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Abreviations

AC : Adénylate Cyclase

ACTH : Hormone adrénocorticotrope
ADNCc : Acide Désoxyribonucléique
complémentaire

AINS : Anti-Inflammatoire Non Stéroidien
AMPA : a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid

AMPc : AMP cyclique

ARN : Acide ribonucléique

ASIC : Acid-Sensing lon Channel

ATP : Adénosine triphosphate

AUC : Area Under the Curve

BDNF : Brain-Derived Neurotrophic
Factor

BRET : Bioluminescence Resonance
Energy Transfer

B-FNA : B-funaltrexamine

CAMKII : Calmoduline kinase II

Camp : Cathelicidin antimicrobial peptide
Cd177 : Antigene Cd177

CGRP : Calcitonin Gene-Related Peptide
CFA : Complete Freund's Adjuvant
CREB : cAMP Response Element-binding
Protein

CTX : Cholera toxin

DAG : Diacylglycerol

DAMGO : [D-Ala’, N-MePhe’, Gly-ol]-
enkephalin

DAMP : Damage-Associated Molecular
Pattern

DMR : Dynamic Mass Redistribution
DOR : Delta (6) Opioid Receptor

Elane : Elastase neutrophil expressed

ERK : Extracellular signal-Regulated
Kinases

FDA : Food and Drug Administration

FRET : Forster Resonance Energy
Transfer

GABA : Gamma (y)-aminobutyric acid

GDNF : Glial Dependant Neurotrophic
Factor

GDP : Guanosine diphosphate

GIRK : G-protein-gated Inwardly
Rectifying K*

GnlH : Gonadotropin-Inhibitory Hormone
GRD : Ganglion Rachidien Dorsal

GRK : G-protein coupled Receptor
Kinases

GTP : Guanosine triphosphate

HIO : Hyperalgésie Induite par les
Opioides

hNPFFIR : human Neuropeptide FF
Receptor 1

hRFRP-3 : RFRP-3 humain
HRP : Horseradish Peroxydase
HTM : High Threshold Mechanical

IASP : International Association for the
Study of Pain






icv : (injection) intracérébroventriculaire
1.p. : (injection) intrapéritonéale

IP3 : Inositol-triphosphate

IL-1P : Interleukine 1

INK : c-Jun N-terminal protein Kinase
Kiss1R : Kisspeptin I Receptor

KO : Knock-Out

KOR : Kappa (k) Opioid Receptor

LC : Locus coeruleus

LH : Hormone Luténéisante

LTP : Long-Term Potentiation

MAPK : Mitogen-Activated Protein
Kinases

ME : Moelle Epiniére

mGluR : metabotropic Glutamate Receptor

MOR : Mu (1) Opioid Receptor

MmpS8 : Matrix metalloproteinase 8
Mpo : Myéloperoxydase

Mrg : Mas-related genes

MSH : Mélanocortine

Nac : Noyau Accumbens

NAC : N-acétylcystéine

NGF : Nerve Growth Factor

NKI1R : Neurokinin 1 Receptor
NMDA : N-Methyl-D-Aspartate

NPAF : Neuropeptide AF

NPFF : Neuropeptide FF

NPFFI1R : Neuropeptide FF I Receptor
NPFF2R : Neuropeptide FF 2 Receptor
NPY : Neuropeptide Y

NTS : Noyau du Tractus Solitaire

NTX : Naltrexone

N/OFQ : Nociceptine/Orphanine FQ
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PAG : Periaqueducal gray

PAMP : Pathogen-Associated Molecular
Pattern

PBS : Phosphate Buffer Saline
PCR : Polymerase Chain Reaction
pERK : ERK phosporylé

PIP2 : Phosphatidyl-inositol-4,5-
diphosphate

PKA : Protéine Kinase A

PKC : Protéine Kinase C

PLC : Phospholipase C
POMC: Pro-opiomélanocortine

PPSE : Potentiel Post-Synaptique
Excitateur

PRR : Pattern Recognition Receptors
PrRP : Prolactine Releasing Peptide
PrRP-R : PrRP Receptor

PVN : (noyau) paraventriculaire

QRFP : pyroglutamylated RF-amide
peptide

QRFP-R : QRFP Receptor

RAGE : Receptors for Advanced Glycation

Endproducts

RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G

RF9 : N-adamantane-1-carbonyl-Arg-Phe-
NHz: trifluoroacetate

RFRP : RF-amide Related Peptide

RGS : Regulator of G-protein Signaling
RIN : RNA Integrity Number

RT : Room Temperature

RT-qPCR : Reverse Transcription
quantitative Polymerase Chain Reaction



RVM : Rostral Ventromedial Medulla

s.c. : (injection) sous-cutanée

SLD : Sensibilisation Latente a la Douleur
SNC : Systéme Nerveux Central

TLR4 : Toll Like Receptors 4

TNF-a : Tumor Necrosis Factor a

TSA : Tyramide Signal Amplification
TrkA : Tyrosine receptor kinase A

TrkB : Tyrosine receptor kinase B

TRPALI : Transient Receptor Potential
Ankyrin 1

TRPMS : Transient Receptor Potential
Melastatin 8

TRPV1 : Transient Receptor Potential
Vanilloid 1

VLM : Ventrolateral medulla

VPL : (noyau) Ventro-Postéro-Latéral
VPM : (noyau) Ventro-Postéro-Médian
VTA : Ventral Tegmental Area

WDR : Wide Dynamic Range
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Introduction

Cette theése s’intéresse a I’implication et aux adaptations a long-terme liées a la stimulation
répétée des récepteurs opioides et a peptides RF-amides dans un mod¢le particulier de douleur
chronique chez I’animal. Ces deux familles de récepteurs appartenant aux récepteurs couplés
aux protéines G, il convient dans un premier temps de présenter les caractéristiques propres a
ces récepteurs ainsi que les voies de signalisation associées. Sera ensuite abordé le processus
complexe qu’est la douleur et sa modulation par le systétme opioide endogene. Parmi les
différents mécanismes contribuant a la chronicisation de la douleur, une attention particuliére
sera portée sur la sensibilisation latente a la douleur, objet d’étude de ce travail de thése. Enfin,
le systeme des récepteurs a peptides RF-amides sera introduit brievement avant de détailler

leur implication dans la modulation de la nociception en tant que systéme anti-opioide.

Chapitre 1 : Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGQG)

La détection des variations dans le milieu extérieur est essentielle pour I’adaptation et la
survie des organismes au sein de leur environnement. Pour les organismes pluricellulaires, la
tache est d’autant plus complexe puisqu’en plus d’évoluer dans le milieu environnant, les
différentes cellules doivent communiquer entre elles pour coordonner plusieurs fonctions. Les
cellules transmettent ces informations via différents types de molécules (hormones,
neurotransmetteurs, facteurs de croissance) qui sont détectées par des récepteurs nucléaires
ou membranaires. Ces derniers sont situés dans la membrane plasmique a I’interface entre le
milieu intracellulaire et extracellulaire pour lier des molécules (ligand) ce qui entraine une
modification de leur conformation puis une succession de réactions biochimiques au sein de
la cellule (signalisation intracellulaire) pour lui communiquer I’information. Parmi les

récepteurs membranaires, on distingue :
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- Les récepteurs-enzymes qui comportent une activité enzymatique intrinséque, tels que
les récepteurs a tyrosine-kinase ou sérine/thréonine-kinase (récepteurs aux facteurs de
croissance par exemple).

- Les récepteurs-canaux, dont la liaison du ligand permet I’ouverture du canal pour
provoquer une entrée ou une sortie rapide d’ions de la cellule (récepteurs nicotiniques
de I’acétylcholine).

- Lesrécepteurs couplés aux protéines G (RCPG), dont I’activation permet le recrutement

de protéines hétérotrimériques appelées protéines G.

Ces derniers constituent la plus grande famille de protéines membranaires chez les
mammiferes, avec prés de 800 genes chez I’Homme codant pour les différents RCPG
(Fredriksson et al., 2003) ce qui représente plus de 1% du génome des vertébrés (Bockaert &
Pin, 1999). Ils répondent a des ligands de différentes nature (photons, odeurs, nucléotides,
lipides, acides aminés, peptides et protéines) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques (odorat, vision, goft, fonctions reproductrice, endocrine et cardiovasculaire)
et, par conséquent, pathologiques. C’est pourquoi les recherches menées sur les RCPG sont
toujours aussi importantes et ont fait 1’objet de deux prix Nobel, décernés en 1994 a Alfred
Gillman et Martin Rodbell pour la découverte des protéines G et leur voie de signalisation
ainsi qu’en 2012 a Robert Lefkowitz et Brian Kobilka pour la résolution de la structure d’un

RCPG (le récepteur B2 adrénergique).

1 Structure et classification des RCPG

Les RCPG ou récepteur a 7 domaines transmembranaires possedent une structure

conservée et caractéristique, constituée :

- D’un domaine extracellulaire N-terminal. Ce site est la cible de modulations post-
traductionnelles, comme la N-glycosylation.

- D’une longue chaine polypeptidique unique qui traverse la membrane cellulaire sept
fois (les sept domaines transmembranaires, fig. 1, TM1 — TM7). Ces hélices a sont
reliées entre elles par trois boucles intracellulaires et extracellulaires (fig. 1, ICL1-ICL3
et ECL1-ECL3). Les deux premieres boucles extracellulaires sont liées par un pont
disulfure qui sert a stabiliser la conformation du récepteur. Le site de liaison au ligand
forme une poche du coté extracellulaire du récepteur et est constitué principalement de
TM3, TMS5, TM6 et TM7. Certains résidus des boucles extracellulaires peuvent

¢galement participer a la liaison du ligand.
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- D’un domaine intracellulaire C-terminal, qui initie la signalisation intracellulaire par
son interaction avec les protéines G hétérotrimériques et qui peut également étre
phosphorylé. L’extrémité C-terminale peut parfois s’ancrer dans la membrane

plasmique via la palmitoylation d’une cystéine (fig. 1).

N terminus
r i 2 ECL2
ECL1 Disulfide ECL3
O (] m Extracellular
] O

C terminus

Figure 1 : Structure (en deux dimensions) caractéristique d’un récepteur couplé aux protéines
G (RCPG). lis sont constitués de sept domaines transmembranaires (TM1-TM?7) liés entre eux par
trois boucles intracellulaires (ICLI-ICL3) et extracellulaires (ECLI1-ECL3). La liaison du ligand
se fait du coté extracellulaire, ou se trouve [’extrémité N-terminale. Le domaine -terminal est
intracellulaire (Weis & Kobilka, 2018).

Plusieurs classifications des RCPG existent, mais celle se basant sur les homologies de

séquence permet de distinguer 6 familles (Alexander et al., 2019; Bockaert & Pin, 1999) :

- La famille 1 contient la rhodopsine, premier RCPG a avoir été décrit. Cette famille
représente a elle seule pres de 90% des RCPG.

- Lafamille 2 comprend des récepteurs aux hormones peptidiques apparentés au récepteur
a la sécrétine.

- La famille 3 contient les récepteurs métabotropiques du glutamate et du GABA.

- La famille 4 correspond aux récepteurs des phéromones fongiques.

- La famille 5 comprend des récepteurs de type smoothened/frizzled impliqués dans le
développement embryonnaire.

- La famille 6 des récepteurs a I’AMP cyclique (AMPc) sont présents uniquement chez

I’amibe Dictyostelium discoideum.

Ces familles se différencient principalement par la longueur de la séquence N-terminale, la
nature du ligand et la localisation du site de liaison a 1’agoniste (ligand capable d’activer le
récepteur). Ainsi, la famille 1 est elle-méme subdivisée en 3 familles (fig. 2) : par exemple,
les récepteurs de la famille 1-a possédent une poche hydrophobe au sein des domaines

transmembranaires pour lier de petites molécules (ATP, catécholamines, etc). Le site de
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liaison des récepteurs de la famille 1-b et 1-c font intervenir I’extrémité N-terminale ainsi que
les boucles extracellulaires 1 et 2, a la différence que les récepteurs de la famille 1-c lient de
plus gros peptides. Les récepteurs de la famille 2, également activés par des neuropeptides,
lient ces derniers par le domaine N-terminal avec la participation de la boucle extracellulaire
I et du domaine transmembranaire 1. Enfin, le domaine N-terminal des récepteurs de la
famille 3 est tres long (environ 500 acides aminés) et se replie sur lui-méme pour former une

poche constituant le site de liaison (Bockaert & Pin, 1999).

Famille 1

HODC HOOC:

1-a rélinal 1-b peplides 1-¢ hormones glycoprotéiques
odeurs cytokines (LH, FSH, TSH)
cathécolamines fMLP
adénosing thrombine
ATP
oplaces

enképhalines

Famille 2 Famille 3
calcitonine

NH, ;
63 re-latrotoxine
secrétine glutamate %
P— "
[~ S

PTH e [,
VI calcium ™
PACAP pheromanes
GHRH

HOOC CRF

HOOC

Figure 2 : Les différentes familles de RCPG. Elles se distinguent par le type, le site et le mode de
fixation du ligand. (Bockaert & Pin, 1999).

2 Signalisation induite par P’activation d’un RCPG
Il existe différents effecteurs des RCPG : les protéines G, les GRK (G-protein coupled
Receptor Kinases) et les arrestines. Les protéines G initient I’activation du récepteur et de

manicre complémentaire, les GRK et les arrestines interrompent le couplage a la protéine G.

2.1 La voie des protéines G
Comme leur nom 1I’indique, le principal effecteur des RCPG sont les protéines G. Ce sont
des protéines hétérotrimériques constituées de 3 sous-unités : a, B et y. A I’état inactif, la sous-
unité G, lie une molécule de GDP. La liaison de I’agoniste au récepteur provoque un
changement de conformation des segments transmembranaires (Katritch et al., 2013;

Venkatakrishnan et al., 2016) et le recrutement de la protéine G (fig. 3, panel du haut).
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L’interaction de la protéine G avec le récepteur déclenche 1’échange de GDP pour du GTP,

provoquant la dissociation de la protéine G en G, d’une part, et Gpy d’autre part. La sous-unité

Gpy module I’activité de canaux ioniques, kinases, phospholipases et active les protéines GRK.

Le complexe Gq 1i¢ au GTP va activer différentes voies de signalisation selon le type de sous-

unité Gq :

Gus @ active 1’adénylate cyclase (AC), conduisant a la production d’AMPc a partir
d’ATP. L’AMPc peut agir comme messager secondaire et activer la protéine kinase A
(PKA).

Gauilo @ inhibe I’AC et diminue donc la production d’AMPc.

Ces deux types de sous-unités ont été identifiées grace a leur susceptibilité a la toxine
cholérique (CTX, Cholera toxin) qui stimule la sous-unité Ges (Cassel & Selinger,
1977) et la toxine pertussique (PTX, Pertussis toxin) qui inhibe la sous-unité Gaijo
(Bokoch & Gilman, 1984).

Guq : active une enzyme membranaire, la phospholipase C (PLC) clivant le
phosphatidyl-inositol-4,5-diphosphate (PIP2) en inositol-triphosphate (IP3) et
diacylglycérol (DAG). IP3 se lie aux canaux calciques du réticulum endoplasmique
pour induire la libération de Ca®" dans le cytosol, tandis que DAG active la protéine
kinase (PKC) qui favorise a son tour I’ouverture de canaux calciques membranaires.

Gua12/13 : moins bien connue, elle active la protéine Rho-GEF.

On dénombre ainsi 21 sous-unités G, réparties dans ces 4 catégories ainsi que 6 sous-unités

Gp et 13 sous-unités G, (Milligan & Kostenis, 2006). Il existe ainsi une multitude de

combinatoires possibles de sous-unités Gq et Gpy par conséquent, une grande diversité de

réponses cellulaires induites par ’activation d’un RCPG. Le retour a I’état basal est initié par

les protéines RGS (Regulator of G-protein Signaling) qui stimulent I’activit¢ GTPase de la

sous-unité Gq : I’hydrolyse de GTP en GDP permet a la protéine Gupy de se recomposer pour

clore le cycle.

2.2 Les GRK et les arrestines

Les GRK et les arrestines fonctionnent de concert pour interrompre la signalisation

induite par les protéines G. Les GRK phosphorylent I’extrémité C-terminale du récepteur

activé ce qui empéche le couplage avec les protéines G et recrute I’arrestine. Il existe 4

1soformes d’arrestines : celles qui sont strictement impliquées dans le processus de la vision

et les B-arrestines (1 et 2) «non visuelles » qui nous intéressent ici. Ces protéines

cytosoliques interagissent avec 1’extrémité phosphorylée du récepteur pour déclencher
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I’endocytose du complexe récepteur/B-arrestine par la formation de puits tapissés de
clathrines (fig. 3, panel du bas). Ce processus requiert 1’aide des protéines adaptatrices AP-
2 qui aident a I’assemblage des clathrines ainsi que nombreuses autres protéines accessoires
(Goodman et al., 1996). Une fois le complexe internalisé¢ dans 1’endosome dit précoce, le
pH acide permet de dissocier le ligand du récepteur. Le récepteur peut €tre ensuite adressé
dans I’endosome tardif puis au lysosome pour étre dégradé. De cette maniére, 1’endocytose
entraine une diminution du nombre de récepteurs accessibles a la membrane, participant
au processus de désensibilisation. Sinon, le récepteur peut étre adressé dans des
compartiments de recyclage, ou le récepteur est déphosphorylé par des phosphatases (afin
qu’il retrouve une conformation de repos) avant d’étre a nouveau introduit a la membrane
plasmique. Ce processus de resensibilisation permet d’éviter qu'un trop grand nombre de
récepteurs soit dégradés et donc une désensibilisation trop importante, qui rendrait la

cellule incapable de répondre a de nouveaux ligands.

G protein signaling

Sl e e

Adenylyl
cyclase

b O Agonist
\binding

—_—

-—

Arrestin recruitment
and activation

Dephosphorylation

and recycling 7{

Degradation

Figure 3 : Cycle d’activation d’un RCPG. La liaison d’un agoniste a son RCPG modifie sa
conformation et recrute la protéine G (pannel du haut). Cette interaction permet a la sous-unité Gy
d’échanger le GDP pour du GTP et de se dissocier de la sous-unité Gg, Gu et Gg, modulent
différents effecteurs, dont respectivement [’adénylate cyclase et des canaux ioniques. La
phosphorylation de ’extrémité C-terminale par les GRK (G-protein coupled Receptor Kinases)
permet la liaison de !’arrestine (Arr) et de protéines (dont la protéine adaptatrice AP-2) au
complexe et conduit a la formation de puits de clathrines (pannel du bas). Une fois internalisé, le

récepteur peut étre dégradé par les lysosomes ou déphosphorylé pour étre recyclé a la membrane
(Weis & Kobilka, 2018).
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3  Quelques notions de pharmacologie

On désigne par ligand tout composé¢ se liant a un récepteur. La liaison du ligand avec le
RCPG est spécifique (donc saturable) et a I’origine d’un effet biologique. Ces deux variables
sont quantifiables ; on parle alors respectivement de relation ligand-récepteur et de relation
dose-effet qui permettent de caractériser et de déterminer la nature du ligand.

La liaison du ligand a son récepteur n’implique pas de liaisons covalentes et est donc
réversible. Cela implique qu’il existe un équilibre entre le nombre de ligands [L] et de
récepteurs libres [R] et le nombre de complexes ligand/récepteur [LR] et qui suit la loi d’action
de masse : [L] + [R] 5 [LR]. C’est sur ce constat que se basent les techniques de liaison au
récepteur, qui permettent de déterminer expérimentalement 1’affinité d’un ligand pour son
récepteur (c’est-a-dire sa capacité a se fixer au récepteur) par son Kd (la concentration pour
laquelle la moiti¢ des récepteurs sont occupés) ou son Ki (la constante de dissociation obtenue
par inhibition de la fixation d’un ligand déterminé) suivant la méthode employée. Cependant,
une méme substance peut se fixer a plusieurs récepteurs avec des affinités différentes. Le
rapport d’affinité entre deux récepteurs définit la sélectivité de la substance pour un récepteur.
La sélectivité est ainsi relative.

La liaison d’un ligand a son récepteur stabilise également le récepteur dans une
conformation particulieére pour induire ou non un effet biologique. Des tests fonctionnels sont
réalisés, ou cet effet biologique est évalué en présence de doses croissantes de la substance a
tester (courbe dose-effet) et permettent d’établir plusieurs parameétres pour définir la nature
du ligand. Un agoniste entier favorise la conformation du récepteur dans son état actif (fig.
4A) pour produire un effet biologique maximal Emax, tandis que 1’agoniste partiel ne produira
qu’un effet incomplet (fig. 4B). L’efficacité d’un agoniste étant déterminée par 1’Emax, un
agoniste partiel est nécessairement moins efficace qu’un agoniste complet. L’ECS50 est la
concentration d’agoniste qui induit la moiti¢ de I’effet maximal (fig. 4B) et caractérise la
puissance de I’agoniste (plus I’EC50 est faible, plus I’agoniste est puissant). La liaison d’un
antagoniste a son récepteur empéche celle de 1’agoniste, soit parce qu’il occupe le méme site
de liaison (antagoniste compétitif), soit parce qu’il se lie sur un autre site (antagoniste non
compétitif). Dans le second cas, ’antagoniste induit une modulation allostérique de la
conformation du récepteur qui empéche 1’agoniste de s’y lier.

Un antagoniste étant dépourvu d’effet propre, son effet est caractérisé a 1’aide de courbes
doses-réponses avec 1’agoniste en présence de concentrations croissantes d’antagoniste. Un

antagoniste compétitif décale les courbes doses-réponses de 1’agoniste vers la droite (et
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augmente donc ’EC50, fig. 4B) et la droite de Schild obtenue a partir de ces données a une
pente d’environ 1. Cette derniére permet de déterminer le PAz (logarithme négatif de la
concentration de 1’antagoniste pour laquelle il faut doubler la concentration d’agoniste pour
obtenir le méme effet) qui définit la puissance de I’antagoniste compétitif. L’antagoniste non
compétitif quant a lui diminue I’efficacité de I’agoniste (fig. 4B). Enfin, il existe des récepteurs
constitutivement actifs c’est-a-dire capables d’induire de la signalisation méme en I’absence
d’agoniste. Dans ce cas, un agoniste inverse, en plus d’empécher la liaison de 1’agoniste au

récepteur, induit I’état inactif du récepteur et diminue donc sa signalisation basale (fig. 4A).
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Figure 4 : Les différents types de ligands des RCPG et leur profil pharmacologique. L activation
d’un RCPG déclenche une réponse biologique mesurable. La liaison d’un agoniste a son récepteur
induit une courbe dose-réponse de type sigmoidale avec une efficacité maximale Eyax alors qu’'un
agoniste partiel montre une efficacité réduite. Un agoniste inverse diminue la signalisation basale
du récepteur en absence d’agoniste (activite constitutive). Un antagoniste compétitif induit un
décalage vers la droite de la courbe-dose réponse induite par I’agoniste ce qui augmente I’EC50
(la dose d’agomiste qui provoque 50% de [’effet biologique) tandis qu’un antagoniste non
compétitif en diminue [’efficacité.

Ces essais fonctionnels, notamment dans le cas des RCPG, suivent la production d’AMPc
(couplage a la sous-unité Gas ou Gaio) ou la variation de concentration intracellulaire de Ca®*
(couplage a la sous-unité Gg). Plus récemment, il a été montré que la B-arrestine est capable
elle aussi d’induire des voies de signalisation différentes de celles liées aux protéines G dont
celle des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases). Certains agonistes recrutent plusieurs
ou I’ensemble de ces voies de signalisation, tandis que les agonistes biaisés en activent une
seule (Kenakin & Christopoulos, 2013). Le biais est en général défini en fonction de la cascade
de signalisation induite par un agoniste de référence (souvent, le ligand endogene). 1l peut

concerner I’activation préférentielle de la signalisation induite par les protéines G par rapport
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a celle induite par les B-arrestines (et inversement) ou le couplage a une protéine G différente
de celle de 1’agoniste de référence. Un méme récepteur provoque donc différentes réponses
en fonction de I’agoniste qui I’active, ce qui ajoute un niveau de complexité dans la diversité

de réponses qu’il peut induire.

Actuellement, les RCPG sont la cible de prés d’un tiers des médicaments (Santos et al.,
2017) et les traitements pour les douleurs chroniques n’y dérogent pas. En effet, de nombreux
systemes impliquant des RCPG interviennent dans la modulation de la nociception et de la
douleur, ce qui en fait des cibles thérapeutiques potentielles ou réelles (Stone & Molliver,
2009). Les traitements actuels se révélent néanmoins insuffisant car peu efficaces ou
accompagnés d’effets secondaires graves. Le développement de nouveaux composés pour
lutter contre les douleurs pathologiques nécessite donc la compréhension des processus

associés a la douleur aigué ainsi qu’a sa chronicisation.
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Chapitre 2 : L.a douleur

1 Définitions : douleur et nociception

La douleur est définie par I’ International Association for the Study of Pain (IASP) comme
une « expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée a, ou ressemblant a celle
associée a une atteinte tissulaire réelle ou potentielle » (Raja et al.,, 2020). Elle est a
différencier de la nociception (du latin nocere signifiant nuire), mécanisme par lequel le
systéme nerveux encode, traite et intégre les stimuli préjudiciables a 1’organisme. Alors que
la nociception est principalement un processus spinal, la douleur désigne I’interprétation
consciente de ces messages nociceptifs au niveau supraspinal, ou elle sera alors percue comme
étant déplaisante et aversive. Ainsi par sa dimension psychologique, la douleur est subjective

et propre a chacun selon I’expérience que nous en avons. Elle comporte trois composantes

(Melzack & Casey, 1968) :

- Sensori-discriminative, par I’intermédiaire de laquelle le systéme sensoriel détermine
la nature (brllure, pincement, décharges électriques...), la localisation, la durée et
I’intensité relative du stimulus nociceptif.

- Emotionnelle et affective, a I’origine du caractere déplaisant et aversif de la douleur,
nous rappelant de ne pas solliciter excessivement la région endommagée. Ce processus
permet d’aider la guérison de la blessure a I’origine de la douleur.

- Cognitive et comportementale, li¢e au sens qu’on attribue a la douleur en fonction du
contexte et sa mémorisation, afin d’anticiper ou d’éviter les situations aversives.

