certaines études, de fortes
doses d’antidépresseur ont été utilisées pour obtenir une diminution des symptomes
neuropathiques (lyengar et al., 2004; Bomholt et al., 2005; Suzuki et al., 2008). Concernant
les ATC, les résultats obtenus apres administration aigué sont également assez disparates.
Certains auteurs n’observent qu’une diminution de I’hyperalgésie thermique mais sans aucune
action sur I’allodynie mecanique et ceci méme a forte dose (Esser and Sawynok, 1999;
Sawynok et al., 1999; Bomholt et al., 2005), alors que d’autres auteurs ont pu constater soit
une diminution (Ardid and Guilbaud, 1992; Berrocoso et al., 2011) soit aucune action sur

I’allodynie mécanique (Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2009a).

Pour étre plus proche de la réalité clinique, différentes stratégies d’administration prolongée
d’antidépresseurs dans des modéles de douleur neuropathique ont été utilisées. Basée sur une
hypothese pharmacocinétique, selon laquelle de fortes doses d’antidépresseur seraient
antalgiques mais provoqueraient des effets secondaires, une stratégie d’injections répétées
d’antidépresseur a eté utilisée pour augmenter progressivement les taux sanguins
d’antidépresseurs pour obtenir un effet antalgique. Ces études se sont intéressées a I’influence
d’un traitement par injections répétées sur 24 heures chez des animaux neuropathiques et ont
montré que les ATC ou les IRSN réduisaient I’hyperalgésie mécanique mesurée par pression
de la patte (Ardid and Guilbaud, 1992; Marchand et al., 2003a; Wattiez et al., 2011). D’autres
groupes ont essayé de modéliser un traitement journalier au long cours comme celui instauré
chez les patients neuropathiques, en réalisant des administrations prolongées de une a trois
semaines d’antidépresseurs. Certains traitements ont été effectués des I’induction de la
neuropathie alors que d’autres, pour se rapprocher des conditions cliniques, ont été réalisés

sur une neuropathie installée. Dans le premier cas, les résultats sont contrastés puisqu’un

69



INTRODUCTION

Douleur neuropathique et antidépresseurs
traitement de deux semaines par la désipramine diminue I’allodynie mécanique et ceci dés le
deuxiéme jour (Jones et al., 2009) alors qu’un traitement de trois semaines par I’amitriptyline
améliore I’hyperalgésie thermique mais pas I’allodynie mécanique (Esser et al., 2001). Par
contre, dans le cas du traitement d’une neuropathie installée, les groupes ayant choisi cette
approche ont observé des effets thérapeutiques aussi bien avec les ATC que les IRSN. Un
traitement d’une semaine avec le milnacipran ou I’amitriptyline, débuté une semaine apres la
chirurgie, réduit les symptdmes neuropathiques (King et al., 2006; Berrocoso et al., 2011). De
plus, sur une neuropathie installée depuis une ou deux semaines, un traitement de deux ou
trois semaines avec un ATC (Benbouzid et al., 2008a; Matsuzawa-Yanagida et al., 2008;
Yalcin et al., 2009a), un IRSN (Matsuzawa-Yanagida et al., 2008; Takeda et al., 2009; Yalcin
et al., 2009a) ou un IRN (Yalcin et al., 2009a) abolit I’allodynie mécanique dés une a deux
semaines de traitement, alors qu’un IRS (fluoxétine) n’a aucune action antalgique (Benbouzid
et al., 2008a). Ces données thérapeutiques sur I’animal semblent correspondre aux données
cliniqgues tant dans leur delai d’action que dans leur composante monoaminergique
majoritaire. La noradrénaline semble donc une composante essentielle du mécanisme d’action
antalgique des antidépresseurs. Si le délai thérapeutique suggere un effet antalgique indirect,

le site d’action et le mécanisme précis restent cependant & déterminer.

2. Traitement par les antidépresseurs : effet périphérique et/ou central

La plupart des études recherchant le site d’action potentiel des antideépresseurs ont utilisé des
protocoles d’administration aigué. Avec une administration systémique (intrapéritonéale,
sous-cutanée ou per 0s), il est difficile de déterminer la localisation précise du site d’action
dans le systéeme nerveux, exception faites de molécules ne traversant pas la barriere hémato-
encephalique. Pour pallier ce manque d’information primordiale dans I’étude du mécanisme
d’action, certains auteurs ont eu recours a des approches lésionnelles ou a des administrations
locales d’antidépresseur ou des bloqueurs de son action.

Peu de travaux se sont intéressés a la composante supraspinale de I’effet antalgique d’un
antidépresseur. L’injection intracérébroventriculaire d’un IRS n’a aucun effet sur I’allodynie
neuropathique (Honda et al., 2006). Par contre, celle d’un IRSN réverse les comportements
neuropathiques et est bloqué par une lésion noradrénergique spinale (Suzuki et al., 2008).
Cela suggeére un réle potentiel des controles inhibiteurs descendants noradrénergiques.

Pour de nombreuses études, I’administration intrathécale d’antidépresseur (ATC, IRSN ou

IRS) atténue les comportements neuropathiques (Esser and Sawynok, 1999; Honda et al.,
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2006; lIkeda et al., 2009). D’autres études, au lieu d’administrer de facon intrathécale
I’antidépresseur, ont détruit leur substrat thérapeutique ou bloqué des récepteurs cibles en
aval. Par exemple, suite a une Iésion noradrénergique spinale, un antidépresseur (IRSN, ATC)
perd son efficacité thérapeutique (Suzuki et al., 2008; Arsenault and Sawynok, 2009). De
méme I’action antalgique d’un IRS disparait aprés délétion sérotoninergique spinale ou
blocage des récepteurs de la sérotonine (Honda et al., 2006). Il a aussi été montré qu’une
section des voies bulbospinales empruntant le faisceau dorsolatéral supprimait les effets
thérapeutiques aigus de la clomipramine (Ardid et al., 1995). L’effet thérapeutique d’une
administration prolongée d’antidépresseur (ATC, IRSN, IRN) est quant a lui supprimé par
une injection intrathécale d’un antagoniste sélectif du récepteur B,-adrénergique (p.-AR)
(Yalcin et al., 2009a). De plus, suite a une lésion nerveuse, la transplantation intrathécale de
cellules chromaffines, source de noradrénaline, atténue I’allodynie neuropathique avec un
délai thérapeutique d’une a deux semaines (Decosterd et al., 1998; Yu et al., 1998). Ces
études confirment d’une part que la noradrénaline constitue un élément important dans
I’action antiallodynique d’un traitement antidépresseur prolongé et d’autre part que la
localisation de cette action pourrait se situer aux niveaux spinal ou ganglionnaire. En effet, un
probléme se pose lors de ces administrations intrathécales : elles peuvent en effet toucher le
systeme nerveux central (moelle épiniere) et périphérique (ganglions rachidiens) (Deval et al.,
2011).

Méme si la plupart des études sur les antidépresseurs se sont concentrées sur leur action
antalgique centrale, un effet périphérique a aussi été suggéré (Sawynok and Reid, 2003; Mico
et al., 2006). La encore les résultats peuvent étre contradictoires. En effet, une action
antalgique a pu étre observée aprés injection intraplantaire d’un ATC mais pas d’un IRSN
(Esser and Sawynok, 1999; Suzuki et al., 2008). En clinique, I’application topique
d’antidépresseur de courte durée ou a faible dose n’a pas d’effet thérapeutique (Lynch et al.,
2005; Ho et al., 2008). Par contre, une application prolongée, a doses plus importantes,
conduit a un effet antalgique apres une dizaine de jours (McCleane, 2000b, a) mais ceci se
révele étre accompagné d’une absorption systémique (Lynch et al., 2005; Ho et al., 2008). De
plus, I’application directe d’antidépresseur sur un nerf pourrait étre neurotoxique (Estebe and
Myers, 2004).
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3. Traitement par les antidépresseurs : mécanisme d’action

a. Hypothése monoaminergique

Il est habituel de considérer que la capacité des antidépresseurs a inhiber la recapture des
monoamines, initialement démontrée in vitro, sous-tend leurs effets thymoanaleptique et
antalgique (Mico et al., 2006).

Quelques études ont été réalisees chez différentes lignées de souris déficientes pour les
transporteurs de la noradrénaline (NET) ou de la sérotonine (SERT) pour tenter d’évaluer
I'action antalgique des antidépresseurs. Les souris déficientes pour NET ou SERT sont
considérées comme des modeles de traitement au long cours par les antidépresseurs (Lesch
and Heils, 2000; Xu et al., 2000). Ainsi, suite a une constriction du nerf sciatique, les souris
SERT-/- ne développent pas d’hyperalgésie thermique, mais présentent une allodynie
mécanique bilatérale alors que les souris de phénotype sauvage développent une hyperalgésie
et une allodynie ipsilatérales (Vogel et al., 2003). L’absence d’hyperalgésie thermique serait
expliquée par une diminution des concentrations en sérotonine au niveau du nerf sciatique
léseé (Vogel et al., 2003). Concernant I’apparition d’une allodynie controlatérale, ce
phénomeéne a déja pu étre observé lors d’injection aigué a forte dose d’amitriptyline (Esser
and Sawynok, 1999). De plus, les antidépresseurs (fluoxétine, amitriptyline ou duloxétine)
administrés de facon aigué a trés forte dose perdent leur propriété analgésique chez des souris
déficientes en neurones sérotoninergiques (Zhao et al., 2007b).

Les souris NET-/- présentent une hypoalgésie basale (Bohn et al., 2000) plus prononcée que
les souris SERT-/- (Hall et al., 2011). L’augmentation des concentrations en noradrénaline est
ainsi corrélée a une élévation du seuil nociceptif (Xu et al., 2000). Réciproquement, I’absence
de noradrénaline tissulaire chez des souris déficientes en Dopamine B-Hydroxylase (DBH)
induit une hyperalgésie réversible par I’injection d’un agoniste a,-AR, la clonidine (Jasmin et
al., 2002). En utilisant des souris déficientes pour le SERT et/ou le NET, un rdle prédominant
du NET semble présent dans I’analgésie aigué produite par I’amitriptyline (Hall et al., 2011).
De facon intéressante, l'effet antalgique aigu de I'amitriptyline est réduit chez des souris
déficientes pour I’0,-AR (Ozdogan et al., 2004). De méme, I’effet antinociceptif aigu d’un
ATC est réduit en bloguant les ;- et/ou B,-AR (Mico et al., 1997). Par contre pour d’autres
auteurs, I’effet antiallodynique d’une administration prolongée d’ATC, IRSN ou IRN serait
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perdu en bloquant spécifiquement le B,-AR ou en utilisant des souris déficientes pour ce
méme récepteur (Yalcin et al., 2009b; Yalcin et al., 2009a).

La noradrénaline et la sérotonine via leurs récepteurs sont donc impliquées dans le contr6le de
I’information nociceptive a différents niveaux du systeme nerveux, mais aussi dans I’effet
antalgique des antidépresseurs. Comme les antidepresseurs inhibent la recapture de la
noradrénaline et/ou de la sérotonine, leur effet thérapeutique pourrait passer par une action
directe sur les contrbles descendants inhibiteurs spinaux. lls faciliteraient I’action de ces
contrdles en inhibant la recapture de la noradrénaline et de la sérotonine libérées dans la corne
dorsale de la moelle épiniére. Il a ainsi été montré qu’une section des voies bulbospinales
vehiculées par le faisceau dorsolatéral supprimait les effets thérapeutiques aigus de la
clomipramine (Ardid et al., 1995). Cet effet antalgique des antidépresseurs peut étre
potentialisé en bloquant les récepteurs de la sérotonine 1A, qui ont une influence
pronociceptive, dans différents modéles de douleur neuropathique (Ardid et al., 2001;
Anjaneyulu and Chopra, 2004; Marchand et al., 2004). Les antidépresseurs peuvent ainsi
augmenter les seuils de réponse nociceptifs en facilitant les systéemes de contr6le endogénes
descendants, issus notamment du locus coeruleus, des noyaux noradrénergiques du tronc
cérébral et des noyaux dorsaux et magnus du raphé (Millan, 1999). En effet, une délétion
spinale noradrénergique par 6-hydroxydopamine bloque I’effet aigu d’un IRSN (Suzuki et al.,
2008). De facon réciproque, I’effet aigu d’un IRS est perdu suite a une délétion spinale
sérotoninergique par 5,7-hydroxytryptamine ou suite a I’utilisation d’un antagoniste du
récepteur de la sérotonine 2 (Honda et al., 2006). Méme si I’hypothese spinale ou
supraspinale est la plus étudiée, nous ne pouvons pas exclure comme autre source endogene
de noradrénaline le systeme nerveux sympathique (Selmeczy et al., 2003) qui pourrait ainsi
fournir un substrat thérapeutique aux antidépresseurs, notamment grace au bourgeonnement
observé dans les ganglions rachidiens (McLachlan et al., 1993).

Par ailleurs, méme si ce mécanisme inhibiteur de la recapture de monoamines est de nature a
expliquer a lui seul I'effet antalgique des antidépresseurs, d’autres études ont pu démontrer

I'implication éventuelle d'autres mécanismes neurochimiques.
b. Hypothese opioidergique
Le systeme opioidergique joue un réle prépondérant dans les contr6les inhibiteurs de la

douleur (Mogil et al., 2000; Gaveriaux-Ruff and Kieffer, 2002; Dierich and Kieffer, 2004) et

certaines études plaident en faveur de son implication dans I’effet thérapeutique des
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antidépresseurs. Des travaux menés chez I’animal naif comme chez I’animal douloureux
chronique montrent que la naloxone, antagoniste des récepteurs opioides, bloque les
propriétés antalgiques aigués ou répétées des antidépresseurs (Ardid and Guilbaud, 1992;
Valverde et al., 1994; Gray et al., 1998; Schreiber et al., 2000; Marchand et al., 2003a;
Wattiez et al., 2011). A I’inverse de ces données, de plus rares études n’ont observé aucune
influence aprés administration de naloxone sur I’effet antalgique aigu des antidépresseurs
(Spiegel et al., 1983; Ghelardini et al., 2000; Obata et al., 2010). Toutefois, la plupart de ces
études ne concernent pas la condition neuropathique ou ne se sont pas intéressées aux
conséquences d’un traitement a long terme d’un antidépresseur. De plus, le manque de
sélectivité de différents antagonistes, comme la naloxone, limite la possibilité d’identifier
spécifiqguement les récepteurs opioides impliqués. Méme s’il a été proposé que les effets
d’injections répétées de clomipramine sur I’hyperalgésie neuropathique agissent par
I’activation des MOR spinaux et DOR supraspinaux (Marchand et al., 2003a), la participation
respective des divers recepteurs opioides dans I’effet thérapeutique des antidépresseurs reste
peu étudiée. Une étude menée au laboratoire a cependant permis de mettre en évidence un
recrutement plus particulier des DOR, suite & une administration prolongée d’un ATC dans un
modele de douleur neuropathique (Benbouzid et al., 2008a; Benbouzid et al., 2008¢). Ainsi, le
recrutement du systeme opioide endogeéne suite a une administration d’antidépresseur peut
laisser présager de couplages privilégiés entre systemes monoaminergique et opioidergique.
En effet, suite a I’administration prolongée d’un antidépresseur (ATC ou IRSN), certains
auteurs ont pu constater une interrelation entre I’a,-AR et le MOR en condition non
douloureuse (Canciani et al., 2006; Giaroni et al., 2008), alors qu’une association entre le 32-

AR et le DOR a été suggérée dans un modele de douleur neuropathique (Yalcin et al., 2010).

c. Hypothése neuro-immune

L’inhibition de recapture de monoamines apparait souvent comme le mécanisme premier dans
I’action antalgique des antidépresseurs. Nous avons vu précédemment dans le chapitre de
I’introduction « implication des cytokines dans la douleur neuropathique » que ces cytokines
pourraient jouer un rble de premier plan dans le développement et/ou le maintien de la
douleur neuropathique. Dans le domaine de la dépression, il a été suggéré qu’une perturbation
de la balance entre cytokines pro- et anti-inflammatoires soit impliquée dans la pathologie

(Sutcigil et al., 2007; Catena-Dell'Osso et al., 2011). Réciproquement, un traitement
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antidépresseur a montré des propriétés anti-inflammatoires, notamment par la diminution de
la synthése de cytokines pro-inflammatoires (De Berardis et al., 2010; Hashioka, 2011). Une
étude, en condition de douleur neuropathique, a également décrit une réduction de la
production de TNF-a dans I’hippocampe et au site de Iésion (nerf sciatique) : cette baisse est
associée comportementalement a un effet thérapeutique d’une administration prolongee
d’amitriptyline (Ignatowski et al., 2005; Sud et al., 2008). Ces auteurs vont méme plus loin en
suggérant que I’administration prolongée d’antidépresseur faciliterait la transmission
noradrénergique en inhibant la production de TNF-a (Ignatowski et al., 2005; Reynolds et al.,
2005). Ces données suggerent que le TNF-a pourrait étre un élément important du mécanisme

thérapeutique des antidépresseurs dans la douleur neuropathique.

d. Autres hypothéses

Parmi les autres mécanismes d’action possibles non monoaminergiques des antidépresseurs,
seuls seront envisagés les effets observés en condition neuropathique.

Outre leur action inhibitrice de recapture de monoamines, les ATC peuvent également se lier
aux canaux ioniques voltage-dépendants (Amir et al., 2006). Leur action sur ces canaux
ioniques a été proposée comme une composante a part entiere de leur mécanisme d’action
(Pancrazio et al., 1998). Cependant, I’affinité de liaison aux différents canaux sodium (Brau et
al., 2001; Dick et al., 2007) ou potassium (Punke and Friederich, 2007) est de I’ordre du
micromolaire, alors que leur activité au niveau des transporteurs de monoamines est de I’ordre
du nanomolaire, soit 1000 fois plus importante. Ainsi, cette action sur les canaux ioniques
pourrait expliquer I’action topique des antidépresseurs, mais peut difficilement rendre compte
de I’effet d’administrations systémiques.

L’adénosine, produite par la déphosphorylation rapide de I’ATP, est libérée avec la
noradrénaline des fibres du systéme nerveux sympathique (von Kugelgen et al., 1994). Une
diminution des taux d’adénosine a été mesurée dans le sang et le liquide céphalo-rachidien de
patients douloureux neuropathiques (Guieu et al., 1996). Ainsi, compenser ce déficit en
adénosine fut une des solutions proposées dans la prise en charge de la douleur neuropathique
(Guieu et al., 1994). L’adénosine pourrait participer a I’action des catécholamines dans la
douleur neuropathique. En effet, la caféine, un antagoniste des récepteurs de I’adénosine,
bloque I’effet d’une administration prolongée d’amitriptyline dans un modéle de douleur
neuropathique (Esser et al., 2001; Ulugol et al., 2002; Wu et al., 2006). Toutefois, I’effet

antalgique aigu de I’amitriptyline n’est pas altéré chez des souris déficientes pour le récepteur
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de I’adénosine Al suite a une douleur inflammatoire (test a la formaline) (Sawynok et al.,
2008), suggérant que ces récepteurs ne seraient pas nécessaires a I’effet thérapeutique des
antidépresseurs. Le role éventuel de I’adénosine dans I’action des antidépresseurs reste tout de
méme a confirmer par d’autres études experimentales.

De nombreux aspects de la transmission GABAergique ont été étudiés dans des modeles
animaux de douleur neuropathique, et un déficit de la transmission GABAergique a
notamment pu étre démontré (Moore et al., 2002; Drew et al., 2004; McCarson et al., 2005).
En condition neuropathique, I’administration prolongée d’ATC augmente |’expression
génique du récepteur GABAg dans la moelle épiniére, ce qui permettrait de restaurer la
transmission GABAergique inhibitrice spinale (McCarson et al., 2005). De plus, I’effet
antalgique d’une administration aigué d’imipramine est bloqué par un antagoniste spécifique
du récepteur GABAg (Zarrindast et al., 2000).

Les donneées de littérature ne permettent finalement pas de definir un mécanisme d’action
précis des antidépresseurs dans la douleur neuropathique. Les différences observées sont dues
a la variabilité des questions scientifiques posées dans les différentes études. Ceci se traduit
expérimentalement par des modeles animaux, des choix d’antidépresseurs et des modes (aigu
versus prolongé) ou des sites (périphérique versus central) d’administration des
antidépresseurs différents, I’ensemble des résultats devient alors difficile a synthétiser. Malgré
tout, dans le cas d’un traitement prolongé, nous pouvons distinguer une action directe
impliquant le plus souvent I’inhibition de la recapture des monoamines et une action indirecte
par recrutement d’effecteurs secondaires en aval, qui refléterait des phénomenes de plasticite.
Ces changements secondaires pourraient alors étre une explication possible de la nécessité

d’un délai thérapeutique.

4. Traitement par les antidépresseurs: ROle particulier des récepteurs f»-

adrénergiques

L’inhibition de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline constitue la cible premiére
du mécanisme d’action des antidépresseurs. Aux plans clinique et préclinique, il a été
démontré que I’administration prolongée d’IRS reste peu efficace dans le traitement de la
douleur neuropatique (Max et al., 1992; Saarto and Wiffen, 2007; Benbouzid et al., 2008a;
Attal et al., 2010). Ainsi la composante noradrénergique des ATC ou des IRSN jouerait un

role primordial dans leur efficacité thérapeutique.
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ATC IRSN IRN
Nortriptyline Deésipramine  Venlafaxine  Reboxétine

Antagoniste de récepteurs adrénergiques

a2-AR g (g [y 0
B-AR -

Bl/ B2-AR -

B1-AR 0O

B2-AR - - - -
B3-AR 0O

Souris déficientes pour un récepteur adrénergique
B2-AR - - -

Tableau D3. Approches pharmacologique et génétique pour I'étude de
I'action antiallodynique des antidépresseurs.

La modulation négative des récepteurs adrénergiques abolit (-) ou n‘a pas d'effet (@) sur
I'effet antiallodynique des antidépresseurs dans un modéle de douleur neuropathique.
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Quels récepteurs de la neurotransmission noradrénergique sont impliqués dans [I’effet
thérapeutique des antidépresseurs ? En condition neuropathique, une augmentation de
I’expression des récepteurs adrénergiques al(b)-, a2(a)-, a2(d)- et B2-AR a été constatée dans
les ganglions rachidiens lombaires suite a une Iésion du nerf sciatique (Maruo et al., 2006) ou
uniquement celle du B2-AR lors d’une lésion du nerf optique (Mantyh et al., 1995).
L’hypothése la plus simple serait de considérer I’implication des o,-AR. En effet, ceux-ci sont
exprimés dans le systeme nociceptif et participent aux contréles inhibiteurs descendants de la
nociception. Leurs agonistes, comme la clonidine ou la xylazine, sont trés largement utilises
cliniquement dans la prise en charge de la douleur péri-chirurgicale. Cependant, dans un
modele de douleur neuropathique, la coadministration d’un antagoniste des récepteurs o,-AR,
la yohimbine, n’a pas eu d’influence sur I’effet antiallodynique d’une administration
prolongée d’un ATC (Yalcin et al., 2009b), d’un IRSN ou d’un IRN (Yalcin et al., 2009a).
Par contre, un antagoniste des B-AR supprime complétement I’action antalgique de ces
antidépresseurs (Yalcin et al., 2009b; Yalcin et al., 2009a). Ainsi cet effet thérapeutique
semble étre B-dépendant et non a-dépendant (Tableau D3). Ces B-AR sont des récepteurs a
sept domaines transmembranaires couplés positivement a la voie de I’AMP cyclique par la
protéine G stimulatrice. lls sont subdivisés en trois sous-types. Des études pharmacologiques
ont permis de definir les récepteurs B,-AR comme nécessaires a I’effet antiallodynique des
antidépresseurs(Yalcin et al., 2009b; Yalcin et al., 2009a). En effet, un antagoniste non
sélectif des B-AR, un antagoniste sélectif B1/2 ou un antagoniste sélectif des B,-AR
abolissent totalement I’effet thérapeutique d’un ATC (Yalcin et al., 2009b). Par contre, un
antagoniste des B;- ou Bs-AR n’affecte pas I’action antalgique de I’antidépresseur. Ce role
indispensable des B,-AR a également été confirmé pharmacologiquement chez d’autres
catégories d’antidépresseurs comme les IRSN ou IRN, mais aussi génétiqguement en utilisant
une lignée de souris déficientes pour le B-AR (Yalcin et al., 2009b; Yalcin et al., 2009a). De
plus, I’administration locale d’un antagoniste B,-AR a ainsi démontré que la localisation de
I’action de ces récepteurs n’était pas supraspinale (Yalcin et al., 2009b). Ces donnés obtenues
dans un modeéle de douleur neuropathique peuvent laisser entrevoir une certaine potentialité
thérapeutique dans I’utilisation d’un agoniste B,-AR. En effet, si la stimulation du p,-AR est
primordiale pour conduire a une action antiallodynique des antidépresseurs, sa seule
stimulation pourrait peut-étre étre suffisante pour obtenir le méme effet thérapeutique. Cette
hypothése est validée dans un modéle animal de douleur neuropathique en montrant que
divers B-mimétiques présentent le méme effet antalgique que les antidépresseurs suite a une

administration prolongée mais pas aigué (Barrot et al., 2009; Choucair-Jaafar et al., 2009;

77



INTRODUCTION

Douleur neuropathique et antidépresseurs

Yalcin et al., 2010). De facon interessante, I’efficacité de ces f-mimétiques est constatée pour
des doses qui semblent compatibles avec celles déja utilisées en clinique pour d’autres
pathologies comme I’asthme. L’aboutissement de ces travaux expérimentaux a été concrétisé
par la publication d’une étude clinique, rapportant six cas de patients douloureux
neuropathiques d’étiologie variée et résistants aux traitements usuels. La prise en charge
thérapeutique de la douleur neuropathique réalisée par I’administration prolongée d’un
agoniste B2-AR a conduit & une diminution nette des symptomes neuropathiques (Cok et al.,
2010). Le peu d’effets secondaires de ces molécules présente un avantage majeur
comparativement aux antidépresseurs et notamment les ATC.

Par contre, des études cliniques ont propose, a I’inverse, I’utilisation d’antagonistes B,-AR
pour la prise en charge de douleurs musculo-squelettiques, dont la fibromyalgie (Wood et al.,
2005; Light et al., 2009). En effet, chez certains de ces patients, en plus d’une altération de
I’activité du systéme nerveux sympathique, un polymorphisme de la Catéchol-O-Méthyl
Transférase (COMT), enzyme clé de la dégradation des catécholamines, a été associé a une
augmentation de la sensibilité douloureuse au travers d’une activation des B-AR recrutés par
I’augmentation des taux de catécholamines (Gursoy et al., 2003; Diatchenko et al., 2006;
Nackley et al., 2007). Malgré cela, le polymorphisme de la COMT n’a pas €té relié
directement a une prédisposition individuelle a développer une douleur neuropathique, ceci
suggerant que la douleur musculo-squelettique chronique et la douleur neuropathique sont

dictées par des mécanismes physiopathologiques distincts (Armero et al., 2005).
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E. Objectifs du doctorat

Les recommandations cliniques mentionnent les antidépresseurs, plus particulierement
les ATC ou les IRSN comme premiere ligne de traitement de la douleur neuropathique.
Cependant le mécanisme précis par lequel ils soulagent la douleur neuropathique reste peu
connu. L’objectif de ce travail a été d’étudier ce mécanisme dans un modéle murin de douleur
neuropathique. les travaux antérieurs du laboratoire ont montré qu’un traitement prolongé,
mais pas aigu par un ATC (nortriptyline) ou un B,-mimétique (terbutaline) et débutant 15
jours apres I’induction de la neuropathie, supprimait I’allodynie mécanique en une douzaine
de jours. De plus, ces études ont démontré I’implication de la composante noradrénergique et

du systeme opioidergique dans I’action antiallodynique des antidépresseurs.

La premiere partie de ce travail eut pour but de localiser I’action thérapeutique des
antidépresseurs et des PB,-mimétiques et de mettre en évidence le(s) mécanisme(s)
moléculaire(s) par le(s)quel(s) ils exerceraient leur effet thérapeutique contre la douleur
neuropathique.