La capacité a détecter les stimuli nocifs et a ressentir une douleur aigué est essentielle pour
la survie et D’intégrité de I’organisme. Elle permet de produire une réponse adaptée et
protectrice (réflexe de retrait, comportements d’évitement ou d’anticipation d’une situation
dangereuse) afin d’éviter toute blessure. En effet, les personnes atteintes d’une insensibilité
congénitale a la douleur ont une durée de vie réduite car elles sont incapables de produire une

réponse appropriée et se blessent plus fréquemment.
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2 Le systéme nociceptif

2.1 Les nocicepteurs

Contrairement a ce que 1’on pourrait croire, la nociception n’est pas liée a la stimulation
excessive des récepteurs correspondant aux autres sensations. Il existe en effet un systéme
deédié a la détection des stimuli nocifs comprenant des récepteurs et des neurones spécifiques,
faisant de la nociception une sensibilité a part entiére. Ces neurones, appelés nocicepteurs,
représentent la plupart des neurones sensoriels. Ils s’activent uniquement en réponse a des
stimulations intenses et possedent donc des caractéristiques cellulaires et moléculaires
différentes des fibres véhiculant des informations non nociceptives.

Les nocicepteurs sont des neurones pseudo-unipolaires en T, dont les corps cellulaires sont
situés dans les ganglions trigéminaux et les ganglions rachidiens dorsaux (GRD) pour les
stimuli affectant respectivement la face et le reste du corps. Leurs extrémités périphériques,
formées de terminaisons libres non spécialisées sont réparties dans la peau, les muscles, les
articulations et les viscéres. Elles portent des récepteurs qui s’activent en réponse a des stimuli

nociceptifs :

- Le récepteur TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) détecte les stimuli

thermiques au chaud,

- Les récepteurs TRPMS8 (Transient Receptor Potential Melastatin 8) et TRPAI1

(Transient Receptor Potential Ankyrin 1) pour les stimuli thermiques au froid,
- Les méchanorécepteurs Piezo et les canaux potassiques KCNK répondent aux stimuli
mécaniques (Basbaum et al., 2009; Zhang et al., 2019).

Enfin, une large variété de récepteurs détectent les stimuli chimiques tels que les canaux
Acid-Sensing lon Channel (ASIC) sensibles aux variations de pH dans le milieu, TRPV1
(activé par la capsaicine), TRPMS8 (menthol et eucalyptol), TRPA1 (isothiocyanate contenu
dans le wasabi). Ces récepteurs sont chargés de la transduction des stimuli nociceptifs en un
signal électrique compréhensible par le systeme nerveux central (SNC), les potentiels
d’action. Ces derniers sont ensuite véhiculés par les fibres afférentes, qui sont de deux types :

- Les fibres afférentes de type Ad, qui sont peu myélinisées et a faible vitesse de
conduction. Ces fibres répondent a des stimulations de type thermique et mécanique.
Deux types de fibres peuvent étre identifiées selon leurs propriétés
¢lectrophysiologiques (Meyer et al., 2008) :

e Celles de type I répondent a de faibles stimulations mécaniques et a de hautes

stimulations thermiques (supérieures a 50°C).
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e Celles de type II, a I’inverse, répondent a de fortes stimulations mécaniques et a des
stimulations thermiques plus faibles.

Ces fibres sont responsables de la douleur aigué, rapide et trés localisée a la suite d’un

fort stimulus nociceptif mécanique (type I) ou thermique (type II).

- Les fibres afférentes de type C qui sont non my¢linisées, de faible calibre et par
conséquent a trés faible vitesse de conduction. La plupart d’entre elles s’activent en
réponse & des stimuli mécaniques, chimiques et thermiques et sont ainsi qualifiées de
polymodales. Les fibres C peptidergiques libérent des neurotransmetteurs tels que la
substance P et le Calcitonin-Gene Related Peptide (CGRP) et expriment TrkA (tyrosine
receptor kinase A), le récepteur du NGF (Nerve Growth Factor). Les fibres C non
peptidergiques expriment le récepteur neurotrophique c-Ret qui lie le GDNF (Glial
Dependant Neurotrophic Factor), les récepteurs Mrg (Mas-related genes) ainsi que les
récepteurs purinergiques P2X3. Une grande partie des fibres C non peptidergiques sont
¢galement isolectine 1B4 positives. Ces fibres sont a I’origine de la seconde douleur

différée, plus diffuse et peu localisée (douleur sourde) et durable (Basbaum et al., 2009).

2.2 La moelle épiniére (ME), premier lieu d’intégration du message
nociceptif

Le signal se propage ensuite le long des fibres via des canaux sodiques et potassiques
voltage-dépendants (Basbaum et al., 2009) qui vont entretenir la dépolarisation du neurone
jusqu’a atteindre la moelle épiniere (ME). La principale projection se fait a I’étage de ’entrée
nociceptive mais certaines collatérales peuvent projeter dans les segments spinaux adjacents,
I’ensemble formant le tractus de Lissauer. L’extrémité centrale des nocicepteurs contacte
ensuite les neurones de la substance grise de la ME. Cette derniére est subdivisée en
différentes couches anatomiquement et fonctionnellement distinctes, appelées laminas de
REXED (Rexed, 1952). Les laminas 1, II et V situées dans la corne dorsale (laminas I a VI)
sont les principales laminas impliquées dans 1’intégration de la nociception.

Les neurones de la lamina I regoivent uniquement des afférences des fibres nociceptives
Ad et C et sont qualifiés de neurones spécifiques (NS, fig. 5). La lamina II, recevant des
afférences des fibres C, contient uniquement des interneurones qui vont traiter et intégrer
localement le message nociceptif. Ces derniers contactent les neurones de la lamina V non
spécifiques ou a convergence (WDR, Wide Dynamic Range, fig. 5) car ils regoivent, en plus
des afférences des fibres Ao, des afférences des fibres AP non nociceptives (de gros diametre

et fortement my¢linisées qui conduisent trés rapidement les stimuli mécaniques non nocifs
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comme le toucher 1éger). Ces neurones sont liés aux phénomeénes de douleur référée ou
projetée : alors qu’en condition physiologique ces neurones répondent a des stimulations
somatiques uniquement ; en condition pathologique ils peuvent étre également activés par des
afférences viscérales. La douleur en résultant sera alors interprétée comme étant d’origine
somatique comme c’est le cas lors d’un infarctus du myocarde, caractérisée par une douleur

ressentie dans 1’épaule et le bras gauche.
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Figure 5 : Intégration spinale de l'information nociceptive. Les neurones de la lamina [ sont dits
neurones specifiques (NS) car ils regoivent uniquement des afférences nociceptives des fibres
afférentes de type Ao et C. La lamina Il est constituée d’interneurones qui regoivent des afférences
de type C et qui projettent vers les neurones a convergence (WDR, Wide Dynamic Range) de la
lamina V. Ces neurones WDR regoivent des afférences nociceptives des fibres de type Ad et C et
non nociceptives des fibres AP (D’Mello & Dickenson, 2008).

D’autre part, les fibres afférentes primaires contactent et activent les motoneurones de la
corne ventrale de la ME qui déclenchent le réflexe de retrait du membre atteint pour limiter
les dommages tissulaires. Ces réflexes nociceptifs sont quantifiables et permettent, par
extrapolation, d’observer les phénoménes d’hyperalgésie (une douleur plus intense a la suite
d’un stimulus nociceptif, d’aprés ’'IASP) ou d’allodynie (lorsqu’un stimulus non nociceptif
est percu comme douloureux, d’apres I’TASP), chez I’ Homme. Méme si la plupart des études
rapportent également des mesures d’hyperalgésie et d’allodynie chez I’animal, il faut toutefois
noter que la sensation de douleur n'est pas nécessairement impliquée et ne peut pas étre déduite

uniquement a partir de ces réflexes moteurs.
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2.3 La matrice de la douleur
Les neurones de second ordre ou de projection (neurones spécifiques et WDR)
transmettent I’information nociceptive aux centres supraspinaux. Ils passent la ligne médiane
(décussation) et cheminent par le cadran antéro- ou ventro-latéral de la substance blanche de

la ME (fig. 6) par I'intermédiaire :

- Du faisceau paléo-spino-thalamique, qui regroupe plusieurs voies :

e Le faisceau spino-réticulaire qui projette dans la formation réticulée du tronc
cérébral, puis aux noyaux intralaminaires du thalamus et aux cortex cingulaire,
insulaire et ’amygdale (apprentissage et mémorisation de la sensation douloureuse
ou composante cognitive et comportementale de la douleur) ainsi qu’au cortex
préfrontal (aspect désagréable et aversif de la douleur ou composante émotionnelle
et affective de la douleur).

e Le faisceau spino-mésencéphalique projette quant a lui vers la substance grise
périaqueducale (PAG, periaqueducal gray) et le noyau parabrachial. Ce sont les
principales structures des contrdles descendants qui modulent le message
nociceptif.

Dans I’ensemble, ce faisceau sous-tend 1’aspect émotionnel, affectif et cognitif de la
douleur chez ’Homme (chez I’animal, on parle plutdt de nociception).

- Du faisceau néo-spino-thalamique qui projette directement au thalamus, plus
précisément dans le noyau ventro-postéro-latéral (VPL) pour les afférences provenant
du tronc et des membres et dans le noyau ventro-postéro-médian (VPM) pour les
informations nociceptives issues de la face. Un neurone de troisieme ordre, issu du
thalamus, véhicule I’information jusqu’au cortex somatosensoriel primaire et
secondaire. L’organisation somatotopique y est conservée au sein du thalamus et du
cortex somatosensoriel, permettant ainsi de déterminer rapidement la localisation et le
type de stimulus nociceptif (composante sensori-discriminative de la douleur). Ce
faisceau apparait tardivement au cours de 1’évolution et est d’autant plus important que

les especes sont évoluées.
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Figure 6 : Les voies ascendantes et descendantes nociceptives. Les lignes oranges correspondent
a la transmission ascendante du message nociceptif depuis le tissu lésé jusqu’aux centres
supraspinaux et les lignes bleues aux projections modulatrices des structures des controles
descendants jusque dans la ME (Martyn et al., 2019).

Ainsi, il n’existe pas de « cortex de la douleur » ou de structure supraspinale unique et
spécialisée dans le traitement de 1I’information nociceptive. Au contraire, I’influx nociceptif
conduit a Dactivation de plusieurs régions et, bien qu’encore peu comprise, c’est la
collaboration de ’ensemble de ces structures qui permet de donner naissance a cette
expérience complexe et multimodale qu’est la douleur. On parle alors de matrice de la
douleur (fig. 7). Ce concept est notamment soutenu par des données d’imagerie cérébrale
fonctionnelle ayant confirmé 1’activation de ces régions lors d’une stimulation nociceptive et
qui ont également mis en évidence ’activation d’autres structures qui ne sont généralement
pas associées a la douleur, telles que I’hippocampe, le cervelet et les ganglions de la base

(Apkarian et al., 2005).
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Figure 7 : La matrice de la douleur. Ces différentes structures supraspinales sont interconnectées
et integrent l’'information nociceptive issue de la moelle épiniere pour créer la semsation
douloureuse (Corder et al., 2018).

3 La modulation du message nociceptif

L’idée de I’existence de mécanismes endogenes capables de moduler la douleur est issue
des observations de médecine de guerre ou les soldats griévement blessés au front ne
présentaient pas ou peu de douleurs jusqu’a leur arrivée a 1’hopital (Beecher, 1956) ; preuve
que I’organisme est capable d’atténuer I’intensité douloureuse lorsque cela s’avere nécessaire
a la survie. Ainsi I’expérience douloureuse est dynamique et régulée (aussi bien augmentée
que diminuée) en fonction du contexte, mais également d’autres facteurs comme les
croyances, |’attention et 1’état (anxieux, déprimé) du sujet. Plus tard, les différents processus
responsables d’une telle modulation ont été identifiés et correspondent essentiellement a
I’inhibition segmentaire au sein de la ME (théorie du portillon) et les contrdles descendants.
L’information nociceptive peut étre modulée a tous les échelons (spinal, supraspinal) de sa

transmission ascendante depuis la périphérie jusqu’a I’encéphale.

3.1 La théorie du portillon
Cette théorie du gate control ou du portillon fondée par Melzack et Wall repose sur des
interactions locales au sein de la ME entre les fibres A véhiculant des informations du toucher
l1éger non nociceptif et les fibres C véhiculant des informations nociceptives (Wall & Melzack,
1965). Ces fibres AP émettent des collatérales capables d’inhiber les neurones de projection
de la voie antéro-latérale par I’intermédiaire d’un interneurone inhibiteur. Ainsi, 1’activation

simultanée des fibres AP et C peut bloquer I’influx nociceptif dés son entrée dans la ME, tel
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un systeéme de porte. Si cette théorie n’est pour le moment que partiellement démontrée, elle
permet néanmoins d’expliquer la réaction naturelle mais efficace de frotter vigoureusement la

zone endolorie lorsque 1’on vient de se cogner.

3.2 Les controles descendants

Plusieurs structures supraspinales des voies spino-thalamiques et spino-réticulaires, vont
¢galement projeter directement ou indirectement dans la ME (controles descendants de la
douleur). Ces connexions ciblent la terminaison centrale des fibres afférentes (pré-
synaptique), les neurones de projection (post-synaptique) ou les interneurones excitateurs ou
inhibiteurs de la lamina II pour en moduler I’excitabilité et donc, la transmission ascendante
du message nociceptif (D’Mello & Dickenson, 2008; Millan, 2002).

La PAG, dont la stimulation produit un puissant effet analgésiant (Reynolds, 1969) est
considérée comme le chef d’orchestre des controles descendants. Véritable carrefour, elle
recoit et intégre des informations du cortex, de I’hypothalamus et de ’amygdale et projette a
son tour vers le locus coeruleus (LC) et le noyau du raphé magnus qui libérent respectivement
la noradrénaline et la sérotonine dans la ME (Millan, 2002). Suivant le type de neurones
exprimant les récepteurs a la noradrénaline et a la sérotonine (excitateur ou inhibiteur) et le
sous-type de récepteur lui-méme, I’action de la sérotonine ou de la noradrénaline pourra étre
facilitatrice ou inhibitrice de la transmission nociceptive.

Une autre structure clé des contrdles descendant est la médulla rostrale ventromédiale
(RVM, Rostral Ventromedial Medulla). Cette derniere recgoit des projections de la PAG et

contient 3 types de cellules :

- les cellules « on », dont I’activité augmente pour amplifier I’excitabilité des neurones
nociceptifs de la corne dorsale de la ME et ainsi faciliter le réflexe nociceptif (pro-algie),
- les cellules « off » dont I’activité augmente pour atténuer I’excitabilité des neurones
nociceptifs de la corne dorsale de la ME et sont inhibitrices du réflexe nociceptif
(analgésie),
- des cellules neutres dont 1’activité n’est pas liée a la nociception (Fields, 2004).
La balance entre les cellules de type « on » et de type « off » détermine 1’excitabilité neuronale

des neurones nociceptifs spinaux et ainsi la sensibilité nociceptive.

3.3 Le controle opioidergique de la douleur
Au vu de I’importance de I’implication du systéme opioide endogeéne dans la douleur, le

prochain chapitre (voir p. 40) sera entiérement dédi¢é a la description de ce systéme.
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Briévement, on peut tout de méme mentionner ici la présence du récepteur opioide p (MOR,
principal récepteur opioide qui est responsable de 1’analgésie endogene) sur la terminaison
périphérique des fibres afférentes primaires et le corps cellulaire des neurones de second ordre
des laminas I et II de la corne dorsale de la ME (Besse et al., 1990; Kohno et al., 1999).
L’activation de ce récepteur diminue 1’excitabilité neuronale des neurones nociceptifs (selon
un processus détaillé dans le chapitre suivant, voir §3.1, p. 42). Ces récepteurs sont également
exprimés de nombreuses structures des contrdles descendants (Mansour et al., 1995) dont la
RVM ou I’activation de MOR inhibe les cellules « on » et désinhibe les cellules « off » (Fields,
2004). Ainsi, que ce soit au niveau spinal ou supraspinal, ces différentes actions de MOR ont

pour conséquence d’atténuer la transmission ascendante du message nociceptif.

4 Douleur aigué et chronique

La douleur aigué, résultante de ’activation des circuits nociceptifs, est un mécanisme
physiologique utile a la survie ; elle préserve 1’intégrité du corps en 1’avertissant d’une 1ésion
tissulaire potentielle. Dans ce cas, la douleur disparait avec la blessure ou le stimulus 1’ayant
déclenchée. Dans le cas contraire, lorsque la douleur persiste au-dela du temps normal de
guérison, elle perd sa fonction symptomatique et protectrice et devient alors délétére pour
I’organisme. En effet, ces douleurs peuvent alors se manifester spontanément, en présence
d’un stimulus normalement inoffensif (allodynie), étre exagérées a la suite d’un stimulus
nociceptif (hyperalgésie) et s’étendre au-dela du site de 1ésion (hyperalgésie secondaire).

En clinique, une douleur est définie comme étant chronique si sa durée est supérieure a 3
mois. A noter que cette définition s’applique a tout type de douleur et ne préjuge ni de la
cause, ni de 1’origine ou des mécanismes sous-jacents. Néanmoins, on peut tout de méme

regrouper 3 grand types de douleur chroniques :

- Les douleurs par exces de nociception, li¢e a I’activation des voies nociceptives.
L’exces de nociception est a 1’origine de la douleur aigu€ mais contribue également
aux douleurs chroniques lorsqu’elles sont entretenues par des processus
inflammatoires abaissant le seuil d’activation des nocicepteurs (voir §4.1.1, p. 33)

- Les douleurs neuropathiques sont causées par une Iésion ou une atteinte directe des
voies nociceptives (par exemple, la compression du nerf sciatique a la suite d’une
hernie discale).

- Les douleurs psychogénes qui n’ont pas de causes organiques apparentes et sont a

I’heure actuelle encore peu comprises.
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Dans tous les cas, ces douleurs reflétent un dysfonctionnement ou une mal adaptation du
systéme nociceptif a la suite d’une douleur aigué. La prévalence des douleurs chroniques est
estimée a environ 34% de la population adulte mondiale (Jackson et al., 2016). Ainsi, elle
constitue un probléme de santé publique majeur et récemment, certains types de douleurs
chroniques ont d’ailleurs été reconnus comme maladie en tant que telle (Treede et al., 2019).
En plus d’une sensibilité accrue a la douleur, elles sont également associées a de I’anxiété, la
dépression et au manque de sommeil (Emery et al., 2014). Elles se répercutent ainsi sur la vie
sociale et professionnelle du patient et altérent sa qualit¢é de vie. Ce critére constitue
notamment la base de questionnaires destinés a diagnostiquer les douleurs chroniques chez

I’Homme.

4.1 Meécanismes a I’origine des douleurs chroniques

Le systéme nociceptif n’est pas immuable et présente une certaine capacité a s’adapter a la
suite d’un stimulus intense ou répété, appelée plasticité. Les propriétés de transduction des
nocicepteurs vont étre modifiées de sorte que leur seuil d’activation soit abaissé : c’est la
sensibilisation. Les nocicepteurs augmentent alors leur réponse a méme stimulus ou
répondent a stimulus habituellement subliminal (Loeser & Treede, 2008). La sensibilisation
participe ainsi au phénomene d’hyperalgésie qui permet, par son caractere désagréable, de
protéger la zone atteinte et faciliter la guérison. Si elle ne devrait durer que le temps de la
cicatrisation, dans certains cas la sensibilisation perdure et contribue aux douleurs

pathologiques. Il existe deux types de sensibilisation : périphérique et centrale.

4.1.1 La sensibilisation périphérique

Cette sensibilisation concerne 1’extrémité périphérique des fibres afférentes primaires et
est étroitement liée a I’inflammation. Lors d’une Iésion tissulaire, les cellules endommagées
libérent leur contenu dans le milieu extracellulaire, notamment des ions H" et K*, qui
dépolarisent directement les nocicepteurs (fig. 8). Les tissus environnants libérent également
des leucotriénes et des prostaglandines qui sensibilisent les nocicepteurs, ainsi que de I’ATP,
de la bradykinine, de la sérotonine qui les activent directement en se liant a leurs récepteurs
respectifs (Cook & McCleskey, 2002; Paterson et al., 2013; Ren & Dubner, 2010). De méme,
d’autres substances dites algogénes vont étre libérées par les cellules du systéme immunitaire
lors de la réaction inflammatoire : les mastocytes sécrétent de 1’histamine, les plaquettes
sanguines de la sérotonine, les macrophages activés des cytokines comme I’interleukine 6 (IL-
6) ainsi que du NGF. L’ensemble de ces substances forme une « soupe inflammatoire » qui

augmente ’excitabilité des fibres afférentes et par conséquent, la transmission de I’influx
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nociceptif a la ME. En réponse, les nocicepteurs stimulés libérent via leurs collatérales de la
substance P et de la CGRP au niveau du site de 1ésion (réflexe d’axone). Ces neuropeptides
favorisent la vasodilatation des vaisseaux et I’afflux de plasma, contribuant ainsi a la
formation de 1I’cedéme. La substance P provoque ¢galement I’activation de cellules non
neuronales (mastocytes, neutrophiles) qui vont sécréter d’autres ¢léments de la soupe
inflammatoire, ce qui participe a amplifier la sensation douloureuse selon un processus auto-
entretenu et appelé inflammation neurogénique (Basbaum et al., 2009).

Puisque cette sensibilisation est due a 1’exposition des terminaisons périphériques des
nocicepteurs aux médiateurs de I’inflammation, elle est restreinte au site de 1€sion et est ainsi
responsable de I’hyperalgésie primaire. Cette derniére concerne notamment les stimuli
nociceptifs thermiques au chaud et est traitée a 1’aide d’aspirine ou d’anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) qui inhibent la cyclo-oxygénase, I’enzyme responsable de la production

des prostaglandines.
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Figure 8: Les différentes substances constituant la soupe inflammatoire. Lors d’une
inflammation, la bradykinine, les prostaglandines, I’ATP et les ions libérés par les cellules lésées
environnantes activent ou sensibilisent les nocicepteurs. Les cellules immunitaires sécrétent de
Ihistamine et du NGF qui participent aussi a [’augmentation de ['influx nociceptif. Les
nocicepteurs libérent de la CGRP et de la substance P par le réflexe d’axone qui favorisent la
vasodilatation et ’cedéme. La substance P active également les cellules immunitaires qui liberent
d’autres substances algogeénes entretenant ce phénomene (Julius & Basbaum, 2001).

36



4.1.2 La sensibilisation centrale

Comme son nom 1’indique, ce type de sensibilisation intervient au niveau central c’est-a-
dire a la synapse entre les fibres afférentes et le neurone de projection. Elle correspond a une
augmentation de 1’excitabilité neuronale des neurones nociceptifs a la suite d’un stimulus
intense, répété et soutenu. Différents mécanismes sous-tendent la sensibilisation centrale :

Le wind-up est une facilitation progressive et fréquence-dépendante de la réponse des
neurones WDR de la ME (lamina V). Elle survient lors de la stimulation répétée des fibres C
a une faible fréquence. La libération soutenue de substance P et de CGRP par les fibres C
provoque de lents potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE), dont la sommation
temporelle provoque une dépolarisation cumulative des neurones WDR jusqu’a lever le
blocage des récepteurs NMDA par les ions Mg?* (Sivilotti et al., 1993; Thompson et al., 1990)
et augmenter ainsi le nombre de potentiels d’action émis pour un méme stimulus. Ce
phénomeéne est dépendant des canaux Ca®" de type L qui contribuent également a cette
dépolarisation progressive (Morisset & Nagy, 2000). Le wind-up se manifeste également sur
le plan comportemental, ou la répétition d’un méme stimulus mécanique (Staud et al., 2003)
ou thermique (Price et al., 1977) est rapporté comme étant de plus en plus douloureux chez
I’Homme. Néanmoins, c’est une forme de plasticité a court-terme puisqu’elle s’arréte en
I’absence de stimulation.

La potentialisation a long-terme (Long-Term Potentiation, LTP), correspond a une
augmentation durable de I’efficacité synaptique pour faciliter le déclenchement et I’émission
de potentiels d’action subséquents. D’abord mis en évidence dans I’hippocampe en lien avec
la mémoire, il a ensuite ét€ montré que la stimulation électrique a haute fréquence des fibres
C (Liu & Sandkiihler, 1997, 1995) et des fibres Ad (Randic et al., 1993) induit une LTP des
neurones de la lamina I de la ME, plus spécifiquement ceux exprimant le récepteur a la
neurokinine 1 (Ikeda et al., 2003). La stimulation des fibres C peut aussi étre due a des stimuli
naturels (Sandkiihler & Liu, 1998) ainsi qu’une administration de capsaicine et formaline
(Ikeda et al., 2006). Ce phénoméne nécessite augmentation intracellulaire de Ca®" et
I’implication des récepteurs NMDA, neurokinine 1 et métabotropiques du glutamate (mGIluR)
(Liu & Sandkiihler, 1997, 1995; Randic et al., 1993). Il est cependant difficile d’évaluer
combien de temps se maintient ce phénomene pour des raisons techniques et donc sa réelle
contribution aux douleurs chroniques.

Enfin, la sensibilisation centrale activité dépendante ou sensibilisation centrale
« classique », est la forme de plasticité synaptique la plus durable. Si elle concerne beaucoup

de neurones au sein de la corne dorsale de ME, il semblerait que ceux de la lamina I exprimant
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le récepteur de la neurokinine 1 (neurokinin 1 receptor, NK1R) soient responsables de
I’hypersensibilité a la douleur. Lors d’une stimulation nociceptive intense ou répétée, les
fibres afférentes primaires libérent du glutamate, du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic
Factor), de la substance P, et du CGRP (fig. 9). L activation de leurs récepteurs respectifs, a
savoir mGluR, NMDA et AMPA pour le glutamate, NK1R pour la substance P, TrkB
(Tyrosine receptor kinase B) pour le BDNF ainsi que CGRP-1 pour le CGRP, permet I’entrée
de Ca*" dans la cellule ou la libération de Ca®" depuis le réticulum endoplasmique. Cette
augmentation rapide de Ca®* intracellulaire active les PKA, PKC et la calmoduline kinase 11
(CAMKII) qui phosphorylent les récepteurs NMDA et AMPA et augmentent ainsi les
propriétés de conductance de ces canaux. La PKC permet également le recrutement de
récepteurs AMPA a la membrane et d’atténuer la libération de GABA et de glycine, diminuant
ainsi la transmission inhibitrice tonique au sein de la ME. Ces kinases activent la voie des
MAPK aboutissant a la phosphorylation de ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases) ou
pERK. Ce dernier phosphoryle les canaux Kv4.2 et diminue les courants potassiques sortants.
Enfin, pERK active CREB (cAMP Response Element-binding Protein) et d’autres facteurs de
transcription qui induisent 1’expression de différents génes (c-fos, NK1R, TrkB et la cyclo-
oxygénase 2) qui a leur tour, participeront au maintien de la sensibilisation centrale
(Latremoliere & Woolf, 2009).

Dans I’ensemble, ces différentes voies de signalisation contribuent a augmenter
I’excitabilité membranaire, 1’efficacité synaptique entre neurones nociceptifs et a réduire
I’inhibition au sein de la circuiterie nociceptive. En conséquence, le seuil d’activation de ces
neurones diminue et leur activité spontanée augmente expliquant ainsi les phénomeénes
d’hyperalgésie primaire, secondaire et de douleur spontanée. L’expansion des champs
récepteurs cutanés des fibres afférentes primaires est quant a elle a 1’origine de la conversion
de neurones nociceptifs spécifiques en neurones WDR (qui répondent a des stimuli nociceptifs

et non nociceptifs) qui sous-tend 1’allodynie tactile mécanique (Latremoliere & Woolf, 2009).
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Figure 9: Les mécanismes moléculaires qui sous-tendent la sensibilisation centrale. Le
glutamate, la substance P et le BDNF libérés par les terminaisons afférentes primaires activent
leurs récepteurs respectifs et provoque une augmentation massive de Ca’" intracellulaire dans les
neurones de la corne dorsale de la ME. Ceci active la calmoduline kinase Il (CAMKII), les
protéines kinases A (PKA) et C (PKC) qui augmentent la conductance des récepteurs AMPA et
NMDA en les phosphorylant et permet l'insertion de récepteurs AMPA supplémentaires a la
membrane. La PKC active également ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases) qui diminue
les courants potassiques sortants en phosphorylant les canaux Kv4.2 (Ji et al., 2003).

Derniérement une forme silencieuse de sensibilisation centrale, nommée sensibilisation
latente a la douleur (SLD) a ¢ét¢ mise en évidence dans différents modeles
animaux (Campillo et al., 2011; Célerier et al., 2001; Corder et al., 2013). Ce phénomene,
auquel s’intéresse cette these, traduit une mal adaptation du systeme opioide endogéne (entre
autres) a la suite de la résolution de I’hyperalgésie primaire. Ainsi, le fonctionnement
physiologique du systeme opioide endogene fera 1’objet du chapitre 3 (voir p. 40) puis la SLD

sera détaillée au chapitre 4 (voir p. 55).

4.2 Les traitements
On désigne par antalgique toute substance visant a atténuer la sensation douloureuse, tandis
que les analgésiques permettent de I’abolir complétement. Les traitements actuels contre la
douleur sont définis par I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) par paliers en fonction

de I’intensité douloureuse :

- 1% palier: pour des douleurs légeres a modérées, le paracétamol ou les AINS
(ibuproféne, aspirine) qui inhibent ’enzyme de production des prostaglandines (la

cyclo-oxygénase) sont recommandés.
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- 2% palier : correspondant a des douleurs modérées a séveres, traitées a 1’aide d’opioides
faibles, comme la codéine et le tramadol.
- 3¢ palier : pour des douleurs séveres les opioides forts seront préconisés, tels que la

morphine ou I’oxycodone.

Néanmoins, les opioides ont une efficacité encore débattue a long-terme (Chou et al., 2015)
et leur usage s’avere limité en raison de la tolérance analgésique (diminution de 1’effet
analgésique) qui se développe avec la prise du traitement. Ceci nécessite 1’accroissement des
doses pour soulager la douleur qui s’accompagne de 1’augmentation de nombreux effets
indésirables (constipation, nausées, dépression respiratoire) et plus particulierement, le risque
de dépendance. En dépit de ces constats, I’augmentation de la prescription d’opioides pour
soulager les douleurs chroniques et 1’usage non contr6lé de ces substances a provoqué une
augmentation rapide de leur utilisation atteignant le stade qualifié d’épidémie ou de crise des
opiacés aux Etats-Unis. Ainsi, le nombre d’overdoses liées aux opioides a été multiplié par 6
depuis 1999 (CDC WONDER, 2020) et parmi les 70 000 déces par overdose aux Etats-Unis
en 2019, 70% d’entre eux étaient dus a un opiacé (Mattson et al., 2021).

En ce qui concerne les douleurs neuropathiques, qui répondent peu aux antalgiques des
trois paliers, les traitements de premiere ligne sont les antidépresseurs tricycliques
(amitryptiline, imipramine) ainsi que les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la
noradrénaline (venlafaxine, duloxetine). Ces derniers produisent leur effet analgésique en
potentialisant les contréles descendants inhibiteurs. Les anticonvulsivants (gabapentine, pré-
gabaline) qui diminuent la libération de neurotransmetteurs excitateurs au sein de la ME
peuvent également Etre utilisés. Les traitements de seconde intention regroupent les patchs de
capsaicine (qui désensibilisent les fibres de type C), les patchs de lidocaine (qui induisent une
anesthésie locale par le blocage des canaux sodiques voltage-dépendants) et le tramadol
(agoniste de MOR et inhibiteur de la recapture de la noradrénaline et de la sérotonine). Les
opiacés forts n’arrivent qu’en troisieme ligne (Attal, 2019).

Moins bien répandus, des traitements non médicamenteux de la douleur existent également,
comme la stimulation médullaire ou cérébrale profonde qui consistent a placer une ¢électrode
dans ces structures pour moduler la transmission nociceptive. Moins invasives, la stimulation
magnétique transcranienne répétitive permet de stimuler par un champ électromagnétique le
cortex moteur et de diminuer le seuil nociceptif par un mécanisme encore peu compris ; et la
stimulation nerveuse électrique transcutanée des fibres non nociceptives cutanées inhibe les

fibres nociceptives (principe de la théorie du portillon). Enfin, la physiothérapie et la thérapie
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comportementale permettent d’accompagner le patient dans la gestion de sa douleur au
quotidien afin de maintenir une qualité¢ de vie malgré sa condition (Hylands-White et al.,
2017).

Dans tous les cas, une approche interdisciplinaire est recommandée pour prendre en charge
les différents aspects (physique, psychologique) de I’expérience douloureuse. Malgré ce panel
de traitements disponibles, la plupart ont une efficacité limitée a long-terme ou ne confere
qu’un soulagement partiel de la douleur (Borsook et al., 2014). De nombreux patients se
retrouvent alors dans une impasse thérapeutique, c’est pourquoi il est nécessaire de
comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires associés aux douleurs chroniques ainsi
que sa modulation par le systéme opioide endogene afin de développer des traitements plus

adaptés.
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Chapitre 3 : Le systeme opioide endogéne

Avant de procéder a la description du systéme opioide endogene, il convient de distinguer
le terme opiacé du terme opioide. Les opiacés désignent toute substance issue de 1’opium du
pavot tandis qu’opioide est un terme plus générique pour toute substance (naturelle ou
synthétique) qui se lie aux récepteurs aux opioides et qui n’est pas dérivée de I’opium.

L’usage de I’opium pour ses effets euphorisants était déja connu dans 1’Antiquité
sumérienne (environ 3000 ans avant J.C) avant d’étre décrit comme remede contre la douleur
dans le Papyrus d’Ebers (environ -1500 ans avant J.C) pour les actes chirurgicaux
(Brownstein, 1993). Pourtant, ce n’est que dans les années 1970 que les sites de liaisons pour
les opiacés ont été identifiés dans le cerveau des mammiferes (Pert & Snyder, 1973; Simon et
al., 1973; Terenius, 1973) : le récepteur p-opioide (MOR), 6-opioide (DOR), x-opioide
(KOR), suivi de I’identification de leurs ligands endogénes respectifs : les endorphines, les
enképhalines et les dynorphines. Le clonage de DOR (Evans et al., 1992; Kieffer et al., 1992)
puis de MOR et de KOR (Chen et al., 1993; Yasuda et al., 1993) ont permis d’identifier un
quatrieme récepteur, le récepteur a la nociceptine/orphanine FQ (NOR ou ORL-1) dont le

ligand endogene est la Nociceptine/Orphanine FQ (Mollereau et al., 1994).

1 Les opiacés exogénes

Les opiacés sont isolés a partir du latex séché (opium) du pavot Papaver somniferum qui
est récolté a I’aide d’une incision dans la capsule. L’opium contient un mélange de morphine,
codéine, thébaine ainsi qu’une vingtaine d’autres alcaloides (papavérine, noscapine)
dépourvus d’effets sur le SNC humain et qui ne sont donc pas considérés comme étant des
opiacés.

La morphine fut la premiére a étre isolée a partir de I’opium par Friedrich Sertlirner en
1804. 1l I’a nomm¢ ainsi en référence a la déesse Grecque du sommeil Morphée en raison de
ses propriétés somniferes. C’est également un antalgique puissant, qui est le plus utilisé
actuellement en clinique. Néanmoins comme les autres opiacés, il induit de nombreux effets
secondaires tels que I’euphorie, nausées, vomissement, constipation, sédation, dépression
respiratoire, ainsi qu’un fort risque de dépendance physique qui provoque, en cas d’arrét brutal
du traitement, un syndrome de sevrage.

La codéine a été extraite de I’opium plus tard, en 1832. Pour étre active, elle doit étre

déméthylée en morphine par le cytochrome CYP2D6. Les propriétés analgésiques de la
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codéine sont directement liées a I’activité enzymatique de ce cytochrome, pour lequel il existe
un polymorphisme génétique important : les individus métabolisant lentement la codéine
mentionnent de faibles effets antalgiques tandis que ceux qui la métabolisent plus rapidement
rapportent plus d’effets indésirables (Kirchheiner et al., 2007).

La thébaine n’est pas utilisée en thérapeutique mais sert a la synthése d’autres opiacés
(hydrocodone, oxycodone, buprénorphine, naloxone). En effet, les opiacés peuvent également
étre synthétisés. Par exemple, I’héroine (ou diacétylmorphine) est qualifi¢e de semi-
synthétique car elle est produite a partir de la morphine. Elle est plus lipophile et pénetre
mieux la barriére hématoencéphalique que la morphine (Klous et al., 2005), ce qui lui confere
un pouvoir addictif plus grand, alors qu’elle a été initialement développée pour ne pas induire
de dépendance. En revanche le fentanyl, également d’origine synthétique, n’est pas considéré
comme un opiacé car structurellement parlant, il différe des constituants de 1I’opium et de ses
dérivés. C’est un agoniste entier de MOR, dont I’effet analgésique est estimé de 80 a 100 fois
supérieur a la morphine, mais il provoque également les effets indésirables communs aux
opiaceés.

Ces composés présentent un risque de dépendance plus ou moins important et sont tous
classées comme stupéfiants. Malgré les nombreux efforts pour développer une substance
antalgique aussi puissante, non addictive et dépourvue d’effets indésirables, il n’existe pas a
I’heure actuelle de traitement de substitution a la morphine qui reste ainsi un traitement de
référence pour les douleurs sévéres aigués et certains types de douleur chroniques (douleurs

cancéreuses notamment).

2 Les peptides opioides endogénes

Les opioides endogénes sont des peptides issus de la maturation d’un précurseur protéique
(prépropeptide) clivé en peptides opioides actifs par I’action de peptidases. Les enképhalines,
qui sont les premieres a avoir été identifiées, sont issues de la pro-enképhaline qui est clivée
en met- et leu-enképhaline. Ce sont les ligands endogeénes de DOR mais ils se lient également
a MOR avec une bonne affinité. La pro-opiomélanocortine (POMC) est le précurseur de la -
endorphine ainsi que d’autres neuropeptides non opioides tels que 1’hormone
adrénocorticotrope (ACTH) et les mélanocortines (MSH). La p-endorphine lie
préférentiellement MOR. Les dynorphines A et B sont issus de la pro-dynorphine et ont une
plus grande affinit¢ pour KOR. Enfin, la pro-nociceptine est a ['origine de Ila
nociceptine/orphanine FQ (N/OFQ), le ligand endogéne de NOR. Son administration

intracérébroventriculaire (icv) chez la souris provoque une diminution du seuil nociceptif a
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laquelle elle doit son nom de « nociceptine » (Meunier et al., 1995). Le nom « orphanine FQ »
fait référence a la désorphanisation du récepteur NOR et car sa séquence est comprise entre
une Phe et une Gln (FQ) (Reinscheid et al., 1995).

Tous les peptides opioides endogenes partagent la séquence Tyr-Gly-Gly-Phe-Met/Leu en
leur extrémité N-terminale (motif opioide) a I’exception de la N/OFQ pour laquelle la tyrosine
(Tyr), résidu nécessaire a la liaison aux autres récepteurs opioides (Lapalu et al., 1997, 1998),
est remplacée la phénylalanine (Phe). Découvertes plus récemment, les endomorphines
(endomorphine-1 et -2) présentent une forte sélectivité envers MOR. Ces tétrapeptides ne sont
pas apparentés aux autres peptides opioides endogenes et leurs précurseurs ne sont pour le

moment pas connus (Zadina et al., 1997).

Précurseur Peptide endogene Séquence peptidique Récepteur
Pro- Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
opiomélanocortine B-endorphine GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn- MOR
p Ala-Ile-Ile-Lys-Asn-Ala-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu
. . Met-enképhaline Tyr-Gly-Gly-Phe-Met
Pro-enképhaline Leu-euképhaline Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu DOR

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Ile-Arg-Pro-

Dynorphine A Lys-Leu-Lys-Trp-Asp-Asn-Gln

Pro-dynorphine b hine B Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-Gln-Phe-Lys- KOR
yRotpmine Val-Val-Thr
icepti S Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Arg-Lys-Ser-
Pro-nociceptine Nociceptine Ala-Arg-Lys-Leu-Ala-Asn-Gln NOR
Inconnu Endomorphine 1 Tyr-Pro-Trp-Phe MOR

Endomorphine 2 Tyr-Pro-Phe-Phe

Tableau 1 : Séquence en acides aminés des peptides opioides endogeénes chez différentes espéces de
mammiféres. Le motif opioide commun Tyr-Gly-Gly-Phe-Met/Leu est indiqué en rouge (Fichna et al.,

2007).

3 La pharmacologie des récepteurs opioides

3.1 Le couplage aux protéines G
Les opioides endogenes et exogenes induisent leurs effets via quatre récepteurs : MOR,
DOR, KOR, et NOR. Chacun de ces récepteurs est codé par un géne unique (respectivement
Oprml, Oprdl, Oprkl, Oprll) et dont la séquence en amino-acides est commune a 60% (Chen
et al., 1993). Ce sont des RCPG de la famille 1, couplés a des protéines Gui/o inhibitrices.

- Au niveau présynaptique, la sous-unité G, inhibe I’AC, a 1’origine d’une diminution
de la production d’AMPc (Minneman & Iversen, 1976). La sous-unité Gg, inhibe les

canaux calcium voltage-dépendants de type N, diminuant I’entrée de calcium dans le
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neurone et par conséquent la fusion des vésicules présynaptiques induisant la libération
de neurotransmetteurs dans la fente synaptique (Rusin et al., 1997).

Au niveau postsynaptique, la sous-unité Gpy active des canaux potassiques a rectification
entrante GIRK (G-protein-gated Inwardly Rectifying K") induisant une entrée de
potassium dans le neurone et son hyperpolarisation (Torrecilla et al., 2002). Ce
processus joue un role non négligeable dans ’action analgésique des opioides puisque
des souris génétiquement déficientes pour ces canaux GIRK manifestent moins
d’antinociception induite par les opioides (Lujan et al., 2014; Nagi & Pineyro, 2014).
L’ensemble de ces actions a pour conséquence d’induire une inhibition de 1’excitabilité
neuronale des fibres afférentes primaires et des neurones de la corne dorsale de la ME et donc

d’atténuer la transmission ascendante du message nociceptif.

Opioids

Action
potential

Opioid
receptor
s. activated

Opioid

w5
) e

Signal transduction
and neurotransmission

receptor
activated

p

Hyperpolarization

Reduced signal transduction
and neurotransmission

Figure 10 : Les voies de signalisation intracellulaire induites par ’activation des récepteurs aux
opioides. En conditions basales (a gauche), les canaux calciques voltage-dépendants sont ouverts
et l'entrée de calcium facilite la libération de neurotransmetteurs. Ils activent ensuite leurs
récepteurs et provoque la dépolarisation du neurone postsynaptique. L activation des récepteurs
opioides diminue la production d’AMPc en inhibant I’adénylate cyclase via la sous-unité G, et
inhibe I’ouverture des canaux calciques voltage-dépendants (en jaune) via la sous-unité Gg, ce qui
résulte en une diminution de la libération de neurotransmetteurs. En postsynaptique, I’activation
des récepteurs opioides provoque une hyperpolarisation du neurone en favorisant [ ’ouverture des
canaux potassiques a rectification entrante (en vert, Corder et al., 2018).

3.2 La voie de signalisation des fB-arrestines
En plus de la voie de la signalisation induite par les protéines G, les récepteurs opioides
sont également capables de recruter la B-arrestine. En effet, cette derniére n’est pas seulement
impliquée dans le recyclage de ces récepteurs mais est un effecteur a part entiere : le complexe
RCPG/B-arrestine phosphorylé active la voie des MAPK (plus particuli¢rement les kinases
ERK1/2, JINK1-3 (c-Jun N-terminal protein kinase 1-3) et p38) pour réguler différents canaux
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ioniques, facteurs de transcription et neurotransmetteurs, la prolifération et la différenciation
cellulaire, I’apoptose et la synthése protéique (Raman et al., 2007).

L’étude de I’interaction entre MOR et les B-arrestines a gagné de I’importance ces derniéres
années puisque 1’'une des hypothéses proposées pour expliquer la tolérance analgésique est
celle de la désensibilisation de MOR (hypothése de la tolérance cellulaire). En effet, tout
comme les autres RCPG, les récepteurs opioides sont également phosphorylés ce qui recrute
la B-arrestine et déclenche I’internalisation du récepteur. Ainsi, une internalisation et donc une
désensibilisation trop importante diminuerait le nombre de récepteurs présents a la membrane
d’ou une réponse cellulaire réduite suite a I’activation de MOR par un agoniste.

En outre, il a également été proposé que le recrutement de la voie des protéines G serait
lié¢ a Ieffet analgésique des opiacés alors que la voie de signalisation de la f-arrestine serait
responsable des effets indésirables (tolérance analgésique, dépression respiratoire,
constipation). La tolérance analgésique est effectivement abolie chez des souris délétées pour
la B-arrestine 2 (Bohn et al., 2000) tout comme la constipation et la dépression respiratoire
(Raehal et al., 2005b). De plus, I’analgésie induite par la morphine est également potentialisée
chez ces souris (Bohn et al., 1999). Prenant avantage de ce constat, la recherche de traitement
substitutifs aux opiacés s’orientent a présent vers le développement d’agonistes biaisés
(pouvant préférentiellement activer une voie de signalisation par rapport a une autre). L’idée
étant qu’un agoniste biaisé vers la voie de signalisation induite par les protéines G réduirait la
douleur avec un minimum d’effets indésirables. En ce sens, le PZM21 et le TRV130
(oliceridine) ont été développés. Ce sont de puissants analgésiques (comparables a la
morphine) et qui n’induisent pas de constipation ni de dépression respiratoire chez le rongeur
(DeWire et al., 2013; Manglik et al., 2016). Le TRV130, commercialis¢ par Trevena
(OLINVYK™), a été validé récemment en aolt 2020 par la Food and Drug Administration
pour le traitement des douleurs séveres chez ’Homme. Cependant, I'activité améliorée de ces
composés et 1'idée que la B-arrestine serait responsable de la majeure partie des effets
secondaires des opiacés ont €té sérieusement remises en cause ces dernicres années (Araldi et

al., 2018; Hill et al., 2018; Kliewer et al., 2019).

3.3 L’activité constitutive des récepteurs opioides
Classiquement, I’activation d’un RCPG est déclenchée par la liaison d’un agoniste mais
certains récepteurs peuvent acquérir une conformation spécifique ou ils sont actifs
intrins€quement (c’est-a-dire capables d’induire la signalisation via les protéines G) méme en

I’absence d’agoniste, ¢’est ce qu’on appelle I’activité constitutive (Kenakin, 2004).
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DOR est d’ailleurs le premier récepteur pour lequel I’activité constitutive a pu étre mise en
évidence in vitro en identifiant des ligands « a activité intrins€éque négative » qui diminuent
I’activité GTPase de ce récepteur en conditions basales (Costa & Herz, 1989). Renommés par
la suite agonistes inverses (Kenakin, 2004), ces ligands constituent un outil pour mettre en
¢vidence ’activité constitutive, par opposition aux antagonistes « neutres » qui se lient au
récepteur mais exercent aucun effet sur la signalisation basale du récepteur. On a pu ainsi
montrer que 1’activité constitutive de DOR est augmentée apres un prétraitement des cellules
aux opiacés (Liu & Prather, 2002) mais son existence et les conséquences d’une telle activité
in vivo ont été peu explorées. L’activité constitutive de KOR, également rapportée in vitro
(Wang et al., 2007) diminue dans le cortex préfrontal médian avec I’age chez le rat (Sirohi &
Walker, 2015) et augmente dans 1’aire tegmentale ventrale (Ventral Tegmental Area, VTA) a
la suite d’un stress aigu. Cette signalisation basale se répercute au niveau comportemental
puisque ’administration d’un agoniste inverse de KOR prévient le comportement de
recherche de drogue induit par le stress (Polter et al., 2017).

L’activité constitutive de MOR a été plus largement étudiée. Elle a d’abord été mise en
¢vidence dans différentes lignées cellulaires (Wang et al., 2004, 1994) puis dans le cerveau
de souris (Wang et al., 2004). Un prétraitement prolongé aux opiacés augmente 1’activité
constitutive de MOR in vitro (Liu & Prather, 2001). De méme, 1I’administration de morphine
ou de DAMGO ([D-Ala?, N-MePhe*, Gly-ol]-enkephalin) induit une augmentation du nombre
de récepteurs constitutivement actifs dans le cerveau d’animaux dépendants (Sadée et al.,
2005; Walker & Sterious, 2005; Wang et al., 2001a). Ce phénoméne est amplifié par la
libération d’enképhalines dans le cerveau (Shoblock & Maidment, 2007). Une des hypotheses
pour expliquer 1’addiction serait que 1’activité constitutive de MOR contribuerait a préserver
la dépendance physique et psychologique (Liu & Prather, 2001; Meye et al., 2012; Shoblock
& Maidment, 2006; Wang et al., 2004, 1994). L’activité constitutive de MOR est également
responsable de la sensibilisation locomotrice induite par la méthamphétamine (Chiu et al.,
2006). De nombreuses ¢études ont ainsi identifi¢ des antagonistes neutres et des agonistes
inverses de MOR. Le 6B-natrexol, qui est dépourvu d’activité intrinséque sur des tissus issus
d’animaux dépendants, prévient 1’effet des agonistes inverses et est donc considéré comme
antagoniste neutre (Bilsky et al., 1996; Kenakin, 2001; Lam et al., 2011; Navani et al., 2011;
Raehal et al., 2005a; Sirohi et al., 2009; Wang et al., 2004, 2007, 1994). La naltrexone et la
naloxone acquierent des propriétés d’agoniste inverse lorsque les cellules sont prétraitées avec
des opiacés ou lorsque les tissus sont issus d’animaux rendus dépendants (Raehal et al., 2005a;

Sadée et al., 2005; Sirohi et al., 2009; Wang et al., 2001a, 2004).
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Les mécanismes de mise en place et de maintien de cette activité constitutive des récepteurs
opioides restent a ¢lucider. Dans le cas de MOR, il a été montré que lors d’une exposition
chronique aux opiacés, la phosphorylation de ce récepteur pouvait le rendre constitutivement
actif (Liu & Prather, 2001; Wang et al., 2004). La B-arrestine et la tyrosine kinase c-Src qui
régulent I’activité constitutive de MOR dans les neurones de GRD (Walwyn et al., 2007),
pourraient également étre impliquées méme si des modifications de densité de ces récepteurs
ou des modulations des sites allostériques ne peuvent pas étre exclues. Dans tous les cas, il
semblerait que 1’¢lément déclenchant soit une exposition prolongée aux agonistes (traitement

aux opiacés exogenes ou libération soutenue de peptides opioides endogenes).

3.4 L’hétérodimérisation des récepteurs opioides

Tout comme de nombreux autres RCPG, les récepteurs opioides sont capables de former
des homodiméres (dimere de deux RCPG identiques) et des hétérodimeéres (dimere de RCPG
différents). Ces derniers peuvent &tre visualisés par des expériences de co-
immunoprécipitation, de FRET (Forster Resonance Energy Transfer) ou de BRET
(Bioluminescence Resonance Energy Transfer). Différents hétérodimeres entre récepteurs
opioides ont ainsi pu étre mis en évidence in vitro et in vivo : MOR-DOR, MOR-KOR, DOR-
KOR, MOR-NOR (Fujita et al., 2015).