Pour cela, nous nous sommes basés sur des résultats de I’équipe, indiquant que I’action
antiallodynique d’un antidépresseur était supprimée par une administration intrathécale, mais
pas intracérébroventriculaire, d’un antagoniste pB,-AR. Ceci suggérait que I’action
thérapeutique se situait dans la moelle épiniére ou dans les ganglions rachidiens. Nous avons
réalisé des lésions noradrénergiques centrales et/ou périphériques a I’aide d’une toxine, la
guanéthidine, detruisant spécifiguement les neurones noradrénergiques. Pour compléter ce
travail, nous avons déterminé le type cellulaire impliqué dans I’action thérapeutique des
antidépresseurs. Ainsi des expériences d’imagerie calcique et de PCR en cellule unique ont
été réalisées sur des cultures de cellules ganglionnaires de souris.

Aprés avoir déterminé la localisation tissulaire et cellulaire de I’effet thérapeutique des
antidépresseurs et des Pz-mimétiques, nous nous sommes intéressés au mécanisme
moléculaire. Pour cela, nous avons étudié les modifications d’expression génique lors d’une
neuropathie a long terme et lors de son traitement par un ATC ou un B-mimétique. Enfin, les

données obtenues a I’issue de ce criblage ont été confirmées par la technique de Western Blot.
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INTRODUCTION

Objectif du doctorat
Cette partie du travail de these a donné lieu a une revue sur les cytokines dans la douleur
neuropathique (cf. introduction page 30) et a I’écriture d’un article sur le mécanisme

antiallodynique des antidépresseurs.

REVIEW : Bohren Y, Yalcin I, Freund-Mercier MJ, Tessier LH and Barrot M. Cytokines in
neuropathic pain: from physiopathology to therapeutic targets. British Journal of

Pharmacology, 2011, soumis.

ARTICLE I : Bohren Y, Tessier LH, Petitjean H, Daniel D, Hugel S, Hein L, Schlichter R,
Freund Mercier MJ, Yalcin |, Barrot M. Antidepressant drug relieves neuropathic pain by a

peripheral f,-adrenoceptor mediated anti-TNF-a mechanism in mouse model. (en écriture)

La seconde partie de ce travail fut d’étudier I’implication des récepteurs opioides
dans I’effet antiallodynique des antidépresseurs et des B,-mimétiques. Des études réalisées au
laboratoire avaient démontré le réle des DOR dans I’action d’un ATC. Dans le cadre de ce
travail, nous avons utilisé trois lignées de souris déficientes pour les récepteurs aux opioides
pour évaluer le réle des MOR et des KOR dans I’action d’'un ATC et des MOR, KOR ou
DOR dans I’action d’un B-mimétique.

Cette partie du travail de these a donné lieu a un article sur le réle des MOR dans I’action de
la nortriptyline et devrait donner lieu & une « brief communication » sur le réle des KOR dans
I’action d’un ATC et a un article sur celui des récepteurs opioides dans I’action

antiallodynique d’un p,-mimétique.
ARTICLE 1I : Bohren Y, Karavelic D, Tessier LH, Yalcin |, Gavériaux-Ruff C, Kieffer BL,

Freund- Mercier MJ, Barrot M. Mu-opioid receptors are not necessary for nortriptyline

treatment of neuropathic allodynia.European Journal of Pain, 2010, 14:700-704.
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RESULTATS

Mécanisme d’action

A. Mécanisme d’action des antidépresseurs tricycliques et

des B.-mimeétiques contre I'allodynie neuropathique

La douleur neuropathique est consécutive a une lésion ou une maladie affectant le systeme
somatosensoriel. Sa prise en charge thérapeutique inclut les antidépresseurs tricycliques
(ATC) comme une des premieres lignes de traitement. Cependant, leur mécanisme d’action
reste incompris. Des études précédentes ont montré que dans un modele murin de douleur
neuropathique, un traitement prolongé avec un antidépresseur supprime [I’allodynie
mécanique. Cet effet antiallodynique des ATC s’exercent a travers la stimulation indirecte des
B2-AR et la seule stimulation par un agoniste ,-AR a le méme effet antiallodynique qu’un
traitement aux antidépresseurs. Dans cette eétude, nous avons localisé I’action thérapeutique
des ATC et étudié le réle d’éléments neuroinflammatoires dans leur action sur la douleur
neuropathique. Chez la souris, la douleur neuropathique est induite par la pose d’un manchon
de polyéthyléne autour de la branche principale du nerf sciatique droit, ce qui entraine une
allodynie mecanique ipsilatérale et persistante. Des lésions noradrénergiques périphériques
et/ou centrales nous ont permis de mettre en évidence le site d’action des ATC au niveau
périphérique. En outre, la combinaison de techniques de PCR sur cellule unique et d’imagerie
calcique a montré que les B,-AR sont présents sur des cellules non neuronales des ganglions
rachidiens. Nous avons ensuite recherché les modifications d’expression génique et protéique
dans les ganglions rachidiens lors d’une neuropathie a long terme et de son traitement par la
nortriptyline. Dans la neuropathie, nous mettons en évidence une augmentation de
I’expression du TNF-o. qui est corrigée par un traitement aux ATC. Ces résultats nous ont
amene a traiter des souris neuropathiques par une stratégie «anti-TNF-a» utilisant
I’etanercept. Un effet thérapeutique de cette molécule apres douze jours de traitement est ainsi
mis en évidence. En conclusion, ces résultats suggérent que I’effet antiallodynique des ATC
en traitement prolongé sur une neuropathie périphérique installée se localise en périphérie,
recrutant les B,-AR des cellules non neuronales du ganglion rachidien. Cet effet mettrait

notamment en jeu des régulations géniques de la voie NFxB affectant I’expression du TNF-a.
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Abstract

Tricyclic antidepressants (TCA) are one of the first-line pharmacological treatments against
neuropathic pain. Noradrenalin recruited by their action on reuptake transporters, has been
proposed to act through B,-AR to lead to the antiallodynic action. However, the precise
downstream mechanism leading to this therapeutic action remains to identify. In this study,
we demonstrated in a mouse model of neuropathic pain that the antiallodynic effect of TCA
implies the peripheral nervous system. More particularly, TCA-recruited noradrenaline acts,
within dorsal root ganglia, on pB-AR which are express by non neuronal cells. This B,-AR
stimulation leads to a decrease of membrane-bound TNF-a production by the NF«xB pathway
repression, which is correlated to the measured antiallodynic effect. Our findings suggest that
TCA act by a peripheral B,-AR-dependent mechanism targeting TNF-a-containing non
neuronal cells, which prevents maintenance of neuropathic pain and may offer novel

opportunities for management of painful neuropathies.
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Abbreviations

TCA:
SNRI :
FDA:
B-AR:
IL:
TNF-a :

TNFR1:

NF«B:
DRG:
TH :

PCR:

RT-PCR:

MRNA :
NF200 :
GS:
KCL :
ATP :
Cox-2:
ELISA :
PDTC:
CNS:
PNS:
TACE :
CCl:
GFAP :
LPS:
CAMP :
PKA:
NaCl :
PBS:
EDTA :
MEMa :
MgC|2:
CaCl, :
EGTA:
GS:
cDNA:
SDS :
PVDF :
HRP :
ARBP :

tricyclic antidepressant drugs
serotonin- and noradrenaline-reuptake inhibitors
food and drug administration
[-adrenergic receptor or B-adrenoceptor
interleukin

tumor necrosis factor a

TNF-a receptor 1

nuclear factor-kappa B
dorsal root ganglia

tyrosine hydroxylase

polymerase chain reaction

reverse transcriptase polymerase chain reaction
messenger ribonucleic acid
neurofilament-200

glutamine synthetase

potassium chlorure

adenosine triphosphate
cyclooxygenase 2

Enzyme linked immunosorbent assay
pyrrolidine dithiocarbamate

central nervous system

peripheral nervous system

TNF-a converting enzyme

chronic constriction injury

glial fibrillary acidic protein
lipopolysaccharides

cyclic adenosine monophosphate
protein kinase A

natrium chlorure

phosphate buffer saline

ethylene diamine tetraacetic acid
minimum essential medium alpha
magnesium chlorure

calcium chlorure

ethylene glycol tetraacetic acid
glutamine synthetase

complementary deoxyribonucleic acid
sodium dodecyl sulfate
polyvinylidene fluoride

horse radish peroxydase

acidic ribosomal phosphoprotein PO
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Introduction

Neuropathic pain is defined as a chronic pain resulting from a direct consequence of a lesion
or disease affecting the somatosensory system (Loeser and Treede, 2008). Clinical
management of neuropathic pain is a real challenge due to our limited understanding of the
cellular mechanisms that initiate and maintain neuropathic pain. However, tricyclic
antidepressant drugs (TCA), which act by blocking monoamines uptake sites, are clinically
recommended as first-line drugs for chronic treatment of neuropathic pain (Attal et al., 2006;
Dworkin et al., 2007; Moulin et al., 2007). Even if TCA still remain the most prescribed
antidepressant drugs against neuropathic pain, other dual-acting molecules designed as
serotonin- and noradrenalinee-reuptake inhibitors (SNRI) were also demonstrated to be
effective and were approved by FDA in neuropathic pain treatment (Saarto and Wiffen, 2007;
Finnerup et al., 2010). Based on clinical and preclinical studies, specific serotonin reuptake
inhibitors are less efficient than SNRI or TCA to alleviate neuropathic pain (Attal et al., 2006;
Dworkin et al., 2007; Benbouzid et al., 2008a; Finnerup et al., 2010), this suggests that the
noradrenergic component of TCA may play a critical role in their action. Moreover, a chronic,
but not acute, treatment with antidepressant drug is necessary to obtain a therapeutic effect
against neuropathic pain (Mico et al., 2006; Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2009a),
suggesting the recruitment of an indirect mechanism. If therapeutic effect of antidepressant
drug is well documented, the precise mechanism by which neuropathic pain is alleviated stays
poorly understood.

To determine the neuroanatomical substrate of antidepressant drug action, potential sources of
endogenous noradrenaline must be studied. Indeed, noradrenaline can be released within
supraspinal structures (ElI Mansari et al., 2010), at spinal level by descending noradrenergic
inhibitory controls (Yoshimura and Furue, 2006) or at peripheral level in dorsal root ganglia
following a pathological noradrenergic sprouting of sympathetic nervous system (Ramer and
Bisby, 1998). Previous preclinical studies using p-adrenergic receptor antagonists, suggested
that the antiallodynic action of either antidepressant drugs or f-mimetics might be localized at
spinal cord or peripheral levels rather than at supraspinal level (Choucair-Jaafar et al., 2009;
Yalcin et al., 2009Db).

Beyond location of antidepressant drugs action, another question relates to the cascade of
events leading to the therapeutic effect of antidepressant drugs. Preclinical pharmacological

and genetic approaches suggested that antidepressant-recruited noradrenaline acts through .-
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Supplemental figure A1. Nortriptyline and terbutaline treatment of neuropathic
allodynia.

Two weeks after cuff implantation, the daily treatment with nortriptyline (5 mg/kg, i.p. twice a day),
terbutaline (0.5 mg/kg, i.p. twice a day) or their saline control (0.9 % NaCl) started and was
maintained for 3 weeks. The hindpaw mechanical threshold was tested before the morning drug
injection, using von Frey filaments. (A) Nortriptyline treatment did not affect the mechanical
threshold of the contralateral paw, but chronic nortriptyline suppressed the ipsilateral cuff-induced
allodynia. (B) Similar results were observed with terbutaline treatment. (n=6 for the different Sham
groups, n=6-7 for the different Cuff groups). Data are expressed in mean + SEM.



adrenoceptors (B2-AR), but not a,-, B1- or B3-AR, to relieve neuropathic allodynia (Yalcin et
al., 2009b; Yalcin et al., 2009a). It is established that 3,-adrenoceptor agonists have no acute
intrinsic analgesic property, but a chronic direct stimulation of these receptors by B,-AR
agonists can result in the same therapeutic effect than TCA or SNRI treatments (Choucair-
Jaafar et al., 2009; Yalcin et al., 2010). Preliminary clinical study appears to support this
therapeutic potential of B,-mimetic against neuropathic pain (Cok et al., 2010).

If B2-AR seems primordial in the therapeutic effect of TCA, the downstream mechanism is
not clear. Among proposed hypothesis, a neuro-immune implication has been evoked (Mico
et al., 2006). Indeed, it has been increasingly recognized that glial and/or immune cells play
an important role in the development and/or maintenance of chronic pain, particularly by the
recruitment of the cytokine system (Thacker et al., 2007; Leung and Cahill, 2010). Notably,
clinical studies suggested that chronic neuropathic pain is often associated with an increased
expression of pro-inflammatory cytokines. Indeed, increased levels of IL-1f, IL-6 and TNF-a
were observed from sural nerve biopsies of patients with sciatic neuropathic pain (Empl et al.,
2001; Lindenlaub and Sommer, 2003).

We now demonstrate in a mouse model of neuropathic pain that the antiallodynic effect of
TCA is located in peripheral nervous system. More particularly, TCA-recruited noradrenaline
acts within dorsal root ganglia, on B,-AR which are express by non neuronal cells. This p,-AR
stimulation leads to a decrease of membrane-bound TNF- o production by the NFkB pathway

repression, which is correlated to the measured antiallodynic effect.

Results

Sympathetic sprouting in DRG is essential to antiallodynic action of TCA.

We used chronic sciatic nerve cuffing in mice to mimic human neuropathy resulting from a
trauma of peripheral nerves (Mosconi and Kruger, 1996; Benbouzid et al., 2008b).
Mechanical allodynia is one of the symptoms which distresses the patients. In our model, it
appeared on the first day and persisted over three months following sciatic nerve injury
(Benbouzid et al., 2008b). This symptom is observed for the ipsilateral paw (p<0.05) but not
for the contralateral paw of nerve cuffing (p>0.05) (Supplemental Figure A1). This

allodynia was relieved by a chronic treatment with a TCA, nortriptyline, or a B,-AR agonist,
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Figure A1. Consequences of noradrenergic lesions at different neuroanatomical sites
on antiallodynic effect of TCA or 32-mimetic treatment.

(A) Effect of chronic nortriptyline treatment on the hindpaw threshold in Sham and Cuff mice following
a peripheral noradrenergic lesion (p>0.05 compared to time point 0, repeated-measures ANOVA,
Duncan’s test), a lumbar intrathecal noradrenergic lesion (p>0.05 compared to time point 0, repeated-
measures ANOVA, Duncan’s test) and a thoracic intrathecal noradrenergic lesion (p<0.001 compared to
time point 0, repeated-measures ANOVA, Duncan’s test). Effect of chronic terbutaline treatment on
mechanical threshold in Sham and Cuff mice following a peripheral noradrenergic lesion (p<0.001
compared to time point 0, repeated-measures ANOVA, Duncan’s test). Grey line on each graph
represents the unlesioned reference condition (Cuff nortriptyline or terbutaline). Values are mean +
SEM of the right hind-paw withdrawal thresholds; n = 6-9 mice per group. (B) Representative
immunostaining images showing expression of Tyrosine Hydroxylase (TH) in lumbar dorsal root
ganglia and in spinal cord at 5 weeks after cuff implantation in different conditions: non lesioned Sham
and Cuff mice; peripheral, lumbar intrathecal or thoracic intrathecal noradrenergic lesioned Cuff mice.
Scale bars: 100 pm.



terbutaline (p<0.05, for the two treatments; Supplemental Figure A1). Since the preclinical
and clinical data showed that the noradrenergic system is essential for the antiallodynic action
of antidepressant drugs (Krell et al., 2005; Yalcin et al., 2009a), we aimed to investigate the
possible source of endogenous noradrenaline which is used by antidepressant drugs to
alleviate neuropathic pain.

For this purpose, noradrenergic lesions were done with a neurotoxin, guanethidine, two weeks
before the induction of neuropathic pain. Independently of the lesion site, we observed that
noradrenergic fibers depletion did not affect the threshold of mechanical sensitivity before or
after the sciatic nerve cuffing surgery (p>0.05, for all groups; Figure A1 A). The peripheral
injection of guanethidine, which does not cross the brain blood barrier (Zochodne et al.,
1989), prevented the antiallodynic action of nortriptyline (p<0.05; Figure A1 A), but not of
terbutaline (Figure A1 A). Similarly, local intrathecal depletion at the lumbar level prevented
the therapeutic action of nortriptyline (p<0.05; Figure A1 A). On the contrary, an intrathecal
injection at thoracic level remained ineffective on the antiallodynic effect of the TCA
treatment (p>0.05; Figure A1 A).

These lesions were neuroanatomically confirmed by immunohistochemistry against Tyrosine
Hydroxylase (TH) (Figure A1 B). As previously reported a noradrenergic sprouting was
observed in neuropathic mice. Intrathecal injections may affect not only the spinal cord but
also the closest dorsal root ganglia. Following a peripheral (sympathectomy) or a lumbar
intrathecal administration of guanethidine, the TH immunoreactivity is mostly suppressed in
the lumbar dorsal root ganglia (DRG) of cuff mice. On the contrary, the noradrenergic
sprouting in lumbar DRG remains present after thoracic intrathecal lesion (Figure A1 B). In
the spinal cord, the lumbar TH staining was not affected by the peripheral sympathectomy.
However, a significant reduction of TH fibers was observed at lumbar spinal level following
lumbar or thoracic intrathecal lesions (Figure A1 B). Together, these results suggest that the
noradrenergic sprouting in dorsal root ganglia is critical for the antiallodynic action of TCA

treatment.

B2-adrenergic receptors locate on non neuronal cells of DRG.

Antidepressants drugs-recruited noradrenaline acts on f2-AR to relieve neuropathic allodynia
(Yalcin et al., 2009b; Yalcin et al., 2009a). We then aim to investigate the cell type expressing
B2-AR in dorsal root ganglia. From dissociated DRG cell culture of naive adult mice, we tried

to determine by single cell PCR method which type of cells would express mRNA encoding
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Figure A2. Analysis of 32-AR cellular location in dissociated dorsal root ganglia culture.

(A) Single cell PCR analysis: a standard marker ladder is shown on lanes M. Lanes 1-3 illustrate amplified
DNA products corresponding to NF200 mRNA, 32-AR mRNA and GS mRNA from 3 independent freshly
isolated cells. Lane 4 shows a negative control: RT-PCR on PCR buffer and patch clamp buffers (intrapipette
buffer + perfusing solution). DNA products were resolved in a 1.2% agarose gel and visualized with ethi-
dium bromide. (B) Calcium imaging analysis: a typical field is respectively presented in bright field (BF), at
350 nm fluorescence, after a KCl application of 4 seconds and after a terbutaline (Ter) application of 20
seconds. Typical examples of traces of calcium transients are represented as ratiometric change in fluores-
cence emission upon sequential excitation at 350 nm and 380 nm (F350/F380) during bath application of
KCl (50 mM), ATP (50 uM) or terbutaline (100 uM). Last graph shows a summary of the fraction of Fura-2
positive DRG cells responding to terbutaline (expressed as a percentage of neuronal (N) or non neuronal
(nnc) cells tested) over 9 to 10 independent culture experiments of Sham and Cuff mice. ***P < 0.001, exact
Fischer’s test.
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B2-AR. NF200 neurofilament was used as neuronal marker (Ho and O'Leary, 2010) and
glutamine synthetase (GS) as a marker of satellite glial cells in the DRG (Hanani, 2005). 31 %
of tested cells appeared positive for f2-AR mRNA (Figure A2 A). Unfortunately, these cells
were positive for both NF200 and GS, suggesting that DRG neurons could not be dissociated
from their satellite cells. To solve this technical difficulty related to the satellites/neuron
association, we used a more functional approach with calcium imaging in DRG cell culture.
To determine which cell type expressed functional p2-AR on its membrane, KCI was used as
a neuronal activator, ATP as a non neuronal cell activator and terbutaline as a specific f2-AR
agonist. In sham mice, only some non neuronal cells, identified by a Ca®" response to ATP,
expressed functional p2-AR on their membrane (4%, Figure A2 B). On the contrary, in DRG
from neuropathic animals, the proportion of non neuronal cells responding to terbutaline
application increased to 31 %. (Figure A2 B). Thus, it appears that neuropathic pain induced
an increased recruitment of 32-AR on non neuronal cells (p<0.05; Figure A2 B). None of the
neurones, identified by a Ca®" response to KCI, responded to terbutaline application in sham
or cuff mice (Figure A2 B).

These results suggest that functional f2-AR would be located on the membrane of satellite
glial cells within DRG.

TCA or B2-AR agonist display anti-TNF-a action on DRG.

Glial and/or immune cells are recruited by the neuropathy and play a role in the development
and the maintenance of neuropathic pain (Vallejo et al., 2010). With regards to these
elements, we thus examined the role of neuroinflammatory actors in DRG and in the
neuropathic pain treatment by TCA or B,-AR agonist.

A gene expression analysis of TNF-a, IL-10, Cox-2, IL-1 or IL-6 mMRNA in DRG suggested a
preferential role for TNF-a (p<0.05; Figure A3 A). Indeed, TNF-a expression increased in
neuropathic mice (p<0.05; Figure A3 A), while a significant decrease was observed with
nortriptyline treatment (p<0.05; Figure A3 A). No significant changes were observed for the
other inflammatory related genes Cox-2, IL-1a, IL-1f or IL-6. Interestingly, the anti-
inflammatory cytokine IL-10 presented a trend to decrease in neuropathic condition with a
return to baseline with nortriptyline treatment, but this trend was not statistically significant
(p=0.12; Figure A3 A).

To confirm mRNA expression results, changes in TNF-a protein were assessed in DRG of
wild type (ADBR2"") and B,-AR deficient (ADBR27) mice. Membrane-bound TNF-o
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Figure A3. Effect of chronic nortriptyline or terbutaline on gene and protein expression
studied in dorsal root ganglia of mice.

(A) The levels of each target gene mRNA and ARBP (housekeeping gene) were measured by real-time
PCR in mouse DRG. Each group of column represents means +/-standard error of the means of each
tested condition (Cuff saline, Cuff nortriptyline or Sham nortriptyline; n=4 per condition) and for each
target gene. Each condition is normalized using ARBP and is presented as a relative expression to Sham
saline condition. TNF-a mRNA expression was significantly higher in saline-treated cuff mice than in
nortriptyline-treated sham or cuff animals (p<0.05, Kruskall-Wallis ANOVA, Mann-Whitney U test). Reci-
procally, TNF-a mRNA expression was significantly lower in nortriptyline-treated cuff mice than in
saline-treated cuff or nortriptyline-treated sham animals (p<0.05, Kruskall-Wallis ANOVA, Mann-Whi-
tney U test). (B) TNF-a and B-tubulin (housekeeping protein) protein expression were assessed by
immunoblotting analysis in mouse dorsal root ganglia. Each column represents the mean + SEM of each
tested condition (Cuff saline, Cuff nortriptyline or Cuff terbutaline for ADBR2+/+ and ADBR2-/- mice;
n=4 per condition). Each condition is normalized using B-tubulin and is presented as a relative quantity
to Sham saline ADBR2 +/+ condition. TNF-a protein level was significantly increased in saline-treated
ADBR2+/+ and ADBR2-/- cuff mice and in nortriptyline-treated ADBR2-/- cuff mice (p<0.05, Kruskall-
Wallis ANOVA, Mann-Whitney U test). TNF-a protein level was not significantly different in nortriptyline
or terbutaline-treated ADBR2+/+ cuff mice compared to sham mice (p>0.05, Kruskall-Wallis ANOVA,
Mann-Whitney U test).



(MTNF-a) increased in neuropathic mice, which was corrected by either nortriptyline or
terbutaline treatment (p<0.05; Figure A3 B). In ADBR2" mice, the neuropathy-induced
increase in MTNF-a was no more corrected by the antidepressant treatment (Figure A3 A),
which is in agreement with the lack of antiallodynic action in these mice (Yalcin et al.,
2009b). Expression levels of TNF-a receptor 1 (TNFR1) was not affected by either the
neuropathy or its treatment. While mTNF-a changed with neuropathic pain and its treatments,
the soluble form of TNF-a remained undetectable in the DRG. We also assessed soluble TNF-
a in serum by ELISA. No soluble TNF-a could be detected (data not shown). These results
support a preferential role of mMTNF-a in neuropathic pain (Zhou et al., 2010), and of MTNF-a
as a downstream target of antidepressant drug action.

The loss of nortriptyline action on allodynia and mTNF-a expression in ADBR2” mice,
suggested that mTNF-a may be critical for both the pathophysiology and its treatment. Thus,
we tested the influence of etanercept, an anti-TNF-a molecule that do not cross the brain
blood barrier, on the maintenance of neuropathic pain in ADBR2"* and ADBR2”" mice. In
both cases, etanercept suppressed the neuropathic allodynia after 10 days of treatment
(p<0.05; Figure A4), which is similar to antidepressant or ,-AR agonist action. These results
suggest that, downstream of B,-AR, peripheral mTNF-a is sufficient to maintain neuropathic

pain.

NFkB-dependent production of TNF-a is necessary for the maintenance of

neuropathic pain.

These results on mTNF-a are in agreement with the literature reporting a strong involvement
of non neuronal cells and their cytokines production in the pathophysiology of neuropathic
pain (Scholz and Woolf, 2007; Leung and Cahill, 2010). These preclinical data seem also
clinically relevant as an increase in TNF-a immunoreactivity was observed on nerve biopsies
from patients with neuropathy (Empl et al., 2001). In various cell types, TNF-a production
has been linked to the activation of the NF«B transduction pathway (Kaltschmidt and
Kaltschmidt, 2009). In the present case, we observed no change in NFkB mRNA or in the
endogenous repressors 1kBa or kB mRNA with the neuropathic condition (Figure A5 A).
However, the nortriptyline treatment of neuropathic mice induced a significant increase in
IkBa mRNA (Figure A5 A). These finding suggest that TCA may decrease TNF-a production
through the induction of a NFkB pathway repressor. To behaviorally assess the relevance of

this pathway for the neuropathic allodynia phenotype, mice were chronically treated with the
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Figure A4. Effect of chronic etanercept treatment against on neuropathic allodynia
in ADBR2+/+ and ADBR2-/-mice.

Chronic etanercept (Eta) treatment suppressed the neuropathy-induced mechanical allodynia in
both 32-AR deficient mice and wild type littermates (p<0.001 compared with 0 time point, repea-
ted-measures ANOVA, Duncan’s test). Values are means +/-standard error of the means of the right
hind-paw withdrawal thresholds; n = 5-6 mice per group.



NFkB pathway inhibitor pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC). This treatment was sufficient
to relieve neuropathic allodynia after 12 days (p<0.05; Figure A5 B), and to decrease TNF-o
immunostaining in the DRG (Figure A5 C). These data indicate that NFxB pathway is critical
for both TNF-a overproduction and mechanical allodynia maintenance in neuropathic

condition.

Discussion

The need to improve neuropathic pain therapies is important in regards to the efficacy and
side effects of existing treatments. Thus, decrypting the precise mechanism of existing
treatment may help improving these treatments or discovering new therapeutic targets. This
study aimed at addressing this question by providing new insights into the mechanism by
which antidepressant drugs alleviate neuropathic pain. We show that following sciatic nerve
injury, the antiallodynic action of chronic antidepressant drug or B,-AR agonist treatments
takes place in peripheral nervous system, more precisely in dorsal root ganglia. We also
demonstrate that the B,-AR, responsible for the antiallodynic action of antidepressant drugs
and B.-AR agonists, are expressed on satellite glial cells and that local TNF-o expression plays
a critical role in the maintenance and treatment of neuropathic pain.

Noradrenaline is an important element in the antiallodynic action of antidepressant treatment.
Previous studies showed that this therapeutic action can be blocked by lumbar intrathecal
manipulations (Suzuki et al., 2008; Yalcin et al., 2009a). Thus, the most common hypothesis
for the analgesic action of TCAs implicated the recruitment of noradrenergic descending
pathways that inhibit nociceptive responses (Yoshimura and Furue, 2006). However, such
intrathecal manipulations also affect the closest nearby dorsal root ganglia, making difficult to
locally differentiate central from peripheral action. By directly comparing noradrenergic
lesions at different levels of nervous system, our results privileged the dorsal root ganglia as
the neuroanatomical substrate for antidepressant drug antiallodynic action. In this case the
local source of noradrenaline would be provided by the sympathetic fibers sprouting in dorsal
root ganglia that accompanies peripheral nerve injury (McLachlan et al., 1993).

The dorsal root ganglion is composed of pseudo-unipolar type neurons whose afferent axons
relay sensory information into the central nervous system (CNS), and of non neuronal cells
such as resident immune cells or satellite glial cells around the soma of neurons (Austin and

Moalem-Taylor, 2011). B.-AR mRNA was previously detected in dorsal root ganglia (Maruo
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Figure A5. Implication of NFkB pathway in TNF-a production in mouse neuropathic
pain model.

(A) The levels of target gene mRNA and ARBP (housekeeping gene) were measured by real-time PCR
in mouse DRG. Each group of column represents means +/-standard error of the means for each
tested condition (Cuff saline, Cuff nortriptyline or Sham nortriptyline; n=4 per condition) and for
each target gene. Each condition is normalized using ARBP and is presented as a relative expression
to Sham saline condition. IkB-a mRNA expression was significantly higher in nortriptyline-treated
cuff mice than in nortriptyline-treated sham or saline-treated cuff animals (* p<0.05, Kruskall-Wallis
ANOVA, Mann-Whitney U test). (B) Chronic pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) treatment
suppressed the neuropathy-induced mechanical allodynia in neuropathic mice (p<0.001 compared
to time point 0, repeated-measures ANOVA, Duncan’s test). Values are mean + SEM of the right hind-
paw withdrawal thresholds; n = 5-6 mice per group. (C) Representative immunostaining showing
expression of TNF-a in lumbar dorsal root ganglia at 5 weeks in saline- or PDTC-treated sham mice
and saline- or PDTC-treated cuff mice. Scale bars: 50 um.



et al., 2006). In our study, we found that these receptors are more precisely expressed on
satellite glial cells. These cells are the peripheral analogue of CNS astrocytes (Trimmer et al.,
1984) which are also known to express B2-AR on their membrane (Stone and John, 1990;
Mantyh et al., 1995) in various species including human (Mantyh et al., 1995). Moreover, it
appears that the functionality of these receptors is even increased under neuropathic condition,
as revealed by the calcium imaging data.

Recent data indicate that neuropathic pain may partly be considered as a neuro-immune
disorder, with a critical involvement of glial and/or immune cells following nerve injury
(Austin and Moalem-Taylor, 2011). This cells activation at the lesion site or in dorsal root
ganglia for the peripheral nervous system (PNS) or in the spinal cord or in supraspinal
structures for the CNS results in the recruitment of cytokines system (White et al., 2009;
Austin and Moalem-Taylor, 2011). Pro-inflammatory cytokines produced in the PNS after
injury participated to the physiopathology of neuropathic pain (Wagner and Myers, 1996;
Sommer et al., 2001b; Leung and Cahill, 2010). In installed neuropathic pain, some cytokines
such as TNF-a still display enhanced expression. This expression appears relevant to the
pathological situation, as direct or indirect blockade of TNF-a synthesis or action can relieve
neuropathic pain symptoms both in animals (Sommer et al., 2001a) (present results) and in
humans (Tobinick and Davoodifar, 2004; Korhonen et al., 2005). Our results suggest that
antidepressant drugs would act through an indirect B,-AR mediated anti-TNF-o mechanism to
relieve neuropathic allodynia.

TNF-a is primarily membrane-bound (mTNF-a, 26 kDa), and this mTNF-a is cleaved by the
TNF-o converting enzyme (TACE) to release the soluble peptide (STNF-a, 17kDa). The
diffusible STNF-a is the most studied form of TNF-a. However, mTNF-a is also biologically
active as self-assembling non-covalent bound trimers (Hehlgans and Pfeffer, 2005). After
chronic neuropathy, we did not detect STNF-a in the serum or in dorsal root ganglia, but we
found a significant increase of mTNF-o within the dorsal root ganglia. This selective
recruitment of mMTNF-a in neuropathic pain has also been observed in the spinal cord (Peng et
al., 2006; Hao et al., 2007), where it is produced by glial cells (Zhou et al., 2010). In the
dorsal root ganglia, we may hypothesize that the mTNF-o. produced by non neuronal cells
would participate to neuropathic allodynia by influencing the nearby nociceptors, through a
local cell-cell signaling communication. Moreover, this local mMTNF-a recruitment by the
neuropathic condition should not be confounded with the classical inflammatory cascade.
Indeed, neither IL-1 nor IL-6 is implicated (present data) and the inhibition of the
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Figure A6. Summary of the action mechanism responsible for antidepressant drug
relief of neuropathic allodynia in a mouse model.

Following sciatic nerve injury, a pathological noradrenergic sprouting is observed in dorsal root ganglia
which contain nociceptive neurons and their glial cells (satellite glial and Schwann cells). Chronic TCA
treatment inhibits noradrenaline reuptake in sympathetic varicosities, thus locally increasing noradre-
naline levels. Noradrenaline or f2-mimetic stimulate the 32-AR expressed on non neuronal cells mem-
branes. This 32-AR recruitment favours the downstream production of NFkB endogenous repressor
expression IkB-a, which would lead to decreased TNF-a production. Accordingly, neuropathic pain may
be alleviated by direct stimulation of 32-AR (32-mimetic), by blocking the NFkB pathway (PDTC), or by

blocking directly TNF-a (etanercept).
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inflammatory cascade through Cox-2 targeting has no antiallodynic action (Benbouzid et al.,
2008a).

NF-kB pathway may play a key role in the regulated production of pro-inflammatory
cytokines and immune or glial responses (Makarov, 2000), and intrathecal injection of NF-xB
antisense significantly attenuate mechanical allodynia (Sun et al., 2006). Moreover, following
nerve injury, the expression of TNF-a in dorsal root ganglia and neuropathic behaviors are
reduced in transgenic mice with IxBa overexpression in glial cells (Fu et al., 2010). We show
that IxBo expression is not affected by the neuropathic condition, but is recruited by
antidepressant drug treatment; and that chronic treatment with the NF-xB pathway inhibitor
PDTC reduces TNF-a expression and suppresses neuropathic allodynia. Thus, this IkBa
recruitment provides a molecular substrate through which the treatment may inhibit mTNF-a
production and relieves neuropathic pain symptoms. The noradrenaline, at the start point of
this therapeutic cascade, originates from sympathetic fibers sprouting in the dorsal root
ganglia. Interestingly, the sympathetic nervous system has also been shown to be a potent
regulator of TNF-a production after lipopolysaccharides (LPS) exposure (Elenkov et al.,
1995; Hasko et al., 1995; Szelenyi et al., 2000). In LPS-induced inflammation, noradrenaline
from sympathetic nervous system or B-AR agonists inhibit the production of TNF-a by
immune and glial cells (Hetier et al., 1991; Severn et al., 1992; van der Poll et al., 1994;
Nakamura et al., 1998), and this modulatory effect may be mediated via p,-AR (Elenkov et
al., 1995). Stimulation of these receptors increases intracellular cAMP levels (Fedyk et al.,
1996), which can lead to NF-xB pathway inhibition (Elenkov et al., 2000). Our results support
the idea that antidepressant drugs would act on neuropathic allodynia to a similar cascade of
events (Figure A6).

In conclusion, this study highlights a novel mechanistic substrate for antidepressant drug
action against neuropathic pain. By recruiting noradrenaline from sprouting sympathetic
fibers in the dorsal root ganglia, antidepressant drugs stimulate local ,-AR on non neuronal
cells. Through potential inhibition of the NF-xB pathway, this action decreases mMTNF-a
production and leads to the antiallodynic effect. This finding is an important step to
understand the mechanism by which antidepressants or p,-mimetic relieve this neurological
condition. Our data obtained in a mouse model suggest that directly or indirectly targeting
TNF-o effect or production may potentially offer alternative therapeutic approaches to
antidepressant drugs for neuropathic pain management. It is important to note that this study

was conducted in an animal model. It will now require a clinical validation. Such future
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validation will also be critical to confirm the value of this model for translational research on

neuropathic pain and its treatment.

Methods

Animals

The experiments were done using male C57BI1/6J mice (Charles River, L’Arbresle, France).
The mice lacking PB,-ARs were created in the laboratory of Brian Kobilka (Stanford
University, Stanford, CA) and have been described previously (Chruscinski et al., 1999).
Heterozygote mice (B-AR™) were bred in our animal facilities. The experiments were
conducted on male B,-AR** and B,-AR™ littermate mice from this breeding. These mice were
genotyped upon weaning. All experiments started with 8- to 9-week-old mice. Mice were
group-housed four to five per cage and kept under a 12-hour light/dark cycle (lights on at 6:00
AM) with food and water ad [libitum. The animal facilities are registered for animal
experimentation (Animal House Agreement C67-482-1). The scientists in charge of the
experiments possess the French certificate authorizing experimentation on living animals,
delivered by the governmental veterinary office. All procedures were performed in
accordance with the guidelines for animal experimentation of the International Association for
the Study of Pain and the European Communities Council Directive 86/6609/EEC.

Neuropathy and nociceptive testing

The neuropathy was induced by cuffing the main branch of the right sciatic nerve (Mosconi
and Kruger, 1996; Benbouzid et al., 2008b). Surgeries were done under ketamine/xylazine
anesthesia (ketamine: 17 mg/mL, xylazine: 2.5 mg/mL, intraperitoneal, 4 mL/kg) (Centravet,
Taden, France). The common branch of the right sciatic nerve was exposed and a 2-mm
section of split PE-20 polyethylene tubing (Harvard Apparatus, Les Ulis, France) was placed
around it (Cuff group). The shaved skin was closed using suture. Sham-operated mice
underwent the same surgical procedure described without implantation of the cuff (Sham
group). The present work thus focused on mechanical allodynia. The mechanical allodynia
was tested using von Frey hairs and results were expressed in grams. Mice were placed in
clear Plexiglas boxes (7 cm x 9 cm x 7 cm) on an elevated mesh screen. Calibrated von Frey
microfilaments (Bioseb, France; also available from Stoelting, USA) were applied to the

plantar surface of each hindpaw in a series of ascending forces up to the mechanical
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threshold. The filaments used in the studies were: 0.16, 0.4, 0.6, 1, 1.4, 2, 4, 6, and 8 grams.
During the procedure, the filaments were tested five times per paw in ascending series until
the paw withdrawal threshold was reached. This threshold was defined as the lower of two
consecutive filaments for which we observed three or more withdrawals out of the five trials
(Bohren et al., 2010). To study the antiallodynic effect of drugs treatment (nortriptyline,
terbutaline, etanercept or pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC)), we tested the mice in the
morning before drug injections, as previously described (Benbouzid et al., 2008a; Bohren et
al., 2010).

Treatment procedures

The TCA (nortriptyline), B.-mimetic (terbutaline), etanercept or PDTC treatments began
sixteen days after the neuropathy was induced, and they were maintained at least twenty days.
During the treatments, the mice received two injections per day (morning and evening) of
nortriptyline (5 mg/kg) or terbutaline (0,5 mg/kg) (Sigma-Aldrich, France), or one injection
per day (morning) of etanercept (5 mg/kg) (Enbrel®, Wyeth Pharmaceuticals, France), or
PDTC (20 mg/kg) (Sigma-Aldrich, France). Drugs were dissolved in 0.9% NaCl solution that
was also used for control injections. Nortriptyline, terbutaline, etanercept, PDTC and NaCl
solutions were administered intraperitoneally in a volume of 5 mL/kg. For cellular and
molecular experiments, the nervous tissues were collected five weeks post-surgery, i.e. after

three weeks of treatment.

Noradrenergic lesions

Chemical noradrenergic lesion was done using the neurotoxin guanethidine monosulfate
(Ismelin®, Genopharm laboratories) (Neil et al., 1991). Three different paradigms were used,
each targeting different anatomic sites. (1) A group of mice underwent five daily
intraperitoneal injections of guanethidine (30 mg/kg) in a volume of 5 mL/kg; (2) another
received three daily intrathecal injections at lumbar level (30 pg in 10 pL); (3) a last group
received three daily intrathecal injections at thoracic level (30 pg in 10 pL). All guanethidine
administrations were done two weeks before nerve injury. A control group of non lesioned

mice underwent the same nerve injury as the lesioned groups.

Immunostaining
Five weeks after cuff or sham surgery, mice were deeply anesthetized with pentobarbital and

perfused intracardiacally. Lumbar dorsal root ganglia (L4, L5 and L6) and spinal cord were
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dissected, postfixed, cryoprotected, embedded in OCT compound (Sakura Finetek, The
Netherlands), frozen and cut into 14-um-thick sections that were then mounted on
Superfrost®Plus slides (Kindler GmbH, Germany). To evaluate TH expression in nervous
tissues or TNF-o expression in dorsal root ganglia, we used standardized procedures
(Kaufling et al., 2010), incubating the sections with Sheep anti-mouse TH antibody (1:1000,
Chemicon, AB1542) or Goat anti-mouse TNF-a antibody (1:100, R&D systems, AF-410-
NA), respectively. The sections were then incubated with secondary Cy3-conjugated
antibodies done in donkey (1:400, Jackson ImmunoResearch laboratories Inc.). Thereafter,
the sections were washed, mounted with Vectashield, and viewed under a fluorescence
microscope with appropriate filter.

Dorsal root ganglia cells culture

Dorsal root ganglia cells were prepared from adult mice. DRG from lumbar levels were
dissected out, collected in phosphate-buffered solution (PBS), and enzymatically dissociated
for 25 min at 37 °C with trypsin—-EDTA (0.5 g/L, Seromed) and 2mg/mL of collagenase 1A /
dispase (Invitrogen). Enzymatic dissociation was stopped by the addition of the culture
medium which consisted of MEMa (minimum essential medium alpha, Gibco, France)
supplemented with 10% v/v heat-inactivated horse serum (Gibco) and 50 IU/mL penicillin-
streptomycin (Gibco). The cells were then mechanically dissociated by trituration with fire-
polished Pasteur pipettes of decreasing tip diameter. Dorsal root ganglia cells were plated on
15 mm glass coverslips previously coated with poly-D-lysine (0.02mg/mL). Cultures were
maintained at 37 °C in a water-saturated atmosphere (95% air and 5% CO2). Cell cultures
were suitable for single cell PCR or calcium imaging experiments and were respectively used

between 2-5 hours or between 12-15 hours after the seeding.

Single cell PCR

Single-cell PCR experiments were conducted on dissociated DRG culture of naive mice. Cells
were collected individually from the coverslip using a patch clamp pipette filled with 8uL of
buffer solution (mM): 140 KCI, 1MgCl2, 0.5 EGTA (pH 7.4). The glass pipette tip was then
broken off into a thin-walled PCR reaction tube containing 40 pL of the reaction mix
SuperScriptlll One-Step RT-PCR system (Invitrogen) and the first set of primers. This first
set included couples of primers for NF200 (accession number: NM010904), B,-AR (accession
number: NMO007420) and GS (accession number: AYO044241). Two microlitres of

SuperScriptlll RT/Platinum Tag mix were added to each sample and cDNAs were
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synthesized by incubation at 50°C for 30 min and the first PCR consisted of an initial
denaturation at 94°C for 2 min followed by 37 cycles (94°C for 30 s, 52°C for 45 s, 68°C for
45 s) and a final extension at 68°C for 5 min. The resulting product was diluted 1:100 and re-
amplified by Tag PCR (Invitrogen) using a single couple of nested primers for each specific
gene studied. The second amplification consisted of an initial denaturation step at 94°C for 2
min followed by 35 cycles (94°C for 30 s, 55°C for 45 s, 72°C for 45 s) and a final extension
at 72°C for 5 min. One-fifth of the PCR product was run on an agarose gel and stained with

ethidium bromide.

Calcium imaging

Calcium imaging experiments were conducted on dissociated dorsal root ganglia culture of
sham and cuff mice. During calcium measurements, the cells were continuously superfused
with a saline solution containing (in mM): NaCl, 130; KCI, 5; CaCl2, 1; MgCI2, 1; glucose,
10; HEPES, 10; at pH 7.4. The whole dish was renewed locally by a bath perfusion of saline
solution, and the recorded field was renewed by a single-tip multichannel gravited-fed system
(Ulmann et al., 2007), allowing a switch between various perfused solutions. Cells were
loaded with Fura-2 by 60 min incubation at room temperature in the recording solution with 2
MM Fura-2 acetoxymethyl ester (Fura-2/AM; Molecular Probes) and 0.001% (w/v) pluronic
acid (Molecular Probes). Cells were washed three times with saline solution before and after
loading. Fluorescence measurements on individual cells were performed on an inverted
microscope (Axiovert 35; Zeiss) with an oil-immersion x40 objective (Fluor 40, NA 1.30;
Nikon) using a quantitative real-time imaging system comprising a cooled CCD camera
(CoolSnap HQ, Photometrics) and an image analysis software package (Imaging Workbench
4.0 Software, Axon Instrument). Fluorescence was alternately excited at wavelengths of 350
and 380 nm with a lambda-10 filter wheel (Sutter instrument), and emitted light was collected
above 520 nm. Pairs of images were acquired every 2s. Intracellular calcium is expressed
throughout as the fluorescence ratio Fsso/Fsg, calculated after background subtraction.
Experiments were performed at room temperature. All drugs were prepared as 1000x
concentrated stock solutions. KCI (50 mM), ATP (50 puM) and terbutaline (100 puM) were

diluted into saline solution immediately before use.

Real-time quantitative PCR
Quantification of gene expression in DRGs in each group was assessed with a real-time

quantitative PCR method (n = 12 in each group). Total RNA was extracted using RNeasy
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(QIAGEN), and cDNA was generated with High capacity RNA-to-cDNA master mix from
Appied Biosystems. Quantitative RT-PCR was performed on a StepOne Real-Time PCR
system (Applied Biosystems) using SYBR Green PCR Master Mix assay (Applied
Biosystems). The amplification reaction was performed for 40 cycles with denaturation at
95°C for 10 minutes, followed by annealing at 95°C for 15 seconds, and extension and
detection at 60°C for 1 minute. The relative RNA abundance of each target gene transcript
was normalized against endogenous gene control acidic ribosomal phosphoprotein PO
(ARBP). Data were analyzed according to relative gene expression by 27" method, where
Ct represents the threshold cycle for each transcript (Schmittgen and Zakrajsek, 2000).
Primers are as follows: ARBP, 5-GCCAGCTCAGAACACTGGTCTA-3' and 5'-
ATGCCCAAAGCCTGGAAGA-3’; TNF-a, 5-CAGCCGATGGGTTGTACCTT-3' and 5'-
GGCAGCCTTGTCCCTTGA-3’; IL-10, 5-GATGCCCCAGGCAGAGAA-3' and 5'-
CACCCAGGGAATTCAAATGC-3’; TNFR1, 5-TCCGCTTGCAAATGTCACA-3’ and 5'-
GGCAACAGCACCGCAGTAC-3’; ADBR2, 5-TGGGAACGGCTACTCTAGCAA-3' and
5-TGTTTGGCTCCCCTGTGTAGT-3’; Cox-2, 5-TTCGGGAGCACAACAGAGTGT-3’
and 5'-GCTCATCACCCCACTCAGGAT-3’; IL-1a , 5'-GGAGAGCCGGGTGACAGTATC-
3 and 5-TCAGCCGTCTCTTCTTCAGAATC-3’; IL-1P : 5-
AGTTGACGGACCCCAAAAGA-3' and 5-GGACAGCCCAGGTCAAAGG-3’; IL-6 , 5'-
CCACGGCCTTCCCTACTTC-3" and 5-TTGGGAGTGGTATCCTCTGTGA-3’; NFkB, 5'-
TGGCCGTGGAGTACGACAA-3" and 5-GCATCACCCTCCAGAAGCA-3’; IkBp , 5'-
CCATACCCCACTCCATGTAGCT-3" and 5-TGAGCAGCCGGACCATCT-3’; IkBa , 5'-
TCCTGCACTTGGCAATCATC-3 and 5'-CCTGACCAATGACTTCCATGGT-3’.

Immunoblotting analysis

Total protein was extracted in 150 uL lysis buffer (20 mM Tris pH 7,5 ;150 mM NaCl ; 10%
glycerol ; 1% NP40 ; Protease Inhibitors Cocktail, Roche). The proteins were quantitated with
DC protein assay kit (Bio-Rad), and 15 pg of total protein were resolved by 12 % SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis under reducing conditions and then transferred to PVDF
membrane. The blots were incubated for 1 hour in blocking agent (ECL kit, Amersham
Biosciences) and subsequently, overnight with the specific antibodies for TNF-o (1:1000,
R&D systems, AF-410-NA) and B-tubulin (1:5000, Santa Cruz Biotechnology Inc., sc-9935)
followed by anti-goat HRP-conjugated secondary antibodies (1:5000, Chemicon, AP307P and
AP106P). Blots were evaluated by chemoluminescence (ECL Advance Western Blotting

Detection System Kit, Amersham Biosciences, RPN 2135) using Hyperfilm substrates
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(Amersham Biosciences, RPN 1674K). Relative protein expression was determined using the

densitometry tool of Adobe Photoshop CS3 software.

Statistics

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Statistical analyses were
performed with STATISTICA 8 software (Statsoft, Tulsa, OK, USA), using multifactor analysis
of variance (ANOVA). The surgery procedure (Sham or Cuff) and the treatments (saline vs.
drug injections) were taken as between-group factors. When needed, the time of measurement
(time course data) was taken as a within-subject factor. The Duncan test was used for post hoc
comparisons. In calcium imaging experiments, the fraction of cells answering or not to
terbutaline application in sham and neuropathic condition were compared by a contingency
table with an Exact Fischer’s test. Finally, for quantitative PCR and immunoblotting
experiments, statistical analysis were calculated by a non-parametric test of Kruskal-Wallis
and comparisons between groups are done by U Mann-Whitney test. The significance level

was set at p<0.05.
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RESULTATS

Réle du systéme opioide
B. Réle du systéme opioidergique dans l'effet thérapeutique

des antidépresseurs tricycliques et des B,-mimétiques

Les donnees cliniques et précliniques montrent qu’un traitement prolongé est nécessaire a
I’obtention de I’effet thérapeutique des antidépresseurs (Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al.,
2009a). Les travaux antérieurs du laboratoire ont montré qu’il en est de méme avec un (-
mimétique (Choucair-Jaafar et al., 2009; Yalcin et al., 2010). Ce délai d’action indique que
les antidépresseurs et les B,-mimétiques agissent par un mécanisme indirect pour soulager la
douleur neuropathique. Dans le chapitre précédent, nous avons étudié certains des acteurs de
ce mécanisme. Les données antérieures indiquent qu’un autre acteur jouerait un réle

important : le systeme opioidergique endogene.

I. R6le des récepteurs opioides Mu dans l'effet thérapeutique d'un

antidépresseur tricyclique

Les études antérieures ont déja largement mis en évidence le recrutement du systeme
opioidergique endogene, notamment des DOR, dans les propriétés antiallodyniques des
antidépresseurs (Benbouzid et al., 2008a; Benbouzid et al., 2008c). Cependant qu’en est-il des
autres récepteurs opioides ? Il a été démontré que I’administration aigué de naloxone a faible
dose n’influencait pas I’action thérapeutique des antidépresseurs (Benbouzid et al., 2008a), ce
qui laisserait penser que les MOR ne jouent pas un role prépondérant dans I’effet
antiallodynique d’un traitement prolongé par les antidépresseurs. Mais, le fait d’injecter de
plus fortes doses de naloxone, donc moins sélectives, montre seulement une implication du
systéeme opioidergique sans pouvoir présumer de I’implication ou non des MOR. Dans le but
de determiner le(s) protagoniste(s) opioide(s) impliqué(s) dans I’action antiallodynique d’un
traitement au long cours de la douleur neuropathique par un antidépresseur, nous avons utilisé
une approche geénetique. En effet, I’utilisation de souris déficientes pour les MOR nous a
permis d’évaluer si ces récepteurs étaient necessaires a I’action thérapeutique d’un traitement
prolongé par un antidépresseur. Nos résultats, présentés sous la forme d’une publication,
montrent que les MOR ne sont pas indispensables a I’action antiallodynique d’un
antidépresseur, alors qu’ils le sont pour I’action analgésique de la morphine. De plus, ces

résultats mettent I’accent sur I’importance déterminante des DOR.
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1. Introduction

ABSTRACT

Tricyclic antidepressants (TCAs) are among the first line treatments clinically recommended against neu-
ropathic pain. However, the mechanism by which they alleviate pain is still unclear. Pharmacological and
genetic approaches evidenced a critical role of delta-opioid receptors (DORs) in the therapeutic action of
chronic TCA treatment. It is however unclear whether mu-opioid receptors (MORs) are also necessary to
the pain-relieving action of TCAs. The lack of highly selective MOR antagonists makes difficult to conclude
based on pharmacological studies. In the present work, we thus used a genetic approach and compared
mutant mice lacking MORs and their wild-type littermates. The neuropathy was induced by unilateral
sciatic nerve cuffing. The threshold for mechanical response was evaluated using von Frey filaments.
MOR-deficient mice displayed the same baseline for mechanical sensitivity as their wild-type littermates.
After sciatic nerve cuffing, both wild-type and MOR-deficient mice displayed an ipsilateral mechanical
allodynia. After about 10 days of treatment, nortriptyline suppressed this allodynia in both wild-type
and MOR-deficient mice. MORs are thus not critical for nortriptyline action against neuropathic pain.
An acute injection of the DOR antagonist naltrindole induced a relapse of neuropathic allodynia in both
wild-type and MOR-deficient mice, thus confirming the critical role of DORs in nortriptyline action. More-
over, morphine induced an acute analgesia in control and in neuropathic wild-type mice, but was without
effect in MOR-deficient mice. While MORs are crucial for morphine action, they are not critical for nor-
triptyline action. Our results highlight the functional difference between DORs and MORs in mechanisms

of pain relief.
© 2009 European Federation of International Association for the Study of Pain Chapters. Published by
Elsevier Ltd. All rights reserved.

ment to relieve neuropathic pain, which suggests the recruitment
of a secondary downstream mechanism and neuronal plasticity.

Neuropathic pain is a pain arising as a direct consequence of a
lesion or disease affecting the somatosensory system (Loeser and
Treede, 2008). It is generally a chronic condition, resistant to clas-
sical analgesics (Attal et al., 2006). As first line of treatment, the
current pharmacotherapy includes the use of inhibitors of the
noradrenaline and serotonin reuptake sites, such as tricyclic anti-
depressant drugs (TCAs) (Attal et al., 2006; Dworkin et al., 2007;
Moulin et al.,, 2007). The clinical efficacy of TCAs against this
neurological disorder is well-documented (Moulin et al., 2007).
These drugs are not acute analgesics but require a sustained treat-

* Corresponding author. Address: Institut des Neurosciences Cellulaires et
Intégratives, Département Nociception et Douleur, 21 rue Descartes, 67084
Strasbourg, France. Tel.: +33 3 68 85 14 50; fax: +33 3 88 61 33 47.

E-mail address: mbarrot@unistra.fr (M. Barrot).

1 Both authors equally participated to this work.

This mechanism still remains to be detailed, but an implication
of the endogenous opioid system has been proposed (Valverde et
al., 1994; Gray et al., 1998; Marchand et al., 2003c; Mico et al.,
2006; Benbouzid et al., 2008a,b).

Some studies on the acute or sub-chronic action of antidepres-
sant drugs showed that opioid antagonists can block the
antidepressant-induced analgesia (Reichenberg et al, 1985;
Valverde et al., 1994; Gray et al., 1998; Su and Gebhart, 1998;
Schreiber et al., 1999, 2002; Marchand et al., 2003c; Ortega-Alvaro
et al., 2004; Mico et al., 2006; Benbouzid et al., 2008a,b), suggesting
the involvement of the opioid system. On the contrary, other stud-
ies showed no effect of opioid antagonists on antidepressant drug
action (Pick et al., 1992; Fuchs et al., 1996; Ghelardini et al., 2000;
Marchand et al., 2003a,b). However, most of these studies did not
address the consequences of a long-term TCA treatment, as used in
human patients, or did not specifically concern neuropathic pain

1090-3801/$36.00 © 2009 European Federation of International Association for the Study of Pain Chapters. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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condition. Moreover, the lack of selectivity of some antagonists,
such as naloxone, limited the possibility to identify precisely the
implicated receptors. Using a murine model of neuropathic pain
that is sensitive to long-term but not to acute antidepressant treat-
ment (Benbouzid et al., 2008a,b,c; Yalcin et al., 2009a,b), we re-
cently showed that long-term nortriptyline alleviates neuropathic
allodynia by the downstream recruitment of the opioid system
and more particularly by the recruitment of delta-opioid receptors
(DORs) (Benbouzid et al., 2008a,b).