Le plus étudié reste le dimere MOR-DOR. L’affinité des ligands pour I’hétérodimére est
diminuée en comparaison a celle pour chacun des monomeres (George et al., 2000) mais celle-
ci est augmentée en présence d’agonistes ou d’antagonistes sélectifs de I’'un ou 1’autre des
récepteurs (Gomes et al., 2000) en raison d’une modulation allostérique (Gomes et al., 2011).
La liaison d’un ligand d’un des récepteurs potentialise la signalisation induite par I’activation
de I'autre (Gomes et al., 2000). Alors que MOR et DOR sont couplés a la protéine G,
I’hétérodimere MOR-DOR recrute la B-arrestine 2 (Rozenfeld & Devi, 2007). Ainsi
I’hétérodimere MOR-DOR est fonctionnellement différent des récepteurs MOR et DOR et
créée un nouveau « sous-type » pharmacologique. /n vivo, il peut étre mis en évidence par
immunoprécipitation de la ME de souris sauvage mais pas de souris KO (Knock-Out) pour
DOR (Gomes et al., 2004). Ces hétérodimeres sont également retrouvés dans de nombreuses
régions supraspinales impliquées dans la nociception (Erbs et al., 2015) ainsi que les GRD
(Tiwari et al., 2020). Leur expression est augmentée lors d’un traitement chronique a la
morphine dans certaines aires supraspinales (Gupta et al., 2010) et modulée dans les différents
GRD a la suite d’un atteinte nerveuse (Tiwari et al., 2020). Le CYM51010, un agoniste biaisé

(vers la voie de signalisation de la B-arrestine 2) du dimére MOR-DOR, provoque une
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analgésie similaire a celle de la morphine mais son administration chronique induit moins de
tolérance analgésique (Gomes et al., 2013). Ce méme agoniste est également anti-allodynique
et anti-hyperalgésique dans un modé¢le de douleur neuropathique (Tiwari et al., 2020). Enfin,
I’administration intrathécale d’un peptide capable de dissocier I’hétérodimere potentialise
I’analgésie morphinique et induit moins de tolérance analgésique a la morphine (He et al.,
2011). Dans I’ensemble, I’hétérodimeére MOR-DOR a des propriétés anti-nociceptives, ce qui
est ¢galement le cas des diméres MOR-DOR, MOR-KOR, DOR-KOR, MOR-NOR (Fujita et
al., 2015).

Les récepteurs opioides forment également des hétérodimeres avec d’autres RCPG non
opioides, tels que le récepteur a la galanine GalR1, le récepteur cannabinoide CBI1, les
récepteurs adrénergiques oza et P2, les récepteurs aux chimiokines CXCR4 et CCRS, le
récepteur métabotropique au glutamate mGluRs et NK1R (Fujita et al., 2015). En raison de
I’absence d’outils spécifiques permettant de cibler ces hétéromeres in vivo (ligands, anticorps,
lignées de souris rapportrices ou déficientes pour I’hétérodimere), les conséquences
physiologiques d’une telle hétérodimérisation ne sont pas toujours connues et I’existence de
certains hétérodimeres reste a prouver en conditions natives. Dans tous les cas, les
hétérodimeres ont des propriétés pharmacologiques différentes que chacun des monomeres
qui le composent (liaison du ligand, transduction du signal, D’internalisation et
resensibilisation des hétérodimeres), ce qui ajoute encore un niveau de complexité et de
diversité¢ dans les réponses induites par ’activation d’un récepteur opioide et dans la

compréhension des effets indésirables qui y sont associés.

4 Roles dans les circuits de la douleur

Les récepteurs aux opioides sont exprimés tout au long du chemin qu’emprunte le message
nociceptif (fig. 11) : les terminaisons périphériques et centrales des fibres afférentes primaires
ainsi que leur corps cellulaires contenus dans les GRD, les neurones de la corne dorsale de la
ME (Besse et al., 1990; Heinke et al., 2011; Kohno et al., 1999; Marker et al., 2005; Scherrer
et al., 2009; Spike et al., 2002) ainsi que de nombreuses structures supraspinales impliquées

dans la modulation de la nociception (Erbs et al., 2015; Mansour et al., 1995).

L’absence d’analgésie morphinique chez des souris génétiquement délétées pour MOR
(Matthes et al., 1996) a permis d’identifier rapidement ce récepteur comme étant la cible
principale des opiacés exogenes in vivo. Cet outil génétique a par la suite facilité la

compréhension du réle de MOR dans la modulation de la nociception.
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Exprimé dans les nocicepteurs TRPV 1+ des GRD (Vetter et al., 2006), les neurones de la
lamina I et I1, et les interneurones excitateurs de la corne dorsale de la ME (Aicher et al., 2000;
Spike et al., 2002), il exerce un effet anti-nociceptif par une action a la fois pré- et post-
synaptique. MOR agit principalement au niveau supraspinal, ou c’est un important
contributeur des contréles descendants. Il est exprimé dans la RVM et la PAG, ou la
microinjection d’agoniste de ce récepteur produit une analgésie (al-Rodhan et al., 1992; Rossi
et al., 1994). Plus précisément, les neurones « on » pro-nociceptifs et « off » anti-nociceptifs
de la RVM sont sous le contrdle opioidergique : les opioides inhibent les cellules « on » qui
expriment le récepteur MOR et désinhibent indirectement les cellules « off » (dépourvues du
récepteur). La résultante de ces deux actions est a 1’origine des propriétés anti-nociceptives
des opioides. La nature de ces neurones « on » et « off » a été caractérisée récemment : les
cellules « off » correspondraient fonctionnellement a des neurones qui coexpriment le GABA
(neurotransmetteur inhibiteur) et la preproenképhaline (pENK, fig. 11). Ces neurones
GABA/pENK+ projettent directement aux terminaisons des fibres afférentes de la corne
dorsale de la ME pour inhiber la transmission ascendante du message nociceptif (Zhang et al.,
2015). Les neurones « on », également GABAergiques et exprimant MOR, contactent des
interneurones pENK+ qui projettent a leur tour sur les mécanorécepteurs. La libération
d’opioides entraine une levée d’inhibition des interneurones pENK+ qui inhibent les
mécanorécepteurs pour atténuer la sensation douloureuse (Frangois et al., 2017). Enfin, MOR
n’est pas seulement impliqué dans I’analgésie induite par les opiacés, mais également celle

provoquée par un stress aigu (LaBuda et al., 2000).
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Figure 11 : La modulation de influx nociceptif par le récepteur opioide u (MOR). A [’extrémité
peériphérique du nocicepteur primaire, les récepteurs opioides peuvent étre activés par
l’administration d’opioides exogénes (morphine par exemple) ou les endogénes libérés par les
cellules du systéeme immunitaire. A |’extrémité centrale, I’ activation des récepteurs opioides est liée
a la libération d’opioides endogenes par les neurones de la RVM (Rostral Ventromedial Medulla).
Les neurones GABA/enképhalinergiques (de type « off ») provoquent une réduction de la libération
de neurotransmetteurs dans la fente synaptique. L activation de MOR exprimés par les neurones
GABAergiques de la RVM (de type « on ») induit une désinhibition des interneurones spinaux. Ces
derniers atténuent la transmission de [’information nociceptive par une action présynaptique et
postsynaptique (hyperpolarisation membranaire ; Corder et al., 2018).

Le role de DOR dans I’analgésie est moins clair. Certaines études montrent un effet
analgésique des agonistes DOR (Porreca et al., 1987) mais qui est largement moins efficace
que celui de la morphine (Gallantine & Meert, 2005; Scherrer et al., 2004). En effet, en
conditions physiologiques il y a peu de récepteurs DOR ancrés a la membrane neuronale ce
qui explique son faible pouvoir analgésique. Une inflammation persistante permet cependant
la migration de récepteurs intracellulaires a la membrane dans la corne dorsale de la ME,
causant une augmentation du nombre de récepteurs a la membrane qui sont ainsi accessibles
aux agonistes (Cahill et al., 2003, 2007). En lien avec ces observations, DOR exerce des effets
anti-allodynique et anti-hyperalgésique dans des modeles de douleur inflammatoire et
neuropathique (Gavériaux-Ruff et al., 2008; Gavériaux-Ruff & Kieffer, 2011; Pradhan et al.,
2013). DOR et MOR ¢étaient longtemps considérés comme exprimés dans les mémes neurones
des GRD (Chen & Pan, 2008), mais des études récentes de RNA-sequencing a 1’échelle de la
cellule unique et I’étude de la lignée de souris knock-in DOR-GFP ont montré que ce récepteur
est plutdt exprimé dans les mécanorécepteurs (Bardoni et al., 2014; Scherrer et al., 2009;
Usoskin et al., 2015) suggérant son implication dans la nociception mécanique. La distribution
de DOR dans les GRD de différentes espéces reste cependant débattue (Francois & Scherrer,
2017; Gendron et al., 2015). Dans la corne dorsale de la ME, MOR et DOR sont coexprimés

51



dans les mémes types cellulaires (Wang et al., 2018a) ou ils exercent ensemble une action
anti-nociceptive. DOR est également présent dans la RVM (Harasawa et al., 2000) et dans la
PAG.

Les effets médiés par KOR sont plus complexes. De nombreuses études rapportent que
I’administration centrale ou périphérique d’agonistes de KOR est analgésiante (Porreca et al.,
1987; Simonin et al., 1995; Vanderah et al., 2008). En accord avec ces observations, les souris
génétiquement déficientes pour ce récepteur sont hypersensibles dans le writhing ftest,
indiquant les propriétés anti-nociceptives de KOR dans la douleur viscérale (Simonin et al.,
1998). Cependant le role de KOR dans la douleur neuropathique est moins consistant puisqu’il
s’est révélé a la fois pro-nociceptif (Liu et al., 2019; Meade et al., 2020; Wang et al., 2001b;
Xu, 2004) et anti-nociceptif (Wang et al., 2001b; Xu, 2004). Enfin, ’activation de KOR
antagonise celle de MOR en bloquant 1’analgésie et I’hyperalgésie induite par 1’activation de
ce dernier (Pan et al., 1997; Wang et al., 2001Db).

KOR est exprimé majoritairement par des nocicepteurs peptidergiques CGRP+ (Snyder et
al., 2018) et présent dans les neurones de la corne dorsale de la ME, mais dont le type reste a
identifier (Eckert & Light, 2002). Une forme phosphorylée de KOR a aussi été mise en
¢vidence dans les astrocytes et des interneurones spinaux (Xu et al., 2007). Enfin, KOR est
présent dans toutes les structures supraspinales de la matrice de la douleur (Wang et al., 2010).

Les traitements substitutifs aux agonistes MOR contre les douleurs chroniques se sont
dirigées vers les agonistes KOR, qui présentent I’avantage de ne pas induire de dépression
respiratoire et d’avoir un potentiel d’abus plus limité. Cependant 1’activation centrale de KOR
induit des effets hallucinogeénes et dysphoriques (Pfeiffer et al., 1986) ce qui limite le
développement d’agonistes de ce récepteur pour le traitement de la douleur. Actuellement, les
recherches s’orientent donc vers le développement d’agonistes de ce récepteur restreint a la

périphérie afin de traiter les douleurs viscérales (Kivell & Prisinzano, 2010; Vanderah, 2010)

Bien qu’homologue aux récepteurs opioides (Mollereau et al., 1994), NOR présente des
caractéristiques pharmacologiques différentes, ce qui lui vaut parfois de ne pas étre classé
comme récepteur opioide. Par exemple, ce récepteur ne lie pas les autres peptides opioides
(Mollereau et al., 1994; Reinscheid et al., 1995) ni la naloxone qui est un antagoniste général
des autres récepteurs opioides. Contrairement aux autres récepteurs de la famille, NOR est
dépourvu de pont salin (Thompson et al., 2012) ce qui induit un décalage dans sa conformation

et diminue 1’affinité des peptides opioides endogeénes pour son domaine extracellulaire. De
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méme, la N/OFQ présente une faible affinité pour les autres récepteurs opioides (Meunier et
al., 1995; Reinscheid et al., 1995).

NOR et son ligand sont largement exprimés au sein du SNC, dont certaines structures
impliquées dans la nociception telles que le thalamus, la PAG, la corne dorsale de la ME et
les GRD (Mollereau & Mouledous, 2000). La création d’une lignée de souris knock-in NOR-
eGFP a permis de préciser plus encore la distribution de NOR au sein des fibres afférentes de
type C, certains mécanorécepteurs et dans les laminas I-III de la ME (Ozawa et al., 2015).
Découvert plus récemment, le récepteur NOR est moins bien caractérisé que les autres
récepteurs opioides classiques et son role dans la modulation de la nociception est encore
controversé. L’administration icv de la N/OFQ chez la souris prévient I’analgésie induite par
I’activation des récepteurs MOR, DOR et KOR (Mogil et al., 1996) et par un stress aigu (Rizzi
et al., 2001). Les récepteurs NOR supraspinaux ont donc une action anti-opioide qui
s’étendent jusqu’a la composante opioidergique de 1’analgésie induite par le stress. A
I’inverse, son administration intrathécale est anti-nociceptive (Xu et al., 1996) et potentialise
I’analgésie morphinique (Tian et al., 1997). Il existe donc une interaction complexe entre le

systeme NOR-N/OFQ et les récepteurs opioides qui semble différer selon le site d’injection.

5 Les effets secondaires des opiacés

5.1 Les opiacés et I’addiction

Le systeme opioide tient un role central dans le traitement de la douleur mais il module
¢galement autres fonctions physiologiques telles que I’humeur, les réponses liées au stress, le
transit gastro-intestinal, la respiration, la mémoire, les fonctions endocrine et immunitaire
(Bodnar, 2020). Surtout, les opiacés sont impliqués dans les processus d’addiction et de
récompense. Par conséquent, I’exposition prolongée aux opiacés induit une dépendance
physique et psychique.

L’implication des récepteurs opioides dans I’addiction est connue depuis longtemps et a
largement été investigué. On sait maintenant que MOR et KOR exercent des effets opposés
sur la libération de dopamine au sein du circuit de la récompense. MOR est exprimé par les
interneurones GABAergiques de la VTA (Gysling & Wang, 1983; Johnson & North, 1992) et
du noyau rostromédial tegmental (Matsui et al., 2014) qui projettent sur les neurones
dopaminergiques du noyau accumbens. L’activation de MOR induit une levée d’inhibition
des neurones dopaminergiques et provoque la libération de dopamine a I’origine des
propriétés récompensantes et euphorisantes des agonistes de MOR qui contribuent a en faire

un usage récréatif et des drogues d’abus. KOR est présent a I’extrémité synaptique de ces
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neurones dopaminergiques et son activation induit I’inhibition de ces neurones (Bals-Kubik
et al., 1993; Spanagel et al., 1992), d’ou les effets dysphoriques décrits pour les agonistes de
KOR. Enfin, si NOR inhibe également la libération de dopamine induit par une substance
addictive dans le noyau accumbens (Nac), peu d’études ont rapporté I’implication de DOR
dans I’addiction (Darcq & Kieffer, 2018).

D’un point de vue mécanistique, 1’addiction présente certaines similarités avec la SLD
(détaillée au chapitre 4, voir p.55). Toutes les deux se mettent en place a la suite d’un
traitement prolongé aux opiacés et peuvent étre précipitées par un stress aigu (« rechute »).
En ce qui concerne I’addiction, I’activation répétée des récepteurs opioides par les opiacés
exogeénes induit une augmentation de I’activité constitutive de MOR dans le cerveau
(voir §3.3, p. 44) et contribue a la dépendance physique. De la méme maniere pour la SLD,
les 1ésions tissulaires induisent I’activation précoce des systémes opioides pour contrer
I’hyperalgésie ce qui provoque également 1’augmentation de 1’activité constitutive de MOR
dans la ME pour protéger de la chronicisation de la douleur (Corder et al., 2013). L organisme
devient alors dépendant de cette activité constitutive qui permet d’éviter I’apparition d’un
nouvel épisode douloureux. Dans ce cadre-1a, il a été ainsi proposé que si I’addiction est une
dépendance aux opiacés exogenes, la SLD représenterait un état équivalent de dépendance
aux opiacés endogenes (Taylor & Corder, 2014). En accord avec cette théorie,
I’administration de naltrexone apres résolution de la phase d’hyperalgésie induite par le CFA
(Complete Freud’s Adjuvant) précipite un syndrome de sevrage, signe de la mise en place de
la dépendance physique dans ce modele de douleur inflammatoire (Corder et al., 2013). Cette
hypothese de dépendance aux opioides endogenes est soutenue par des études montrant que
I’augmentation du tonus opioidergique endogéne suite a un stress répété ou a I’administration
d’inhibiteurs d’enképhalinases est suffisante pour produire un syndrome de sevrage (Christie

& Chesher, 1982; Morley & Levine, 1980; Noble et al., 1994).

5.2 L’hyperalgésie induite par les opioides
Bien que les opiacés soient de puissants analgésiques, un traitement prolongé peut
paradoxalement mener a une hypersensibilité a la douleur, appelée hyperalgésie induite par
les opioides (HIO). En effet, il est depuis longtemps connu que I’hypersensibilité a la douleur
est associée au sevrage aux opioides (Rossbach, 1880) comme ’un des symptomes les plus
courants (Himmelsbach, 1941) ce qui en fait I’un des critéres permettant de diagnostiquer le
syndrome de sevrage (American Psychiatric Association, 2013). L’HIO a ensuite été

généralisée au contexte de gestion de la douleur, notamment les douleurs post-opératoires
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(Fletcher & Martinez, 2014) et cancéreuses (Carullo et al., 2015), remettant ainsi en cause
I’utilisation des opiacés pour le soulagement de la douleur. Egalement mise en évidence chez
I’animal (Céleérier et al., 2000b, 2001), I’HIO est notamment le premier mode¢le préclinique
de douleur dans laquelle la SLD a été observée. Les mécanismes moléculaires et cellulaires
de I’HIO sont détaillés dans une revue récente du laboratoire (Roeckel et al., 2016) et ne seront

donc que brievement abordés ici.

5.2.1 Lerole de MOR
MOR est la cible principale des opiacés utilisés en clinique (Matthes et al., 1996). Il existe
plusieurs variants d’épissage de ce récepteur, dont celui 2 6 domaines transmembranaires, qui
se révele étre couplé a la protéine Gys (Gris et al., 2010), au lieu de Gqi pour le variant a 7
domaines transmembranaires. Or, Ggs favorise 1’excitabilité neuronale (contrairement a G;)
et contribuerait de cette mani¢re a I’hyperalgésie. Cette hypotheése est validée par
I’observation que des souris génétiquement déficientes pour ce variant développent peu

d’hyperalgésie induite par la morphine (Convertino et al., 2015; Oladosu et al., 2015).

5.2.2 Les mécanismes neuronaux

Une LTP entre les fibres nociceptives de type C et les neurones de la corne dorsale de la
ME se met en place suite a un traitement prolongé aux opiacés (Drdla et al., 2009; Drdla-
Schutting et al., 2012). La LTP permet un renforcement durable de la synapse (voir §4.1.2, p.
35) et est considérée comme contribuant au maintien de I’HIO. En effet, la LTP et I’HIO
partagent de nombreux effecteurs intracellulaires tels que la CaMKII, la PKC, la PKA et la
PLC (Chen & Huang, 1991; Drdla et al., 2009; Yang et al., 2004). De plus, le BDNF, libéré
par les cellules gliales, est connu pour contribuer a la fois a la LTP (Zhou et al., 2010) et a
I’HIO (Ferrini et al., 2013). Il en est de méme pour I’'IL-1f (’interleukine-1p) et le TNF-a
(Tumor Necrosis Factor a), également sécrétés par les cellules gliales et qui favorisent les
PPSE (Zhang et al., 2011) contribuant a 1’excitabilité neuronale au sein de la ME (et donc, a
I’HIO et a la LTP). Ces deux processus sont tous les deux prévenus par I’administration
d’antagonistes des récepteurs NMDA comme la kétamine (Benrath et al., 2005; Haugan et al.,
2008) et le MK-801 (Frankiewicz et al., 1996; Li et al., 2001), indiquant I’implication des
récepteurs NMDA dans ces deux phénomenes. L’exposition prolongée aux opiacés provoque
’activation des récepteurs NMDA présynaptiques par I’intermédiaire de la PKC qui induit
une levée du bouchon magnésium (Zhao et al., 2012). La morphine a également pour

conséquence de diminuer le nombre de transporteurs au glutamate EEACI1 a la membrane
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augmentant ainsi la quantité de la glutamate dans fente synaptique ce qui contribue a stimuler
la synapse et la mise en place de la LTP (Mao et al., 2002).

Les récepteurs TRPV1 (activés par les stimuli nociceptifs thermiques au chaud et la
capsaicine) contribuent également a I’HIO puisque cette dernicre est abolie chez des souris
génétiquement délétées pour ce récepteur (Vardanyan et al., 2009) ou par 1’administration
d’antagonistes (Chen & Pan, 2008; Vardanyan et al., 2009; Zhou et al., 2010). L homéostasie
chlorique est également modifiée lors d’un traitement prolongé aux opiacés. Le BDNF issu
des cellules gliales active le récepteur TrkB et entraine la diminution I’expression du canal
KCC2 des neurones de la LI (Ferrini et al., 2013). Ceci dérégule la quantité d’ions chlorure
dans la cellule et le GABA qui devient alors un neurotransmetteur excitateur eparticipe au
maintien de 1’hyperalgésie (Coull et al., 2005). Des modifications des contrdles descendants
provenant de la PAG et de la RVM augmentent également I’excitabilité neuronale dans la ME
lors de ’HIO (Rivat et al., 2009). Enfin, ’amorcage hyperalgésique (hyperalgesic priming),
dont les mécanismes moléculaires sont décrits dans la revue portant sur la SLD (voir §6.2, p.
76), sensibilisent sur le long-terme les nocicepteurs aux médiateurs de I’inflammation (Aley

et al., 2000).

En outre les modifications des propriétés des récepteurs aux opioides et une altération des
circuits neuronaux de la nociception, une dernicre hypothése a été avancée pour expliquer
I’HIO, et qui est celle étudiée par le laboratoire. L’administration répétée d’opiacés
sensibiliserait en contre-partie les systémes pro-nociceptifs anti-opioides (Célerier et al., 2000;
Simonnet & Rivat, 2003), qui libérent a leur tour des peptides anti-opioides. Parmi eux, on
retrouve la cholécystokinine, le neuropeptide FF, la nociceptine/orphanine FQ (N/OFQ) et la
dynorphine (Quillet et al., 2016; Roeckel et al., 2016; Toll et al., 2016). Ces derniers activent
leurs récepteurs respectifs et sont alors responsables de I’HIO et de la tolérance analgésique.
Surtout lorsque 1’activation de ces récepteurs perdure au-dela de la résolution de cette

hyperalgésie, ils contribuent au phénomene de SLD (Marvizon et al., 2015).
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Chapitre 4 : La sensibilisation latente a la douleur (SLD)

La SLD est un phénomene qui a été mis en évidence dans de nombreux modeles animaux
de douleurs chroniques (Campillo et al., 2011; Célerier et al., 2001; Corder et al., 2013). Ce
modele établi par I’équipe de G. Simonnet (Célerier et al., 2001), postule que lorsque les
animaux récuperent leur seuil nociceptif basal, ils ne retournent pas dans leur état
physiologique initial mais dans un état allostasique. L’allostasie représente un nouvel
équilibre de suractivation entre les systémes pro- et anti-nociceptifs. Il en résulte un état
d’hyperalgésie durable masqué et compensé par 1’activité des systemes anti-nociceptifs
malgré la résolution de la phase d’hyperalgésie primaire (Célérier et al., 2001), rendant ainsi
ces animaux plus enclins a développer une nouvelle phase d’hyperalgésie transitoire. En effet,
la douleur chronique ne peut étre réduite a une douleur aigiie prolongée et résulte de contre-
adaptations du systéme nociceptif dans le traitement de I’information nociceptive, a 1’origine
des douleurs intermittentes ou spontanées. En cela, la SLD a été proposée comme étant a la
fois un modele et une hypothése pouvant expliquer la chronicisation de la douleur (Marvizon
et al., 2015).

Devant I’importance que prend I’étude ce phénomene ces dernicres années et en ’absence
d’article de revue récent a ce sujet, nous avons rédigé une revue faisant le point sur les
connaissances de la SLD. Intitulée « Behavioral Characterization, Clinical Relevance and
Mechanisms of Latent Pain Sensitization », cette revue est soumise et acceptée pour

publication dans le journal « Pharmacology and Therapeutics ».
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Abstract

Chronic pain is a debilitating disorder characterized by painful episodes that alternates
with bouts of remission and occurs despite healing of the primary insult. Those episodes are
often triggered by stressful events. Recently, a similar situation has been highlighted in a wide
variety of rodent models (including inflammatory pain, neuropathy and opioid-induced
hyperalgesia) where animals develop a chronic latent hyperalgesia that silently persists after
behavioral signs of pain resolution. This state, referred as latent pain sensitization, is due to
the compensatory activation of antinociceptive systems, such as the opioid system or NPY
and its receptors. A transitory phase of hyperalgesia can then be reinstated by pharmacological
or genetic blockade of these antinociceptive systems or by submitting animals to acute stress.
Those observations reveal that there is a constant endogenous analgesia responsible for
chronic pain inhibition that might paradoxically contribute to maintain this maladaptive state
and could then held the transition from acute to chronic pain. Thus, this model of latent pain
sensitization is of particular interest to unravel mechanisms underlying chronic pain and help
identify new therapeutic strategies and targets. This present review aims to recapitulate
behavioral expression, cellular mechanisms and intracellular signaling pathway involved so

far in latent pain sensitization.

Keywords: latent pain sensitization - chronic pain - hyperalgesia — spinal cord — opioid — anti-

opioid
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Abbreviations:

ACl : Adenylate Cyclase type 1; AMPA : oa-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid ; 0a2A : a2 Adrenergic; cAMP : cyclic adenosine monophosphate;
CFA : Complete Freund's Adjuvant; CPEB : cytoplasmic polyadenylation element binding
protein; CRF : Corticotropin Releasing Factor; DAMGO : D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-
Enkephalin acetate salt; DOR : Delta Opioid Receptor; Epacl : Exchange Protein directly
Activated by cAMP Type 1; Epac2 : Exchange Protein directly Activated by cAMP Type 2;
ERK : Extracellular signal Regulated Kinase; IL-6 : interleukin-6; KOR : Kappa Opioid
Receptor; MOR : Mu Opioid Receptor; NGF : Nerve Growth Factor; NMDA : N-Methyl-D-
aspartate; NMDA-R : N-Methyl-D-aspartate Receptor; Nor-BNI : Nor-binaltorphimine; NPY
: Neuropeptide Y; pERK : phospho Extracellular signal-Regulated Kinases; PGE; :
prostaglandin E2; PKA : Protein Kinase A; SFK : Src Family Kinase; TLR4 : Toll Like
Receptor 4; TRPA1 : Transient Receptor Potential Ankyrin 1; TRPV1 : Transient Receptor
Potential Vanilloid type 1
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1 Introduction

In the last decades chronic pain disorders have become a major health care problem with
34% of the adult population suffering worldwide (Jackson et al., 2016). Chronic pain can
persist despite injury healing and often occurs in episodes, generally triggered or intensified
by acute stress. It is debilitating and regularly associated with sleep deprivation, depression,
and anxiety (Emery et al., 2014). Opiates are the most powerful analgesics to alleviate acute
pain, but prolonged exposure leads to severe adverse side effects including respiratory
depression, addiction, tolerance, and opioid-induced hyperalgesia thus limiting the use of
these compounds in the treatment of chronic pain (Busserolles et al., 2020; Eriksen et al.,
2006; Simonnet & Rivat, 2003). In the US, the constant increase in opioid prescription for
chronic pain over the last 15 years have led to a concomitant dramatic increase of death while
several studies have shown that in humans chronic opioid treatments are often poorly effective
(Busserolles et al., 2020). Concerning neuropathic pain, alternative first-line treatments exist,
such as tricyclic antidepressant and serotonin-noradrenaline reuptake inhibitors but they are
also poorly efficient in the long-term (Kremer et al., 2016). Novel therapeutic strategies for
the treatment of chronic pain are therefore urgently needed.