In the present study, we used a genetic approach to evaluate
whether mu-opioid receptors (MORs) are also critical for the anti-
allodynic action of long-term nortriptyline treatment. Our results
demonstrate that while MORs are crucial for morphine analgesic
action, they are not necessary for nortriptyline to alleviate neuro-
pathic allodynia, which highlights the specific role played by DORs.

2. Materials and methods
2.1. Animals

The generation of mice lacking the MORs was previously de-
scribed (Matthes et al., 1996), and these mice were backcrossed
in a C57BL/6] background for at least 10 generations. Heterozy-
gotes mice (MOR"~) were bred in our animal facilities and the
experiments were conducted on male MOR** and MOR /" litter-
mate mice from this breeding. They were genotyped upon weaning
and adult male mice weighing 25-30 g were used in the experi-
ments. The mice were group-housed three to four per cage and
maintained under a 12-h light/dark cycle (lights on at 6:00 AM)
with food and water ad libitum. The animal facilities are legally reg-
istered for animal experimentation under Animal House Agree-
ment B67-482-1. The scientists in charge of the experiments
possess the French certificate authorizing experimentation on liv-
ing animals, delivered by the governmental veterinary office. All
procedures were performed in accordance with the guidelines for
animal experimentation of the International Association for the
Study of pain (IASP) and the European Communities Council Direc-
tive 86/6609/EEC.

2.2. Surgery

The neuropathy was induced by cuffing the main branch of the
right sciatic nerve (Mosconi and Kruger, 1996; Pitcher et al., 1999;
Benbouzid et al., 2008c). Surgeries were done under ketamine/
xylazine anesthesia (ketamine: 17 mg/mL, xylazine: 2.5 mg/mL,
intraperitoneal [IP], 4 mL/kg) (Centravet, Taden, France). The com-
mon branch of the right sciatic nerve was exposed and a 2-mm sec-
tion of split PE-20 polyethylene tubing (Harvard Apparatus, Les
Ulis, France) was placed around it (Cuff group) (Benbouzid et al.,
2008a,b,c; Yalcin et al., 2009a,b). The shaved skin was closed using
suture. Sham-operated mice underwent the same surgical proce-
dure described above without implantation of the Cuff (Sham
group).

2.3. Drugs

The nortriptyline treatment began 15 days after the neuropathy
was induced, and the treatment lasted at least 20 days (Benbouzid
et al., 2008a,b,c; Yalcin et al., 2009a,b). During the treatment, the
mice received two injections per day (morning and evening) of
nortriptyline (5 mg/kg) (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier,
France). The drug was dissolved in 0.9% NaCl solution that was also
used for control injections. Both nortriptyline and NaCl solution
were administered IP in a volume of 5 mL/kg. The injection of nal-
trindole hydrochloride (5 mg/kg; subcutaneously [SC]) (Sigma-Al-

drich, St. Quentin Fallavier, France) was done 35 days after surgery,
i.e., after 21 days of antidepressant treatment. On saline-treated
animals, morphine (10 mg/kg, SC; Sigma-Aldrich, France) was
acutely injected on day 40 post-surgery.

2.4. Nociceptive test

After sciatic nerve cuffing, mice display a heat thermal hyperal-
gesia lasting only 3 weeks while the mechanical allodynia remains
stable over 2 months (Benbouzid et al.,, 2008a,b,c; Yalcin et al.,
2009a,b). The present work thus focused on mechanical allodynia.
The mechanical allodynia was determined using von Frey hairs and
results were expressed in grams. Mice were placed in clear Plexi-
glas boxes (7 cm x 9 cm x 7 cm) on an elevated mesh screen. Cal-
ibrated von Frey microfilaments (Bioseb, France; also available
from Stoelting, USA) were applied to the plantar surface of each
hindpaw in a series of ascending forces up to the mechanical
threshold. The filaments used in the studies were: 0.16, 0.4, 0.6,
1,1.4,2,4,6, 8,10 and 15 grams. The highest ones were only nec-
essary for mice under deep morphine analgesia, and morphine
analgesia testing stopped at 15 g even if no response was observed.
During the procedure, the filaments were tested five times per paw
in ascending series until the paw withdrawal threshold was
reached. This threshold was defined as the lowest of two consecu-
tive filaments for which we observed three or more withdrawals
out of the five trials (Benbouzid et al., 2008a,b,c; Yalcin et al.,
2009a,b). To study the antiallodynic effect of nortriptyline treat-
ment, we tested the mice in the morning before nortriptyline drug
injection, as previously described (Benbouzid et al., 2008a,b,c; Yal-
cin et al., 2009a,b). The effect of acute drug injections (saline, nal-
trindole or morphine) was evaluated before (pre-test) and 30 min
after (post-test) the considered drug injection.

2.5. Analyses

Data are expressed as mean = SEM. Statistical analyses were
performed using multifactor analysis of variance (ANOVA). The
surgery procedure (Sham or Cuff) and the treatments (saline vs.
drug injections) were taken as between-group factors. When
needed, the time of measurement (either time course or preinjec-
tion vs. postinjection data) was taken as a within-subject factor.
The Duncan test was used for post hoc comparisons. The signifi-
cance level was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. Mechanical sensitivity

MOR-deficient mice displayed the same baseline for mechanical
sensitivity as their wild-type littermates (Fig. 1A and B). The Sham
surgery did not affect the paw withdrawal thresholds, while the
Cuff-implanted mice displayed an ipsilateral mechanical allodynia
which was present both in wild-type mice and in MOR-deficient
mice (Surgery x Time interaction, MOR*/* Fg 150 = 20.2, p < 0.0001,
MOR "/~ Fs138=7.86, p<0.0001; post hoc: Cuff<Sham at
p <0.0001 on days 2 to 15) (Fig. 1B). No difference was observed
in allodynia intensity depending on the presence or absence of
the MORs (Genotype effect, Fg 150 = 0.9, p > 0.48).

3.2. Nortriptyline effect

Two weeks after the Cuff insertion, we started the treatments
with either nortriptyline (5 mg/kg) or the control saline solution
(0.9% NaCl). The mice received two injections per day and were
tested in the morning before drug injection, as previously
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Fig. 1. Consequence of Cuff implantation in wild-type and in MOR-deficient mice. Adult male mice underwent surgery for unilateral Cuff implantation around the main
branch of the right sciatic nerve. Sham animals underwent the same surgical procedure without Cuff implantation. The mechanical allodynia was tested using the von Frey
hairs. (A) The Cuff implantation did not affect the mechanical threshold of paw contralateral to Cuff implantation (left paw). (B) However it induced an ipsilateral (right paw)
allodynia in both wild-type (n = 14) and MOR-deficient (n = 15) mice. Data are expressed as mean + SEM.

described (Benbouzid et al., 2008a,b; Yalcin et al., 2009a). We pre-
viously reported that such treatment has no acute antalgic effect
whereas it suppressed the neuropathic allodynia after 10 to
12 days of treatment (Benbouzid et al.,, 2008a,b; Yalcin et al,,
2009a). Similarly, the nortriptyline treatment alleviated the Cuff-
induced allodynia in wild-type mice after about 10 days of treat-
ment (Surgery x Treatment x Time interaction, Fgss5y=6.14,
p <0.0001; post hoc: (CuffNor = Sham) > CuffSal at p < 0.01 on days
24 to 35) (Fig. 2A). The same antiallodynic effect was also present
in MOR-deficient mice (Fg 189 =4.71, p <0.0001; post hoc: (Cuff-
Nor = Sham) > CuffSal at p < 0.05 on days 24 to 35) (Fig. 2B). In both
cases, nortriptyline suppressed the Cuff-induced allodynia without
affecting the mice with Sham surgery.

3.3. Naltrindole effect

We tested the consequences of an acute injection with the DOR
antagonist naltrindole (5 mg/kg) in the MOR-deficient and wild-
type mice. After 3 weeks of treatment with nortriptyline or saline,
the acute injection of naltrindole totally suppressed the benefit of
nortriptyline treatment (MOR'*: F;,g=60.45, p < 0.05; MOR™/~:
F121=19.47, p <0.05) (Fig. 3A and B). Within 30 min following the
DOR antagonist injection, we observed a relapse of allodynia. This
effect was present both in MOR-deficient mice and in wild-type
mice. We also controlled that naltrindole per se had no effect in
mice with Sham surgery, or in neuropathic mice treated with saline.

3.4. Morphine effect

The acute injection of morphine (10 mg/kg) induced an acute
analgesia both in Sham-operated and in Cuff-implanted wild-type
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mice. (Left paw: F; 5, = 142.5, p < 0.0001; right paw: F;,;=319.1,
p<0.0001.) (Data not shown.) The same dose of morphine had
however no effect in MOR-deficient mice, whether or not neuro-
pathic (Data not shown).

4. Discussion

In the present work, we studied the impact of MORs on a
chronic nortriptyline treatment in a murine model of neuropathic
pain. We demonstrated that MORs are not necessary for the anti-
allodynic action of nortriptyline while they are critical for the anal-
gesic action of morphine. Moreover, we showed that a DOR
antagonist suppressed the antiallodynic action of nortriptyline in
a MOR-independent way.

The similar baseline for mechanical sensitivity between MOR-
deficient mice and their wild-type littermates is in agreement with
previous reports concerning nociceptive response in these mice
(Matthes et al., 1996; Fuchs et al., 1999; Kieffer and Gaveriaux-
Ruff, 2002). MORs are thus not critical to set-up the thresholds
for mechanical sensitivity in unchallenged situations. After induc-
tion of the neuropathy, the intensity of allodynia was also similar
between MOR-deficient mice and their wild-type littermates.
These results suggested that MORs do not play a critical role in
the physiological control of neuropathic allodynia in our model.
Conversely, a bilateral increase in MOR-deficient mice mechanical
allodynia as compared to wild-type mice has been observed in a
more drastic model of neuropathy, a variant of the spared nerve in-
jury with L5 spinal nerve ligation and section (Mansikka et al.,
2004). Our results are however in agreement with pharmacological
data showing that systemic administration of naloxone, a broad-
spectrum opioid receptor antagonist, did not influence mechanical
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Fig. 2. Nortriptyline treatment of neuropathic allodynia. Two weeks after Cuff implantation, the daily treatment with nortriptyline (5 mg/kg, i.p. twice a day) or its saline
control (0.9 % NaCl) started and was maintained for 3 weeks. The hindpaw mechanical threshold was tested before the morning drug injection, using von Frey filaments. (A) In
wild-type mice the treatments did not affect the mechanical threshold of the contralateral paw, but chronic nortriptyline suppressed the ipsilateral Cuff-induced allodynia.
(B) Similar results were observed in MOR-deficient mice. Data are expressed in mean = SEM. (n = 5-10 for the different Sham groups, n = 7-8 for the different Cuff groups).
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Fig. 3. Effect of the DOR antagonist naltrindole. After 3 weeks of treatment with either nortriptyline or saline, the mice received an acute injection of saline (s.c.) and of the
DOR antagonist naltrindole (5 mg/kg, s.c.). The nociceptive mechanical threshold was tested before (0 min) and 30 min after these acute injections. (A) While acute saline
injection did not affect the paw withdrawal threshold, the naltrindole injection induced a relapse of the allodynia in neuropathic wild-type mice treated by nortriptyline. No
effect of naltrindole was observed in Sham mice or in saline-treated neuropathic mice. (B) Similar results were obtained in MOR-deficient mice. Data are expressed in
mean + SEM. (n = 5-10 for the different Sham groups, n = 7-8 for the different Cuff groups).

allodynia (von Frey test) or thermal hyperalgesia (tail flick test) in
other models of neuropathic pain such as the L5/L6 ligature or
ischemic spinal cord injury (Hao et al., 1998; Wei et al., 1998;
McGaraughty et al., 2005).

After chronic treatment with the TCA nortriptyline, the mice
recovered from their neuropathic allodynia. As expected we ob-
served this recovery in wild-type mice, but it was also present in
MOR-deficient mice and the delay for therapeutic onset was unaf-
fected by the presence of absence of MORs. These results show that
MORs are not necessary for nortriptyline to exert its antiallodynic
action. This contrasts with previous data on DORs. Indeed, the DOR
antagonist naltrindole has been shown to acutely block the antiall-
odynic effect of chronic nortriptyline treatment (Benbouzid et al.,
2008a,b) and this TCA is totally ineffective in DOR-deficient mice
(Benbouzid et al., 2008a,b). Thus, present data suggest a striking
difference between DOR and MOR implication in nortriptyline ac-
tion against neuropathic pain. To strengthen this finding, we tested
the effect of DOR antagonist naltrindole in the MOR-deficient and
wild-type mice and showed that it blocked in both cases the anti-
allodynic action of nortriptyline. It confirmed that chronic nortrip-
tyline treatment alleviates neuropathic allodynia by recruiting an
opioid tone acting on DORs. While DOR implication in this neuro-
pathic pain treatment is critical, the implication of DORs in chronic
pain processing is more subtle. In the sciatic nerve cuffing model,
we previously observed no alteration of neuropathic allodynia
after naltrindole administration or in DOR-deficient mice (Ben-
bouzid et al., 2008a,b). A mild increase in mechanical allodynia
and heat hyperalgesia and a more pronounced increase in cold
allodynia were however observed after tight ligation of the sciatic
nerve in DOR-deficient mice (Nadal et al., 2006). A delayed recov-
ery from mechanical allodynia and heat hyperalgesia is also pres-
ent in DOR-deficient mice with inflammation due to intraplantar
complete Freund’s adjuvant administration (Gaveriaux-Ruff et al.,
2008). These results suggest a mild physiological modulation of
pain response by endogenous DOR activity, but a stronger involve-
ment of these receptors in the pharmacological control of pain.
Interestingly, recent studies revealed that a DOR agonist can dis-
play an antihyperalgesic and antiallodynic effectiveness in a neuro-
pathic pain model, which suggests that DORs could be potential
therapeutic targets for neuropathic pain management (Holdridge
and Cahill, 2007; Kabli and Cahill, 2007).

Even if MORs are not critical for the action of nortriptyline
against neuropathic pain, they have been implicated in the action
of opiates against pain. In MOR-deficient mice, morphine analgesia
was thus abolished (Matthes et al., 1996; Sora et al., 1997, 1999;
Fuchs et al., 1999; Schuller et al., 1999; Qiu et al., 2000) or strongly
reduced (Loh et al,, 1998) in models of thermal (Matthes et al.,
1996; Sora et al., 1997; Loh et al., 1998; Schuller et al., 1999),
mechanical (Fuchs et al., 1999), chemical (Sora et al., 1999), and
inflammatory (Qiu et al., 2000) pain. In our model of neuropathic

pain, the acute injection of morphine induced an acute analgesia
both in Sham-operated and in Cuff-implanted wild-type mice,
but it had no effect in MOR-deficient mice. These findings con-
firmed in a pathological condition, such as neuropathic pain, that
morphine analgesia is mediated through MORs.

Our study highlights a clear-cut functional difference between
DORs and MORs in mechanisms of pain relief by nortriptyline. In
other situations, a differential influence of these receptors in the
processing of nociceptive information can also be experimentally
observed. Indeed, the expression of both receptors is segregated
in the dorsal root ganglia, and their manipulation by intrathecal
delivery of agonists revealed that local DORs and MORs preferen-
tially influence mechanical and heat processing respectively
(Scherrer et al., 2009). This dichotomy in mechanical and heat
nociceptive controls by opioid receptors is however not present
when considering the whole organism or a pathological situation.
DOR agonists can for example relieve both heat hyperalgesia and
mechanical allodynia in an inflammatory situation (Gaveriaux-Ruff
et al., 2008; Pradhan et al., 2009), and DOR-deficient mice can dis-
play changes in both mechanical and heat responses after tight
ligation of the sciatic nerve (Nadal et al.,, 2006). Reciprocally,
MOR-deficient mice can display changes in mechanical allodynia
after spared nerve injury (Mansikka et al., 2004), and a MOR ago-
nist can affect mechanical allodynia after spare nerve ligation
(Guan et al., 2008).

While MORs are mediating the acute analgesic effect of the opi-
ate morphine in a neuropathic pain condition, they are not neces-
sary for the effect of chronic antidepressant drug treatment. On the
contrary, DORs appear to be critical for nortriptyline relief of neu-
ropathic allodynia. These opioid receptors are however not pri-
mary targets of the antidepressant drugs. Future research will
thus be needed to understand the precise anatomical and molecu-
lar links between the primary action of nortriptyline on the amin-
ergic system and the secondary recruitment of the endogenous
opioid system.
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Il. Réle des récepteurs opioides Kappa dans l'effet thérapeutique d’'un

antidépresseur tricyclique

1. Introduction

Précédemment, nous avons démontré que les DOR, contrairement aux MOR, étaient
indispensables a I’effet antiallodynique des antidépresseurs. Une étude récente a également
démontré pharmacologiquement que les KOR pouvaient avoir un réle puisque I’injection
aigué de I’antagoniste Nor-Binaltorphimine (nor-BNI) bloquait I’action antiallodynique d’un
traitement prolongé par un antidépresseur tricyclique (Benbouzid et al., 2008a). Notons que
cet effet est observé seulement avec une dose de 5 mg/kg, et non avec une dose de 2 mg/kg, et
30 minutes apres administration de I’antagoniste. Dans le but de confirmer cette étude, c’est-
a-dire afin d’évaluer précisement I’implication des KOR dans I’effet antiallodynique d’un
traitement prolongé par un antidépresseur, nous avons utilisé des souris déficientes pour le
récepteur opioide KOR. Nos résultats montrent que, tout comme les MOR, les KOR ne
semblent pas jouer un réle notable dans I’effet thérapeutique des antidépresseurs. Nous
montrons également 30 minutes aprés son administration que la nor-BNI n’est pas sélectif des
seuls KOR. En conclusion, nos résultats semblent indiquer que les DOR sont les seuls
représentants du «versant opioidergique » impliqués dans le mécanisme d’action

antiallodynique d’un antidépresseur dans un modéle murin de douleur neuropathique.

2. Matériel et méthode

La synthese de la lignée de souris déficientes pour les KOR a été préalablement décrite
(Simonin et al., 1998) et ces souris ont été croisées en retour sur un fond C57BL/6J sur au
moins 10 générations. Les expériences sont conduites sur des males d’environ 8-9 semaines,
de génotype KOR™* et KOR™, obtenus par croisement d’hétérozygotes. Concernant les
expériences comportementales, elles sont menées selon le méme schéma expérimental que
précédemment. Ainsi, pour toute information sur le protocole expérimental, il faut se référer
au paragraphe « materials and method » de la publication relative aux MOR. Brievement,
deux semaines apres I’induction de la neuropathie, les animaux Cuff et Sham bénéficient d’un

traitement de trois semaines de nortriptyline (5 mg/kg) ou de solution saline. Durant ces 5
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Figure B1. Consequence of cuff implantation in Wild-type and in KOR-deficient mice.

Adult male mice underwent surgery for unilateral cuff implantation around the main branch of the
right sciatic nerve. Sham animals underwent the same surgical procedure without cuff implantation.
The mechanical allodynia was tested using the von Frey hairs. (A) The cuff-implantation did not
affect the mechanical threshold of paw contralateral to cuff implantation (left paw). (B) However, it
induced an ipsilateral (right paw) allodynia in both wild-type (KOR** ,n=13) and KOR-deficient
(KOR",n=12) mice. Data are expressed as mean + SEM.
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Figure B2. Nortriptyline treatment of neuropathic allodynia.

Two weeks after cuff implantation, the daily treatment with nortriptyline (5 mg/kg, i.p. twice a day)
or its saline control (0.9 % NaCl) started and was maintained for 3 weeks. The hindpaw mechanical
threshold was tested before the morning drug injection, using von Frey filaments. (A) In wild-type
mice the treatments did not affect the mechanical threshold of the contralateral paw, but chronic
nortriptyline suppressed the ipsilateral cuff-induced allodynia. (B) Similar results were observed in
KOR-deficient mice. (n=6 for the different Sham groups, n=6-7 for the different Cuff groups). Data are
expressed in mean + SEM.
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semaines, les seuils de sensibilité mécaniques sont évalués et a I’issue de ces 5 semaines les
animaux recgoivent des injections aigués de solution saline, de naltrindole (5 mg/kg) ou de
nor-BNI (5 mg/kg).

3. Résultats

Sensibilité mécanique.

Les souris déficientes pour les KOR ne présentent pas de différence de seuil de sensibilité
mécanique basal comparées au phénotype sauvage (Figure B1). La chirurgie sur les animaux
Sham n’affecte pas le seuil de retrait de la patte et I’implantation du manchon autour du nerf
sciatique induit une allodynie mécanique ipsilatérale qui est présente aussi bien chez les
souris sauvages que déficientes en KOR (Interaction temps x chirurgie : ANOVA mesures
répétées KOR™*, p < 0,05et KOR™, p < 0,05) (Figure B1 B). Aucune différence n’est
relevée dans I’intensité de I’allodynie mécanique en fonction de la présence ou de I’absence
des KOR (Effet du génotype : ANOVA mesures répétées, p > 0,4).

Effet d’un antidépresseur tricyclique : nortriptyline.

Deux semaines apres I’induction de la neuropathie, les traitements soit avec la nortriptyline
(5mg/kg) soit avec une solution saline (0,9% NaCl) débutent. Les souris bénéficient
d’administrations intrapéritonéales biquotidiennes et sont testées le matin avant I’injection.
Nous avons déja reporté que ce traitement par un antidépresseur ne possédait aucun effet
antalgique aigu et que le délai thérapeutique nécessaire a I’obtention d’un effet
antiallodynique était d’environ 10 a 12 jours (Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2009a).
De la méme facon, un traitement a la nortriptyline soulage I’allodynie mécanique induite par
la pose du manchon chez les souris sauvages apres 10 jours de traitement (Interaction temps x
chirurgie x traitement: KOR™*, ANOVA mesures répétées, p < 0,001) (Figure B2 A). Le
méme effet antiallodynique est également présent chez des souris déficientes pour les KOR
(Interaction temps x chirurgie x traitement: KOR™, ANOVA mesures répétées, p < 0,001)
(Figure B2 B). Dans les deux cas, le traitement a la nortriptyline supprime I’allodynie

neuropathique sans affecter les seuils de réponse des animaux contréles (Sham).

Effet aigu d’un antagoniste opioide DOR : naltrindole.
Nous avons testé les conséquences d’une administration aigué d’un antagoniste des DOR, la

naltrindole (5 mg/kg), chez des souris déficientes pour les KOR et chez des souris sauvages.
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Figure B3. Effect of the DOR and KOR antagonists.

After 3 weeks of treatment with either nortriptyline or saline, the mice received an acute injection
of saline (s.c.), of the DOR antagonist naltrindole (5 mg/kg, s.c.) or of the KOR antagonist Nor-BNI
(5 mg/kg, s.c.). The nociceptive mechanical threshold was tested before and 30 min after these
acute injections. (A) While acute saline injection did not affect the paw withdrawal threshold, the
naltrindole or Nor-BNI injections induced a relapse of the allodynia in neuropathic wild-type mice
treated by nortriptyline. No effect of naltrindole or Nor-BNI was observed in sham mice or in
saline-treated neuropathic mice. (B) Similar results were obtained in KOR-deficient mice. (n=6 for
the different Sham groups, n=6-7 for the different Cuff groups). Data are expressed as mean +
SEM.
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Aprés trois semaines de traitement par la nortriptyline, I’injection aigué de naltrindole
supprime totalement I’effet thérapeutique du traitement (ANOVA mesures répétées KOR™*, p
< 0,01 et KOR™, p<0,01) (Figure B3 A et B). Cet effet, mesuré 30 minutes aprés I’injection
sous-cutanée de naltrindole, est observé a la fois chez les souris sauvages et déficientes pour
les KOR. Nous avons également controlé que I’administration de naltrindole per se n’avait
aucun effet sur les seuils de sensibilité mécanique des animaux contréles (Sham) ou

neuropathiques (Cuff) traités avec la solution saline.

Effet aigu d’un antagoniste opioide KOR : nor-binaltorphimine.

Au vu des résultats contradictoires obtenus avec les approches pharmacologiques (Benbouzid
et al., 2008a) et génétiques (données présentes), nous avons décidé de tester I’effet d’une
administration aigué d’un antagoniste KOR, la nor-BNI (5 mg/kg), chez des souris déficientes
pour le KOR et chez des souris sauvages. Suite a trois semaines de traitement avec la
nortriptyline, I’injection aigué de nor-BNI bloque I’effet thérapeutique du traitement. De
maniére surprenante, cet effet est observable chez les souris sauvages et déficientes pour les
KOR (ANOVA mesures répétées KOR**, p < 0,05 et KOR”, p < 0,05) (Figure B3 A et B)

lorsqu’il est mesuré 30 minutes aprés I’injection sous-cutanée de nor-BNI.
4. Discussion

Lors de ces travaux, nous avons etudié I’'impact des KOR sur un traitement prolongé par la
nortriptyline dans un modéle murin de douleur neuropathique. Nous avons démontré que les
KOR ne jouaient pas un réle primordial dans I’effet antiallodynique de I’antidépresseur
tricyclique et que I’antagoniste DOR supprimait I’action thérapeutique de la nortriptyline
indépendamment de la présence des récepteurs opioides KOR. Enfin, nous avons mis en
évidence de maniére surprenante que I’antagoniste KOR bloque en aigu [I’effet
antiallodynique de la nortriptyline chez des souris déficientes en KOR, ceci remettant en

cause sa sélectivité pour des procédures aigués.

Des seuils de sensibilit¢ mécanique similaires sont observés chez les souris sauvages et
déficientes pour les KOR, ce qui est en accord avec certaines données de la littérature (Xu et
al., 2004). D’autres études, par contre, détectent un léger abaissement du seuil de sensibilité
mécanique chez les souris déficientes pour les KOR (Gaveriaux-Ruff et al., 2008). Ces

différences pourraient étre liées a I’utilisation des filaments de VVon Frey, puisque dans notre
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cas les lignes de base oscillent entre 4 et 6 g alors que dans le cas ou une différence est visible
les lignes de base sont comprises entre 0,6 et 0,9 g, ceci concerne aussi bien les souris
sauvages que déficientes pour les MOR, DOR ou KOR. Notons également, que ces mémes
auteurs detectent aussi bien une diminution de la sensibilité thermique (Gaveriaux-Ruff et al.,
2008) qu’aucun effet (Simonin et al., 1998) chez les souris déficientes pour les KOR
comparées au phénotype sauvage. Ceci pourrait étre en partie expliqué par I’utilisation de

tests thermiques différents.

Suite a I’induction de la neuropathie, I’intensité de I’allodynie mécanique est similaire pour
les deux génotypes. Ces résultats suggérent que les KOR ne jouent pas un rdle critique dans le
contrdle physiopathologique de I’allodynie neuropathique mesurée dans ce modéle animal.
Ces resultats sont différents de ceux de la littérature. En effet, une aggravation bilatérale de
I’allodynie mécanique a pu étre observée chez les souris déficientes pour les KOR comparées
au phénotype sauvage dans un modeéle de ligature du nerf sciatique (Xu et al., 2004). Les
données pharmacologiques vont également dans ce sens, puisque I’administration aigué de
nor-BNI augmente I’allodynie mécanique (Hao et al., 1998; Obara et al., 2003; Xu et al.,
2004). Toutefois, ces administrations sont intrathécale (Obara et al., 2003) ou intrapéritonéale
a la dose de 10 mg/kg (Hao et al., 1998; Xu et al., 2004) soit deux fois supérieure a celle
utilisée dans nos protocoles. Ces résultats différents pourraient aussi étre liés au modele de
ligature du nerf sciatique, sans doute plus drastique que la compression exerceée par le

manchon dans notre modéle.

Comme observé chez les souris sauvages, le bénéfice thérapeutique d’un traitement prolongé
par un ATC est observé chez les souris déficientes pour les KOR. Le délai d’action
thérapeutique ne semble pas affecté par la présence ou I’absence des KOR. Ces résultats
suggerent que les KOR ne sont pas nécessaires a I’effet antiallodynique de la nortriptyline.
Par contre, un antagoniste DOR bloque I’action thérapeutique de la nortriptyline chez les
souris sauvages ou déficientes pour les KOR. Ceci conforte donc les données précédentes et
cela apporte une preuve supplémentaire au recrutement du systeme opioidergique endogene et
plus particulierement des DOR au cours d’un traitement prolongé a la nortriptyline. Méme si
les KOR ne semblent pas jouer un rdle prépondérant dans I’action antiallodynique de la
nortriptyline dans le traitement de la douleur neuropathique, les divergences entre les résultats
pharmacologiques et génétiques obtenus au sein du laboratoire méritent d’étre discutées. En
effet, il a été montré qu’une administration aigué d’un antagoniste KOR bloquait I’effet

antiallodynique de la nortriptyline (Benbouzid et al., 2008a). Par contre, en utilisant les souris
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déficientes pour les KOR, nous n’avons observé aucune différence sur le delai d’action ou
I”intensité thérapeutique d’un traitement prolongé a la nortriptyline. Cette différence pourrait
s’expliquer par un manque de sélectivité de la nor-BNI dans nos conditions expérimentales,
c’est la raison pour laquelle nous avons testé cet antagoniste chez les souris déficientes pour
les KOR. Nous avons effectivement constaté que la nor-BNI supprimait en aigu I’action de la
nortriptyline aussi bien chez les souris sauvages que déficientes pour les KOR. La sélectivité
de la nor-BNI est trés forte pour les KOR in vitro (Birch et al., 1987; Endoh et al., 1992),
cependant, son profil d’antagoniste sélectif n’est pas forcément maintenu in vivo (Birch et al.,
1987; Hao et al., 1998). En effet, I’action antagoniste de la nor-BNI sur les KOR semble
dépendre d’une composante temporelle (Endoh et al., 1992; Butelman et al., 1993). Ainsi,
dans le test du pincement de la queue chez la souris, 30 minutes aprés son administration, la
nor-BNI blogue I’analgésie due a la morphine ou au fentanyl, mais pas celle provoquée par un
agoniste  KOR, le U50488H. Cette inhibition sélective du KOR n’apparait que
progressivement et se stabilise deux heures apres I’injection. Dans le méme temps, son action
non sélective diminue pour disparaitre entre deux et quatre heures apres injection (Endoh et
al., 1992). Un autre exemple concerne la douleur abdominale induite par I’injection d’acide
acétique. La nor-BNI exerce un effet inhibiteur plus important 24 heures apres son
administration plutdt qu’une heure apres (Endoh et al., 1992). Au vu des données de la
littérature, nous pouvons donc envisager que la nor-BNI soit relativement peu sélectif durant
les deux premiéres heures qui suivent son administration, ce qui expliquerait le blocage de
I’effet de la nortriptyline via les DOR. Il ne deviendrait spécifique pour les KOR que durant
les heures suivantes, ce qui expliquerait son manque d’effet sur I’antiallodynie induite par la
nortriptyline huit heures aprés I’injection (données préliminaires). Ces hypotheses restent
toutefois a confirmer par d’autres manipulations de la sélectivité pharmacologique de la nor-
BNI.

Méme si la pharmacologie dirigée contre le KOR n’est pas toujours claire, il semble que les
KOR ne soient pas nécessaires a I’effet antiallodynique d’un traitement prolongé a la
nortriptyline. Les DOR apparaissent ainsi comme les seuls représentants opioidergiques
réellement impliqués dans le soulagement de I’allodynie neuropathique par un antidépresseur

tricyclique.
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[ll. R6le du systeme opioidergique dans l'effet thérapeutique des .-

mimétiques

1. Introduction

Méme si I’influence du systéme opioidergique endogene dans I’effet antiallodynique des
antidépresseurs semble nécessaire, peu d’études se sont intéressées a I’implication de ce
systeme dans I’effet des agonistes fp-adrénergiques (B2-AR). Cependant, une étude relate que
I’administration aigué de naltrindole chez des animaux neuropathiques traités de maniére
prolongée par un B,-mimétique entraine une réapparition de I’allodynie neuropathique
(Yalcin et al., 2010). Cela suggére, tout comme dans le traitement par un antidépresseur, le
recrutement en aval des récepteurs opioides DOR. Cette spécificité de I’implication des DOR
dans I’action thérapeutique des agonistes B,-AR reste tout de méme a confirmer en utilisant
des souris déficientes pour les récepteurs opioides DOR, MOR et KOR.

2. Matériel et méthode

Les lignées de souris déficientes pour les MOR, KOR ou DOR ont été préalablement décrites
(Matthes et al., 1996; Simonin et al., 1998; Filliol et al., 2000) et ces souris ont été croisées en
retour sur un fond C57BL/6J pour au moins 10 générations. Les expériences sont conduites
sur des males d’environ 8-9 semaines. Les expériences comportementales sont menées selon
le méme schéma expérimental que précédemment (paragraphe dédié a I’étude des MOR ou
des KOR). Ainsi, pour toute information reliée au protocole expérimental, il faut se référer au

paragraphe « materials and method » de la publication relative aux MOR.

3. Résultats

Effet d’un traitement prolongé par un agoniste S,-adrénergique : la terbutaline.

La pose d’un manchon de polyéthylene autour de la branche principale du nerf sciatique
induit une allodynie mécanique et ipsilatérale évaluée par la méthode des filaments de von
Frey chez les souris sauvages (Interaction temps x chirurgie : ANOVA mesures répétées, p <

0,001) (Figure B4 A). Nous avons étudié les conséquences d’un traitement au long cours par
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Figure B4. Effect of terbutaline treatment on neuropathic allodynia in wild-type
and MOR-, KOR- or DOR-deficient mice.

Adult male mice underwent surgery for unilateral cuff implantation around the main branch of
the right sciatic nerve. Sham animals underwent the same surgical procedure without cuff
implantation. The mechanical allodynia was tested using the von Frey hairs. (A) Chronic treatment
with terbutaline (0.5 mg/kg) suppressed the cuff-induced mechanical allodynia, while a saline
solution had no therapeutic effect. (B) Area under curve (AUC) from post-surgical day 16 (first day
of treatment) until the end of the treatment. Data are presented for cuff Wild type under saline and
terbutaline treatment, and for cuff MOR-, KOR-, or DOR-deficient mice under terbutaline
treatment. (n=8 for the different Sham groups, n=9-12 for the different Cuff groups). Data are
expressed as mean + SEM.
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Figure B5. Effect of the DOR antagonist naltrindole.

After 3 weeks of treatment with either nortriptyline or saline, the mice received an acute injection
of the DOR antagonist naltrindole (5 mg/kg, s.c.). The nociceptive mechanical threshold was
tested before (0 min) and 30 min after these acute injections. The naltrindole injection induced a
relapse of the allodynia in neuropathic wild-type, MOR- and KOR-deficient mice treated by
terbutaline. No effect of naltrindole was observed in sham mice or in saline-treated neuropathic
mice. (n=6-8 for the different Sham groups, n=6-12 for the different Cuff groups). Data are
expressed as mean + SEM.
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la terbutaline (0,5 mg/kg). De la méme fagon que pour un antidépresseur (Benbouzid et al.,
2008a; Yalcin et al., 2009a), ce traitement prolongé par la terbutaline supprime I’allodynie
induite par la neuropathie aprés environ 12 jours de traitement par comparaison au traitement
salin chez les souris sauvages (Interaction temps x chirurgie x traitement : ANOVA mesures
répétées, p < 0,001 (Figure B4 A). Le traitement n’a, cependant, aucun effet sur le seuil de
sensibilité mécanique de la patte controlatérale des animaux neuropathiques ou sur le seuil de
retrait des pattes des animaux contréles (Sham).

Pour évaluer I’implication des récepteurs opioides dans ce traitement prolongé a la
terbutaline, nous avons utilisé des lignées déficientes pour les MOR, les KOR ou les DOR
ainsi que leur phénotype sauvage. Les resultats sont exprimés sous la forme d’aires sous la
courbe (AUC), et correspondent a toute la période de traitement, c’est-a-dire du 16°™ au 35°™
jour postopératoire. La terbutaline a un effet antiallodynique chez les souris sauvages et celles
déficientes pour les MOR ou les KOR (ANOVA a un facteur, p<0,001) (Figure B4 B), sans
que cette action antalgique ne differe entre ces lignées (ANOVA a un facteur, p> 0,2) (Figure
B4 B). Le délai thérapeutique reste également le méme entre ces lignées (données non
montrées). Par contre, le traitement a la terbutaline n’a aucun effet chez les souris

neuropathiques déficientes pour le DOR.

Effet de la naltrindole sur I’action antiallodynique de la terbutaline.

Aprés trois semaines de traitement, une administration aigué de naltrindole (5 mg/kg)
supprime I’effet thérapeutique de la terbutaline sur I’allodynie mécanique chez des souris
neuropathiques déficientes pour les MOR, les KOR ou leur phénotype sauvage (ANOVA
mesures répétées MOR” p < 0,01; KOR™ p < 0,05 et OR"* p < 0,01). L’injection de
I’antagoniste DOR n’a, toutefois, aucun effet sur le seuil de sensibilité mécanique de la patte
controlatérale des animaux neuropathiques ou sur le seuil de retrait des pattes des animaux

contréles (Sham) (Figure B5).
4. Discussion

Les antidépresseurs agissent contre la douleur neuropathique a travers un mécanisme
dépendant des B,-AR (Yalcin et al., 2009b) et le délai d’action thérapeutique est similaire
entre les antidepresseurs et les B-mimétiques (Yalcin et al., 2009a; Yalcin et al., 2010). Ces
deux traitements sembleraient ainsi recruter les mémes effecteurs secondaires suite a la

stimulation du B,-AR. Les études précédentes ont rapporté que seuls les DOR, mais pas les
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MOR ou les KOR, seraient recrutés dans le mécanisme antiallodynique des antidépresseurs
dans le traitement de la douleur neuropathique. Les résultats obtenus ici montrent, par une
approche génétique, qu’un traitement prolongé avec un PB,-mimétique soulage I’allodynie
neuropathique chez des souris neuropathiques sauvages, déficientes pour les MOR ou les
KOR, mais reste inefficace chez des souris dont les DOR sont absents. De plus, par une
approche pharmacologique, nous montrons qu’un antagoniste DOR supprime de facon aigué
I’effet antiallodynique de la terbutaline chez des souris neuropathiques sauvages ou
déficientes pour les MOR ou les KOR. Si quelques doutes subsistaient quant a I’implication
éventuelle des KOR dans I’action thérapeutique des antidépresseurs tricycliques, avec
I’utilisation d’un agoniste B,-AR, nous montrons que le seul protagoniste opioidergique ayant
un role dans I’effet antiallodynique est le récepteur DOR. Toutes ces données suggéerent que
les agonistes B,-AR ou les antidépresseurs partagent un mécanisme commun pour supprimer
I’allodynie neuropathique. Ces récepteurs opioides DOR ne sont cependant pas les cibles
directes du traitement par un antidépresseur ou un PB-mimetique. Il est nécessaire afin
d’élucider précisement ce mécanisme d’antiallodynie, de comprendre le lien anatomique et
moléculaire entre la stimulation du systeme adrénergique et le recrutement en aval du systeme

opioidergique endogene.

IV. Localisation de I'effet opioidergique des antidépresseurs tricycliques

et des B,-mimeétiques

1. Introduction

Le systeme opioidergique joue un réle prépondérant dans les contr6les inhibiteurs de la
douleur (Mogil et al., 2000; Gaveriaux-Ruff and Kieffer, 2002; Dierich and Kieffer, 2004) et
les études préalablement réalisées au sein du laboratoire plaident en faveur de son implication
dans I’effet thérapeutique des antidépresseurs ou des agonistes ,-AR dans la prise en charge
de la douleur neuropathique (Benbouzid et al., 2008a; Yalcin et al., 2009a; Yalcin et al.,
2010). Néanmoins, ces dernieres études n’ont pas recherché la localisation de I’action du
systeme opioide. Méme s’il a été proposé que I’action thérapeutique des injections répétées de
clomipramine sur I’allodynie neuropathique soit liee a I’activation des MOR dans la moelle
épiniére et des DOR au niveau supraspinal (Marchand et al., 2003a), leur localisation reste

peu étudiée. Pour déterminer la localisation de I’effet opioidergique, nous nous sommes basés
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Figure B6. Effect of the naltrindole intrathecal administration.

After 3 weeks of treatment with either nortriptyline or saline, the mice received an acute lumbar
intrathecal injection of the DOR antagonist naltrindole. The nociceptive mechanical threshold was
tested before (0 min) and 30 min after these acute injections. The naltrindole injection induced a
relapse of the allodynia in neuropathic mice treated by nortriptyline. No effect of naltrindole was
observed in sham mice or in saline-treated neuropathic mice. (n=4-5 for the different Sham
groups, n=4-5 for the different Cuff groups). Data are expressed in mean + SEM.
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Figure B7. Effect of an opioid receptor antagonist: naloxone methiodide.

After 3 weeks of treatment with either nortriptyline, terbutaline or saline, the mice received an
acute injection of an opioid receptor antagonist naloxone methiodide which do not cross the
brain blood barrier (5 mg/kg, sc). The nociceptive mechanical threshold was tested before (0 min)
and 30 min after these acute injections. The naloxone methiodide injection induced a relapse of
the allodynia in neuropathic mice treated by nortriptyline and terbutaline. No effect of naloxone
methiodide was observed in sham mice or in saline-treated neuropathic mice. (n=6 for the
different Sham and Cuff groups). Data are expressed in mean + SEM.
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sur des résultats de I’équipe, montrant que I’action antiallodynique d’un antidépresseur ou
d’un agoniste B,-AR était supprimée par une administration intrathécale, mais pas
intracérébroventriculaire d’un antagoniste B,-AR (Choucair-Jaafar et al., 2009; Yalcin et al.,
2009b). Ces résultats suggérent que I’action thérapeutique d’un antidépresseur pourrait avoir
lieu dans la moelle épiniere ou dans les ganglions rachidiens. De plus, lors de ce travail de
these nous avons envisagé que le bourgeonnement du systéeme nerveux sympathique dans les
ganglions rachidiens pouvait servir de substrat anatomique a I’action antiallodynique d’un
antidépresseur tricyclique. Par analogie d’action, les agonistes B,-AR pourraient également
jouer leur réle antiallodynique au sein du ganglion rachidien, site dans lequel ces agonistes
exercent une action moléculaire (cf. partie A page 87). Le but de ces travaux préliminaires est
de rechercher a I’aide d’outils pharmacologiques si le recrutement du systéeme opioidergique

endogéne a également lieu dans les ganglions rachidiens.

2. Matériel et méthode

Le schéma expérimental est le méme que celui utilisé auparavant. Deux semaines apres
I’induction de la neuropathie, un traitement de trois semaines a la nortriptyline (5 mg/kg), la
terbutaline (0,5 mg/kg) ou avec une solution saline débute. A I’issue de ces cing semaines
postopératoires, les animaux regoivent des injections aigués intrapéritonéales de naloxone
methiodide (5 mg/kg), un antagoniste des récepteurs opioides qui ne traverse pas la barriére
hémato-encéphalique, ou des injections aigués intrathécales de naltrindole (5 pg dans 10 pL)

avec respectivement leurs injections controles salines.

3. Résultats

Effet d’une administration intrathécale de naltrindole.

Suite a un traitement prolongé a la nortriptyline, une administration aigué intrathécale au
niveau lombaire d’un antagoniste DOR, la naltrindole (5 pug dans 10 pL), supprime I’effet
antiallodynique de I’ATC (ANOVA mesures répétées, p < 0,001) (Figure B6). Cette injection
est sans effet chez les souris contréles (Sham). De plus, I’injection intrathécale de solution

saline n’altére pas les seuils de sensibilité des animaux (Figure B6).
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Effet d’une administration d’un antagoniste opioide périphérique.
Aprés trois semaines de traitement par la nortriptyline ou la terbutaline, une administration
aigué d’un antagoniste des récepteurs opioides ne traversant pas la barriére hémato-
encéphalique, la naloxone methiodide (5 mg/kg), abolit I’effet antiallodynique de I’ATC ou
du B-mimétique (ANOVA mesures répétees, p < 0,01) (Figure B7). Cette injection est sans
effet chez les souris contrbles (Sham). De plus, I’injection intrathécale de solution saline

n’altére pas les seuils de sensibilité des animaux (Figure B7).

4. Discussion

Aprés avoir déterminé la localisation tissulaire et cellulaire du recrutement du systéme
adrénergique, et plus particulierement des B,-AR lors de I’action thérapeutique d’un ATC ou
d’un B-mimétique, il paraissait légitime de localiser les sites d’action du systeme
opioidergique. Ces travaux préliminaires ont montré que I’administration lombaire
intrathécale de naltrindole bloquait I’action de la nortriptyline, ce qui suggere que le
recrutement opioidergique a lieu dans la moelle épiniere ou dans le ganglion rachidien.
Cependant, ces études restent a étendre au traitement par I’agoniste B,-AR. D’autre part, nous
avons également montré qu’une administration aigué de naloxone methiodide supprimait
I’effet antiallodynique d’un traitement prolongé par la nortriptyline ou la terbutaline, ce qui
laisse penser que I’action du systeme opioidergique a lieu en périphérie, dans le nerf ou le
ganglion rachidien. Ainsi, tout comme le systeme adrénergique, la mise en jeu du systéme
opioidergique endogene, et notamment des DOR, dans [I’action thérapeutique des
antidépresseurs ou des PB,-mimétiques contre la douleur neuropathique aurait lieu dans les
ganglions rachidiens. En plus de sa mise en évidence pharmacologique et génétique, le
couplage entre B,-AR et DOR, élément primordial dans I’action antiallodynique d’un
antidépresseur ou d’un Bp-mimétique, semble avoir un support anatomigue commun: le
ganglion rachidien (Figure B8). Les études prochaines devront d’une part compléter et
confirmer les résultats préliminaires présentés ici et d’autre part identifier le lien moléculaire
nécessaire au bon fonctionnement de ce couplage. Citons comme lien potentiel les peptides
opioides qui peuvent étre libérés suite a une stimulation des p,-AR par un agoniste ou par
libération de noradrénaline provenant du systeme sympathique (Binder et al., 2004; Busch-
Dienstfertig and Stein, 2010).
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Dans I’étude du mécanisme d’action des antidépresseurs dans un modele murin de douleur
neuropathique, nous nous sommes initialement poses deux questions a savoir, ou se déroule
I’action thérapeutique ? et quels sont les protagonistes mis en jeu dans le mécanisme
physiopathologique de la douleur neuropathique et de son traitement par les antidépresseurs ?
Concernant la localisation de I’effet thérapeutique des antidépresseurs ou des agonistes P,
nous concluons que cet effet antalgique a lieu principalement en périphérie, plus
particuliérement dans les ganglions rachidiens. Nous avons egalement observé que les B,-AR
étaient seulement portés par les cellules non neuronales de ces ganglions.

A propos du mécanisme physiopathologique sous-jacent, nous avons vu que I’augmentation
de I’expression du TNF-a dans les ganglions rachidiens jouait un réle essentiel dans le
maintien de la douleur neuropathique. L’inhibition de I’action du TNF-a, soit directement par
I’etanercept, soit indirectement par un antidépresseur ou un agoniste B, adrénergique, est
primordiale pour obtenir un effet antiallodynique dans notre modéle de douleur
neuropathique.

Enfin, concernant les acteurs impliqués dans I’action thérapeutique, nous connaissions
I’implication des composantes noradrénergique et opioidergique avec respectivement les .-
AR et les DOR. Pour le systtme opioidergique, des interrogations subsistaient sur
I’implication des autres récepteurs, notamment les MOR et les KOR. Nous avons démontré
que I’action antiallodynique des antidépresseurs et des agonistes B, adrénergiques ne
nécessitent ni les MOR ni les KOR.

Certains aspects des résultats ont déja été discutés dans les chapitres précédents. Dans cette
discussion générale nous reviendrons plus largement sur A) les hypothéses
physiopathologiques de la douleur neuropathique ; B) le ganglion rachidien : lieu d’action des
antidépresseurs ; C) la relation entre B,-AR, DOR et TNF-a ; D) la notion de balance inter- et
intracellulaire entre la douleur neuropathique et son traitement par les antidépresseurs ; E) la

nécessité d’un delai d’action thérapeutique.
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A.Hypotheéses physiopathologiques des douleurs

neuropathiques périphériques

I. Douleur neuropathique et neuroinflammation

L'inflammation est souvent associée a des états douloureux. En effet, les Iésions tissulaires
engendrent la production d’un grand nombre de médiateurs qui, outre leur action excitatrice
propre, contribuent a la sensibilisation des fibres afférentes périphériques. Les
neurotransmetteurs et neuromodulateurs périphériques sont nombreux, d’ou le terme souvent
utilisé de « soupe inflammatoire » (Edwards, 2005). Ils sont libérés a partir des tissus lésés,
des cellules sanguines (plaquettes, polymorphonucléaires, mastocytes), des macrophages et a
partir des terminaisons des fibres afférentes (substance P, CGRP). Parmi ces substances dites
algogénes, on distingue les ions K* et H*, la sérotonine, les cytokines pro-inflammatoires,
I”histamine, les prostaglandines ou encore la bradykinine. La neuroinflammation, quant a elle,
est un terme plus restrictif se référant aux états inflammatoires présents dans le systéme
nerveux (Myers et al., 2006).

Basé sur des études pharmacologiques et histologiques notamment des activations cellulaires
différentielles en fonction du temps et du tissu, le décours temporel d’une douleur
neuropathique peut se répartir sur deux périodes, avec le développement et le maintien de
cette douleur. Chacune de celles-ci mettant en jeu vraisemblablement des mécanismes
distincts. Durant les premiers jours suivant la Iésion nerveuse, un démyélinisation axonale est
observée avec recrutement des cellules non neuronales résidentes du tissu qui vont phagocyter
les débris de myeline, libérer des substances algogénes comme la bradykinine ou les
cytokines, ce qui conduira a augmenter la perméabilité vasculaire et a recruter d’autres
leucocytes (Shubayev et al.,, 2006; Chattopadhyay et al., 2007). Une partie des
communications cellulaires du tissu va se réaliser par I’intermédiaire des cytokines. Comme
nous I’avons déja mentionné dans la revue, durant ces premiers jours postopératoires, il y a la
mise en place d’une cascade inflammatoire définie par I’augmentation de I’expression de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a, IL-1f, IL-6... Plus qu’un moyen
de communication intercellulaire, les cytokines sont capables d’agir directement sur le
neurone via leurs récepteurs spécifiques (Mehler and Kessler, 1995). Finalement, dans cette
période précoce, nous constatons que les ingrédients nécessaires au développement d’une

inflammation sont réunis. En plus des modifications d’activation cellulaire, au bout de deux
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semaines postopératoires, I’expression tissulaire de la majorité des cytokines ayant pris part a
I’initiation de la douleur revient a son état basal. Toutefois, apres quelques semaines, c’est-a-
dire lorsque la pathologie est installée, une « réactivation » de cytokines spécifiques a été
décrite (Kleinschnitz et al., 2006), mais elle n’entrainerait pas de réapparition de la réponse
inflammatoire. Dans le cas particulier du TNF-a, nos résultats sont relativement bien correlés
a ceux de la littérature dans le sens ou nous n’avons observé aprés 5 semaines postopératoires
que la seule augmentation de son expression génique et protéique, alors que celle d’autres
cytokines comme IL-6, IL-1p n’étaient pas modifiées. De plus, méme si la forme soluble du
TNF-0 semble étre un acteur important de I’inflammation (Rongione et al., 1997), son
précurseur membranaire semble également avoir un réle dans la physiopathologie de la
douleur neuropathique (Peng et al., 2006). En effet, nos résultats ont démontré un role
prépondérant du TNF-a membranaire dans le maintien de la douleur neuropathique, et dans
la limite de détection des techniques utilisées, nous n’avons pas mesuré de forme soluble que
ce soit au niveau local dans le ganglion rachidien ou au niveau systémique. Ceci semble en
accord avec des études cliniques qui montrent une augmentation du TNF-o dans les cellules
de Schwann du nerf sural 1ésé mais pas de modification des taux circulants de TNF-a chez des
patients neuropathiques (Empl et al., 2001). Ainsi, une localisation précise du TNF-a pourrait
rendre compte de phénomeénes d’interactions et/ou activations intracellulaires privilegiées
entre les cellules exprimant le TNF-a et les cellules possédant son récepteur. En fait, pour
décrire de fagcon temporo-mécanistique la douleur neuropathique, nous pouvons dire que les
évenements précoces corrélés comportementalement au développement de la douleur
neuropathique sont associés a des réactions de type neuroinflammatoires généralisées et que
les évenements tardifs corrélés comportementalement au maintien de la douleur
neuropathique sont quant & eux associés en partie a des réactivations particulieres de
cytokines localisées.

Au vu de ces données, le facteur temps apparait comme un élément déterminant dans le choix
de la cible thérapeutique. En effet, la pratique clinique courante relate que les anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont peu ou pas d’effet sur des patients neuropathiques
(Dworkin et al., 2007; Moulin et al., 2007; Attal et al., 2010). Avec I’exposé préclinique
précedent, il n’est pas surprenant qu’en clinique sur des pathologies installées depuis des mois
ou des annees, ces traitements AINS n’aient aucun effet. Ces données sont corroborées par le
fait qu’une hypersensibilité mécanique chez un animal neuropathique soit atténuée par
injections d’AINS un jour mais pas 2 semaines apres lésion nerveuse (Zhao et al., 2000). Par

contre, lors de douleurs inflammatoires chroniques, la physiopathologie décrite concerne une
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inflammation locale, c’est-a-dire une libération de substances algogenes qui peut étre associée
a une destruction cartilagineuse dans I’exemple de I’ostéoarthrite ou de la polyarthrite
rhumatoide (Crofford et al., 2000; Sarzi-Puttini et al., 2010). Une des recommandations
cliniqgues courantes de ces pathologies reposent sur [Iutilisation d’AINS, d’anti-
inflammatoires stéroidiens locaux dans le cas de I’ostéoarthrite, voire de stratégie anti-
cytokine pour la polyarthrite rhumatoide ou la spondylarthrite ankylosante (Zhang et al.,
2007b; Silva et al., 2010). Outre leur effet sur la douleur neuropathique, les antidépresseurs
ATC ou IRSN sont également connus pour avoir une action dans le traitement de douleurs
inflammatoires (Jones et al., 2005; Chappell et al., 2009), indépendamment de leur effet
antidépresseur (Ash et al., 1999). D’autre part I’utilisation de PB,-mimétiques comme le
salbutamol diminue la symptomatologie et la libération des cytokines pro-inflammatoires
associées dans un modele arthritique (Malfait et al., 1999). L’utilisation d’IRS, inefficaces
contre la douleur neuropathique, a démontré leur effet anti-inflammatoire dans I’arthrite chez
le patient et I’animal (Sacre et al., 2010; Krishnadas and Cavanagh, 2011). De plus, une
diminution de la production de cytokines a été observée sur des cultures de membranes
synoviales de patients arthritiques traités par un IRS (Sacre et al., 2010). Ces études
suggéreraient un potentiel thérapeutique anti-inflammatoire aux IRS dans les pathologies
chroniques inflammatoires. Bien qu’ils aient une action anti-inflammatoire, les IRS ne
présentent pas d’efficacité dans le traitement de la douleur neuropathique, suggérant ainsi que
le substrat nécessaire a leur action thérapeutique serait absent ou non disponible en condition
neuropathique.

Finalement, que ce soit d’un point de vue physiopathologique en comparant douleur
neuropathique et inflammatoire, ou d’un point de vue thérapeutiqgue méme si des mécanismes
d’action semblent communs, la douleur neuropathique chronique et installée ne serait pas une

condition neuroinflammatoire per se.

[I. Douleur neuropathique et canaux ioniques

Lors de douleur neuropathique I’implication des canaux ioniques est associée avec des
phénomeénes de douleur provoquée, mais la démonstration est moins claire dans les cas de
douleur spontanée. En effet, dans les différents modéles animaux, la majorité des techniques
utilisées pour les mesures de sensibilité ne peuvent rendre compte que de la douleur

provoquée. En clinique, I’administration de lidocaine améliore la douleur spontanée,
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cependant, la lidocaine peut inhiber a la fois la transmission nerveuse normale et
pathologique, ceci ne constitue donc pas une preuve de I’implication directe des canaux
ioniques dans la douleur neuropathique. Par ailleurs, I’utilisation préclinique de méthodes
électrophysiologiques a permis de montrer que la fréquence des décharges ectopiques était
diminuée par blocage de canaux ioniques (Lee et al., 2005). Ainsi, lors d’une Iésion nerveuse
la genése de décharges ectopiques en périphérie peut constituer un signal primaire dans le
développement de la douleur neuropathique en conduisant a des phénomenes de
sensibilisation centrale (Devor, 2006).