In line with this statement, animal models of chronic pain have been developed to improve
pain management and better understand pain chronification. It is now acknowledged that
central sensitization, defined by the International Association for the Study of Pain as “an
increased responsiveness of nociceptive neurons in the central nervous system to their normal
or subthreshold afferent input” (Loeser & Treede, 2008), contributes to development and
maintenance of chronic pain. Different cellular processes including loss of inhibitory
transmission, enhancement in membrane excitability and increased synaptic strength result in
central sensitization (Latremoliere & Woolf, 2009) but whether those neuroplastic changes
are sustained after hyperalgesia disappearance to confer long-term pain susceptibility is
unknown.

More recently, a new form of central sensitization, which silently persists following
behavioral signs of pain has subsided, has been highlighted in various rodent pain models
(Campillo et al., 2011; Célerier et al., 2001; Corder et al., 2013). This so-called latent pain
sensitization reproduces the episodic nature (Campillo et al., 2011) and sensitivity to stress
(Rivat et al., 2007) of human chronic pain. This phenomenon is thought to be the result of a
long-lasting up-regulation of pro-nociceptive systems that outlasts hypersensitivity resolution
and is actively masked by anti-nociceptive systems activity. Consequently, whenever anti-

nociceptive systems fail to repress the hyperalgesic state, a new transitory hyperalgesia state
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occurs (Célerier et al., 2001). This way, latent pain sensitization confers a long-lasting
vulnerability to subsequent noxious or stressful stimuli and could underlie the transition from
acute to chronic pain. Latent pain sensitization could then represent both a model and a
hypothesis of chronic pain development (Marvizén et al., 2015) so its study is particularly
interesting. Yet, latent pain sensitization establishment and maintenance are still poorly
understood. The present review focuses on the behavioral characterization of latent pain
sensitization, its clinical relevance and current knowledge on the molecular and cellular

mechanisms underlying this process.

2 Pain homeostasis model

Latent pain sensitization was initially evidenced following prolonged exposure to heroin
(Célérier et al., 2001). Because hypersensitivity to pain is an opioid withdrawal symptom
(Kim et al., 1990) and pro-nociceptive systems are responsible for heroin-induced
hyperalgesia (Larcher et al., 1998; Laulin et al., 1998), Simonnet and colleagues evaluated
their contribution to delayed hyperalgesia after opioid-induced hyperalgesia has resolved.
Based on their results, the authors suggested that animals that returned to their pre-drug
nociceptive threshold are in a new biological state where hyperalgesia is sustained but

repressed by the endogenous opioid system, according to the process shown in Figure 1.

In their model, Célérier and collaborators hypothesized that the basal nociceptive
threshold results from a homeostatic equilibrium between pro-nociceptive and anti-
nociceptive systems activity (McNally, 1999; Rothman, 1992). In physiological conditions,
both systems are balanced and poorly activated. This is the homeostatic state, responsible for
the basal nociceptive threshold. Chronic opioids, inflammation, or neuropathy stimulate pro-
nociceptive systems, which leads to a decrease of the nociceptive threshold (named
hyperalgesia) that counteracts the net analgesic effect of the exogenous opioid, explaining
apparent tolerance (progressive decrease of the analgesic properties caused by a repeated
administration of a fixed dose of an opiate). When opioid treatment stops or the noxious
stimulation resolves, the endogenous opioid system activates to counterbalance the
sensitization of pro-nociceptive systems, according to the opponent-process theory (Simonnet
& Rivat, 2003) and animals return gradually to their basal nociceptive threshold until complete
hyperalgesia resolution, so that pro- and anti-nociceptive systems are now equally and
tonically active (allostasis). This state of allostasis is at equilibrium but differs from the initial
homeostasis. Indeed, allostasis is a sustained state of hypersensitivity under the inhibitory

control of anti-nociceptive systems. This pro-nociceptive system sensitization, qualified as
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latent, can be visualized by interfering with the balance and reveals the abnormal and
persistent activation of the endogenous opioid system (Célerier et al., 2001) and other anti-
nociceptive systems, as it was demonstrated thereafter (Solway et al., 2011; Walwyn et al.,

2016). In rodent, latent pain sensitization is usually assessed as it follows:

1) Exaggerated sensitivity to the same noxious stimulus, with an extended magnitude
and/or duration of hyperalgesia or allodynia response compared to the first one
(Bessiere et al., 2007; Rivat et al., 2002, 2008).

2) Responsiveness to a non-noxious stimulus, manifested as a transitory phase of
hyperalgesia  following  anti-nociceptive  systems  disruption,  either
pharmacologically or genetically (Campillo et al., 2011; Corder et al., 2013; Solway
etal., 2011; Walwyn et al., 2016).

3) Responsiveness following a stimulus that normally induces analgesia, like stress
(stress-induced hyperalgesia) or an ultra-low dose of opioid (Bessi¢re et al., 2007;

Le Roy et al., 2011; Rivat et al., 2007, 2008).

Importantly, pain sensitivity is not reinstated in naive animals. This new equilibrium can
be sustained for a long time after the nociceptive stimulation and confers a long-term
vulnerability to new pain episodes. Therefore, latent pain sensitization could explain how pain
switches from being acute to chronic and could represent a model for chronic pain disorders

mechanisms (Marvizon et al., 2015).

3 Behavioral characterization

3.1 Animal models of latent pain sensitization

Latent pain sensitization was first evidenced in a model of chronic heroin treatment but the
concept was rapidly generalized to other opioids including fentanyl (Laulin et al., 2002; Rivat
et al., 2002), remifentanil (Cabafiero et al., 2009), morphine (Lian et al., 2010; Roeckel et al.,
2017) and D-Ala2, N-Me-Phe4, Gly5-ol]-Enkephalin (DAMGO; Araldi et al., 2017) in
agreement with the pain homeostasis model (Célerier et al., 2001).

Recently, latent pain sensitization was identified in other well-established models of
persistent pain, as paw plantar incision (Campillo et al., 2011; Romero-Alejo et al., 2016b),
nerve injury (Chen & Marvizon, 2020a, 2020b; Fu et al.,, 2020; Solway et al., 2011),
carrageenan- (Le Roy et al, 2011) or Complete Freund's Adjuvant (CFA)-induced
inflammatory pain (Araldi et al., 2017; Chen et al., 2018b; Chen & Marvizon, 2020b, 2020a;
Corder et al., 2013; Feechan & Zadina, 2019; Marvizon et al., 2015; Severino et al., 2018;
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Solway et al., 2011; Taylor et al., 2019; Walwyn et al., 2016) and Nerve Growth Factor (NGF)
induced non-specific low back pain (Zhang et al., 2017). Thus, nociceptive inputs can also
indirectly stimulate endogenous opioid system to initiate sustained latent sensitization to pain.
More importantly, this indicates common mechanisms across different models of chronic
pain, either elicited by noxious stimuli or exogenous opioid exposure. Interestingly, when
nociceptive inputs and opioid exposure are combined, they seem to have synergistic effects.
The combination carrageenan/fentanyl (Bessieére et al., 2007; Laboureyras et al., 2009;
Richebé et al., 2005; Rivat et al., 2007, 2008; Romero et al., 2011), fentanyl/plantar incision
(Rivat et al., 2008) and remifentanil/plantar incision (Cabafiero et al., 2009; Campillo et al.,
2011; Romero et al., 2011, 2017) produced an enhanced temporary hyperalgesia during
remission compared to the noxious stimuli alone. Hence, exogenous opioids facilitate the
development of latent pain sensitization induced by nociceptive stimuli. Similar observations
were made in a study using two opioids, where fentanyl-induced latent pain sensitization was
enhanced by an ultra-low dose of morphine, incapable of inducing latent pain sensitization by
itself (Laulin et al., 2002).

Finally, this latent sensitization to pain was also evidenced in models of irritable bowel
syndrome (Lian et al., 2010) and ocular neuropathy (Kopruszinski et al., 2020), suggesting
that the neuroadaptive processes leading to latent pain sensitization are not restricted to the

somatic nociceptive system but also extend to the trigeminal and visceral nociceptive systems.

3.2 A stress sensitive model

According to the model suggested by G. Simonnet and colleagues (Célerier et al., 2001),
whenever this fragile balance is impaired, a new transitory phase of hyperalgesia ensues. The
pharmacological blockade of anti-nociceptive receptors is usually used to disrupt this
equilibrium, but some studies showed that stress leads to the same result. An environmental
stress that consists in placing the animals in a new experiment room with bright light source,
reinstated hyperalgesia in fentanyl- and carrageenan treated rats. The duration of this stress-
induced hyperalgesia increases with the number of stress sessions. Importantly, the same
stress procedure induces analgesia in naive rats that is prevented by administration of the
general antagonist of opioid receptors naltrexone (Rivat et al., 2007). Altogether, those results
indicate that a low level of endogenous opioids might be released during stress. Since latent
pain sensitization induces opioid system adaptations, these opioids do not induce analgesia
anymore but rather enhances the long-term vulnerability to pain. In support of this hypothesis,

an ultra-low dose of fentanyl is analgesic in naive rats whereas it induces hyperalgesia in
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opioid and pain-experienced rats (Rivat et al., 2007). The mechanisms by which stress
interferes with pain inhibitory control by the endogenous opioid system are still elusive, but a
recent study argues that stress-induced hyperalgesia is mediated by the release of
Corticotropin Releasing Factor (CRF) that maintains behavioral signs of hypersensitivity
(Chen et al., 2018b). Further studies are needed to confirm this hypothesis.

Conversely, a stress performed before the opioid or the inflammatory pain experience can
facilitate long-term hypersensitivity to pain. Pre-stressed rats show an enhancement of
carrageenan-induced hyperalgesia compared to non-stressed rats (Le Roy et al., 2011). This
exaggerated inflammatory hyperalgesia was prevented by an administration of naltrexone
before the stress, suggesting that stress induced-endogenous opioids release is sufficient to
induce latent pain sensitization. Accordingly, the higher the number of stress sessions, the

more the exacerbation of inflammatory pain (Le Roy et al., 2011).

3.3 Clinical relevance

As discussed in the previous section, stress-induced hyperalgesia can be compared to
stressful events as a common trigger of a painful period in humans. Importantly, human
chronic pain is episodic, another specificity found in latent pain sensitization. It has been
demonstrated that behavioral signs of hypersensitivity can be reinstated until 150 days after
remission of a postoperative pain (Campillo et al., 2011) and 105 days after resolution of
inflammatory pain (Corder et al., 2013) by a pharmacological blockade of anti-nociceptive
systems. Likewise, stress-induced hyperalgesia is still present four months after the
nociceptive stimuli (Rivat et al., 2007). Latent pain sensitization is then a long-lasting
phenomenon that might last indefinitely and that reproduces both episodic nature and stress-
sensitivity of human chronic pain. As latent pain sensitization shares some features with
chronic pain, a few studies used the general opioid receptor antagonist naloxone to investigate
whether this process occurs in humans. A first study reported no naloxone-induced
hyperalgesia following resolution of a first-degree burn (Pereira et al., 2013). This negative
result was thought to be due to an insufficient dose of naloxone rather than an absence of
latent pain sensitization in humans. Indeed, further investigation showed that hyperalgesia
was effectively reinstated with a higher dose of naloxone using the same model (Pereira et al.,
2015a). However, only 4 of 12 volunteers developed latent pain sensitization and those where
the subjects that developed the largest hyperalgesia area induced by thermal injury. So latent
pain sensitization would seem to occur in humans but only in “high sensitizers”, underlining

individual differences to pain. A large-scale study selected and compared if those “high
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sensitizers” are more susceptible to develop latent pain sensitization than “low sensitizers”
(Springborg et al., 2016) but no difference could be systematically evidenced neither between
naloxone and placebo infusion nor between “high” and “low” sensitizers (Springborg et al.,
2020). Even if other receptors than opioid ones participate in latent pain sensitization and the
use of naloxone here could be questioned, the authors also raised concerns concerning the
heterogeneity of the cohort and pain model (cutaneous heat injury) used in this study.
Therefore, while latent pain sensitization does exist in humans, it is not as prevalent as in
rodent models. It is noteworthy that these studies were performed on healthy subjects with
experimentally-induced pain but a phase II clinical trial is currently ongoing to assess latent

pain sensitization in postsurgical patients (Pereira et al., 2015b).

4 Spinal mechanisms of latent pain sensitization
As latent pain sensitization is considered a silent form of central sensitization, most of the

studies explored central mechanisms involved in this process.

4.1 Anti-nociceptive systems

4.1.1 Opioid receptors

The opioid system was the first identified to maintain endogenous analgesia during latent
pain sensitization. Pharmacological blockade of opioid receptors with naloxone, a non-
selective opioid receptor antagonist, precipitated hyperalgesia following chronic heroin
exposure (Célerier et al., 2001). Similar observations were made in fentanyl-treated rats
(Laulin et al., 2002), postoperative pain (Campillo et al., 2011; Richebé et al., 2005; Romero-
Alejo et al., 2016a, 2016b; Romero et al., 2011, 2013, 2017) and partial nerve injury (Guan et
al., 2010). Taken together, these behavioral studies indicate that a sustained endogenous
opioids release (in the spinal cord) provides long-lasting hyperalgesia relief and underlies

latent pain sensitization.

4.1.1.1 Mu Opioid Receptor (MOR)

The contribution of each opioid receptor subtype to latent pain sensitization was then
studied individually, beginning with MOR, the main target of exogenous opioids.

Global MOR knockout (KO) mice show only a partial recovery from CFA-induced
hyperalgesia (Walwyn et al., 2016), confirming the hypothesis that MOR compensatory
activation underlies remission from hyperalgesia (Célerier et al., 2001). Additional
experiments confirmed MOR sustained activity during latent pain sensitization and further

argue that it is caused by an increase of its constitutive activity (Corder et al., 2013; Walwyn
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et al., 2016). Receptor constitutive activity is a specific conformational state with spontaneous
receptor signaling in the absence of the endogenous ligand. Importantly, only inverse agonists
can block constitutive activity, whereas ligand-induced activation of a receptor is blocked both
by a neutral antagonist and an inverse agonist. Since opiates prolonged exposure is known to
promote MOR constitutive activity in models of drug dependence (Meye et al., 2012; Wang
et al., 2004), it was extensively studied in latent pain sensitization by using naltrexone that
has been shown to display MOR inverse agonist activity (Wang et al., 2001). First, naltrexone
but not the MOR neutral antagonist 6B-naltrexol reinstates pain sensitivity in CFA sensitized
mice (Corder et al, 2013) and rats (Walwyn et al., 2016). Importantly, 6B-naltrexol
administration is sufficient to abolish naltrexone induced hyperalgesia (Corder et al., 2013;
Walwyn et al., 2016). Pro-dynorphin, Pro-enkephalin, and Pro-opiomelanocortin KO mice
recover from acute hyperalgesia and display « normal » latent pain sensitization as evidenced
by a naltrexone challenge (Walwyn et al., 2016) indicating that in the absence of endogenous
opioid peptides, MOR is still activated to maintain long-lasting inhibition of hyperalgesia.
Basal [*S]-guanosine 5'-[y-thio]triphosphate ([*>S]-GTPyS) binding dose-dependently
decreases with the MOR selective inverse agonist B-funaltrexamine in the dorsal horn of CFA-
sensitized mice (Corder et al., 2013), supporting MOR signaling in the absence of ligands.
Besides, no MOR internalization (usually triggered by endogenous opioid release) was
reported during remission in the spinal cord of CFA-treated rats (Walwyn et al., 2016). In the
same model, spinal MOR immunoprecipitation shows increased phosphorylation in Src
Family Kinase (SFK) and MOR-SFK recruitment by B-arrestin 2 is involved in the
constitutive activity of this receptor (Walwyn et al., 2016). Finally, MOR inhibits voltage-
gated Ca®" channels in dorsal root ganglia neurons of CFA sensitized mice in a ligand-
independent manner since it is disrupted with naltrexone but not 6B-naltrexol (Walwyn et al.,
2016). Naltrexone-induced hyperalgesia after recovery from CFA administration was
reproduced several times in different labs (Chen & Marvizon, 2020a, 2020b; Corder et al.,
2013; Feehan & Zadina, 2019; Severino et al., 2018; Taylor et al., 2019; Walwyn et al., 2016)
and then extended to chronic morphine (Roeckel et al., 2017) and postoperative (Feehan &
Zadina, 2019) pain models. Naltrexone also induces signs of spontaneous and affective pain
as assessed by the grimace scale score and conditioned place preference paradigm (Corder et
al., 2013). Those results support the hypothesis that MOR long-lasting signaling is sustained
by its constitutive activity in a model latent pain sensitization and that its involvement is not
restricted to the sensory component of pain. However, a recent study reported that MOR

selective antagonist CTOP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Pen-Thr-NHz) can dose-
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dependently reveal latent pain sensitization in a model of postsurgical pain induced by a
plantar incision (Custodio-Patsey et al., 2020), suggesting that endogenous opioids release
might also account in MOR sustained activation. Further experiments in different models of
latent pain sensitization are now necessary to test this hypothesis.

MOR is broadly expressed throughout the nociceptive pathway, including supraspinal
areas of pain integration (Mansour et al., 1995), central terminals of primary afferents and LI-
LIT of the dorsal horn spinal cord (Besse et al., 1990; Kohno et al., 1999). In order to
investigate in which region of the central nervous system MOR is important for latent pain
sensitization, mice genetically engineered to decrease MOR expression in primary afferents
were shown to display weak pain reinstatement by naltrexone following CFA-induced
hyperalgesia resolution (Severino et al., 2018). This result suggests that MOR located on
primary nociceptors is important for the establishment and/or maintenance of latent pain
sensitization, but it does not allow to discriminate between MOR expressed on central or
peripheral terminals. A few lines of evidence suggests that MOR expressed on central
terminals could be involved since peripherally restricted MOR antagonists reinstate
hypersensitivity during remission when they are administered intrathecally but not
subcutaneously (Campillo et al., 2011; Corder et al., 2013). Besides, hypersensitivity is
bilaterally reinstated when MOR is pharmacologically blocked or either with stress-induced
hyperalgesia (Corder et al., 2013; Rivat et al., 2007), indicative of central mechanisms. Studies

specifically designed to address this question are needed.

4.1.1.2 Delta Opioid Receptor (DOR) and Kappa Opioid Receptor (KOR)

Because DOR and KOR are also expressed on supraspinal sites involved in pain
modulation (Mansour et al., 1995), on central terminals of nociceptors and in the dorsal horn
spinal cord (Besse et al., 1990; Kohno et al., 1999), their role in latent pain sensitization was
investigated.

The DOR selective antagonist naltrindole reinstates a slight transitory phase of
hyperalgesia in CFA inflammatory pain model in rats either injected subcutaneously or
intrathecally (Walwyn et al., 2016). Subcutaneous naltrindole induced-hypersensitivity is
more robust in CFA sensitized-mice (Walwyn et al., 2016). In contrast, intrathecal naltrindole
and TIPPY (Tyr-Tic-Phe-Phe W, another DOR antagonist) reinstated mechanical hyperalgesia
in paw incision model in mice only at high doses that induce adverse side effects (Custodio-

Patsey et al., 2020) so that off-target effects cannot be excluded. More studies are required to
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determine whether DOR contributes to delayed hyperalgesia inhibition responsible for latent
pain sensitization.

The effectiveness of a subcutaneous injection of KOR antagonist nor-binaltorphimine
(nor-BNI) to precipitate hypersensitivity in mice that had recovered from postsurgical pain
(Campillo et al., 2011) indicates that KOR might also be involved in latent pain sensitization.
In a CFA inflammatory pain model, hyperalgesia reinstatement by intrathecally administered
nor-BNI in rats and subcutaneously administered JTiDC in mice has also been reported
(Walwyn et al., 2016). Similar results were found with LY2456302, another KOR antagonist
recently characterized (Rorick-Kehn et al., 2013, 2015). When intrathecally delivered during
the remission state, it induces not only dose-dependent pain hyperresponsiveness but also
increases touch-evoked phospho-Extracellular signal-Regulated Kinases (pERK) expression
(a central sensitization hallmark) in LI-LII and LII-LV neurons of paw incision-sensitized
mice (Custodio-Patsey et al., 2020). Therefore, KOR mediated suppression of hyperalgesia is
common to different chronic pain models, further supporting its anti-nociceptive role in latent
pain sensitization. More studies are warranted to determine if only KOR localized in the spinal
cord are involved or if supraspinal and peripheral KOR also participate to this process.
Nevertheless, KOR-mediated signaling during latent pain sensitization is still unknown.
Genetically deficient Pro-dynorphin mice display “normal” behavioral hypersensitivity
following subcutaneous administration of JDTiC, suggesting that KOR contributes to latent
pain sensitization even in the absence of dynorphin (Walwyn et al., 2016). In line with this
observation, no increase in spinal dynorphin levels was reported following subcutaneous
naloxone injection in mice that had recovered from postoperative pain (Campillo et al., 2011).
It 1s therefore unlikely that KOR signaling during the remission state is due to a release of
dynorphin. KOR might act via an increase of its constitutive activity, but further experiments

designed to address this specific question are required.

4.1.2 Other receptors involved

4.1.2.1 02 Adrenergic receptor (02a)

Noradrenergic descending pathways mediate analgesic effects through ooa receptors
(Pertovaara, 2006) expressed in central terminals of primary afferents (Stone et al., 1997).
Their contribution to sustained hyperalgesia suppression was then evaluated. A few studies
showed reinstatement of transitory hyperalgesia with o2a receptor antagonist BRL44408
administered intrathecally in rats (Walwyn et al., 2016) and subcutaneously in mice (Severino

et al., 2018; Walwyn et al., 2016), suggesting that spinal o4 receptors exert a tonic inhibitory
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control responsible for latent pain sensitization, but involvement of supraspinal and peripheral

receptors cannot be excluded.

4.1.2.2 Neuropeptide Y (NPY) and its Y1 -Y2 receptors

NPY and its Y1 and Y2 receptors are expressed in the dorsal root ganglia and the dorsal
horn of the spinal cord (Brumovsky et al., 2005; Gibson et al., 1984; Kopp et al., 2002). This
neuropeptide shows anti-nociceptive activities (Intondi et al., 2008) and is upregulated
following nerve damage and inflammation in the dorsal root ganglia (Wakisaka et al., 1992)
for 24 weeks (Intondi et al., 2010), making NPY a potential candidate for opposing long-
lasting hyperalgesia during latent pain sensitization.

Using genetic approaches, Taylor and colleagues showed that conditional NPY depletion
in the dorsal root ganglia and the dorsal horn precipitates behavioral hypersensitivity in CFA
and nerve-injured sensitized mice. An intrathecal injection of NPY was sufficient to reverse
this transitory hyperalgesic state (Solway et al., 2011). In accordance with these results,
intrathecally administered Y1 and Y2 receptors antagonists (BIBO3304 and BIIE0246,
respectively) reveal latent hyperalgesia dose-dependently in the same model (Solway et al.,
2011). Taken together, those results confirm that NPY-Y'1 and NPY-Y2 signaling in the spinal
cord exert a sustained inhibitory pain control after the resolution of injury. This signaling is
likely mediated by an endogenous NPY release within the spinal cord that activates spinal Y'1
and Y2 receptors. Whether NPY is released by the dorsal root ganglia or the descending
inhibitory pain control needs to be clarified. NPY seems also to repress hallmarks of central
sensitization. Y2 (but not Y1) antagonist induces pERK and c-fos upregulation in LI-LII
spinal laminae following CFA-induced hyperalgesia resolution (Solway et al., 2011),
confirming its role as an anti-nociceptive system. Finally, NPY involvement in latent pain
sensitization is not restricted to nociception and extends to the affective component of pain,
as assessed in a conditioned place paradigm following intrathecal administration of Y1

antagonist and in NPY conditional knock-down (Fu et al., 2020).

4.1.2.3 CRF, CRF1 and CRF2 receptors

Because acute stressors display hyperalgesic properties in animals with latent pain
sensitization, the contribution of CRF and its receptors, which are important mediators of the
stress response, were studied.

Mice genetically deleted for CRF1 receptor subtype showed an enhanced naloxone-
induced hyperalgesia compared to wild type littermates in a model of postsurgical pain

(Romero et al., 2017) indicating that CRF1 is part of the anti-nociceptive systems providing
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long-lasting  suppression of hyperalgesia. Another study showed that an
intracerebroventricular injection of CRF reinstates behavioral signs of pain in CFA-sensitized
rats (Chen et al, 2018b). Therefore, stress-induced hyperalgesia during latent pain
sensitization might be due to a release of CRF, which is inconsistent with the anti-hyperalgesic
properties of CRF1 receptor. Opposite effects of CRF on its CRF1 and CRF2 receptors have
been reported in amygdala neurons (Fu & Neugebauer, 2008; Ji & Neugebauer, 2008;
Rouwette et al., 2012). The CRF pro-nociceptive effect observed by Marvizon and colleagues
(Chen et al., 2018b) could therefore be mediated via CRF2 receptors in the amygdala. Further
investigations are required to distinguish the respective role of CRF1 and CRF2 receptor
subtypes and explore the potential interaction between opioid and CRF systems during latent

pain sensitization.

4.1.2.4 Cannabinoid receptors

Cannabinoids are more and more used to provide migraine pain relief (Baron, 2015) and
a recent study evaluated their ability to induce paradoxical long-term pain vulnerability just
like opioids. In a model of medication overuse headache, the cannabinoid 1 receptor agonists
WINS55,212-2 (full agonist) and A-9-Tetrahydrocannabinol (partial agonist) were shown to
cause latent pain sensitization as assessed by bright light stress-induced hyperalgesia

following headache resolution (Kopruszinski et al., 2020).