Si la plupart des études se sont intéressées aux hypersensibilités consécutives a une lésion
périphérique, dans le cas d’atteinte centrale comme des Iésions médullaires, une augmentation
de I’expression dans la corne dorsale de la moelle épiniére du canal sodium Nav1.3 (Hains et
al., 2006), normalement non détecté chez I’animal adulte (Felts et al., 1997), est alors
observée. Les neurones spinaux de la corne dorsale projettent par le faisceau spinothalamique
aux neurones des noyaux du thalamus, cette surexpression du canal sodium Navl.3 est
également détectée dans les neurones thalamiques (Hains et al., 2005). Dans les deux cas,
cette surexpression est associée a une augmentation de I’activité spontanée, c’est-a-dire une
augmentation de la fréquence de décharges des neurones (Hains et al., 2005, 2006).

En fait, dans le mécanisme pathologique de la douleur neuropathique, que ce soit suite a une
Iésion périphérique ou centrale, le site de lésion subit des changements de I’expression de
canaux ioniques et ces modifications peuvent se répercuter sur les neurones suivants de la
chaine. Pour déterminer I’implication reelle de ces canaux ioniques, différentes études ont
analysé leurs expressions géniques ou protéiques en fonction du temps. Suite a une lésion
nerveuse, des modifications de I’expression des canaux sodium et calcium ont lieu dans les
premiers temps, c’est-a-dire de quelques heures a une semaine apres I’induction de la
neuropathie (Kim et al., 2001; Xiao et al., 2002). En fait, pour reprendre une terminologie
déja usitée, cela correspondrait aux événements précoces de la douleur neuropathique avec en
regle générale une augmentation de I’expression de ces canaux, donc vraisemblablement une
augmentation de la neurotransmission excitatrice. Ensuite, un pic de I’expression de ces
canaux sodium et calcium est observé aprés deux semaines postopératoires (Dib-Hajj et al.,
1999; Newton et al., 2001; Xiao et al., 2002), et de fagon similaire a I’étude menée sur les
cytokines, un retour a la ligne de base est constaté plusieurs semaines apreés I’induction (Dib-
Hajj et al., 1996; Xiao et al., 2002), ce qui correspond a des évenements tardifs. De maniére
intéressante, nos résultats préliminaires concernant I’expression génique des canaux sodium

Navl1.3, Navl.7 et Nav1.8 et calcium Cav2.1 dans une neuropathie installée (cing semaines
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postopératoires), n’indiquent aucune variation d’expression dans les ganglions rachidiens
d’animaux neuropathiques.

Ainsi, les mécanismes physiopathologiques de la douleur neuropathique impliquant les
canaux ioniques semblent avoir un décours temporel superposable a celui des cytokines avec
des périodes précoce et tardive. Toutefois, il est nécessaire de souligner que ce n’est pas parce
que I’étude de I’expression génique ne détecte pas de modification, qu’il n y a pas de

variation de la protéine.

[ll. Douleur neuropathique et systeme nerveux sympathique

De nombreuses observations cliniques supportent I’idée que les afférences primaires
possedent une sensibilité pour les catécholamines soit circulantes ou libérées par le systéeme
nerveux sympathique. Cette sensibilité adrénergique a été décrite en clinique dans diverses
étiologies neuropathiques. En effet, la plupart des patients dont la douleur dépend du systéme
sympathique décrivent une intense douleur suite a une injection de noradrénaline dans le
territoire sous-lésionnel, tandis qu’une diminution notable de la douleur est mesurée suite a
une administration systémique de bloqueur adrénergique comme la phentolamine (Ali et al.,
2000). Chez le patient amputé neuropathique, I’administration périneuromale, c’est-a-dire au
site de lésion, de noradrénaline ou d’adrénaline a dose physiologique induit une intense
douleur (Chabal et al., 1992; Raja, 1998). De plus, chez des patients neuropathiques post-
herpétiques, I’application de noradrénaline sur le dermatome en aval de la Iésion nerveuse
provogque une augmentation de la douleur spontanée et de I’hyperalgésie mécanique
dynamique (Choi and Rowbotham, 1997). De méme, chez des patients dont la douleur dépend
du systeme sympathique, I’administration intraveineuse de phentolamine diminue la douleur,
ce qui n’est pas le cas avec un B-bloquant le propanolol (Raja et al., 1991; Dellemijn et al.,
1994). Ces données suggerent que la composante sympathique de ces douleurs ne serait pas
liée aux B-AR. Finalement, des blocs sympathiques peuvent étre réalisés sur les troncs
nerveux périphériques des dermatomes atteints, donc sans affecter directement le ganglion
rachidien concerne, pour soulager les symptomes neuropathiques (Boas, 1998). Que ce soit au
site de lésion ou sur le dermatome atteint, il semble que la noradrénaline ait une action directe
sur les afférences sensorielles, en recrutant les a-AR. Par contre, aucune étude clinique ne

démontre une action pathologique dans le ganglion rachidien. Seule la présence d’un
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bourgeonnement sympathique suggere une intervention possible dans la douleur
neuropathique (Shinder et al., 1999).

De nombreuses études précliniques ont recherché la localisation réelle de la composante
sympathique de la douleur neuropathique. Beaucoup d’entre elles ont utilisées des
administrations systémiques ce qui touchent potentiellement les troncs nerveux et les
ganglions rachidiens. Les interventions sur le systéme sympathique incluent des approches
chirurgicales et pharmacologiques systémiques ou locales. Dans un certain nombre de
modeles, la sympathectomie chirurgicale ou par administration intrapéritonéale de
guanéthidine diminue les symptémes neuropathiques (Kim and Chung, 1991; Shir and
Seltzer, 1991). De maniere intéressante, suite a une lésion nerveuse périphérique, I’application
locale de noradrénaline augmente I’hyperalgésie mécanique et cet effet est bloqué par une
sympathectomie préalable (Tracey et al., 1995). Concernant les conséquences fonctionnelles,
les fibres afférentes primaires contenues dans le nerf peuvent étre excitées suite a une
stimulation électrique de la chaine sympathique. Cet effet peut étre mime par injection de
noradrénaline ou d’adrénaline et bloqué par un antagoniste a-adrénergique (Habler et al.,
1987). Dans le ganglion rachidien, les efférences sympathiques dérivant du rameau
communicant gris et innervant notamment les vaisseaux sanguins, envahissent le ganglion
rachidien suite a une lésion nerveuse péripherique (McLachlan et al., 1993). Des études
comportementales ont démontré que ce bourgeonnement sympathique dans les ganglions
rachidiens pouvait, selon [I’étiologie neuropathique proximale (proche des ganglions
rachidiens) ou distale (au niveau des nerfs périphériques), étre associé a des symptdmes
douloureux (Pertin et al., 2007). De plus, tout comme observé en clinique, les récepteurs
adrénergiques impliqués semblent étre les a,-AR (Chen et al., 1996). Ce couplage entre
neurones sensoriels et fibres sympathiques a lieu essentiellement autour des somas des fibres
de type A (Ramer and Bisby, 1998), mais méme en condition physiopathologique I’activité de
décharge des neurones pré- ou post-ganglionnaires est insuffisante en soi pour mener a
I’activation des somas neuronaux (Michaelis et al., 2000). Une sympathectomie ne modifie
pas I’activité ectopique des neurones du ganglion rachidien chez des rats neuropathiques (Liu
et al., 2000). Suite a une lésion nerveuse, une augmentation de I’expression des a,-AR dans
les somas sensoriels est détectée (Birder and Perl, 1999). Cependant, cette surexpression n’est
que transitoire et disparait aprés quelques semaines, c’est-a-dire au fur et a mesure que
I’arborisation sympathique se met en place dans le ganglion rachidien. Ainsi, peu d’activation
neuronale peuvent étre générée par les concentrations de noradrénaline présente dans le

ganglion rachidien (Lopez de Armentia et al., 2003).
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Finalement, d’apres les données cliniques et précliniques, I’implication du systeme nerveux
sympathique dans les douleurs neuropathiques sympathique-dépendantes semble
essentiellement avoir lieu le long des fibres sensorielles des troncs nerveux périphériques,
comme en témoigne les effets thérapeutiques des blocs sympatholytiques utilisés en clinique.
Si dans la plupart des cas de lésion nerveuse périphérigque, le ganglion rachidien est envahi par
un bourgeonnement sympathique, celui-ci n’apparait pas étre directement relié aux
phénomeénes d’activité électrique anormale des somas sensoriels associés aux comportements

neuropathiques.

120



DISCUSSION GENERALE

B. Le ganglion rachidien : lieu d’action d’un antidépresseur

|. Site d’action en fonction du traitement par les antidépresseurs

Les études cliniques et précliniques sont relativement unanimes pour dire que le systeme
noradrénergique est prédominant dans I’effet thérapeutique des antidepresseurs dans la
douleur neuropathique. Les sources de noradrénaline endogéne sont au niveau central les
controles inhibiteurs descendants spinaux ou les projections supraspinales des noyaux
noradrénergiques et au niveau périphérique le systeme nerveux sympathique. Nous avons vu
dans I’introduction que I’effet antalgique des antidépresseurs était majoritairement observe
lors de manipulations intrathécales, c’est-a-dire atteignant la moelle épiniére et le ganglion
rachidien. La plupart des études ont utilisé des protocoles d’administration aigué
d’antidépresseur. Méme si certains auteurs ont également utilisé une méthode d’escalade
pharmacologique sur 24 heures, basée sur le mimétisme cliniqgue des concentrations
d’antidépresseurs circulants chez les patients (Wattiez et al., 2011), cela reste tout de méme
un protocole d’administration aigu, ne reflétant pas I’utilisation clinique courante.

L effet antalgique aigu des ATC ou des IRSN, & dominante noradrénergique, serait dd a une
action centrale par I’intermédiaire des contrdles descendants noradrénergiques et ceci par la
stimulation des a,-AR. Ceci est conforté par les effets d’administrations intrathécales
d’agonistes ay-AR spécifiques comme la clonidine qui améliorent les symptdmes
neuropathiques (Martin et al., 2006). Concernant les IRS, si leur administration prolongée ne
présente pas d’effet antalgique, leur injection aigu intrathécale est suivie d’effets
thérapeutiques contre la douleur neuropathique, qui disparaissent chez des souris
transgéniques deficientes en neurones sérotoninergiques centraux ou avec une déplétion
sérotoninergique centrale (Honda et al., 2006; Zhao et al., 2007b). L’IRS, dans son effet aigu,
agirait donc dans la moelle épiniére via les contréles inhibiteurs sérotoninergiques.

Par contre, plus proche de la clinique, nous utilisons des administrations prolongées
d’antidépresseurs et des études précédentes ont démontre le réle prédominant des B,-AR
(Yalcin et al., 2009b; Yalcin et al., 2009a). De plus, I’implication du systeme opioidergique et
notamment des DOR a également été observée (Benbouzid et al., 2008a; Benbouzid et al.,
2008c¢). Ainsi, selon le mode d’action, aigu ou prolonge, les antidepresseurs semblent avoir un

mécanisme d’action différent, c’est-a-dire que les cibles directes comme les récepteurs
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adrénergiques et les effecteurs secondaires comme les récepteurs opioides sont relativement
distinctes.

Les études menées au sein du laboratoire ont montré que I’injection systémique d’un
antagoniste des B,-AR ou des DOR bloquait I’effet antiallodynique d’un antidépresseur ou
d’un B,-mimétique. Cependant, ces études ne renseignent pas sur la localisation de cet effet
thérapeutique. A cette fin, des études utilisant des administrations intrathécales ont permis de
cibler la région lombaire innervant le nerf sciatique. Toutefois, la distinction précise entre
moelle épiniére (SNC) et ganglion rachidien (SNP) ne peut étre faite de cette maniére. D’autre
part, I’utilisation d’un antagoniste opioide ne traversant pas la barriere hémato-encéphalique
(Brown et al., 1983) a montré I’implication éventuelle du systéme nerveux périphérique, mais
cela ne constitue pas une preuve absolue de I’effet périphérique. En effet, des perturbations de
la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique au niveau spinal peuvent apparaitre suite a
une lésion nerveuse périphérique (Gordh et al., 2006; Beggs et al., 2010). Elle devient
perméable pour des molécules ou des cellules, notamment du systeme immunitaire, qui en
condition physiologique ne sont pas capables d’atteindre le SNC (Grace et al., 2011). C’est
pour cela que les expériences ou la naloxone methiodide est administrée a cing semaines
postopératoires, doivent étre considérées avec précaution. En condition neuropathique, aucune
étude a ce jour n’a étudié le degré de penétration de I’etanercept dans le SNC suite a une
altération de la barriére hémato-encéphalique. La diffusion de I’etanercept, de par sa taille
importante (150 kDa), est relativement inexistante dans le tissu nerveux sain a partir de la
vascularisation (Zhou, 2005). Ainsi, tout comme avancé dans le cas de la naloxone
methiodide, il est difficile de conclure avec cette seule étude quant a un effet périphérique.
Néanmoins, pour s’affranchir des altérations de la barriere hémato-encéphalique occasionnée
suite a une lésion nerveuse périphérique, nous avons réalisé les lésions noradrénergiques
avant d’induire la neuropathie et nous avons également utilisés différents sites
d’administrations de la neurotoxine, au niveau soit périphérique soit central. Ainsi, en
réalisant une sympathectomie deux semaines avant I’induction de la douleur neuropathique,
nous avons observé qu’un traitement par un antidépresseur tricycliqgue n’a plus d’action
thérapeutique, et ceci est corrélé histologiquement par la perte compléte du bourgeonnement
noradrénergique pathologique dans le ganglion rachidien. L’ensemble de ces expériences
démontre que I’invasion du systeme nerveux sympathique dans le ganglion rachidien suite a
une lésion nerveuse périphérique constitue le substrat endogene nécessaire a I’action
thérapeutique d’un antidépresseur tricyclique. Dans ce contexte, un B,-mimétique agirait

également dans le ganglion rachidien, en court-circuitant le recrutement du systeme nerveux
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sympathique par stimulation directe des B,-AR. Dans le but d’étendre cette hypothése, nos
résultats seraient a généraliser a d’autres modeles traumatiques ou un bourgeonnement
sympathique dans le ganglion rachidien a été décrit (Pertin et al., 2007). Il est de plus a noter
qu’un bourgeonnement sympathique dans le ganglion rachidien faisant suite a une lésion
nerveuse periphérique, a aussi pu étre observe chez des patients douloureux neuropathiques
ne présentant pas de symptomatologie adrénergique (Shinder et al., 1999).

Si le ganglion rachidien apparait comme le lieu d’action des antidépresseurs, il est intéressant
d’envisager les cas ou un traitement par les antidépresseurs reste inefficace, notamment suite
a une infection par le VIH (Finnerup et al., 2010) ou a une lésion médullaire (Attal et al.,
2009).

ll. Antidépresseur et VIH

Les neuropathies sont les complications non infectieuses les plus communes d’une infection
par le VIH (Pardo et al., 2001). En effet, plus de la moitié des individus infectés par le VIH
vont développer des signes neuropathiques (Pardo et al., 2001; Schifitto et al., 2002). Méme si
la pathophysiologie de la neuropathie périphérique relative a cette infection reste peu connue,
une des hypothéses mécanistiques avancée est la dégénérescence distale axonale (Pardo et al.,
2001), mettant en jeu une infiltration macrophagienne (Bradley et al., 1998; Pardo et al.,
2001) et les cellules de Schwann (Merrill and Chen, 1991; Keswani et al., 2003). En plus de
ce recrutement cellulaire dans le nerf, une autre altération neuropathologique a pu étre
observée dans le ganglion rachidien, il s’agit du recrutement de cellules produisant des
cytokines pro-inflammatoires et qui expriment des antigénes du complexe majeur
d’histocompatibilité, autrement dit des cellules non neuronales du ganglion rachidien comme
les macrophages, les lymphocytes T ou les cellules satellites gliales (Yoshioka et al., 1994;
Nagano et al., 1996). De plus, des études cliniques ont démontré la présence exclusive de
I’infection virale dans les cellules non neuronales du systeme nerveux, c’est-a-dire des
cellules gliales ou immunitaires et non dans des neurones (Sharer et al., 1994; Lin et al., 1997,
Saadati et al., 1999). En fait, ce serait des cellules non neuronales infectées qui produiraient
des neuromédiateurs, notamment des cytokines conduisant au développement et au maintien
de la neuropathie associée au VIH. Dans les cellules immunitaires, la production de cytokines
(TNF-a ou IL-1P) peut étre induite par I’infection virale. Ces cytokines en retour peuvent, par

des boucles de stimulation autocrine, amplifier la réplication et I’expression du VIH
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notamment par le recrutement de la voie NFxB (lIsrael et al., 1989; Osborn et al., 1989), ce qui
maintiendrait le réservoir d’infection du VIH que sont les cellules non neuronales (Merrill and
Chen, 1991; Merrill et al., 1999). Concernant I’aspect thérapeutique, deux explications
peuvent étre avancées pour comprendre I’inefficacité des antidépresseurs, soit I’absence du
systéeme nerveux sympathique donc une absence du substrat des antidépresseurs dans le
ganglion rachidien auquel cas un p-mimétique serait susceptible d’avoir un effet
thérapeutique ; soit un dysfonctionnement des cellules portant les B,-AR dans le ganglion
rachidien.

Méme si aucune étude n’a pour I’instant démontré la présence ou I’absence de fibres
sympathiques dans le ganglion rachidien, nous pouvons cependant faire le paralléle avec ce
qui est déja connu en termes de physiopathologie dans d’autres types de douleur
neuropathique. Nous avons vu qu’une dégénérescence wallérienne avait lieu lors d’une
neuropathie induite par le VIH, ce qui a été confirmé cliniquement (Ebenezer et al., 2007). De
plus, il a été démontré expérimentalement que cette degénérescence le long de I’axone est un
préalable nécessaire au bourgeonnement noradrénergique pathologique dans le ganglion
rachidien (Ramer et al., 1997), notamment grace au recrutement de cellules non neuronales
par I’intermédiaire de neurotrophines et de cytokines (Ramer et al., 1998b; Ramer et al.,
1998a). Tout ceci suggeére qu’une telle arborisation pourrait également avoir lieu lors d’une
neuropathie associée a une infection par le VIH.

D’autre part, nous avons vu que les B,-AR sont essentiellement exprimés dans le ganglion
rachidien par des cellules non neuronales. Or précédemment, il a été montré que le réservoir
d’une infection par le VIH pourrait étre ces mémes cellules non neuronales, notamment par
I’activation de la voie de transduction NFkB. De plus, son activation dans les cellules non
neuronales a été retrouvée comme facilitatrice de la douleur neuropathique par la synthése de
cytokines pro-inflammatoires (Fu et al., 2010; Zang et al., 2010). Par opposition, le
recrutement des B,-AR provogue en aval une augmentation de la voie AMPCc/PKA. Des
études préliminaires menées au laboratoire ont démontré qu’un inhibiteur de
phosphodiesterases, qui augmente les taux d’AMPc, a le méme effet thérapeutique qu’un
antidépresseur ou un Bp-mimétique. Ainsi, dans une méme cellule les voies NFkB et
AMPCc/PKA peuvent étre recrutéees mais de maniéere distincte, car I’augmentation de la voie
AMPCc/PKA inhibe la voie NFkB (Ghosh et al., 1993; Takahashi et al., 2002). Une explication
de I’inefficacité de recrutement des B,-AR reposerait sur I’auto-maintien de la charge virale,
via I’activation de NF«B et la production de cytokines qui empécheraient I’activation de la

voie AMPc/PKA dans les cellules non neuronales.
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lll. Antidépresseur et Iésion médullaire

La douleur neuropathique est une condition trés fréquemment observée aprés une lésion
médullaire (Canavero and Bonicalzi, 2007). La symptomatologie rencontrée de douleurs
spontanées ou évoquées est souvent comparable a celle observée lors de Iésion nerveuse
périphérique (Attal et al., 2009). Méme si les antidépresseurs sont les molécules les plus
utilisées lors de douleur neuropathique, les études cliniques concernant des patients avec une
douleur centrale suite a une lésion médullaire n’ont pas suggéré d’efficacité de I’amitriptyline
comparée au placebo (Cardenas and Felix, 2009). Cependant, d’autres études observent une
efficacité de I’amitriptyline uniquement chez un sous-groupe de patients présentant une
symptomatologie dépressive (Rintala et al., 2007), suggérant que I’efficacité analgésique de
I’amitriptyline serait fortement liée a son effet antidépresseur. L efficacité des antidépresseurs
non tricycliques, comme la reboxétine (Canavero and Bonicalzi, 2001), le trazodone
(Davidoff et al., 1987) ou encore la duloxétine (Vranken et al., 2011), n’a également pas été
démontrée dans les douleurs neuropathiques centrales consécutives a une lésion médullaire.
Par contre, I’administration épidurale de clonidine (agoniste oy-adrénergique) inhibe la
sémiologie neuropathique des lésions médullaires (Glynn et al., 1986; Siddall et al., 1994).
Dans le cas de douleur neuropathique centrale post-lésion médullaire, le schéma pathologique
spinal décrit est relativement similaire a celui des lésions nerveuses péripheriques, c’est-a-dire
une augmentation de la transmission excitatrice, une diminution de la transmission inhibitrice
notamment monoaminergique et un recrutement de cellules gliales (astrocytes et microglie) et
de leucocytes circulants (Hulsebosch et al., 2009). Cependant, quelques différences notables
concernant des acteurs moléculaires existent entre pathologies neuropathiques centrale et
périphérique (Berger et al., 2011). En effet, en particulier le TNF-o apparait comme un
élément important dans le maintien de la douleur neuropathique d’origine périphérique
puisqu’il a été montré dans nos études ou d’autres (Sommer et al., 2001) qu’un traitement a
I’etanercept soulage I’allodynie mécanique installée. En condition de lésion médullaire, le
TNF-o semble ne jouer un réle que dans le développement de la douleur neuropathique (Peng
et al., 2006), puisque son inhibition par I’etanercept sur une douleur centrale installée est sans
effet thérapeutique (Marchand et al., 2009).

Tout comme observé en clinique, chez I’animal, un traitement par un antidépresseur ne

posseéde aucun effet thérapeutique suite a une lésion médullaire (Hama and Sagen, 2007). En
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condition de lésion médullaire, le foyer primaire lésionnel est la moelle épiniere et les
ganglions rachidiens voisins ne semblent pas affectés. Ainsi, le manque d’effet thérapeutique
des antidépresseurs pourrait s’expliquer par I’absence de modifications pathologiques utiles
au traitement antidépresseur ou B,-mimétique, comme le bourgeonnement sympathique dans
les ganglions rachidiens ou bien par le fait que les B,-AR des cellules non neuronales
ganglionnaires soient moins fonctionnels. Si lors de Iésion périphérique, attaquer la douleur
neuropathique a sa source consiste a cibler le ganglion rachidien, lors de Iésion centrale il
conviendrait de cibler la moelle épiniere. Analyser la physiopathologie induite dans la moelle

épiniére est donc un préalable nécessaire pour définir les acteurs thérapeutiques potentiels.
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C.Lien entre B,-AR, DOR et TNF-a

Dans notre modéle de douleur neuropathique, un role indispensable des B,-AR a été observe
dans I’effet antiallodynique des antidépresseurs (Yalcin et al., 2009b; Yalcin et al., 2009a) et
leur seule stimulation est capable de produire un effet antalgique similaire aux antidépresseurs
(Choucair-Jaafar et al., 2009; Yalcin et al., 2010). Dans le systeme nerveux central, les B,-AR
sont majoritairement exprimés par les cellules gliales comme les astrocytes (Mantyh et al.,
1995). En périphérie, les Bo-AR sont connus pour étre exprimeés par les cellules immunitaires
(Elenkov et al., 2000) et nous avons observé que tout comme les astrocytes, les cellules
satellites gliales sont également capable d’exprimer les B,-AR. La stimulation des B,-AR par
un agoniste ou la noradrénaline provoque classiqguement une augmentation des taux
d’adénosine monophosphate cycliqgue (AMPc) et une activation de la protéine kinase A
(PKA) (Elenkov et al., 2000; Junker et al., 2002). Ce mécanisme est étroitement régulé par les
phosphodiesterases (PDE), enzymes de dégradation des nucléotides cycliques. Les PDE4 sont
responsables de I’hydrolyse de I’AMPc formé lors de [I’activation des recepteurs
adrénergiques (McCabhill et al., 2008). Ainsi I’utilisation d’inhibiteurs de phosphodiesterase
de type 4 (iPDE), comme le rolipram a démontré un bénéfice thérapeutique dans différents

modeles de douleur neuropathique (Ledeboer et al., 2006).
|. Lien entre B,-AR et DOR

Nous avons pu montrer que les B,-AR fonctionnels sont présents uniquement sur des cellules
non neuronales, vraisemblablement les cellules satellites gliales du ganglion rachidien.
D’autre part, les DOR semblent quant & eux majoritairement exprimes sur les afférences
primaires (Mennicken et al., 2003). Des résultats préliminaires n’ont pas montré de variation
d’expression génique des B,-AR ou des DOR dans le ganglion rachidien chez un animal
neuropathique traité ou non par un ATC. Des données de la littérature observent une
augmentation de I’expression protéique des DOR dans les ganglions rachidiens d’animaux
neuropathiques et un recrutement accru de ces récepteurs au site de lésion périphérique (Kabli
and Cabhill, 2007). Un lien entre systemes noradrénergique et opioidergique existe. En effet,
un traitement prolongé par un antidépresseur permet une augmentation de la synthése de
peptides opioides (Hamon et al., 1987). De méme, la stimulation du B,-AR induisant une
activation de la voie AMPc/PKA conduit a la synthése de peptides opioides, notamment dans
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des cellules non neuronales immunitaires (Binder et al., 2004). De maniére intéressante, cette
analgésie périphérique dépendante des cellules immunitaires est aboli aprés sympathectomie
chimique ou I’administration d’antagoniste adrénergique (Binder et al., 2004; Machelska,
2011).

ll. Lien entre B,-AR et TNF-a

Nous avons montré que I’expression du TNF-a, en particulier sa forme membranaire est
augmentée dans le ganglion rachidien en condition neuropathique. De plus, un traitement
prolongé avec un antidépresseur ou un B,-mimétique diminue son expression. A noter qu’un
ATC n’a pas d’effet antiallodynique et ne diminue pas les taux de TNF-o chez des souris
déficientes pour les B-AR, suggérant un lien entre f,-AR et TNF-a.

En effet, la stimulation du B,-AR par un agoniste spécifique ou par la noradrénaline induit une
diminution de la synthése de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a et une
augmentation de la synthese de cytokines anti-inflammatoires comme 1’1L-10, et ceci par un
mécanisme dépendant de I’activation de la voie AMPCc/PKA (Elenkov et al., 2000). Des effets
similaires sont observés chez des souris traités par un iPDE (McCann et al., 2010), traitées
avec un ATC (Selmeczy et al., 2003) ou déficientes pour le transporteur de la noradrénaline
(NET) (Selmeczy et al., 2003).

Pour le traitement de la douleur neuropathique, nous avons également montré qu’une
inhibition de la voie NFxB est suffisante pour obtenir un effet antiallodynique. Ceci semble
en accord avec les données de la littérature qui observent une activation de la voie NFxB dans
les cellules non neuronales, c’est-a-dire immunitaires et gliales, conduisant a la sécrétion de
TNF-a par exemple (Ledeboer et al., 2005). Nous avons observé qu’un traitement ATC inhibe
la voie NFxB en augmentant I’expression de son represseur endogene IkB-a. De plus, la
stimulation du B,-AR en augmentant les taux d’AMPc intracellulaire mene a une diminution
de la voie NFxB dans une méme cellule (Takahashi et al., 2002) et de la méme facgon le
rolipram diminue le recrutement de la voie NF«kB (Sanchez et al., 2005).

De maniere intéressante, la neuropathie semble induire une activation directe de la voie NFkB
sans altérer I’expression d’lkB. Par contre, I’action du traitement n’agit pas directement sur
I’activation de la voie NFxB, mais semble induire une augmentation de I’expression du

répresseur endogene IkB, ceci suggérant I’activation d’une voie parallele et opposée a NFkB.
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[1l. Lien entre DOR et TNF-a

Les DOR sont exprimés essentiellement par les afférences primaires. Le TNF-a. membranaire
pour agir sur les neurones, recrute un recepteur, le TNFR1 qui est le seul récepteur exprimé
par les neurones sensoriels (Schafers et al., 2008).