4.2 Pro-nociceptive systems

4.2.1 N-Methyl-D-aspartate (NMDA) receptor

As NMDA receptors were already identified as a pro-nociceptive system responsible for
opioid-induced hyperalgesia (Célerier et al., 1999, 2000; Larcher et al., 1998; Laulin et al.,
1998), its involvement in latent pain sensitization was quickly investigated.

Pre-emptive blockade of NMDA receptor with MK-801 prevents delayed hyperalgesia
induced by chronic heroin treatment (Célérier et al., 2001). Ketamine pretreatment partially
blocks naloxone-precipitated hyperalgesia in fentanyl-treated rats (Laulin et al., 2002) and
fentanyl enhancement of carrageenan-induced hyperalgesia (Richebé et al., 2005; Rivat et al.,
2002). In the same model, ketamine, BN2572 (a NMDA antagonist) and N2O (a gas with anti-
NMDA properties) also prevent stress-induced hyperalgesia (Bessiere et al., 2007, 2010; Rivat
et al., 2007). Exaggerated hyperalgesia in pre-stressed rats is in part prevented by NMDA
antagonists ketamine and BN2572 (Le Roy et al., 2011). Lastly, a polyamine deficient diet
(that negatively modulates NMDA receptors activity) prevented hyperalgesia exacerbation

induced by a second inflammation and stress-induced hyperalgesia in pain and opioid
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experienced rats (Rivat et al., 2008). Interestingly, a polyamine deficient diet not only opposed
the development of latent pain sensitization but also reverses it. Indeed, stress-induced
hyperalgesia was blocked in rats fed with a polyamine deficient diet right after carrageenan-
induced hyperalgesia has resolved (Rivat et al., 2008). Consequently, NMDA receptor
activation was found across different models of latent pain sensitization using various
strategies aiming to decrease or abolish its signaling, which supports its role as a
pronociceptive system that silently maintains the hyperalgesic state during remission.

The NMDA receptor signaling pathway was then characterized by Corder an collaborators
in their model of CFA-induced latent pain sensitization in mice (Corder et al., 2013). They
demonstrated that NMDA receptor elicits an Adenylate Cyclase type 1 (AC1)-dependent
pathway under the tonic inhibitory control of MOR (Figure 2 middle panel). During the
posthyperalgesic state, naltrexone increases glutamate-evoked intracellular Ca** in the spinal
cord, which is abolished by MK-801, indicating that this rise in Ca’>" is NMDA-dependent. In
the same way, naltrexone-mediated cyclic adenosine monophosphate (cAMP) upregulation in
the spinal cord is blocked by MK-801 in CFA-sensitized mice, suggesting that NMDA
receptor activation leads to a spinal cAMP increase. This NMDA-cAMP pathway is mediated
by ACI, since intrathecally delivered NMDA and forskolin increase nociceptive behaviors
and cAMP overshoot in the spinal cord. In line with these results, the genetic deletion or
pharmacological inhibition of AC1 prevents both naltrexone induced hyperalgesia and cAMP
upregulation in the spinal cord. Altogether, those experiments demonstrate that MOR
represses behavioral hypersensitivity via a tonic inhibition of a NMDA receptor (NMDA-R)
= Ca’" = AC1 = cAMP pathway in the spinal cord (Figure 2 lower panel).

More recent studies showed that the molecular pathway under the inhibitory control of the
NPY / Y1 receptor system also comprises NMDA receptor. Unmasking CFA-induced latent
pain sensitization with the Y1 antagonist is prevented by MK-801, ACI inhibitor, Protein
Kinase A (PKA) inhibitor, Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) and Transient
Receptor Potential Vanilloid type 1 (TRPV1) channel blockers, and by inhibitors of Exchange
Protein directly Activated by cAMP Type 1 (Epacl) and type 2 (Epac2) (Fu et al., 2019).
Latent pain sensitization was also absent in genetically deficient AC1 mice, leading the
authors to conclude that NPY acts on Y1 receptors to tonically silence NMDA-R = AC1 =
PKA = TRPA1 / TRPV1 at the central terminals of nociceptors (Figure 2 middle panel) and
NMDA-R = AC1 =» Epacl/2 pathways in NPY receptor-expressing interneurons in the
dorsal horn (Figure 2 lower panel). Accordingly, PKA and Epac activators increase pERK

immunoreactivity in the dorsal horn, and precipitate the hyperalgesic state, so that PKA and
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Epac are sufficient to reveal latent pain sensitization (Fu et al., 2019). Downstream effectors
of Epacl/2 remain to be identified. This NMDA-R - TRPA1 / TRPV1 signaling pathway is
also involved in affective pain dimension reinstatement. Indeed, conditioned place aversion
induced by Y1 antagonist or in NPY conditional knock-down mice is blocked by MK-801,
ACI1 inhibitor, TRPA1, and TRPV1 channel blocker and is absent in AC1 -/- mice in a model
of nerve injury (Fu et al., 2020).

These results go further than previous findings of Corder and collaborators (Corder et al.,
2013) and extend them to the neuropathic pain model. NMDA-R-ACI1 pathway is involved in
various models of latent pain sensitization, in both sensory and emotional aspects of pain and
is silenced by MOR and Y1 receptor, making this cascade a key component of latent pain
sensitization. This raises the possibility that other anti-nociceptive receptors might repress this
pathway during the remission state. Notably, MK-801 prevented nor-BNI induced-
hyperalgesia in a postsurgical incision pain model (Romero et al., 2011), suggesting that

NMDA-R-AC1 might also be under the inhibitory control of KOR.

4.2.2 Calcium permeable AMPA receptor

As numerous studies demonstrated an upregulation of spinal calcium-permeable AMPA
receptor in the early onset of acute pain in different pain models (Cabafiero et al., 2013; Chen
et al., 2013; Wigerblad et al., 2017), its contribution once hyperalgesia has resolved was
explored. Supported by electrophysiological and calcium imaging experiments, an increase of
AMPA receptor-induced Ca®" permeability in the LII neurons has been reported in a CFA
inflammatory pain model (Taylor et al., 2019). This AMPA receptor plasticity is silenced by
MOR, as blockade of MOR by naltrexone increases AMPA-receptor mediated Ca*".
Consistent with these observations, IEM-1460 (a calcium-permeable AMPA-receptor
antagonist) dose-dependently blocked naltrexone induced hyperalgesic state (Taylor et al.,
2019). Therefore, AMPA receptor-induced Ca** permeability enhances synaptic strength in
LII neurons and begets long-lasting hypersensitivity to pain that is masked by the inhibitory
control of MOR. Mechanisms by which MOR drives AMPA receptor plasticity are still

unknown.

4.2.3 Neurokinin 1 receptor (NK1R)

NMDA receptor, adenylate cyclase and protein kinase A, three key elements that
contributes to latent pain sensitization (Célerier et al., 2001; Corder et al., 2013; Fu et al.,
2019) are also known to mediate substance P release by primary afferent fibers in the spinal

cord dorsal horn (Chen et al., 2018a; Marvizon et al., 1997). Besides, presynaptic MOR
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inhibits substance P release (Chen et al., 2018a) and is responsible for endogenous analgesia
in latent pain sensitization (Chen & Marvizén, 2020a, 2020b; Corder et al., 2013; Feehan &
Zadina, 2019; Roeckel et al., 2017; Severino et al., 2018; Walwyn et al., 2016). Indeed, loss
of MOR in central terminal of primary afferents in Nav1.8cre/fIMOR mice abolished both
MOR inhibition of NMDA receptor induced substance P release and latent pain sensitization
(Severino et al., 2018). Altogether, these experiments indicate that NKIR activation by
substance P might also be involved in latent pain sensitization.

A study tested this hypothesis using RP67580, a NK 1R antagonist, in CFA or tibial spared
nerve injury pain models (Chen & Marvizon, 2020b). Blockade of naltrexone-induced
allodynia was maintained 5 days after the last administration of RP6758NK 1R suggesting that
NKIR is not only involved in the expression but also in the maintenance of latent pain
sensitization. Substance P release, measured in situ as NK1R internalization in spinal cord
laminae I, was shown to be higher in CFA-sensitized rats than in control rats and was increased
by naltrexone administration in the posthyperalgesic state (Chen & Marvizéon, 2020b). In
accordance with a previous study (Severino et al., 2018), those results confirm that substance
P mediates hyperalgesia during latent pain sensitization via NK1R that is repressed by MOR

activation in primary afferent fibers (Figure 2 middle panel).

4.2.4 Src Family Kinase (SFK)

NMDA receptors are modulated and phosphorylated by SFK (Abe et al., 2005; Chen et al.,
2010; Guo et al., 2002) a process that was shown to be critical in models of chronic pain
(Appel et al., 2017; Hildebrand et al., 2016; Lai et al., 2016), so that involvement of SFK in
latent pain sensitization was explored. Naltrexone-induced hyperalgesia was eliminated 15
min after a single intrathecal administration of PP2 (a SKF inhibitor) and 5 days following a
3 days-treatment with PP2. Thus, blockade of naltrexone-induced hyperalgesia is long lasting,
suggesting that SFK contributes to both expression and maintenance of latent pain
sensitization. Similar results were obtained with CFA- and spare nerve injury-induced latent
pain sensitization, indicating common mechanisms across these different models (Chen &
Marvizon, 2020a). Of note, the combination of Src and MAPK inhibitors (SU 6656 and U0126
respectively) suppresses CFA-induced latent pain sensitization expression when co-
administered with naltrexone. The effect of a Src inhibitor alone was not evaluated in this
study (Araldi et al., 2017). Finally, co-immunoprecipitation of SFK with MOR show higher
levels of SFK in the spinal cord of CFA sensitized rats compared to unsensitized animals

(Walwyn et al., 2016), indicating that SKF signaling pathway might be recruited by MOR
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during latent pain sensitization. Further studies are needed to confirm this hypothesis and

contribution of other receptors than MOR remains to be determined.

5 Supraspinal mechanisms of latent pain sensitization

Most of the research mentioned above focuses on neuroadaptive processes occurring in
the spinal cord. However, numerous experiments noticed pain reinstatement on both
ipsilateral and contralateral paws (Bessicre et al., 2007; Corder et al., 2013; Laboureyras et
al., 2009; Rivat et al., 2002, 2007) indicating that descending inhibitory controls might be
necessary to maintain the suppression of hyperalgesia. In agreement with this hypothesis,
spinal blockade of descending inhibitory controls precipitates hyperalgesia bilaterally in CFA-
sensitized rats (Chen et al., 2018b). This does not exclude the participation of descending
facilitatory controls but further studies are needed to determine precisely which pathway is
involved. Of note, naloxone causes glucose metabolism changes in the pain matrix in a
postoperative pain model, especially in opioid-related pathways (Romero et al., 2011),
suggesting that latent pain sensitization induces long-lasting neuroplastic adaptations both in

spinal and supraspinal areas.

6 Peripheral mechanisms of latent pain sensitization

6.1 Peripheral mechanisms considered as relevant for latent pain sensitization
Several studies also argue that peripheral mechanisms might be considered in latent pain
sensitization maintenance. In a model of partial nerve injury, systemic or intraplantar
administration of naloxone methiodide (opioid receptors antagonist that does not cross the
blood brain barrier) induces a transitory phase of allodynia (Guan et al., 2010). Similarly,
intradermal administration of naloxone reinstates the hyperalgesic state in animals that
received at the same site intradermal repeated administrations of DAMGO (Araldi et al.,
2017). Then, it seems like peripheral opioid receptors might also participate in latent pain
sensitization, but which opioid receptor(s) is (are) contributing in latent pain sensitization
remains to be determined. It is unlikely that peripheral MOR are involved as only intrathecally
(and not subcutaneously) administered peripherally-restricted MOR antagonists precipitate
behavioral signs of pain during remission (Campillo et al., 2011; Corder et al., 2013).
Involvement of KOR and DOR and maybe other receptors in latent pain sensitization needs

to be confirmed.
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6.2 Hyperalgesic priming

Another form of chronic latent hypersensitivity to pain referred to as hyperalgesic priming
involves primary nociceptors and shares some features with latent pain sensitization. It was
originally found in inflammatory mediated pain models and largely characterized (for review,
see Kandasamy & Price, 2015; Reichling & Levine, 2009). Hyperalgesic priming type [ was
defined by Levine and collaborators as “a neuroplastic change in the primary afferent
nociceptor that causes prostaglandin E2 (PGEz)-induced hyperalgesia to last at least 24 h and
to become dependent on Protein Kinase C epsilon (PKCg) ” (Reichling & Levine, 2009).
Indeed once carrageenan-induced hyperalgesia has resolved, administration of an
inflammatory cytokine PGE: in the same paw is able to induce a 24h-hyperalgesia while the
same PGE;-induced hyperalgesia lasts less than 4h in naive animals (Aley et al., 2000).
Similarly, hyperalgesic priming can also be induced by interleukin-6 (IL-6; Dina et al., 2008),
the 5-HTipp agonist sumatriptan (Araldi et al., 2016b), high and low doses of morphine
(Ferrari et al., 2019), NGF and Glial cell-Derived Neurotrophic Factor (GDNF; Ferrari et al.,
2010) and can be reinstated with serotonin and A2 receptor agonists (Aley et al., 2000).

This primed state is linked with changes in intracellular signaling pathways. PGE2
activates PKA via AC in naive animals, since it is attenuated by PKA antagonist (Aley &
Levine, 1999). However in primed animals, PGE; additionally stimulates AC to induce cAMP
production (Parada et al., 2005) and Epac recruitment, which in turn activates PKCe (Hucho
et al., 2005). Thus, PGE: (Dina et al., 2009) and other receptors of inflammatory mediators,
switch from inhibitory G to stimulatory G-coupled protein (Khasar et al., 2008). PGE: also
stimulates phospholipase CB (Joseph et al., 2007), which can in turn activate PKCe.

PKCe is mandatory for hyperalgesic priming maintenance, as PGE> induced hyperalgesia
is blocked by inhibitors of PKCe (Aley et al., 2000) and antisense oligodeoxynucleotides to
PKCe (Parada et al., 2003b). Conversely, PKCe is sufficient to express and maintain the
primed state since its agonist [1ERACK is also able to induce hyperalgesic priming (Aley et
al., 2000), even at low doses incapable to trigger the primary hyperalgesia (Parada et al.,
2003b). The selective lesion of isolectin B4-positive nociceptors (a subtype of small diameter
C-fibers) abrogates PGE:> reinstatement of hyperalgesia (despite [1eRACK-induced
hyperalgesia) suggesting that the switch in signaling pathway underlying hyperalgesic
priming occurs in those neurons (Joseph & Levine, 2010).

Importantly, this priming state can persist for several weeks (Aley et al., 2000; Ferrari et
al., 2010; Parada et al., 2003a). Since G protein switch cannot be maintained long enough to

sustain this primed state due to the intracellular protein turnover, it is more likely that these
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changes in intracellular signaling are the result of local protein translation adaptations.
Translation can be quickly regulated by kinases cascades, particularly mechanistic target of
rapamycin complex 1 (mTORCT1) and extracellular signal regulated kinase (ERK), which have
been shown to modulate IL6- and NGF-induced hyperalgesic priming (Melemedjian et al.,
2010, 2014). Accordingly, their final effector, the Eukaryotic Initiation Factor 4F (eIF4F)
complex (known to enhance translation), is also involved in hyperalgesic priming since
blockade of its formation by 4EGI-1 prevents the hyperalgesic priming (Asiedu et al., 2011).
In line with these results, mice lacking a phosphorylation site on elF4E (part of the elF4F
complex) fail to develop hyperalgesic priming (Moy et al., 2017, 2018). Conversely,
adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) that is able to decrease ERK,
mTORC1and elF4F formation in nociceptors (Melemedjian et al., 2011; Tillu et al., 2012)
prevents establishment of priming when activated by resveratrol (Tillu et al., 2012).

Another piece of evidence supporting translation modifications is the use of protein
synthesis inhibitors. The co-administration of anisomycin with IL-6 prevents (but not reverse)
the induction of hyperalgesic priming in mice (Asiedu et al., 2011) whereas in rats, rapamycin
and cordycepin reverse it (Ferrari et al., 2013a). Thus, protein translation is mandatory for
both development and maintenance of hyperalgesic priming. Further studies then
demonstrated that cytoplasmic polyadenylation element binding protein (CPEB), a binding
RNA protein that once phosphorylated induces an elongation of polyA to improve translation
efficiency, is also a target of PKCe (Bogen et al., 2012). Accordingly, decrease in CPEB using
antisense oligodeoxynucleotide prevents (but not reverse) hyperalgesic priming (Bogen et al.,
2012). Ca**/calmodulin-activated protein kinase Ila. (CaMKIIa), that phosphorylates CPEB,
was also shown to be involved because its activation induces priming and its inhibition
prevents it (Ferrari et al., 2013b).

Although the name might imply it, hyperalgesic priming does not require an initial phase
of hyperalgesia to be triggered. Indeed, exposure to unpredictable sound stress (Khasar et al.,
2008) or repeated opioid administrations (Joseph et al., 2010) were also shown to elicit this
primed state. Finally, this PKCe dependent priming shows sexual dimorphism in rats where
in primed female PGE: fails to precipitate hyperalgesia because of the presence of estrogen
(Joseph et al., 2003).

More recently, a second type of hyperalgesic priming was described. This so called
hyperalgesic priming type II is more rapidly induced than type I, is dependent on PKA (instead
of PKCe¢), occurs in isolectin B4-negative nociceptors and develops in both male and female

rats (Araldi et al., 2015, 2018b). While hyperalgesic priming type I is reversed by protein
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synthesis inhibitors, type II priming is reversed by co-administrations of Src and MAPK
inhibitors (Araldi et al., 2017).

Except for one study reporting hyperalgesic priming type II establishment following
adenosine A1 receptor activation (Araldi et al., 2016a), this process was mostly evidenced in
models of opioid-induced hyperalgesia. Repeated administrations of DAMGO at the primary
fibers peripheral terminals produced an enhancement of PGE:z-induced hyperalgesia (Araldi
et al,, 2015, 2017, 2018b) that was abolished, as expected, by isolectin B4-negative
nociceptors depletion and by knocking down MOR using antisense oligodeoxynucleotides
(Araldi et al., 2018b). PGE: challenge also demonstrated that fentanyl, another MOR agonist,
causes hyperalgesic priming type II (Araldi et al., 2018c; Khomula et al., 2021).

Intradermal, intrathecal or systemic acute fentanyl is able to elicit both types of priming:
type I at the peripheral terminal and type II at the central terminal of nociceptors as assessed
by reversion by protein translation inhibitors and Src and MAPK inhibitors, respectively
(Araldi et al., 2018c; Khomula et al., 2021). The communication between central and
peripheral terminals is mediated by intracellular Ca®" since fentanyl-induced priming is
prevented by administration of dantrolene (that blocks endoplasmic reticulum Ca** release) at
either terminal. In accordance with these results, fentanyl induced intracellular Ca®* increase
in dorsal root ganglia is blocked by dantrolene. Using deletion of isolectin B4-positive (non
peptidergic) and isolectin B4-negative (peptidergic) nociceptors alone or in combination, the
authors determined that intradermal fentanyl induces type II priming of peptidergic fibers and
type I in peptidergic and non peptidergic nociceptors. As for intrathecally administered
fentanyl, type Il priming occurs in both types of nociceptors but type I in none of them,
indicating that a third type of nociceptors might be involved (Araldi et al., 2018c). Similarly,
hyperalgesic priming induced by systemic fentanyl is partially decreased by cordycepin (a
protein translation inhibitor) or the combination of Src and mitogen activated protein kinase
inhibitors. Those adaptations are held in weakly isolectin B4-positive and isolectin B4-
negative nociceptors, since the increase in sensitizing effect of low doses of PGE> (another
key characteristic of priming) was observed in those neurons (Khomula et al., 2021). Finally,
local or systemic administration of PZM21 and TRV 130 (two MOR biased agonists) induces
a marked prolonged PGE:> hyperalgesia that is reversed neither by protein translation
inhibitors nor by Src and MAPK inhibitors, so that other mechanisms might be responsible
for the maintenance of this priming (Araldi et al., 2018a). Altogether, those observations show
that the division between type I (reversed by protein translation inhibitors and dependent on

isolectin B4-positive nociceptors) and type II priming (reversed by Src and MAPK inhibitors
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and occurring in isolectin B4-negtive nociceptors) induced by opioids is not straightforward
and seems to depend on MOR agonists and the administration mode used. However,
hyperalgesic priming type II initiation requires MOR activation since knocking down this
receptor with antisense oligodeoxynucleotides prevents it, a statement that seems consistent
across those different models (Araldi et al., 2018b, 2018a, 2018c).

From a behavioral point of view, latent pain sensitization and hyperalgesic priming share
some features. Both express as a long-lasting exacerbation in duration and/or magnitude of
hyperalgesia in response to a subthreshold stimulus due to a primary insult or a stress. If latent
pain sensitization comprises mainly mechanisms of central origin (pre- and post-synaptic
neurons in the dorsal horn), hyperalgesic priming I is restricted to nociceptors peripheral
endings and so far mechanisms underlying those models are quite different (Marvizon et al.,
2015). However, hyperalgesic priming type II can also occur at primary fibers central
terminals (Araldi et al., 2017), so that the relationship between this primed state and latent
pain sensitization remains unclear. Levine and collaborators (Araldi et al., 2017) argue that
latent pain sensitization is a form of hyperalgesic priming type II, since both are initiated by
MOR activation (Araldi et al., 2018c; Célérier et al., 2001) and reversed by the combination
of Src and MAPK inhibitors (Araldi et al., 2017), so that they seem to involve similar
intracellular signaling pathways. However, those observations were only made in CFA-
sensitized animals and need to be extended to other models of latent pain sensitization. They
also show that intradermal repeated DAMGO administrations, a model of hyperalgesic
priming type II, also elicits latent pain sensitization as evidenced by naloxone-induced
hyperalgesia (Araldi et al., 2017). Thus, those processes might partly overlap so that future
studies should evaluate the presence of latent pain sensitization in models of hyperalgesic
priming and vice versa to address this question. An interesting hypothesis is that these
processes could represent successive steps toward pain chronification, where hyperalgesic
priming (type I and perhaps type II) first sensitizes primary fibers and spreads to the spinal
cord dorsal horn neurons (latent pain sensitization), to silently contribute and maintain the

hyperalgesic state.

7  Non neuronal mechanisms of latent pain sensitization

It is now acknowledged that glia, in addition to neurons, contributes to pathophysiological
mechanisms of chronic pain. Recent studies have also shown the role of glial cells in latent
pain sensitization. It has been reported that both microglia and astrocytes are activated in the

spinal cord and the dorsal root ganglia during the hyperalgesic phase, but only astrocytes can
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be reactivated by naloxone administration (Romero et al., 2013). Thus, activated microglia
contribute to early stages of latent pain sensitization development and activated astrocytes
contribute to its maintenance. In agreement with these results, preventive (but not curative)
blockade of microglial activation blocks latent pain sensitization while simultaneous blockade
of both microglia and astrocytes reverses it in a model of non-specific low back pain (Zhang
et al., 2017). Another study suggests that the preventive effects of ketamine and gabapentin
treatment in latent pain sensitization could be partially mediated through activation of
astrocytes following postoperative pain (Romero-Alejo et al., 2016b). In the same model,
tramadol partially prevents naloxone induced-hyperalgesia without preventing astrocyte re-
activation (Romero-Alejo et al., 2016a), suggesting that blockade of latent pain sensitization
does not involve activated astrocytes. Consequently, their participation does not seem
mandatory for latent pain sensitization maintenance. Interestingly, astrocytes are reactivated
by both (-) naloxone (binds to neuronal opioid receptors and Toll Like Receptor 4 (TLR4))
and (+) naloxone (binds to TLR4 only), indicating that activated astrocytes contribution to
latent pain sensitization is mediated indirectly by TLR4 (Romero et al., 2013). More
investigations are needed to characterize the molecular mechanisms driving astrocytes

activation and how they interact with neurons.

8 Other relevant factors in the establishment of latent pain sensitization
8.1 Genetic factors
8.1.1 Strain and species

As mentioned before, long-term pain vulnerability is a common phenomenon found in
mouse, rats and humans (Pereira et al., 2015a). If it was evidenced in different mouse strains
including Swiss CD1 (Cabafiero et al., 2009) and C57BI16 mice (Corder et al., 2013), rats’
studies were only performed with Sprague-Dawley rats. Indeed, a study compared latent pain
sensitization development in various strains of rats and reported that Fischer rats do not show
long-term pain hypersensitivity since they do not develop opioid-induced hyperalgesia
(Laboureyras et al., 2014). Although establishment of latent pain sensitization in Fisher rats
was not investigated in chronic pain models, these data most likely reflect variability in
behavioral signs of pain between strains that are already known in acute pain (Lariviere et al.,
2001). Consequently, latent pain sensitization could be a useful model that recapitulates both
genetic background and individual histories that might contribute to the disparity in

developing chronic pain in humans.
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8.1.2 Sex

Most of the studies mentioned above were performed on male rodents but latent pain
sensitization has also been demonstrated in females (Corder et al., 2013; Custodio-Patsey et
al., 2020; Severino et al., 2018). From a behavioral point of view, latent pain sensitization
occurs similarly in both sexes, but mechanisms underlying this process are slightly different.
In males, tonic inhibition of pain is sustained by MOR localized in primary afferents whereas
in females spinal or supraspinal MOR might contribute too, as attested by the weak naltrexone
induced hyperalgesia in female mice depleted for MOR in primary nociceptors (Severino et
al., 2018). Besides, blockade of KOR with LY2456302 slightly enhanced the hyperalgesic
state and the number of pERK+ neurons in the dorsal horn of females compared to males
(Custodio-Patsey et al., 2020), pointing out a more pronounced KOR-sustained suppression
of hyperalgesia in females. Sex is then an important factor in the neuroadaptive processes
leading to latent pain sensitization, at least concerning opioid receptors. Consequently, the
question of sex differences for the other anti-nociceptive receptors (such as DOR, aza, NPY
and CRF receptor) arises and further studies should be performed on both sexes to

systematically assess those differences.