Nous avons vu précédemment un lien entre B,-AR/DOR et B,-AR/TNF-a. Qu’en est-il entre
TNF-a et DOR ? Une étude observe qu’un traitement a la thalidomide (inhibiteur de la
synthese de TNF-a), en plus de diminuer les comportements neuropathiques, augmente les
concentrations d’enképhalines dans la corne dorsale de la moelle épiniere (George et al.,
2000). Toutefois, une autre étude montre, dans un modeéle d’arthrite chronique, que les effets
thérapeutiques d’un traitement par la thalidomide ne sont pas modifiés par I’administration
d’un antagoniste opioide (Vale et al., 2006). Il est important ici de souligner que la
stimulation des DOR sur les neurones sensoriels induit une inhibition de la voie AMPc/PKA
car ces recepteurs sont couplés a une protéine G inhibitrice (Zhang and Pan, 2010). D’autre
part, si de nombreuses voies de transduction comme les MAP kinases ont pu étre décrites
suite a I’activation du TNFR1, une étude relate que I’application de TNF-o active TNFR1 sur
des neurones sensoriels et recrute la voie AMPc/PKA puisque son action est bloquée par un
inhibiteur de la PKA (Zhang et al., 2002). Ainsi, les DOR et les TNFR1 auraient un role
opposé dans les neurones sensoriels, respectivement antiallodynique et allodynique.
Finalement, avec les quelques acteurs connus et suspectés, nous pouvons proposer une
hypothése d’action simple de I’effet antiallodynique des ATC dans le traitement de la douleur
neuropathique (Figure C1). Dans le ganglion rachidien, le recrutement des pB.-AR
indirectement par les ATC via le systéeme nerveux sympathique ou indirectement par un
agoniste spécifique conduit a I’activation de la voie de I’AMPc/PKA dans les cellules
satellites gliales qui menerait a la synthese et a la libération de peptides opioides comme les
enképhalines, lesquelles iraient ensuite stimuler les DOR présents sur les afférence primaires.
Dans le méme temps, cette stimulation des B,-AR conduit a une diminution de la synthese de
TNF-a membranaire qui diminuerait de I’activation du TNFR1. Cette hypothése est valable
dans le cas ou les cellules satellites possédant des B,-AR fonctionnels sont également capables
de libérer des peptides opioides.

Le mécanisme proposé reste cependant a confirmer par d’autres expériences. En effet,
quelques points concernant notamment les différentes localisations cellulaires restent encore a

éclaircir.
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D.Concept de balance inter- et intracellulaire

De nombreuses interrogations subsistent encore sur la répartition cellulaire des différents
acteurs. Cependant, en ne considérant que deux compartiments cellulaires I’un non neuronal
et I’autre neuronal, nous pouvons revenir plus précisément sur la mise en jeu des différentes
voies de transduction intracellulaire.

Lors d’une lésion nerveuse peériphérique, des études comportementales et
électrophysiologiques ont suggéré que I’activation de la voie AMPc/PKA joue un role
important dans les processus douloureux de sensibilisation dans le neurone sensoriel (Taiwo
et al., 1989; Aley and Levine, 1999). Par exemple, les prostaglandines par I’intermédiaire de
leurs récepteurs augmentent I’excitabilité neuronale en activant la voie AMPc/PKA (Hingtgen
et al., 1995). La méme voie est impliquée dans I’augmentation de la fréquence de décharges
des neurones lors de I’application de TNF-a (Zhang et al., 2002). Par contre, pour le
compartiment non neuronal, il est généralement observé un recrutement de la voie NFkB lors
d’évenements pathologiques (Kaltschmidt and Kaltschmidt, 2009). En effet, la surexpression
d’IxB-o dans des cellules gliales diminue la libération de cytokines pro-inflammatoires,
menant a I’atténuation des comportements neuropathiques (Meunier et al., 2007; Fu et al.,
2010).

Nos données physiologiques obtenues in vivo dans le cadre de la douleur neuropathique
semblent en accord avec d’autres travaux menés in vitro sur des cultures de cellules
cérébrales. En effet, sur ces cultures cellulaires, un traitement ATC diminue la synthése de
cytokines pro-inflammatoires par inhibition de la voie NFkB dans les cellules gliales, et ceci
en empéchant la dégradation du répresseur IxB (Hwang et al., 2008). De plus, nous avons vu
auparavant que la stimulation des [,-AR était associée a une augmentation de la voie
AMPc/PKA dans les cellules non neuronales, ce qui avait pour conséquence I’inhibition de la
voie NFkB, donc de la libération de cytokines pro-inflammatoires. Par contre dans le
compartiment neuronal, si I’effet antiallodynique est associé a une diminution des taux
d’AMPc, notamment par I’activation des DOR, I’activation de la voie NFkB a été associée a
la survie neuronale (Kaltschmidt and Kaltschmidt, 2009). Par exemple, I’activation de NF«xB
protege les neurones de la toxicité des peptides amyloides sécrétés lors de la maladie
d’Alzheimer (Barger et al., 1995), ou d’un stress excitotoxique lors d’ischémie (Goodman et
al., 1996; Won et al., 2002). Dans le ganglion rachidien, le recrutement de la voie NFxB dans

les neurones sensoriels a été observé comme une conséquence a long terme d’une lésion de
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nerf, pour les préserver des phénoménes d’apoptose (Fernyhough et al., 2005). Ainsi, on
pourrait imaginer lors d’un traitement ATC une activation neuroprotectrice de NFkB dans les
neurones sensoriels du ganglion rachidien, alors que cette voie serait délétere dans les cellules
non neuronales. Un argument supplémentaire a cette hypothese pourrait étre les données non
publiées obtenues en mesurant I’expression génique du récepteur métabotropique du
glutamate 2 (mGIuR2) dans le ganglion rachidien. 1l faut savoir que son expression neuronale
est sous influence de I’activation de NFxB (Chiechio et al., 2006b). Nous avons ainsi observe
une diminution de [I’expression de mGIuR2 en condition neuropathique, reflétant
vraisemblablement une diminution de NFkB neuronal. Avec un traitement ATC, nous avons
mesuré un retour a la normale de I’expression de mGIuR2 donc un recrutement de NFxB
neuronal. En accord avec ces données, une étude montre que la stimulation de NF«B par le L-
acetylcarnithine conduit a une augmentation de I’expression de mGIuR2 par les neurones
sensoriels, ceci menant & un soulagement de la douleur neuropathique (Chiechio et al.,
20064a).

Finalement, en considérant uniquement les compartiments neuronal et non neuronal, nous
pourrions résumer ce concept de balance inter- et intracellulaire en fonction de la situation
neuropathique ou traitée par la figure D1.

Suite a une lésion nerveuse périphérique, une augmentation de NFkB dans le compartiment
non neuronal conduit a une augmentation de I’expression de TNF-a. qui par I’intermédiaire du
TNFR1 produit en aval un recrutement de la voie AMPc/PKA dans les neurones sensoriels.
Tout ceci méne a un phénomene d’allodynie.

Avec I’instauration d’un traitement prolongé par un ATC ou un B-mimétique, la stimulation
des B2-AR provoque une augmentation des taux d’AMPc dans le compartiment non neuronal,
conduisant a une augmentation de la synthése de peptides opioides qui stimulent en aval les
DOR des afférences primaires, ce qui a pour conséquences la diminution des taux d’AMPc
neuronaux et une activation de NFxB. Tout ceci mene également a un phénomene

d’antiallodynie.
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E. Délai thérapeutique

Les données cliniques ont démontré qu’un antidépresseur (ATC ou IRSN) n’avait aucune
action antalgique aigué et que le traitement par des antidépresseurs nécessite d’étre prolongé
pour avoir une action thérapeutique sur une neuropathie installée (Mico et al., 2006;
Benbouzid et al., 2008a). De plus, le délai d’action thérapeutique observé est généralement de
une a deux semaines, ce qui correspondrait a la mise en jeu de mécanismes de neuroplasticité
en aval. Dans notre modéle, nous avons montré que le systéme nerveux sympathique était le
substrat anatomique de I’action des antidépresseurs dans la douleur neuropathique, or cette
arborisation se met en place durant les premiers jours, voire les premiéres semaines, suivant la
neuropathie. Ceci pourrait peut-étre expliquer les données préliminaires établissant qu’un
traitement antidépresseur est inefficace s’il est instauré des I’induction de la neuropathie.

Des études antérieures ont également montré que les B-mimétiques n’ont d’action
antiallodynique que lorsqu’ils étaient administrés de maniére prolongée (Choucair-Jaafar et
al., 2009; Yalcin et al., 2010) et que dans ce cas I’action thérapeutique était indépendante du
systeme nerveux sympathique. De maniére intéressante, nous avons constaté que les cellules
exprimant le B,-AR d’un animal contrdle sont moins sensibles a une application de B,-
mimétique que celles d’un animal neuropathique. Cette différence de fonctionnalité pourrait
s’expliquer par les difféerents mécanismes de sensibilisation qui ont lieu lors d’une douleur
neuropathique. Le recrutement des p,-AR par un traitement antidépresseur ou B,-mimétique
ne serait efficace que si les mécanismes physiopathologiques de la douleur neuropathique ont
eu lieu. Ceci pourrait étre en partie supporté par d’autres résultats préliminaires qui observent
un effet partiel des B,-mimétiques si le traitement débute au moment de I’induction de la
neuropathie. De plus, nous avons montré, a la fois pour les antidépresseurs (Benbouzid et al.,
2008a; Benbouzid et al., 2008b) et les B,-mimétiques (Yalcin et al., 2010), que dans leur
action antiallodynique, ils recrutaient en aval le systeme opioidergique et plus
particulierement les récepteurs DOR comme effecteur thérapeutique. Finalement le délai
d’action pourrait correspondre au temps mis par le B,-AR a recruter les DOR notamment via
la synthese éventuelle de peptides opioides. Ce délai de douze jours correspondrait peut-étre
au temps nécessaire pour accumuler assez de peptides opioides pour inverser la balance en
faveur d’un effet antiallodynique.

Par comparaison a d’autres pathologies comme les bronchites pulmonaires chroniques

obstructives, ou dans la majorité des cas un traitement au long cours par un p,-mimetique est
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recommandé, il est observé, en plus de leur action bronchodilatatrice immédiate, que les B.-
mimétiques possédent des propriétés anti-inflammatoires et protectrices a long terme
(Johnson and Rennard, 2001). Dans ce travail, nous avons également mis en évidence que la
voie NFkB est impliquée dans le maintien de la douleur neuropathique. Cette voie de
signalisation est largement décrite comme un voie de synthése importante des cytokines pro-
inflammatoires (Bowie and O'Neill, 2000). Ainsi, hous avons pu observer qu’un inhibiteur de
cette cascade de transduction, le PDTC, soulageait I’allodynie neuropathique au bout d’une a
deux semaines de traitement, tout comme les antidépresseurs ou les B,-mimétiques. Dans un
modele d’inflammation chronique, une administration prolongée de PDTC de deux semaines
est également nécessaire pour obtenir un effet thérapeutique (Cuzzocrea et al., 2002). Ensuite,
nous avons démontré que le TNF-a, issu de I’activation de la voie NFkB, est un élément
important du maintien de la douleur neuropathique, puisque sa seule inhibition par
I’etanercept est suffisante pour obtenir un effet antiallodynique. Encore une fois, ce traitement
nécessite une administration prolongée et un effet significatif était visible aprés douze jours.
Par comparaison avec d’autres études, une administration répétée sur plusieurs jours semble
nécessaire a I’obtention d’un effet thérapeutique sur une neuropathie installée (Sommer et al.,
2001). Cependant, I’etanercept peut aussi fournir un effet antiallodynique s’il est administré
en prophylaxie (Schafers et al., 2003) ou en périopeératoire (Marchand et al., 2009). Son action
passerait donc par une inhibition de la cascade inflammatoire consécutive a la Iésion nerveuse
puisque le TNF-a est aussi un élément important dans I’initiation de la réaction inflammatoire
(Witkamp and Monshouwer, 2000). Dans d’autres pathologies comme I’asthme sévére, des
études cliniques ont montré que le TNF-a pouvait également jouer un réle important (Berry et
al., 2006) et que le traitement prolongé de plusieurs semaines par I’etanercept pouvait avoir
un bénéfice thérapeutique chez les patients asthmatiques (Berry et al., 2006; Brightling et al.,
2008). Dans notre étude, nous pouvions penser qu’en inhibant la synthese ou I’action directe
du TNF-a, un effecteur important de la pathologie, nous aurions pu diminuer le délai
thérapeutique. Dans le cas de traitements par les antidépresseurs ou les B,-mimétiques, nous
avons avancé I’argument qu’un recrutement du systéme opioidergique secondaire pouvait étre
une explication du délai thérapeutique. Toutefois, il semblerait que le lien entre TNF-a et
systéeme opioidergique ne soit pas aussi direct que celui entre B,-AR et ce systeme.

Dans une douleur neuropathique, peu importe le niveau d’intervention dans le ganglion
rachidien, le délai d’action thérapeutique semble peu modulable. Ainsi, le délai thérapeutique
pourrait correspondre aux modifications en cascade apportées dans d’autres structures du

systeme nociceptif notamment centrales. Méme si les modifications moléculaires ou
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cellulaires de I’effet du traitement sont déja présentes au bout de quelques jours dans le
ganglion rachidien, le délai correspondrait alors au temps mis par le systéme nerveux central a
inverser les changements opérés par la pathologie. Un exemple clinique supporte cette idée de
réorganisation centrale suite a une administration prolongée. Le patient neuropathique suite a
I’administration intraveineuse de lidocaine voit ses symptémes douloureux diminués et ceci
est associé a des changements d’activité thalamique (Cahana et al., 2004). Méme si la
lidocaine peut directement agir en inhibant la transmission nerveuse, on voit gque son
efficacité a long terme dans la douleur neuropathique repose sur une administration
prolongée. Ainsi, les traitements pharmacologiques dans la plupart des cas possédent un délai
thérapeutique d’action variable, de quelques jours a quelques semaines. D’autre part, de
récents travaux observent qu’une lésion du cortex insulaire chez I’animal abolit tout
phénoméne d’allodynie (Coffeen et al., 2011). Dans certaines douleurs neuropathiques
réfractaires a tout traitement pharmacologique, des approches plus directes et non
pharmacologiques de certaines structures centrales ont été utilisées. En clinique, les
techniques neuroablatives comme la cordotomie ont révélées un effet thérapeutique immédiat
associé a une diminution de I’hyperexcitabilité thalamique dans certains cas de douleur
chronique (Di Piero et al., 1991). Des techniques moins invasives de neurostimulation
thalamique ou corticale se sont révélées tout aussi efficaces avec un effet quasi immédiat (de
quelques heures) et durable (Katayama et al., 1986; Peyron et al., 1995; Rezai et al., 1999;
Davis et al., 2000; Cruccu et al., 2007).

Le délai thérapeutique pourrait ainsi correspondre & la mise en jeu de phénomenes de
plasticité, impliquant des mécanismes en cascade allant de la périphérie a la moelle épiniere

puis au niveau supraspinal.
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Dans I’étude du mécanisme d’action des antidépresseurs dans un modele murin de
douleur neuropathigque, nous avons recherché a localiser I’action thérapeutique et a mettre en
évidence le mécanisme moléculaire par lequel ils exercaient leur effet thérapeutique contre la
douleur neuropathique. Par ailleurs, nous avons étudié I’implication des récepteurs opioides
dans I’effet antiallodynique des antidépresseurs et des [,-mimétiques.

A propos de la localisation de I’effet thérapeutique des antidépresseurs et des P.-
mimeétiques, nous concluons que cet effet antalgique a lieu principalement en périphérie, et
plus particulierement dans les ganglions rachidiens. Nous avons également observé que les
B.-AR étaient portés par les cellules gliales, suggérant une communication neuro-gliale
privilégiée, entre le B,-AR présent sur la cellule satellite gliale et le DOR potentiellement sur
les neurones des ganglions rachidiens.

Concernant le mécanisme physiopathologique sous-jacent, nous avons vu que
I’augmentation de I’expression du TNF-a dans les ganglions rachidiens jouait un role
essentiel dans le maintien de la douleur neuropathique. L’inhibition de I’action du TNF-a, soit
directement par I’etanercept, soit indirectement par un antidépresseur ou un B,-mimétique, est
primordiale pour obtenir un effet antiallodynique dans notre modéle de douleur
neuropathique.

Nous connaissions I’implication des composantes noradrénergique et opioidergique
avec respectivement les B,-AR et les DOR. Nous avons démontré que I’action antiallodynique
des antidépresseurs et des B,-mimétiques ne nécessitent ni les MOR ni les KOR.

Lors de ces travaux nous avons mis I’accent sur le fait qu’a I’intérieur du ganglion
rachidien différents types cellulaires existaient, notamment neuronaux et non neuronaux. A
terme, les expériences devront tenir compte de cette imbrication pour étudier la répartition
cellulaire et les liens moléculaires entre les trois acteurs (B,-AR, TNF-a et DOR). Ainsi, nous
pourrions déterminer si la stimulation du B,-AR contr6le directement, c’est-a-dire dans la
méme cellule, ou indirectement la synthése de TNF-a. Nous savons également que le DOR est
indispensable & I’effet thérapeutique d’un antidépresseur ou d’un B,-mimétique. La question
suivante est de savoir si le B,-AR recrute en aval le DOR afin d’inhiber I’expression du TNF-
a. En d’autres termes, le DOR est-il au centre du mécanisme thérapeutique des
antidépresseurs ou des B,-mimétiques, ou est-ce un mecanisme paralléle a la relation B,-AR /
TNF-a. De plus, pour vérifier notre hypothese proposant le ganglion rachidien comme lieu
d’action primaire des antidépresseurs, la suite des travaux seraient d’étendre a d’autres

modeles traumatiques périphériques ou d’infection par le VIH.
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Au sein de I’équipe, parallelement a mes travaux de doctorat, j’ai pu collaborer avec le Dr
Yalcin dont les recherches s’intéressent aux conséquences émotionnelles de la douleur

neuropathique.

En clinique, la douleur chronique est souvent associée aux développements de troubles
affectifs. Cependant, les recherches précliniques a ce sujet sont contrastées et I’interrelation
entre douleur chronique et trouble de I’humeur reste peu claire. Dans cette étude, nous avons
caractérisé les conséquences affectives de la douleur neuropathique en fonction du temps et
nous avons étudié les mécanismes potentiellement impliques.

Dans notre modéle de douleur neuropathique du «cuff», les souris développent des
comportements d’anxiété quatre semaines apres I’induction de la neuropathie, alors que les
comportements de type dépressifs n’apparaissent qu’apres six a huit semaines. Les souris
contréles et neuropathiques n’ont pas de différence dans les taux de corticostéroides circulants
en condition basale ou stressée, suggérant ainsi qu’il n’y ait pas de modifications de
fonctionnement de I’axe hypothalamo-hypophysaire. Apres huit semaines, une diminution de
I’activité du facteur de transcription CREB est observée dans la couche granulaire externe du
gyrus denté chez des souris neuropathiques, mais pas dans d’autres structures limbiques
comme I’amygdale ou le cortex antérieur cingulaire.

Ces résultats démontrent que les conséquences affectives de la douleur neuropathique
évoluent avec le temps, indépendamment de I’axe hypothalamo-hypophysaire dont I’activité
reste inchangée. A des temps tardifs de la neuropathie, I’activité de CREB est altérée dans
certaines structures du systeme limbigue. Ces données fournissent ainsi un modele préclinique
pertinent dans I’étude du développement des troubles de I’humeur lors de douleur

neuropathique.
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A Time-Dependent History of Mood Disorders in a
Murine Model of Neuropathic Pain

Ipek Yalcin, Yohann Bohren, Elisabeth Waltisperger, Dominique Sage-Ciocca, Jerry C. Yin,
Marie-José Freund-Mercier, and Michel Barrot

Background: Chronic pain is clinically associated with the development of affective disorders. However, studies in animal models of
neuropathic pain are contradictory and the relationship with mood disorders remains unclear. In this study, we aimed to characterize the
affective consequences of neuropathic pain over time and to study potential underlying mechanisms.

Methods: Neuropathic pain was induced by inserting a polyethylene cuff around the main branch of the right sciatic nerve in C57BL/6J
mice. Anxiety- and depression-related behaviors were assessed over 2 months, using a battery of tests, such as elevated plus maze, marble
burying, novelty suppressed feeding, splash test, and forced swimming test. Plasma corticosterone levels were assessed by radioimmuno-
assay. We also investigated changes in cyclic adenosine monophosphate response element (CRE) activity using CRE-LacZ transgenic mice.

Results: Mice developed anxiety-related behavior 4 weeks after induction of the neuropathy, and depression-related behaviors were
observed after 6 to 8 weeks. Control and neuropathic mice did not differ for basal or stress-induced levels of corticosterone or for
hypothalamic-pituitary-adrenal axis negative feedback. After 8 weeks, the CRE-mediated activity decreased in the outer granule layer of
dentate gyrus of neuropathic mice but not in the amygdala or in the anterior cingulate cortex.

Conclusions: Our results demonstrate that the affective consequences of neuropathic pain evolve over time, independently from the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, which remains unaffected. CRE-mediated transcription within a limbic structure was altered at later
time points of the neuropathy. These experiments provide a preclinical model to study time-dependent development of mood disorders

and the underlying mechanism in a neuropathic pain context.

Key Words: Anxiety, CREB, corticosterone, depression, hippocam-
pus, neuropathic pain

quently observed in patients suffering from chronic pain.
Epidemiologic studies reported approximately 50% mean
prevalence rate for major depressive disorder in these patients (1,2).
This prevalence was of 34% for patients suffering from neuropathic
pain which is a pain consecutive to a lesion or disease affecting the
somatosensory system (3). Although this comorbidity is clinically
well established, the underlying mechanisms remained unclear. To
date, animal studies investigating the relationships between neu-
ropathic pain and mood disorders are limited and contradictory.
Indeed, initial studies failed to show any association between neu-
ropathic pain and anxiety- and depression-related behaviors (4,5),
whereas other research groups observed anxiety and/or depres-
sion related phenotypes (6-8). However, the first studies were
done during the first 3 weeks following neuropathy induction, and
the others were done at later time points. This suggests that the
time factor may be critical to model the affective consequences of
neuropathic pain. Our first aim was thus to characterize the affec-
tive consequences of neuropathic pain over time, using a battery of
behavioral tests.
Mood disorders have often been associated with disturbances
of hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. Indeed, hyperactivity

M ood disorders such as depression and anxiety are fre-
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and negative feedback impairment of the HPA axis have been clin-
ically and preclinically associated with depressive episodes (9-11).
Such alterations in the HPA axis may, for example, result from long-
term stress exposure (12). Because painful situations could be con-
sidered as a potential stress for the organism, our second aim was to
test whether mice with chronic neuropathic pain may display al-
tered basal or stress-induced corticosterone levels or negative feed-
back impairment of the HPA axis.

Alterations of intracellular pathways linked to neuroplasticity
have also been associated with mood disorders (13,14). Among
these alterations, changes in the activity of the transcription factor
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) response element (CRE)-
binding protein (CREB) within the limbic system were proposed to
participate to antidepressant drug action (15-17) and to depres-
sion-like phenotypes (18,19). The third aim of our study was to
assess changes in CRE-mediated activity in the dentate gyrus, the
central and basolateral nucleus of amygdala (CeA and BLA), and the
anterior cingulate cortex (ACC), using CRE-LacZ reporter mice.

In the present work, we used a sciatic nerve constriction model
of chronic neuropathic pain (20-23) to assess time-dependent
changes potentially reflecting mood disorders. Our results revealed
a history of anxiety and depression-related phenotypes over 2
months following the induction of the neuropathy. Interestingly,
the results demonstrate that the affective consequences of neuro-
pathic pain are independent from HPA axis dysregulation. On the
contrary, alterations of CRE-mediated transcription developed with
long-term neuropathy in the outer granule layer of dentate gyrus.
These experiments provide a preclinical model for the study of
time-dependent development of mood disorders and their under-
lying mechanism in a neuropathic pain context.

Methods and Materials

Animals and Neuropathy Model
Behavioral experiments (N = 100) and corticosterone level mea-
surements (N = 120) were conducted in male C57BL/6J mice
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(Charles River, L'Arbresle, France). CRE-related activity was assessed
by using CRE-LacZ mice (N = 18), wherein 3-galactosidase (3-gal)
was expressed under the control of seven CRE consensus se-
quences in tandem upstream of a minimal somatostatin promoter
(24-26; see also Supplement 1).

Neuropathic pain was induced by placing a cuff around the right
common sciatic nerve (20-23). Surgery was done under ketamine
(17 mg/mL) and xylazine (2.5 mg/mL) anesthesia (intraperitoneal, 4
mL/kg). The common branch of the right sciatic nerve was exposed,
and a 2-mm section of split PE-20 polyethylene tubing (Harvard
Apparatus, Les Ulis, France) was placed around it for the cuff group
(21-23). Sham-operated mice underwent the same procedure
without cuff implantation (sham group).

The mechanical threshold of hind-paw withdrawal was evalu-
ated using von Frey hairs (Bioseb, Chaville, France) (23,27). Mice
were placed in clear Plexiglas boxes (7 X 9 X 7 cm) on an elevated
mesh screen. They were allowed to habituate for 15 min before
testing. Filaments were applied to the plantar surface of each hind
paw in a series of ascending forces (.4 to 10 g). Each filament was
tested five times per paw, being applied until it just bent, and the
threshold was defined as three or more withdrawals observed out
of the five trials.

Locomotor Activity

To monitor locomotor activity, mice were individually placed in
activity cages (32 X 20 cm floor area, 15 cm high) with seven
photocell beams. The number of beam breaks was recorded over
4h.

Behavioral Overview

Behavioral testing was performed during the dark phase, under
red light. Although each mouse went through different tests, they
were conducted according to the following rules: 1) at least 1 week
separated two tests done on the same animal; 2) no mouse went
twice through the same test (i.e., the different time points for a
given test were done on independent sets of animals); 3) the forced
swim test was always considered as terminal (i.e., no other test was
done on mice after they went through forced swimming).

Light-Dark Test

The apparatus consisted of light and dark boxes (18 X 18 X 14.5
cm each) connected by a dark tunnel (8.5 X 7 X 6 cm). The lit
compartment was brightly illuminated (1500 lux). Mice were placed
in the dark compartment in the beginning of the test and the time
spent in the lit compartment was recorded during 5 min (28).

Marble Burying Test

This test was done in Plexiglas cages (27 X 16 X 14 cm) contain-
ing 3 cm of fine sawdust. Twenty-five glass marbles (1 cm diameter)
were evenly spaced on top of the sawdust. Mice were placed indi-
vidually into the cages and left undisturbed for 30 min, following
which they were removed, and an observer blind to the condition of
the animals counted the buried marbles. Marbles were considered
buried if two thirds or more of their surface was covered by saw-
dust. The number of buried marbles is considered a measure of
animal anxiety (22,29,30).

Novelty Suppressed Feeding Test

The testing apparatus consisted of a 40 X 40 X 30 cm plastic box
with the floor covered with 2 cm of sawdust. Twenty-four hours
before the test, food was removed from the home cage. At the time
of testing, a single pellet of food was placed on a paper in the center
of the box. An animal was then placed in a corner of the box and
latency to first contact or to eat the pellet were recorded within a
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5-min period. This test induces a conflict between the drive to eat
the pellet and the fear of venturing in the center of the box (31).

Splash Test

This test, based on grooming behavior, was performed as previ-
ously described (31,32). The frequency and latency of the grooming
behavior were scored during 5 min after spraying a 10% sucrose
solution on the dorsal coat of the mice.

Forced Swim Test

Forced swim test (FST) (33) was done by gently lowering the
mouse into a glass cylinder (height 17.5 cm, diameter 12.5 cm)
containing 11.5 cm of water (23°-25°C). Test duration was 6 min.
The mouse was considered immobile when it floated in an upright
position and made only small movements to keep its head above
water. Because little immobility was observed during the first 2 min,
the duration of immobility was quantified over the last 4 min of the
6-min test.

HPA Axis Parameters

To avoid possible influence of behavioral tests on corticosterone
measurement, blood was collected from separate sets of animals,
independent from the behavioral ones. In less than 3 min after
mouse removal from the home cage, tail blood samples were col-
lected to asses baseline corticosterone levels. Mice were then
placed in a restrainer (2.6 cm diameter, 10 cm long) for 20 min, and
a second blood sample was taken. In an independent experiment,
the procedure was reproduced, the mice were put back in their
home cage after the 20 min restrain stress, and a last sampling was
done to assess the negative feedback of corticosterone by collect-
ing trunk blood 80 min after the start of the stress. To minimize
circadian effects on corticosterone levels, blood was collected dur-
ing the light phase, 3 to 6 hours after lights went on. Blood was
centrifuged (2100 g for 15 min at 4°C) and plasma samples were
stored at —20°C until assay. Plasma corticosterone levels were mea-
sured using a commercial '**I radioimmunoassay kit for mice and
rats (MP Biomedicals, lllkirch, France). The lower sensitivity limit was
.6 ng/mL. Inter- and intraassay coefficients of variation averaged
<10%. Inindependent sets of animals and as an indirect measure of
HPA axis function, pituitary and adrenal glands were removed and
their wet weights immediately measured at 2, 4, and 8 weeks after
induction of the neuropathy.

Immunohistochemistry and Analysis

CRE-LacZ mice were perfused 2 or 8 weeks after cuff implanta-
tion under deep chloral hydrate anesthesia (40%, Sigma, St. Louis,
Missouri) with 10 mL phosphate buffer (.1 M, pH 7.4) followed by
100 mL of a paraformaldehyde solution (4% in phosphate buffer).
Brains were removed and postfixed overnight in the same fixative.
Frontal sectioning of the brain (40 wm) was performed on a vi-
bratome (Leica, Rueil-Malmaison, France). -gal immunostaining
was done according to standard procedures (Supplement 1).

Coded slides were used to analyze the number of B-gal positive
nuclei. Blind counting was done using a Nikon Eclipse 80i micro-
scope with the Neurolucida 8.0 software (MicroBrightField, Willi-
ston, Vermont). We counted the number of B-gal-positive nuclei
bilaterally in the granular layer of dentate gyrus between —1.34and
—2.14 mm from the bregma, in the CeA and BLA between —1.06
and —1.7 mm from the bregma, and in the ACC between 1.34 and
0.38 mm from the bregma, by analyzing a 40-pm section every 160
pm. Pictures were taken by using Nikon E80i microscope. Adobe
Photoshop (Adobe, San José, California) was used to adjust con-
trast, brightness and sharpness.
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Figure 1. Cuff implantation induced long-lasting mechanical allodynia in
C57BL/6J mice. Cuff mice developed an ipsilateral mechanical allodynia
lasting over 3 months. The right hind-paw surgical procedure did not affect
left hind-paw withdrawal thresholds. Data are expressed as mean = SEM
(cuff group, n = 10-12, sham group, n = 10-12). #p < .001, *+xp < .0001
sham vs. cuff.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean = SEM. Statistical analysis were
performed with STATISTICA 7.1 (Statsoft, Tulsa, Oklahoma) using
multifactor analysis of variance with independent or repeated mea-
sures or unpaired t tests in accordance with the experimental de-
sign. In case of significant effect following analysis of variance,
multiple group comparisons were done with Duncan post hoc anal-
ysis. Significance level was set at p < .05.

Results

Neuropathic Allodynia and Locomotor Activity

We induced sciatic nerve injury using the cuff model. Although
there was no difference in the mechanical threshold between
groups before surgery, unilateral cuff implantation produced an
ipsilateral mechanical allodynia lasting 3 months [Figure 1; F(8,24)
= 15.798, p < .00001]. It is worth mentioning that each of the cuff
mice (and none of the sham mice) developed unilateral neuro-
pathic allodynia (see, for example, Figure S2A in Supplement 1). We
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then evaluated the spontaneous locomotor activity to control
whether behavioral phenotypes were independent from possible
activity deficits. We observed no difference between sham and cuff
mice for their locomotor activity at 4, 5, and 7 weeks after surgery
[Table S1 in Supplement 1; Time effect, F(2,54) = .119, p > .88;
Group effect, F(1,54) = .017, p > .89].

Anxiety-Like Phenotypes

We used light-dark and marble burying tests to assess anxiety-
like phenotypesin neuropathic mice at different postoperative (PO)
time points. In the light-dark test, neuropathic pain increased anx-
iety-like behavior as shown by the reduced time spent in the lit
compartment at 4, 7, and 8 weeks PO in cuff mice compared with
sham mice (Figure 2A, p <.05,p <.0001, p <.0001, respectively). At
2 weeks PO, cuff mice spent less time in the lit compartment, but
this difference was not statistically significant (p = .07). In marble
burying test, sham and cuff mice did not differ for the number of
buried marbles at 2 weeks PO, whereas neuropathic mice buried
significantly more marbles at 4 and 6 weeks PO (Figure 2B, p > 4,p
<.01,p < .01, respectively), demonstrating anxiety-like phenotype.

Novelty Suppressed Feeding Test

Novelty suppressed feeding (NSF) testing reveals both anxiety
and depression-like phenotypes (31,34). In this test, neuropathic
mice displayed increased latency to first contact with the food
pellet (Figure STAin Supplement 1, p > .52 [4 weeks PO], p <.0001
[5 weeks PO], p < .0001 [8 weeks PQ]) and first bite (Figure 2C, p <
.05, p < .0001) at 5 and 8 weeks PO but not at 4 weeks (p = .83).

Depression-Like Phenotypes

Depression-like phenotype was assessed using the splash test
and the FST. The splash test allows measurement of grooming
behavior. This index of hygiene has been reported to be affected in
murine models of mood disorders, such as the chronic mild stress,
and to be corrected by chronic antidepressant treatment (32,34). In

Figure 2. Neuropathic mice developed an anxiety-like phenotype in a time-dependent manner. (A) Cuff implantation significantly decreased the time spent
in the lit compartment of the light-dark box at 4, 7, and 8 weeks (W) postoperative (PO). (B) Cuff mice buried more marbles than sham mice in the marble
burying testat PO 4W and 6W. (C) The latency to feed was increased in cuff mice in the novelty suppressed feeding test at 5 and 8 weeks PO. Data are expressed
as mean = SEM (cuff groups, n = 10-12 per time point, sham groups, n = 10-12 per time point). #p < .05, *#p < .01, **x p < .001 sham vs. cuff.
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Figure 3. Neuropathic mice developed a depression-like phenotype in a time-dependent manner. (A) Cuff implantation decreased the latency of grooming
behavior in the splash test at postoperative (PO) weeks (W) 6 and 8. (B) The immobility time increased in cuff mice in the forced swimming test at PO 8W and
9W. Data are expressed as mean * SEM (cuff groups, n = 10-12 per time point, sham groups, n = 10-12 per time point). ## p < .01, #** p <.001 sham vs. cuff.

the present chronic pain model, no difference between sham and
cuff mice was present at 3 and 5 weeks PO for the grooming latency
(Figure 3A, p = .23, p = .056). On the contrary, neuropathic mice
displayed a grooming latency deficit at 6 and 8 weeks PO (Figure 3A,
p <.01,p <.001). Another parameter given by the test, the groom-
ing frequency, was decreased at 5 and 8 weeks PO (Figure S1B in
Supplement 1, p < .05, p < .0001). FST is frequently used for phe-
notypic screening of depression-related behaviors in mice (35).
Increased immobility in neuropathic mice was observed at 8 and 9
weeks PO but not at earlier time points (Figure 3B, p < .0001, p <
.001).

Figure 4 summarizes the tests and results that we obtained. It
shows that neuropathic mice develop anxiety and depression-like
behaviors in a time-dependent manner.

HPA Axis Activity

The HPA axis can play a key role in the pathogenesis of mood
disorders (9-11). To determine whether the affective conse-
quences of neuropathic pain may be related to changes in HPA axis
activity, we measured plasma corticosterone concentrations at
baseline and following a 20-min restraint stress. There was no dif-
ference between sham and cuff mice for either baseline or stress-
induced plasma corticosterone concentrations at 2, 4, and 8 weeks
PO [Figure S2C and S2D in Supplement 1; Time effect, F(1,17) =
1022, p < .0001; Group effect, F(1,17) = .052, p > .82 for 2 weeks;
Time effect F(1,16) = 404.75, p <.0001; Group effect, F(1,16) = .113,
p > .74 for 4 weeks; Time effect, F(1,17) = 348.48, p < .0001; Group
effect, F(1,17) = .17, p > .68 for 8 weeks]. Because negative feed-
back impairment of the HPA axis may also participate to the devel-
opment of mood disorders (36), we reproduced the previous exper-
iment in an independent set of animals, adding a third sampling
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point at 80 min after the end of the stress procedure. As observed in
the first experiment, the baseline and stress-induced plasma corti-
costerone levels did not differ between sham and cuff mice [Figure
5and Figure S2Bin Supplement 1; Time effect F(2,26) = 381.93,p <
.0001; Group effect, F(2,26) = .29 p > .74 for 2 weeks; Time effect,
F(2,22) = 337.886, p < .0001; Group effect, F(2,22) = .439,p > .64
for 4 weeks; Time effect, F(2,28) = 164.94, p < .0001; Group effect,
F(2,28) = 1.25, p > .3 for 8 weeks]. Similarly, no difference was

Figure 4. Affective consequences of neuropathic pain. This figure summa-
rizes the tests used and the results obtained in this study. 0, no phenotype;
+, anxiety- or depression-like phenotype depending on tests used. FST,
forced swim test; NSF, novelty suppressed feeding; TST, tail suspension test.
'TST was performed in a previous study (22).
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Figure 5. Hypothalamic-pituitary-adrenal axis activity was not altered in neuropathic mice. No difference was observed between sham and cuff mice for either
baseline or stress-induced plasma corticosterone concentrations at postoperative (PO) weeks (W) 2, 4, and 8. To test for negative feedback impairment of
hypothalamic-pituitary-adrenal axis, the plasma corticosterone level was also measured 80 min after the stress; no difference was observed between sham
and cuff mice for this parameter. Data are expressed as mean = SEM (cuff groups, n = 10 per PO time point, sham groups, n = 10 per PO time point).

observed at the 80-min time points, suggesting that HPA axis feed-
back is not significantly altered in neuropathic mice.

As another index of potential HPA axis dysfunction, we also
measured the pituitary and the adrenal glands weights, but we
observed no influence of the neuropathy at 2, 4, or 8 weeks PO
(Table 1; p > .87, p > .09, p > .17 for pituitary and p > .09, p > .54,
p > .91 for adrenal glands, respectively).

CRE-Mediated Activity

Changes in the activity of the transcription factor CREB have
been related to adaptive processes associated with depression and
depression treatment (15,19). To assess possible changes in limbic
CREB activity with neuropathic pain, we studied CRE-LacZ mice at 2
and 8 weeks PO. Cuff mice showed a decreased number of 3-gal-
positive cells within the dentate gyrus at 8 weeks, but not at 2
weeks, PO [Figure 6; F(5,40) = .67 p > .64 for 2 weeks; F (5,30) = 3.26,
p < .01 for 8 weeks]. This decrease more specifically concerned the
outer portion of the granule cell layer. Those are mature, embryon-
ic-generated granule cells, in contrast to the inner granule cell layer,
which in general is postnatal and adult-generated (37,38).

In contrast, we could not detect changes in CRE-mediated activ-
ity within the CeA [Figure S3Ain Supplement 1;F(4,32) = 34p > .84
for 2 weeks; F(4,24) = .52 p > .71 for 8 weeks] and BLA [Figure S3A
in Supplement 1; F(4,32) = 1.32 p > .28 for 2 weeks; F(4,24) = .18 p
> .94 for 8 weeks] after 2 and 8 weeks of cuffimplantation, orin the
ACC at 8 weeks PO [Figure S3B in Supplement 1; F(4,24) = .18 p >
.94 for 8 weeks].

Table 1. Adrenal and Pituitary Gland Weights Were Not Altered in
Neuropathic Mice

Adrenal Gland Pituitary Gland

PO 2 Weeks

Sham 4.86 * .34 1.24 £ .04

Cuff 4.05 + .24 1.22 = .10
PO 4 Weeks

Sham 435 * .22 1.06 £ .07

Cuff 4.60 * .32 1.26 = .07
PO 8 Weeks

Sham 4.81 = .21 1.23 £.05

Cuff 478 = .25 137 +.08

No difference was observed between sham and cuff mice at postopera-
tive (PO) weeks 2, 4, and 8. Data are expressed as mean = SEM (cuff groups,
n = 5-6 per time point, sham groups, n = 5-6 per time point).

Discussion

Our results show that neuropathic pain induced anxiety and
depression-related behaviors in a time-dependent manner. Indeed,
neuropathic mice developed anxiety-related behavior 4 weeks af-
ter the surgery, whereas depression-related behavior was only ob-
served after 6 weeks following the induction of neuropathic pain. In
addition, our results showed that the affective consequences of
neuropathic pain are independent from HPA axis dysregulation. We
also observed that CRE-mediated activity diminished with long-
term neuropathy in the outer granule layer of dentate gyrus.

Few animal studies investigated the presence of mood disorders
in neuropathic pain models. In a rat model of peripheral neuropa-
thy, the rats displayed allodynia without modifications of affective
behaviors 14 days after spinal nerve ligation (4). Similarly, neuro-
pathic mice did not develop fear avoidance or depression-related
behavior up to 28 days after partial sciatic nerve ligation (5). On the
contrary, in other studies, neuropathic mice developed anxiety-
related behavior at 4 (8) or 8 weeks (6) and depression-related
behavior at 8 weeks after the neuropathy (6). These apparent dis-
crepancies suggest that the time factor could be a decisive param-
eter when studying the affective consequences of neuropathic
pain. For that reason, we used a battery of tests at different time
points to characterize the development of the pathology. In our
model, during the first 3 weeks, we did not observe either anxiety-
or depression-related behavior, which is consistent with previous
studies (4,5). However, changes in the anxiety-related behaviors,
such as observed with the light-dark and marble burying tests,
were present from 4 weeks on, and they were still present at 8
weeks PO. In the NSF test, which is sensitive to both anxiety- and
depression-related phenotypes, a difference between neuropathic
mice and control was demonstrated from 5 weeks on. In our model,
depression-related phenotype appeared later than anxiety-related
phenotypes. Indeed, neuropathic mice showed decreased groom-
ing from 6 weeks PO and increased immobility in FST from 8 weeks
PO. Together these results suggest that affective disturbances due
to neuropathic pain evolve with time.

Although time-dependent etiology of mood disorders may
sound obvious, this parameter is rarely considered in preclinical
research (39-42). It is, however, of interest, because reproducing
the evolution of the pathology may provide a useful model to study
the underlying mechanism. The delay in the therapeutic onset of
antidepressant drugs led to the notion that long-term molecular
and neural plasticity may be critical to their therapeutic action,
which could imply chromatin regulation and gene expression, neu-
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Figure 6. Cyclic adenosine monophosphate response element (CRE)-medi-
ated activity changed in neuropathic CRE-LacZ mice in a time-dependent
manner. Although no difference was observed between sham and cuff mice
for CRE-mediated activity at postoperative (PO) week (W) 2 (A), cuff mice
showed a decreased number of B-gal positive cells within the outer portion
of granule layer of dentate gyrus at 8 weeks (B). The number of 3-gal-
positive nuclei bilaterally in the granular layer of dentate gyrus, between
—1.34 and —2.14 mm from the bregma was counted (C). Scale bars = 100
wm in panels A and B. The outer portion of the granule cell layer of dentate
gyrus where the counting was realized is outlined on the pictures. Data are
expressed as mean *= SEM (cuff groups, n = 4-5 per time point, sham
groups, n = 4-5 per time point). #p < .05, *%p < .01 sham vs. cuff.
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rotrophin recruitment, stimulation of dendritic arborization and
spines, as well as neurogenesis (43,44). It is likely that not only the
treatments but also the affective pathologies themselves may re-
quire similar long-term molecular and neural plasticity. In this con-
text, models that provide a time-dependent evolution of the anxi-
ety- or depression-related phenotypes are of interest to study
mood disorder etiology. Our time-dependent description of anxi-
ety- and depression-related phenotypes associated with neuro-
pathic pain offers such a model, which should lead to better preclin-
ical understanding of molecular and neural mechanisms leading to
the development of these phenotypes.

There is an intimate relationship between the effects of stress and
the pathophysiology of depression because chronic stress precipitates
or exacerbates the depression state (45). In our model, neuropathy per
se may act as a stress on the organism, and neuropathic pain could be
considered a continuous form of chronic stress. If neuropathic pain
acts as a chronic stress to influence affective parameters, it should
resultin HPA axis dysfunction. Three weeks after the induction of nerve
constriction injury in rats, no alteration in plasma corticosterone and
adrenocorticotropic hormone was found at basal level and after re-
straint stress (46,47). However, our results suggest that affective
changes require at least 4 weeks to be observed. Thus, we tested the
HPA axis function over time. Our results showed that neuropathy did
not alter basal or stress-induced corticosterone levels at 2, 4, and 8
weeks PO. We also controlled for the function of HPA axis negative
feedback, which was not altered in neuropathic mice. Similarly, adrenal
and pituitary weights were not affected. Sustained neuropathic pain
thus appears different from a simple chronic stress to the animal, at
least for the neuroendocrine response, even if itinduces similar behav-
ioral consequences. These preclinical findings are in agreement with
clinical observations. Indeed, there is no clinical evidence for HPA axis
abnormalities in neuropathic pain patients. Although neuropathic
pain is not clinically associated with changes in HPA axis function,
fibromyalgia, which is another type of chronic pain with a high rate of
concurrent mood disorders, is generally associated with decreased
cortisol production and release (10,48), similar to posttraumatic stress
disorders (10,48). These observations demonstrate that neuroendo-
crine alterations may depend on the conditions of chronic pain.

One of the theories of depression includes the dysregulation of
intracellular pathways that are linked to neuroplasticity as key
events (13,14). Among the second messenger cascades thought to
play an important role in mediating the effects of stress and antide-
pressant treatments, the cAMP cascade can be cited. cAMP cascade
was also implicated in the pain field. Indeed, inflammation (49,50)
and neuropathic pain (51) increase CREB phosphorylation in the
dorsal horn neurons and the intrathecal injection of CREB antisense
oligonucleotide attenuates allodynia caused by partial sciatic nerve
ligation (52). These results suggest that CREB is involved in both
development and maintenance of chronic pain. However, there
was no evidence that CREB activity changes after neuropathic pain
may also affect limbic structures, which are associated with the
affective-motivational component of pain. In this study, we deter-
mined CRE-related activity before (2 weeks PO) and after the devel-
opment of depression-related phenotype (8 weeks PO) in neuro-
pathic mice. Our results showed that CRE-related activity
diminished in the outer portion of the granule cell layer of dentate
gyrus at 8 weeks PO, whereas there were no differences between
neuropathic and control mice at 2 weeks PO. These results suggest
that the changes in CRE-mediated activity are not related to the
nociceptive component of neuropathic pain but rather to its affec-
tive consequences. Indeed, several clinical (18,53) as well as preclin-
ical studies (54) have demonstrated decreased CREB activity in lim-
bic structures including hippocampus and frontal cortex in
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depression. In contrast, CRE-mediated activity remained apparently
unchanged in the CeA, BLA, and ACC of neuropathic mice, despite
the known implication of these brain regions in pain (2,55). These
negative data are, however, to be considered with caution. Indeed,
the CRE-LacZ mice used in our study display high basal reporter
activity, which provides a good detection of decreased CRE-medi-
ated transcriptional activity but may not be sensitive enough to
detect increased activity. Moreover, profound molecular or struc-
tural alterations (or both) may be present in a given brain region
without implying CRE-mediated transcription. Further experiments
are necessary to assess amygdalar and cingular role in the affective
consequences of neuropathic pain.

In conclusion, this study establishes a direct connection be-
tween neuropathic pain and mood disorders. Our results demon-
strate that the affective consequences of neuropathic pain evolve
over time, showing the critical role of time. We also showed that the
affective consequences of neuropathic pain are independent from
HPA axis dysregulation. On the contrary, CRE-mediated transcrip-
tion within limbic structures is one of the possible mechanism from
which key affective consequences of neuropathic pain may result.
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Animals

The CRE-LacZ line has been under C57BL/6J background for over 15 generations, male
heterozygotes being bred with C57BL/6J females and mice genotyped upon weaning. Experiments started
with 8 to 9 week old mice, group-housed five per cage and kept under a 12-hour light/dark cycle (lights
on at 6:00 AM, except for behavioral experiments where lights were on at 8:00 PM). Food and water were
available ad libitum. Before surgery, mice were assigned to the experimental groups so that these groups
did not initially differ for the mechanical nociceptive threshold or for the body weight. Animal facilities
are registered for animal experimentation (Agreement B67-482-1/C67-482-1). All procedures were
performed in accordance with guidelines for animal experimentation of the International Association for

the Study of Pain (IASP) and European Communities Council Directive 86/6609/EEC.

Immunohistochemistry

Sections were washed in phosphate-buffered saline (PBS) (3 x 10 min), incubated 15 min in a 3%
H,0,/ 50% ethanol solution, washed in PBS (3 x 10 min) and pre-incubated in PBS containing Triton X-
100 (0.2%) and 5% donkey serum for 45 min. Sections were then incubated overnight at room
temperature in PBS containing Triton X-100 (0.2%), 1% donkey serum and a goat anti-p-gal primary
antibody (1:1000; Biogenesis, Poole, UK). Sections were washed in PBS (3 x 10 min), incubated with a
biotinylated horse anti-goat secondary antibody (1:400 in PBS with 0.2% Triton X-100, 1% donkey
serum) for 1 h 30 min, washed in PBS (3 x 10 min) and incubated with PBS containing the avidin-biotin-
peroxidase complex (ABC kit; 0.2% A and 0.2% B; Vector Laboratories, Burlingame, CA) for 1 h
30 min. After being washed in Tris-HCl buffer, sections were incubated in 3,3’diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB) and H,0, in Tris-HCI for approximately 4 min and washed again. Sections
were serially mounted on gelatine-coated slides, air dried, dehydrated in graded alcohols, cleared in Roti-

Histol (Carl Roth, Karlsruhe, Germany) and coverslipped with Eukitt.
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Table S1. Effects of neuropathic pain on locomotor activity. Locomotor activity over 4 h was not affected
by cuff implantation when tested at 4, 5 or 7 weeks post-operation (PO). Data are means = SEM of
photocells counts. (Cuff groups, n= 10 per PO time-point, Sham groups, n = 10 per PO time-point).

Photocells count PO 4W PO 5W PO 7W
Sham 9687 + 722 10243 + 647 10454 + 510
Cuff 10169 + 885 9938 + 880 10103 + 661
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Figure S1. Neuropathic mice developed anxiety or depression-like phenotype in a time-dependent
manner. (A) The latency to first contact was increased in Cuff mice in the novelty suppressed feeding test
at 5 and 8 weeks post-operation (PO). (B) Cuff implantation induced reduction of grooming frequency
during the splash test at 5 and 8 weeks PO. Data are expressed as mean = SEM. * p < .05, *** p < .001
Sham versus Cuff. (Cuff groups, n = 10-12 per PO time-point, Sham groups, N = 10-12 per PO time-
point).
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Figure S2. Hypothalamo-pituitary-adrenal axis activity was not altered in neuropathic mice. (A)
Individual von Frey data for the 2™ corticosterone-related experiment. Pre-surgery thresholds (blue area)
were observed with either the 4, 6 or 8 g filament, while post-surgery thresholds (orange area) were
observed with either the 2, 1.4, 1 or 0.8 g filament. The black, gray and white bars correspond to mice
with blood sampling done at 2, 4 or 8 weeks post-operation (PO) respectively. All the cuff mice
developed neuropathic allodynia. (B) Scatter plot of individual baseline plasma corticosterone levels for
mice of the 2™ corticosterone-related experiment (cf. Figure 4). Cuff mice do not differ from Sham mice.
(C) No difference was observed between Sham and Cuff mice for either baseline or stress-induced plasma
corticosterone concentrations at 2, 4 and 8 weeks PO (1* corticosterone-related experiment). Plasma
corticosterone level at rest and following a 20 min restraint stress was obtained from mice independent
from the ones presented in Figure 4. (D) Scatter plot of individual baseline plasma corticosterone levels
for mice of the 1% corticosterone-related experiment. Cuff mice do not differ from Sham mice. Data are
expressed as mean = SEM. (Cuff groups, n = 10 per PO time-point, Sham groups, N = 10 per PO time-
point).
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Figure S3. CRE-mediated activity in the amygdala and in the anterior cingulate cortex (ACC). Using a
CRE-LacZ reporter line with high basal reporter activity, we observed no change in CRE-mediated
activity in the central (CeA) and basolateral nucleus (BLA) of amygdala at 2 and 8 weeks post-operation
(PO) and in the ACC at 8 weeks PO. The number of -galactosidase (B-gal) positive nuclei was counted
bilaterally, in the CeA and BLA, between -1.06 and -1.7 mm from the bregma and in the ACC, between
1.34 and 0.38 mm from the bregma. Scale bar = 200 um, applies to (A) and (B). The counted areas are
outlined in the pictures. Data are expressed as mean £ SEM. (Cuff groups, n = 4-5 mice per PO time-
point, Sham groups, N = 4-5 mice per PO time-point). cc, corpus callosum; CPu, caudate putamen
(striatum); CRE, cAMP response element; ic, internal capsule; LV, lateral ventricle; opt, optic tract; st,
stria terminalis.
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La douleur neuropathique, souvent chronique, est la conséquence d’une lésion ou d’une
maladie du systeme somatosensoriel. Généralement réfractaire aux traitements antalgiques
classiques, les recommandations cliniques mentionnent des antidépresseurs, tricycliques (ATC)
ou inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline, parmi les premiéres lignes
de traitement de ce type de douleur. L’objectif de ce travail est d’étudier le mécanisme d’action
des antidépresseurs dans le traitement de la douleur neuropathique.

La douleur neuropathique est induite par la pose d’un manchon de polyéthyléne autour
de la branche principale du nerf sciatique droit chez la souris, ce qui entraine une allodynie
mécanique ipsilatérale et persistante. Comme en clinique humaine, un traitement prolongé, mais
pas aigu, par un antidépresseur et débutant deux semaines apres I’induction de la neuropathie,
supprime I’allodynie mécanique dans ce modele animal. L’effet antiallodynique des ATC
s’exerce a travers la stimulation indirecte des récepteurs p,-adrénergiques (B2-AR).

La premiere partie de ce travail a pour but de localiser I’action thérapeutique des
antidépresseurs et des B,-mimétiques et de mettre en évidence le mécanisme moléculaire par
lequel ils exerceraient leur effet thérapeutique contre la douleur neuropathique. Des lésions
noradrénergiques péeriphériques et/ou centrales, nous ont permis de montrer que le site d’action
des antidépresseurs est périphérique, principalement dans les ganglions rachidiens ou les B,-AR
sont détectés sur des cellules non neuronales en combinant des techniques de PCR sur cellule
unique et d’imagerie calcique. L’étude des modifications d’expression génique et protéique
dans le ganglion rachidien révéle que I’augmentation de I’expression du TNF-a associée a la
neuropathie est corrigée avec un traitement par un antidépresseur.

La seconde partie de ce travail concerne I'implication des récepteurs opioides dans
I’effet antiallodynique des antidépresseurs. Des travaux antérieurs ont montré le rdle des
récepteurs d-opioides dans I’action d’un antidépresseur. En utilisant des lignées de souris
déficientes pour les récepteurs opioides, nous avons mis en évidence que les récepteurs &-
opioides sont les seuls représentants de la composante opioidergique indispensable a I’effet
antiallodynique d’un antidépresseur ou d’un p-mimétique.

En conclusion, ces résultats suggérent que I’effet antiallodynique des antidépresseurs, en
traitement prolongé sur une neuropathie périphérique installée, se localise en périphérie
recrutant les B,-AR des cellules non neuronales du ganglion rachidien. Cet effet mettrait en jeu

des régulations d’expression genique et protéique du TNF-a ainsi que le récepteur 5-opioides.

Mots clés : douleur neuropathique ; antidépresseur ; récepteur P,-adrénergique ; récepteur o-
opioide ; TNF-a ; ganglion rachidien ; systéme nerveux sympathique.
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