8.2 Environmental factors

Chronic pain disorders are sensitive to external factors. Notably, stressful events play a role
in the pathophysiology of pain. Similarly, stress seems to enhance long-lasting pain
vulnerability. In fentanyl-carrageenan treated rats, the length of the hyperalgesic phase
increases with the number of stress sessions (Le Roy et al., 2011). Thus, latent pain
sensitization could be considered as a model of chronic pain that integrates prior life events.
Importantly, this process is also impacted by diet, as polyamine deficient food (aiming to
negatively modulate NMDA receptors) can oppose to the development of latent pain

sensitization in carrageenan/fentanyl and incision/fentanyl rats (Rivat et al., 2008).

9 Conclusion

Pain resolution is not a mere return to the basal state but is associated with the progressive
and compensatory activation of opioid, 024, NPY, CRF and cannabinoid receptors. They exert
a sustained repression of the hyperalgesia mediated by the NMDA-AC]1 pathway, AMPA and
NKI1 receptors. Pain silently persists but is restricted within a state of apparent remission.
Those adaptations, first aiming to protect from acute pain, paradoxically lead to a long-term
vulnerability to “relapse” following anti-nociceptive systems disruption. Interestingly, pain

episodes can also be triggered by acute stress, similarly to chronic pain disorders in humans.
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Latent pain sensitization is then both a model and a hypothesis for pain chronification and
further studies are needed to determine more precisely its underlying molecular mechanisms.
This would provide new insights on therapeutic strategies design by identifying new targets.
Notably, further chronic pain treatment developed should display not only analgesic but also
anti-hyperalgesic properties that could prevent the transition from acute to chronic pain such

as ZH853 (Feehan and Zadina, 2019) or nefopam (Laboureyras et al., 2009).
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Figure 2
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Figure legends

Figure 1. Pro-nociceptive and anti-nociceptive systems balance hypothesis. A. At the
basal state, called homeostasia, anti- and pro-nociceptive systems are balanced and poorly
activated. B. Inflammation, nerve injury or repeated administrations of opioids stimulate pro-
nociceptive systems that promotes hypersensitivity to pain or hyperalgesia. C. Endogenous
anti-nociceptive systems (including opioid system) activate to compensate pro-nociceptive
systems activity, which results in a progressive return to basal nociceptive threshold until
complete hyperalgesia resolution. Both anti-nociceptive and pro-nociceptive systems are now
highly actived but at the equilibrium, this state is referred as latent pain sensitization. D. Once
this new equilibrium is disrupted by a stress or with antagonists of antinociceptive systems a
new episode of hyperalgesia ensues due to the high activity of pro-nociceptive systems. This
highlights the abnormal and sustained activation of pronociceptive systems underlying latent

pain sensitization. Adapted from Célérier et al., 2001.

Figure 2. Receptors and signaling pathways involved in latent pain sensitization. In
nociceptor central terminals (middle panel), Adenylate Cyclase type 1 (AC1) can be activated
by NMDA receptors or repressed by G-protein coupled receptors. Mu Opioid Receptor
(MOR) activation by endogenous opioids (or Y1 receptor activation by NPY) decreases
substance P (or neurotransmitter) release via an inhibition of AC1-cAMP-Protein Kinase A
(PKA) signaling pathway. Thus, the nociceptive signal is attenuated. In post-synaptic neurons
(lower panel), AC1 is also a key element of latent pain sensitization. Y1 receptor and MOR
(ligand-dependent or -independent manner) activation dampen neuronal excitability via a
decrease in cAMP. Elements downstream cAMP and the origin of NPY in the synaptic cleft
remain to be determined. Both pre-synaptic and post-synaptic actions lead to a decrease in
nociceptive signal transmission, then contribute to mask the hyperalgesic state and make it

“latent” (latent pain sensitization).
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Depuis la soumission de la revue, des études plus récentes ont également montré
I’implication de I’hétérodimére MOR-DOR dans le maintien de la SLD induite par une
douleur post-opératoire (incision plantaire) ou neuropathique (administrations répétées de
cisplatine). Apres résolution de I’hypersensibilité, I’administration d’un peptide qui interfere
spécifiquement avec I’hétérodimérisation des récepteurs MOR et DOR (Kabli et al., 2014)
précipite la SLD, aussi bien chez les souris males que chez les souris femelles et dans les deux
modeles de douleur (Inyang et al., 2021). Des études supplémentaires sont nécessaires pour
déterminer la localisation cellulaire de ces hétérodimeres et les mécanismes moléculaires par
lesquels ils participent au maintien de la SLD.

Par ailleurs, Chen et collaborateurs ont poursuivi la caractérisation de la voie de
signalisation intracellulaire en amont de la libération de substance P, laquelle entretient
également I’hyperalgésie latente de la SLD (Chen & Marvizon, 2020). Si en conditions
basales, 1’activation des récepteurs NMDA provoque la libération de substance P via la voie
AC - AMPc - PKA et Epac2 dans la ME, ce n’est pas le cas lors de la SLD contrairement a ce
qui a été suggéré précédemment et qui est décrit dans la revue. En effet, la forskoline (qui
active I’AC) diminue la libération de substance P (mesurée par 1’internalisation de NK1R)
dans la ME de rat ayant développé de SLD induite par le CFA. Ces données indiquent que
I’augmentation de la libération de la substance P chez d’animaux en état de SLD ne serait pas
liée a la voie de I’AC — AMPc — PKA (Chen et al., 2021). Bien que cela reste a démontrer, les
auteurs suggerent que cette libération de substance P induite par les récepteurs NMDA serait
plutot associée a une augmentation de la phosphorylation de ces derniers, possiblement par

les Src kinases qui contribuent également a persistance de la SLD (Chen & Marvizén, 2020).
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Chapitre 5 : Le systeme de récepteurs a peptides RF-amides

1 Généralités

D'autres systémes récepteur-ligand présentant des propriétés anti-opioides, non mentionnés
dans la revue ci-dessus, sont les récepteurs a peptides RF-amides. Cette famille de
neuropeptides tient son nom du fait qu’ils partagent une séquence Arg-Phe amidée (RF-NH>)
a leur extrémité C-terminale (Espinoza et al., 2000; Walker et al., 2009). Le premier peptide
de cette famille a avoir ét¢ identifi¢ est le Phe-Met-Arg-Phe-NH, (FMRF-NH>) découvert
chez la palourde Macrocalista nimbosa en 1977 pour ses propriétés cardioexcitatrices (Price
& Greenberg, 1977). En utilisant un anticorps dirigé contre ce peptide, d’autres peptides au
motif similaire (FMRF amide-like peptides ou peptides RF-amide) ont ensuite été identifiés
dans différentes especes y compris le rat et la souris (Boer et al., 1980; Dockray et al., 1981,
1983; Weber et al., 1981). Ainsi ces neuropeptides sont conservés au cours du régne animal,
tant chez les invertébrés que chez les vertébrés. Chez Caenorhabditis elegans, il existe plus
de 70 formes de peptides RF-amides codés par 31 génes (Peymen et al., 2014; Walker et al.,
2009) et qui sont impliqués dans les fonctions cardiorespiratoire et reproductrice,
I’apprentissage, la nutrition et le systeme sensoriel (Elphick & Mirabeau, 2014; Krajniak,
2013; Nassel & Wegener, 2011; Peymen et al., 2014; Walker et al., 2009).

Ces peptides sont moins représentés chez les vertébrés, notamment chez les mammiferes
ou seuls 5 genes codent pour les 5 groupes de peptides RF-amides (Findeisen et al., 2011;

Fukusumi et al., 2006; Parhar et al., 2012) :

- celui du RF-amide related peptide (RFRP): RFRP-1 (NPSF) et RFRP-3 (NPVF),

- celui du neuropeptide FF (NPFF) : NPFF et NPAF,

- celui du pyroglutamylated RF-amide peptide (QRFP) : QRFP-26 (26Rfa) et QRFP-43
(43Rfa),

- celui du prolactin-releasing peptide (PrRP) : PrRP-31 et PrRP-20,

- celui des kisspeptines : Kp-10, Kp-52 et Kp-54.

Les peptides RF-amides de chaque groupe se lient et activent principalement un récepteur,
respectivement : NPFF1R (GPR147), NPFF2R (GPR74), QRFP-R (GPR103), PrRP-R
(GPR10) et KisslR (GPR54). Ce sont des RCPG qui appartiennent a la famille 1 des

rhodopsines. L’analyse phylogénétique de ces récepteurs humains révele que KissIR fait
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partie du groupe y qui rassemble les récepteurs a la somatostatine, a la galanine et aux
opioides. En accord avec ces observations, la kisspeptine dériverait d’un ancétre commun avec
la galanine et la spexine (Kim et al., 2014). Les quatre autres récepteurs RF-amides font quant
a eux partie du groupe B avec de nombreux autres neuropeptides tels que le neuropeptide Y,
la cholécystokinine et 1’ocytocine (Elphick & Mirabeau, 2014; Fredriksson et al., 2003; Yun
et al., 2014).

Peptide Séquence peptidique

RFRP RFRP-1 : MPHSFANLPLRF-NH2
RFRP-3 : VPNLPQRF-NH:

NPEF NPFF : SQAFLFQPQRF-NH;

NPAF : AGEGLNSQFWSLAAPQRF-NH:

QRFP-43 : EDEGSEATGFLPAAGEKTSGPLGNLAEELNGY SRKKGGFSFRF-NH:

QRFP QRFP-26 : TSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF-NH:

PIRP PrRP-31 : SRTHRHSMEIRTPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH?
' PrRP-20 : TPDINPAWYASRGIRPVGRF-NH:

Kiss- Kp-54 : GTSLSPPPESSGSPQQPGLSAPHSRQIPAPQGAVLVQREKDLPNYNWNSFGLRF-NH:
peptine Kp-10 : YNWNSFGLRF-NH:

Tableau 2 : Séquence en acides aminés des peptides RF-amides chez I’Homme. L extrémité C-
terminale Arg — Phe amidée (RF-NH>) conservée est indiquée en rouge. (Ayachi & Simonin, 2014).

D’abord identifiés par immunomarquage dans le cerveau bovin (Yang et al., 1985), le
NPAF et le NPFF ont été mis en évidence dans le plasma et le liquide cérébrospinal humain
(Burlet-Schiltz et al., 2002; Sundblom et al., 1995). Ils sont issus de la maturation du
prépropeptide pro-NPFF4 (Perry et al., 1997) et activent principalement NPFF2R mais aussi
NPFF1R dans une moindre mesure (Bonini et al., 2000; Liu et al., 2001; Mollereau et al.,
2002; Yoshida et al., 2003). NPFF2R est couplé a la protéine Gj, et diminue la production
d’AMPc (Elhabazi et al., 2013; Elshourbagy et al., 2000; Mollereau et al., 2002). Ce récepteur
est peu sélectif puisque tous les autres peptides RF-amides sont capables de lier et d’activer

NPFF2R (Elhabazi et al., 2013).

Le gene codant pour les peptides RFRP-1 et RFRP-3 a ét¢ identifié par deux équipes par
recherche a partir de bases de données (Hinuma et al., 2000; Liu et al., 2001). Ils sont dérivés
du prépropeptide pro-NPFFg (Schulz et al., 2002) et considérés comme les ligands endogeénes
de NPFF1R mais ils se lient aussi a NPFF2R (Bonini et al., 2000; Liu et al., 2001; Mollereau
et al., 2002; Yoshida et al., 2003). RFRP-1 est I’homologue mammifére du GnIH
(Gonadotropin-inhibitory Hormone) aviaire (Satake et al., 2001). NPFFIR est coupl¢ a la
protéine Gis et diminue la production d’AMPc (Elhabazi et al., 2013; Hinuma et al., 2000;
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Liu et al., 2001; Mollereau et al., 2002). 11 lie également 1’ensemble des peptides RF-amides
(Elhabazi et al., 2013).

Le peptide pyroglutamylated RF-amide (QRFP) et son récepteur ont ét¢ découverts plus
récemment chez les mammiféres (Chartrel et al., 2003; Fukusumi et al., 2003; Jiang et al.,
2003). QRFP existe sous deux formes issues du méme précurseur, QRFP-26 et QRFP-43
(désigné par la suite respectivement 26RFa et 43RFa). Ce dernier est la forme allongée de
26RFa et débute par la séquence pyro-Glu a son extremité N-terminale, d’ou son nom
(Fukusumi et al., 2003). Le récepteur QRFP-R (désigné par la suite GPR103) existe sous une
seule forme chez I’Homme mais deux sous-types ont été identifiés chez le rongeur QRFP-R1
(ou GPR103a) et QRFP-R2 (ou GPR103b) et qui partagent environ 80% d’homologie avec le
récepteur humain (Kampe et al., 2006; Takayasu et al., 2006). Ce récepteur est couplé a la
protéine Gq et provoque une augmentation de Ca?" intracellulaire (Fukusumi et al., 2006;

Takayasu et al., 2006).

Le prolactin-releasing peptide tire son nom de son activité libératrice de la prolactine in
vitro (Hinuma et al., 1998) bien que cette activité n'ait jamais pu étre confirmée in vivo. PrRP-
20 et PrRP-31 sont issus du méme précurseur, ou PrRP-31 peut-étre lui-méme clivé en PrRP-
20 (Lin, 2008). Ce sont les ligands endogenes de PrRP-R (ou GPR10) (Hinuma et al., 1998).
PrRP-R est homologue du récepteur au NPY (31%) mais il ne lie pas ce peptide (Marchese et
al., 1995). Ce récepteur est couplé a la protéine Gq qui induit 1’activation de la PLC et une
augmentation de Ca*" intracellulaire (Hinuma et al., 1998; Langmead et al., 2000; Roland et

al., 1999).

Les kisspeptines activent le récepteur Kiss1R ou GPR54. Chez ’Homme, le gene Kiss-1
code pour un précurseur long (Kp-54) ou plus court (Kp-10, Kp-13 et Kp-14 ; Kotani et al.,
2001). La kisspeptine-54 (Kp-54) est également connue sous le nom de métastine en raison
de son rdle suppresseur de métastase pour laquelle elle a été découverte (Lee et al., 1996).
Chez le rongeur le précurseur le plus long est Kp-52 et I’arginine du motif Arg-Phe-NH> est
remplacée par une tyrosine (Tyr-Phe-NH3). Kiss1R est couplé a la protéine G4 qui active la
PLC et la voie des kinases ERK1/2 (Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). KissIR est
apparenté aux récepteurs a la galanine mais n’est pas capable de lier ce peptide (Lee et al.,

1999; Ohtaki et al., 2001)

Chez les vertébrés les peptides RF-amides ont un réle dans la reproduction, ’homéostasie

énergétique et la douleur (Quillet et al., 2016) ainsi que dans les fonctions cardiovasculaires
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(Fang et al., 2009; Jhamandas & Goncharuk, 2013; Yamada et al., 2009), et la croissance
tumorale (Kawan et al., 2019; Stathaki et al., 2019). Seule I'implication des récepteurs a

peptides RF-amides dans la modulation de la nociception sera développée ici.

2 Implication dans la modulation de la nociception

2.1 Lesysteme NPFF, NPAF et NPFF2R

Les plus hauts niveaux d’expression des peptides NPFF et NPAF sont retrouvés dans la
corne dorsale de la ME chez le rongeur (Yang et al., 2008; Yang & ladarola, 2006) et chez
I’Homme (Majane et al., 1988; Nystedt et al., 2002). Le transcrit de NPFF est exprimé dans
le noyau du tractus solitaire (NTS) et le noyau paraventriculaire (PVN) de I"hypothalamus.
Son peptide est présent dans I’amygdale, le noyau parabrachial et accumbens (Yang et al.,
2008; Yang & ladarola, 2006). NPAF a été mis en évidence dans le liquide cérébrospinal
humain (Burlet-Schiltz et al., 2002). La présence de transcrits ou de peptides de NPFF et
NPAF dans les GRD reste controversée, tout comme celle de NPFF2R (Roumy & Zajac, 1998;
Yang et al., 2008; Yang & ladarola, 2006). Le récepteur NPFF2R a été identifi¢ dans la VTA,
le NTS, le Nac, les noyaux parabrachial et spinal trigéminal ainsi que la corne dorsale de la
ME (Allard et al., 1989, 1992; Bonini et al., 2000; Dupouy et al., 1996, Gouarderes et al.,
2000, 2002, 2004c, 2004a; Wu et al., 2010). L’expression de NPFF2R et ses ligands
endogenes dans des structures modulatrices de la douleur suggere son implication dans la
nociception (Gutierrez-Mecinas et al., 2019).

NPFF module différemment la nociception selon le site d’injection. Administré par voie
intrathécale, le NPFF est anti-nociceptif car il induit une analgésie et potentialise 1’effet
analgésique des opioides alors que son administration icv provoque une hyperalgésie et bloque
I’analgésie morphinique (Roumy & Zajac, 1998). Il en est de méme pour NPAF (Bonnard et
al., 2001; Quelven et al., 2005).

L’effet anti-morphine du NPFF est prévenu par la co-administration de RF9 (un antagoniste
des récepteurs NPFF1R et NPFF2R) (Elhabazi et al., 2012, 2013; Fang et al., 2008, 2011). De
la méme maniére, I’administration de RF9 potentialise I’effet analgésique des opioides,
prévient I’HIO ainsi que la tolérance analgésique (Elhabazi et al., 2012; Simonin et al., 2006),
ce qui indique I’implication de NPFF1R et NPFF2R dans les propriétés pro-nociceptives et
anti-opioides du NPFF. De plus, I’abolition de 1’expression de NPFF réduit la tolérance a
I’analgésie morphinique (Gelot et al., 1998; Lake et al., 1991). Par ailleurs, 1’expression de
MOR et NPFF2R semble étroitement liée. Un traitement aigu ou chronique a la morphine

provoque I’augmentation de matériel immunoréactif pour NPFF dans le cerveau et la ME
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(Devillers et al., 1995; Malin et al., 1990; Stinus et al., 1995). A I’inverse, I’administration de
NPFF en icv diminue I’expression de MOR chez rat (Rothman et al., 1993) et I’injection sérum
anti-NPFF 1’augmente (Rothman et al., 1990). Le role anti-opioide de NPFF ne se limite pas
a la nociception, puisque I’injection icv de NPFF précipite le syndrome de sevrage (Malin et
al., 1990) et I’infusion d’un sérum anti-NPFF le prévient (Gouarderes et al., 2004b; Lake et
al., 1991; Malin et al., 1990; Rothman et al., 1990, 1993). Il a notamment été proposé que les
propriétés anti-opioides de NPFF soient liées a sa capacité a bloquer I’inhibition des canaux
calciques induite par le DAMGO (Rebeyrolles et al., 1996) méme si I’hypothése d’une
altération de la cascade signalisation intracellulaire induite par NPFF2R ou une
hétérodimérisation MOR/NPFF2R n’est pas exclue (Moulédous et al., 2010).

Si le syst¢eme NPFF/NPFF2R est pro-nociceptif chez des animaux traités au préalable avec
des opiacés, en condition de douleur inflammatoire et neuropathique ce syst¢éme montre des
propriétés anti-nociceptives. L’administration de carragénine induit une surexpression de
NPFF et NPFF2R dans la ME (Nystedt et al., 2004; Sun et al., 2013; Vilim et al., 1999; Yang
& ladarola, 2003) ainsi qu’une augmentation de NPFF2R dans les fibres afférentes (Yang &
Iadarola, 2003). Des observations similaires ont été rapportées dans un modele de douleur
inflammatoire articulaire (Lombard et al., 1999) ou du cbélon ou I’expression de NPFF2R est
augmentée au niveau supraspinal (Nystedt et al., 2004). L’administration intrathécale ou icv
de NPFF a des propriétés anti-allodyniques dans un modele de douleur inflammatoire induite
par le CFA (Altier et al., 2000), tout comme son analogue le (1DMe)-NPYF dans un modele
de douleur inflammatoire induite par la carragénine (Xu et al., 1999). Enfin, 1’agoniste de
NPFF2R, le AC-26309 est également anti-hyperalgésique dans le test a la formaline ou suite
a I’administration de carragénine (Lameh et al., 2010). En condition de douleur neuropathique,
le transcrit de NPFF2R est légerement augmenté dans le tronc cérébral mais celui de NPFF
n’est pas surexprimé ni dans la ME ni dans le tronc cérébral (Nystedt et al., 2004; Vilim et al.,
1999). Administré en icv, intrathécal ou directement dans la PAG, NPFF est anti-allodynique
en condition neuropathique (Altier et al., 2000; Wei et al., 1998). De la méme manicre,
I’injection intrathécale de son analogue (1DMe)-NPYF ou intrapéritonéale de AC-26309 sont
¢galement anti-allodyniques dans un mode¢le de ligation du nerf sciatique chez le rat (Lameh

etal., 2010; Xu et al., 1999).

2.2 Le systéme 26RFa, 43RFa et GPR103

Les transcrits de 26RFa sont présents dans de nombreux noyaux de I’hypothalamus dont le

PVN (Chartrel et al., 2011) ainsi que dans la ME chez I’Homme et la souris (Bruzzone et al.,

104



2006; Takayasu et al., 2006). 43RFa a ¢galement ¢té mis en évidence dans les neurones de
petit et moyen diametre dans les GRD de rat (Yamamoto et al., 2008, 2011). GPR103a et
GPR103b sont, contrairement a leur ligand endogéne, largement distribués dans le SNC, dont
le LC, le NTS, la VTA, les noyaux du raphé, accumbens et parabrachial, la PAG, I’habénula,
I’amygdale et le PVN (Chartrel et al., 2011). La distribution entre les deux isoformes du
récepteur ne se superpose pas (Takayasu et al., 2006). Ils sont également retrouvés dans les
couches superficielles de la ME (Chartrel et al., 2011; Takayasu et al., 2006) mais pas dans
les GRD (Yamamoto et al., 2008). Chez I’ Homme, les transcrits de GPR103 ont été mis en
évidence dans les ganglions trigéminaux et I’hypothalamus (Jiang et al., 2003). Ce systeme
étant présent dans de nombreuses voies nociceptives, son implication dans la nociception a
donc été évaluée.

L’administration icv et intrathécale de 26RFa n’induit pas de modification du seuil
nociceptif basal chez le rat (Yamamoto et al., 2008, 2011, 2011) mais induit une hyperalgésie
chez la souris par voie icv (Elhabazi et al., 2013). Outre la différence d’espece entre ces études,
le test nociceptif utilisé et la quantité de 26RFa administrée peuvent également expliquer ces
divergences. De plus, cette hyperalgésie induite par le 26RFa est prévenue par le RF9,
indiquant que NPFF1R et NPFF2R sous-tendent cet effet (Elhabazi et al., 2013). En revanche,
I’injection intrathécale 26RFa est anti-allodynique dans des modeles de douleur inflammatoire
et neuropathique (Yamamoto et al., 2011). De méme, administré en intrathécal et en icv, le
26RFa inhibe les comportements nociceptifs dans les deux phases du test a la formaline
(Yamamoto et al., 2008, 2011) et réprime 1’expression de c-fos dans la corne dorsale de la
ME, indiquant une potentielle implication dans la sensibilisation centrale (Yamamoto et al.,
2008). Le TC26RFa (identifié chez la musaraigne chinoise) produit une analgésie chez la
souris dans un modele de douleur viscérale et induite par la formaline lorsqu’il est administré
par voie intrapéritonéale (Zhu et al., 2014). Enfin, les administrations de 26RFa dans le LC et
la PAG controlatérales a 1’administration de formaline sont analgésiques et sont prévenues
respectivement par un antagoniste des récepteurs o et un antagoniste des récepteurs aux
opioides. Ces résultats suggerent que les récepteurs GPR103 et ses ligands ont des propriétés
anti-nociceptives en cas de douleur inflammatoire et neuropathique, possiblement médiés par

’activation des systémes adrénergique et opioide (Yoshida et al., 2019).

2.3 Le systéme des peptides PrRP et PrRP-R
Chez ’Homme et le rat, le transcrit de PrRP est exprimé dans le bulbe rachidien, la médulla

ventrolatérale (ventrolateral medulla, VLM) et le NTS et son peptide est exprimé dans la
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VLM, I’amygdale basolatérale et la PAG (Dodd & Luckman, 2013; Fukusumi et al., 2006;
Lin, 2008). Cependant, PrRP n’est pas exprimé dans la ME (Kallioméki et al., 2004). Son
récepteur PrRP-R est exprimé dans I’amygdale, le NTS, le LC, le PVN, le Nac, les noyaux
parabrachial et du raphé dorsal (Fujii et al., 1999; Fukusumi et al., 2006; Gauriau & Bernard,
2002; Roland et al., 1999).

En accord avec son expression dans des structures impliquées dans le traitement de
I’information nociceptive, I’injection de PrRP-20 dans le NTS est analgésiante (Kalliomaki et
al., 2004). A I’inverse, PrRP provoque une légere hyperalgésie lorsqu’il est administré dans
la VLM caudale (Kalliomaki et al., 2004). Dans un modéle de douleur neuropathique induit
par la ligation du nerf spinal chez le rat, I’administration de PrRP dans la PAG ou le NTS est
anti-allodynique. Son administration dans la VLM caudale est en revanche dépourvue d’effet
(Kalliomiki et al., 2004). Ainsi, PrRP module différemment le seuil nociceptif selon le site
d’injection.

Des souris génétiquement délétées pour PrRP-R montrent des seuils nociceptifs basaux
plus élevés, une potentialisation du I’analgésie induite par le stress et par la morphine, une
absence de tolérance analgésique et ainsi qu’un syndrome de sevrage atténué, indiquant les
propriétés anti-opioides de ce récepteur. L’hyperalgésie induite par 1’administration icv de
PrRP-20 et son effet anti-morphine sont tous deux abolis chez ces souris (Laurent et al., 2005)
et par la co-administration de RF9 (antagoniste de NPFF1R et NPFF2R) avec PrRP (Elhabazi
etal., 2013). Ainsi, NPFF1R, NPFF2R et PrRP-R sont tous les trois impliqués dans ces effets.
De méme, I’effet anti-morphine du NPFF est absent chez les souris KO pour PrRP-R et est
contré par le RF9 (Elhabazi et al., 2013; Laurent et al., 2005). Il y aurait ainsi une interaction
fonctionnelle entre les récepteurs aux NPFF et PrRP-R et qui contribue aux propriétés pro-

nociceptives de NPFF et PrRP.

2.4 Le systéme des kisspeptines et Kiss1R

Des fibres immunoréactives pour les kisspeptines ont été mises en évidence dans le PVN,
I’amygdale, la PAG, le LC et le NTS (Clarkson et al., 2009). Le transcrit et le peptide des
kisspeptines sont également exprimés dans la corne dorsale de la ME ainsi que dans les GRD
L4/L5 (Dun et al., 2003; Mi et al., 2009). Plus particuliérement dans les GRD, ce sont les
neurones de large diametre ainsi que les fibres non myélinisées de petit et moyen diametre qui
expriment kisspeptine (Mi et al., 2009). Le transcrit de kisspeptine humain est exprimé dans
I’hypothalamus et les ganglions de la base (Muir et al., 2001). Kiss1R est quant a lui exprimé
dans le LC, I’hypothalamus, I’amygdale, le noyau parabrachial, la VTA, la PAG, et ’habénula
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(Herbison et al., 2010; Lee et al., 1999), les laminas I et II de la ME et les GRD de rat, avec
une distribution qui correspond a celle de ses ligands (Mi et al., 2009). Chez ’Homme, Kiss1R
est présent dans ’amygdale, le LC, le bulbe rachidien et la ME (Kirby et al., 2010).

Malgré une expression de kisspeptine et son récepteur dans des structures qui modulent la
douleur, peu d’études ont évalué I’implication de ce systétme dans la nociception.
L’administration intraplantaire de kisspeptine induit une légére hyperalgésie thermique au
chaud (test de la plaque chaude). De méme, 1’administration intraplantaire ou intrathécale de
kisspeptine induit de I’hyperalgésie dans les deux phases du test a la formaline et
s’accompagne de I’augmentation de la phosphorylation de TRPV1 au site d’injection ainsi
que celle de ERK1/2 dans la corne dorsale de la ME. A I’inverse, I’administration de p234,
un antagoniste de KissIR provoque une analgésie dans le test a la formaline (Spampinato et
al., 2011). Lorsqu’elle est administrée en icv, la kisspeptine induit une hyperalgésie et abolit
I’analgésie induite par la morphine. Ces deux effets semblent médiés par les récepteurs
NPFF1R/NPFF2R, puisqu’ils sont prévenus par 1’administration de RF9 (Elhabazi et al.,
2013). Une étude plus récente rapporte que Kiss1R est également responsable 1’hyperalgésie
induite par I’administration icv de kisspeptine puisque cette derniére est prévenue le p234. En
revanche, cette étude n’a pas évalué les conséquences de 1’administration de p234 sur I’effet
anti-morphine de la kisspeptine (Csabafi et al., 2018). Enfin, la kisseptine et Kiss1R sont
surexprimés dans les GRD et la corne dorsale de la ME suite a I’administration de CFA (M1
et al., 2009) ainsi que dans les ganglions trigéminaux dans un mod¢le de douleur orofaciale

(Aczél et al., 2018).

2.5 Le systéme des peptides RFRP et NPFF1R

2.5.1 Localisation du systtme RFRPs/NPFF1R dans les voies nociceptives

Les plus forts taux d’expression des peptides RFRP-1 et RFRP-3 et de leur transcrits ont
été mis en évidence de manicre récurrente dans les noyaux périventriculaire et ventromédial
de I’hypothalamus (Fukusumi et al., 2001; Hinuma et al., 2000; Liu et al., 2001; Pertovaara et
al., 2005; Yano et al., 2003), ce qui a été ensuite confirmé dans une lignée transgénique de rat
exprimant la eGFP sous le controle du promoteur de RFPR (Soga et al., 2014). RFRP-1 et
RFRP-3 ont été également observés par immunohistochimie dans d’autres structures
impliquées dans la nociception, telles que le VPL du thalamus, le LC, Nac, le NTS, les noyaux
parabrachial et du raphé dorso-médian ainsi que la PAG et I’amygdale (Ukena & Tsutsui,
2001; Yano et al., 2003). Des messagers ainsi que des fibres immunomarquées pour RFRP

sont également trouvés dans les couches superficielles du noyau spinal trigéminal et dans la
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ME chez la souris (Ukena & Tsutsui, 2001), plus précisément dans les laminas I et II. Des
résultats similaires ont été rapportés au laboratoire par hybridation in situ fluorescente
(données internes au laboratoire, fig. 12A et 12C). Il a notamment été proposé que les
neurones exprimant RFRPs dans 1’hypothalamus en soit I’origine (Pertovaara et al., 2005),
I’hypothalamus étant 1’une des structures majeures des contréles descendants de la douleur
qui projette dans le NTS et la ME (Millan, 2002). En revanche chez le rat, peu voire pas
d’expression de RFRP n'a pu étre mise en évidence dans la corne dorsale de la ME (Pertovaara
et al., 2005; Yano et al., 2003). Enfin, peu de cellules exprimant les transcrits de RFRP-3 ont
¢été observées dans les GRD (données internes au laboratoire).

La présence de transcrits de NPFFIR a également ét¢ montrée dans le Nac, le NTS, le LC,
la VTA, la PAG, les noyaux périventriculaire de I’hypothalamus, parabrachial et du raphé, le
septum latéral, I’habénula et I’amygdale chez le rat ou la souris (Bonini et al., 2000; Hinuma
et al., 2000; Liu et al., 2001), en accord avec I’identification de sites de liaison de ce récepteur
dans ces mémes structures (Gouarderes et al., 2002, 2004c, 2004a). Chez I’Homme, les
ARNm de NPFF1R ont été¢ mis en évidence dans I’hypothalamus, le thalamus, I’amygdale et
la ME (Bonini et al., 2000). Selon la souche utilisée, le transcrit et des sites de liaison pour
NPFF1R ont été mis en évidence dans la ME de rat et de la souris (Bonini et al., 2000;
Gouarderes et al., 2004a; Liu et al., 2001). Les études d’hybridation in situ fluorescente
menées au laboratoire ont permis de préciser la distribution de NPFF1R dans la ME chez la
souris. Ce transcrit est exprimé dans les neurones des laminas I, Il et IV et V, qui sont celles
impliquées dans la nociception (fig. 12B et 12C). En revanche, peu de cellules positives pour

le transcrit de NPFF1R ont été observées dans les GRD (données internes au laboratoire).

. Lamina Il
Laminal

Figure 12 : Distribution des transcrits de NPFFIR et RFRP-3 dans la corne dorsale de la moelle
épiniére (ME) de souris par hybridation fluorescente multiplexée. Les triangles blancs indiquent
la colocalisation des ARNm de RFRP-3 et NPFF IR (en rouge) et de celui du marqueur neuronal
NeuN (turquoise). NPFFIR est exprimé dans les laminas I, I, IV et V tandis que [’expression de
RFRP-3 est retreinte aux laminas I-11. Les noyaux cellulaires sont marqués au DAPI. Echelle : 12
uM. Données internes au laboratoire.
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Ainsi, la distribution de NPFF 1R coincide avec celles de ses ligands : RFRPs/NPFF1R sont
fortement exprimés dans le systéme limbique, suggérant un role de ce systéme dans I’aspect

affectif et émotionnel de la douleur.

2.5.2 L’implication du systtme RFRPs/NPFFIR dans la nociception :
premieres évidences

Certaines ¢tudes ont rapporté I'implication de ce systeme dans la nociception.
L’administration icv de RFRP-1 n’induit pas de modification du seuil nociceptif basal (test de
la plaque chaude) mais elle bloque I’analgésie morphinique dans le test de la plaque chaude
et le test a la formaline chez le rat (Liu et al., 2001). Chez des rats neuropathiques,
I’administration intrathécale de RFRP-1 réduit I’allodynie tactile et I’hyperalgésie thermique
au chaud (mais pas I’hyperalgésie mécanique) de manicere dose-dépendante tandis que
I’administration de RFRP-1 dans le NTS produit de I’anti-hyperalgésie mécanique. Les
propriétés anti-allodyniques (mais pas anti-hyperalgésiques) de RFRP-1 sont atténuées par
I’administration de naloxone, indiquant que les récepteurs opioides sont en partie impliqués
dans les effets spinaux de RFRP-1 (Pertovaara et al., 2005).

L’administration icv de RFRP-3 humain chez la souris n’induit pas de modification du
seuil nociceptif basal mais atténue (Fang et al., 2011) ou potentialise (Quelven et al., 2005)
I’analgésie morphinique. Au contraire, ’administration icv du RFRP-3 murin provoque une
hyperalgésie thermique au chaud chez la souris (Elhabazi et al., 2013).

Cependant le récepteur ciblé par les peptides RFRPs n’a pas ét¢ déterminé dans ces
expériences. RFRP-1 et RFRP-3 se lient préférentiellement a NPFF1R mais également a
NPFF2R (Elhabazi et al., 2013), si bien que ces deux récepteurs sont potentiellement
impliqués dans les différents effets décrits ci-dessus. En accord avec ce constat,
I’administration de RF9, un antagoniste des récepteurs NPFF1R et NPFF2R (Simonin et al.,
2006) prévient I’hyperalgésie induite par I’injection icv de RFRP-3 (Elhabazi et al., 2013). Le
blocage pharmacologique des récepteurs au NPFF par le RF9 bloque également I’hyperalgésie
induite par I’héroine (Simonin et al., 2006), la morphine et le fentanyl (Elhabazi et al., 2012).
L’administration de RF9 potentialise également 1’analgésie induite par la morphine et le
fentanyl (Elhabazi et al., 2012) et prévient le développement de la tolérance induite des
administrations répétées d’héroine et de morphine (Elhabazi et al., 2012; Simonin et al., 2006).
Des observations similaires ont été faites avec un autre antagoniste de NPFFIR et NPFF2R,

le RF313 (Elhabazi et al., 2017).
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Ainsi les systemes RFRP-3/NPFF1R et NPFF/NPFF2R ont des propriétés anti-opioides,
mais le role respectif de chacun de ces récepteurs n’est pas connu. Ceci dresse 1’importance
de disposer d’antagonistes sélectifs de NPFF1R et de NPFF2R, en particulier pour 1’étude de
la nociception et 1’analgésie induite par les opioides ou ces deux récepteurs semblent

impliqués (Ayachi & Simonin, 2014).

2.5.3 Développement d’un antagoniste sélectif de NPFF1R, le RF3286

Comme évoqué plus haut, le RF9 est un antagoniste non sélectif des récepteurs NPFF. De
plus, il s’est avéré plus tard étre également un agoniste du récepteur Kiss1R in vitro et in vivo
(Kim et al., 2015; Min et al., 2015), ce qui limite I'utilisation de ce composé pour des études
dans le domaine de la reproduction. D’autres antagonistes sélectifs de NPFF1R et NPFF2R
ont été caractérisés depuis, dont le RF313 développé par le laboratoire, mais aucun d’entre
eux ne présentaient une sélectivité suffisante pour I’un ou 1’autre récepteur (Bihel et al., 2015;
Elhabazi et al., 2017; Gaubert et al., 2009; Gealageas et al., 2012; Journigan et al., 2014; Kim
et al., 2015; Lameh et al., 2010). L’absence d’antagoniste s¢lectif de NPFF1R vs. NPFF2R a
donc conditionné I’équipe a développer un nouvel antagoniste trés sélectif pour étudier
I’implication de ce récepteur dans la modulation de la nociception.

La stratégie pour développer cet antagoniste a été la suivante. Le RF3286 est un dérivé de
cpd37 et cpd38 (Gealageas et al., 2012) deux molécules constituées du dipeptide RF (Arg-
Phe-NH>, nécessaire a la liaison au récepteur), d’un groupement aryle et d’un espaceur a
I’extrémité N-terminale. Bien que le cpd37 est 100 fois plus sélectif de NPFF1R par rapport
a NPFF2R, ce composé est encore trop affin pour NPFF2R (Ki de 117 nM obtenu par des
techniques de liaison au récepteur a partir de membrane de cellules exprimant NPFF2R). A
I’inverse, le composé cpd38 est peu affin pour NPFF2R (Ki > 1 uM) mais il est également
peu sélectif de NPFF1R (20 fois seulement ; Gealageas et al., 2012). L’ajout d’un groupement
phényl sur ces composés a pour conséquence d’augmenter I’affinité pour NPFF1R (de I’ordre
du nanomolaire) tout en diminuant celle pour NPFF2R, soit une augmentation de la sélectivité
de 50 a 100 fois. A partir du composé le plus sélectif (le RF3296) de nouveaux peptides ont
été synthétisés, en remplacant la phénylalanine par un acide aminé en position L ou D. Le
remplacement par une glycine (RF3287) ou une L-leucine (RF3286) a permis d'obtenir deux
composés présentant une affinit¢ de respectivement 11,2 et 4,7 nM pour NPFFIR et
supérieure a 1 uM pour NPFF2R. Ainsi, le RF3287 et RF3286 sont respectivement 150 et 471
fois plus sélectifs pour NPFF1R par rapport a NPFF2R, ce qui a ensuite été confirmé sur des

préparation membranaires exprimant le récepteur NPFF1R murin (Quillet et al., 2021).
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Figure 13 : Structure chimique du RF3286, I’antagoniste sélectif de NPFFIR. Le RF3286 est un
dipeptide " Arg-"Leu-NH., substitué de deux groupements phényl a son extrémité amino-terminale
(Quillet et al., 2021).

2.5.4 Caractérisation du RF3286, antagoniste de NPFF1R, in vitro et in vivo

Le RF3286 étant plus sélectif pour NPFF1R que le RF3287, c’est ce composé qui a été
sélectionné pour poursuivre sa caractérisation in vitro et in vivo. L’équipe s’est d’abord
assurée que le RF3286 ne se lie pas aux autres récepteurs a peptides RF-amides et aux quatre
récepteurs opioides, ce qui est le cas avec un Ki > 5-50 pM pour chacun de ces récepteurs. Le
RF3286 est dépourvu d’effet sur la production d’AMPc induite par la forskoline dans les
cellules exprimant NPFFIR humain, contrairement au peptide RFRP-3 qui la diminue
(NPFF1R étant couplé a la protéine Ggi). Toujours dans ce méme essai, le RF3286 induit un
décalage vers la droite de la courbe dose-réponse provoquée par RFRP-3 (Kb = 16 nM, PA>
de 7,7) ce qui fait de ce composé un antagoniste de NPFF1R. La droite de Schild a un
coefficient directeur de 1, indiquant que cet antagoniste est compétitif. Des résultats similaires
ont été obtenus dans d’autres essais fonctionnels, tels que la stimulation de la liaison de
[**S]GTPyS (Kb =32 nM, PA, de 7,8) et les essais en DMR (Dynamic Mass Redistribution).
Enfin, en accord avec les expériences de compétition, le RF3286 n’a pas d’activité agoniste
ou antagoniste envers GPR103, Kiss1R et PrRP-R (couplés a G4, mesure de 1’augmentation
calcique) et NPFF2R (couplé a Ggi, mesure d’inhibition de la production AMPc). Ainsi, le
RF3286 est un antagoniste compétitif et sélectif de NPFF1R in vitro (Quillet et al., 2021).

Afin d’évaluer si le RF3286 est également un antagoniste de NPFF1R in vivo, sa capacité
a bloquer I’hyperalgésie induite par une administration icv de RFRP-3 (le ligand endogéne de
NPFF1R) a été évaluée chez la souris. Qu’il soit co-administré avec le RFRP-3 ou administré
en systémique, le RF3286 prévient effectivement 1’hyperalgésie induite par le RFRP-3 ce qui
permet de déduire que 1) c’est bien un antagoniste de NPFF1R in vivo et ii) ce composé est
capable de traverser la barriére hémato-encéphalique pour bloquer I’action centrale du RFRP-

3. Ces résultats ne sont pas limités a la nociception et s’étendent dans une autre espéce non
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murine puisque le RF3286 prévient ¢galement la libération de 1’hormone lutéinisante (LH)
induite par le RFRP-3 chez le Hamster Syrien male. De méme, la sélectivité envers le
récepteur NPFFIR est conservée in vivo : le RF3286 n’a pas d’influence sur 1’effet anti-
morphine du NPFF (médi¢ par NPFF2R), preuve qu’il n’a pas d’activité antagoniste envers
ce récepteur (Quillet et al., 2021).

Ainsi, 1’équipe a développé et caractérisé le premier antagoniste hautement sélectif de
NPFFIR a la fois in vitro et in vivo. Cet outil pharmacologique présente un intérét majeur
dans I’étude des fonctions modulées par chacun des systémes RFRP-3/NPFFIR et
NPFF/NPFF2R, incluant la régulation du métabolisme, la reproduction et la nociception
(Quillet et al., 2016). Dans le cadre de ce projet, cet antagoniste a notamment permis de
grandes avancées dans la compréhension NPFF1R dans les adaptations a long-terme liées aux

administrations d’opiacés et aux douleurs inflammatoires.

2.5.5 RFRP-3/ NPFFI1R : un systeme anti-opioide

En accord avec les résultats obtenus avec I’administration de RF9 et RF313, le blocage
pharmacologique du récepteur NPFF1R par le RF3286 prévient I’hyperalgésie induite par le
fentanyl (Quillet et al., 2021) et par la morphine, ainsi que la tolérance a 1’analgésie provoquée
par des administrations répétées de morphine (données internes au laboratoire). Ces données
ont été confirmées grace a I’étude de souris génétiquement déficientes pour le récepteur
NPFFI1R (disponibles au laboratoire). En revanche, I’administration du RF3286 n’a pas de
conséquences sur le syndrome de sevrage induit par la morphine, indiquant que I’implication
de NPFFIR serait spécifique de la nociception (données internes au laboratoire). Dans
I’ensemble, ces données démontrent I’activation du systéme RFRP-3/NPFFIR a la suite de
l'administration d’opioides et mettent en exergue le rdle essentiel de ce systéme dans le
développement de 1’hyperalgésie et de la tolérance analgésique induite par 1'administration
répétée des agonistes opioidergiques, ce qui illustre les propriétés pro-nociceptives et anti-
opioides de ce systtme. Ces mécanismes pourraient €tre d’origine spinale puisque les
transcrits de NPFF1R sont exprimés dans les neurones de la corne dorsale de la ME. De plus,
pres de 60% des neurones NPFF1R+ coexpriment MOR (et environ 25% coexpriment DOR)
suggérant que la modulation des effets induits par les opiacés interviendrait a ce niveau
(données internes au laboratoire). Dans les cellules SH-SySy transfectées avec NPFFIR et
exprimant MOR de maniére endogene, il a d’ailleurs été montré que le prétraitement des

cellules avec RFRP-3 diminue I’inhibition de la signalisation calcique induite par 1’activation
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de MOR (Kersanté et al., 2006) et pourrait constituer I’un des mécanismes par lesquels
NPFF1R module I’activation de MOR in vivo.

Enfin, I’administration de CFA provoque une augmentation du nombre de cellules
exprimant NPFFIR (d’un facteur 2 environ) dans la corne dorsale de la ME de souris,
suggérant son implication dans le développement de 1’hyperalgésie induite par le CFA.
Confirmant cette idée, le blocage répété du récepteur de NPFFIR par le RF3286 permet une
résolution plus rapide de I’hyperalgésie induite par le CFA (données internes au laboratoire).
Ainsi, I’implication de NPFF1R et de son ligand endogéne en tant que systéme pro-nociceptif
ne se limite pas aux adaptations a long-terme induites par les opiacés et s’étend également aux

douleurs inflammatoires.
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Objectifs des travaux de theése

La SLD est un processus d’adaptation a long-terme mis en évidence récemment chez le
rongeur a la suite d’'une HIO (Célérier et al., 2001), d’une douleur inflammatoire (Corder et
al., 2013; Le Roy et al., 2011) ou neuropathique (Solway et al., 2011). Ce phénoméne peut
étre mis en évidence apres la résolution de la phase de I’hyperalgésie primaire, ce qui permet
de séparer temporellement les mécanismes propres a cette phase d’hyperalgésie de ceux qui
participent au maintien a long-terme de la douleur. Elle reproduit ainsi I’apparition d’épisodes
douloureux (malgré la guérison de la blessure initiale) qui sont caractéristiques de certains
types de douleurs chroniques humaines. La SLD pourrait donc constituer I’un des mécanismes
a l’origine de la chronicisation de la douleur.

Comme décrit dans la revue, la SLD est la résultante d’un tonus élevé qui se met en place
entre des systémes pro- et anti-nociceptifs. Si la plupart des études se concentrent sur
I’implication des systémes anti-nociceptifs et leur contribution pour masquer 1’hyperalgésie
latente, peu de recherches sont menées sur les mécanismes associés aux systemes pro-
nociceptifs. L’équipe d’accueil s’intéresse a un systéme pro-nociceptif en particulier, le
systéme de récepteurs a peptides RF-amides. Dans le cadre de ce projet nous nous sommes
intéressés au role de ces récepteurs dans la SLD et plus particulierement aux récepteurs
GPR103 et NPFFIR, pour lesquels 1’équipe disposait des outils pharmacologiques et
génétiques.

Dans un premier temps, les investigations concernant I’implication du récepteur RF-amide
GPR103 et son ligand endogene, le 26RFa, dans le développement et le maintien de la SLD
ont ét¢ poursuivies. En effet, I’équipe avait déja montré la capacité du RF1156 (un antagoniste
sélectif des récepteurs GPR103 développé et caractéris€é au laboratoire), a prévenir le
développement et a réverser cet état de SLD provoqué par un traitement chronique aux opiacés
(Ayachi, 2017), indiquant I’implication des récepteurs GPR103 dans la SLD qui se met en
place suite a une HIO. Cependant, son implication dans la SLD induite par une douleur
inflammatoire n’était pas connue.

Concernant I’étude de NPFF1R, I’équipe a développé récemment un antagoniste hautement
sélectif de ce récepteur (Quillet et al., 2021), ce qui a permis de confirmer les propriétés anti-

opioides et pro-nociceptives du systtme RFRP-3/NPFF1R dans différents modeles d’HIO et
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de douleur inflammatoire. En revanche, la persistance de I’activation de ce récepteur apres la
résolution de la phase d’hyperalgésie pour participer au maintien de la SLD restait a confirmer.
En effet, la co-administration du RF9 avec 1’héroine (Simonin et al., 2006), le fentanyl ou la
morphine (données internes au laboratoire) prévient I’HIO et par conséquent la SLD qui en
découle. De la méme manicre, 1’administration du RF9 aprés la résolution de 1’hyperalgésie
induit par la morphine ou le fentanyl est capable de réverser la SLD, méme lorsqu’elle est déja
¢tablie. Ces premiers résultats indiquent que les récepteurs NPFFIR et NPFF2R sont
impliqués dans le développement et le maintien de la SLD. A nouveau, [’absence
d’antagoniste sélectif de NPFF1R et NPFF2R n’a pas permis dans ces études de déterminer
I’implication et les roles respectifs de chacun de ces récepteurs dans la SLD. Ainsi, les
objectifs de cette thése étaient de :

1) Etudier I’implication des systemes a peptides RF-amides RFPR-3/NPFFIR et
26RFa/GPR103 dans le développement et le maintien de la SLD. Pour cela, nous avons étudié
les conséquences du blocage pharmacologique du récepteur NPFFIR (a I’aide de deux
antagonistes, le RF1359 et le RF3286, plus récemment caractérisé par 1’équipe (Quillet et al.,
2021)) dans plusieurs modeles de SLD. Ces résultats ont ensuite ét¢ validés par le blocage
génétique de ce méme récepteur (souris génétiquement délétées pour NPFFIR et disponibles
au laboratoire), ce qui a permis d’établir NPFF1R et son ligand endogéne comme étant un
systeme pro-nociceptif et anti-opioide contribuant a la SLD. En utilisant une stratégie
similaire, I’implication des récepteurs GPR103 dans la SLD induite par des agents
inflammatoires a été évaluée et confirmée.

2) Etudier les mécanismes moléculaires et cellulaires responsables du maintien de la SLD.
Nous avons étudié en particulier deux hypotheses, en lien avec I’activation persistante de
NPFFIR lors de la SLD :

1) celle d’une inflammation latente qui persiste apres résolution de 1’hyperalgésie et qui
contribuerait a entretenir la SLD. Cette hypothese est issue de 1’analyse du transcriptome
(par RNA-sequencing) et qui a révélé 1’augmentation de I’expression de certains geénes
impliqués dans des processus inflammatoires dans la ME d’animaux en état de SLD. La
surexpression de ces transcrits est abolie par le blocage pharmacologique de NPFFIR. Cette
hypothese a ensuite été confirmée par I’évaluation des effets d’anti-inflammatoires sur la
mise en place et le maintien de la SLD. Pour caractériser plus encore ces processus
inflammatoires, nous avons tenté d’identifier le type cellulaire surexprimant ces transcrits
par des expériences d’hybridation in situ ainsi que de quantifier les modifications

d’expression de ces mémes transcrits dans les leucocytes d’animaux en état de SLD. Enfin,
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I’implication spécifique des protéines S100A8 et S100A9 (dont les transcrits ont été
identifiés par les expériences de RNA-sequencing) dans la SLD été évaluée a 1’aide d’une
molécule inhibitrice, le paquinimod (Bjork et al., 2009).

i1) Celle d’une interaction fonctionnelle entre NPFF1R et MOR, tous deux impliqués dans
la SLD et co-exprimés dans pres de 60% des neurones de la ME (données internes au
laboratoire). NPFF1R est capable de diminuer 1’inhibition de signalisation calcique induite
par I’activation de MOR dans des cellules SH-Sy5y (Kersanté et al., 2006). NPFF IR pourrait
ainsi également moduler 1’activité constitutive de MOR, laquelle contribue au maintien de
la SLD (Corder et al., 2013; Walwyn et al., 2016). Pour tester cette hypothese, nous avons
tenté de mettre en évidence ’activité de constitutive de MOR dans la ME d’animaux ayant
développé de la SLD ainsi que dans les cellules SH-Sy5y (qui expriment les deux récepteurs)

grice a des tests de liaison du [>°S]GTPyS.
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Materiels et methodes non cites dans article

1 Evaluation de I’administration répétée de RF1156 sur la ’hyperalgésie

et la SLD induites par I’administration de CFA

1.1 Composé administré
Le RF1156 (antagoniste sélectif des récepteurs GPR103) a été synthétisé par le Dr M.
Schmitt du Laboratoire d’Innovation Thérapeutique (Faculté de Pharmacie, Illkirch). I1 a été
dissous dans du sérum physiologique NaCl 0,9% (Virbac) et administré par voie sous-cutanée

a raison de 5 mg/kg. Les groupes témoins ont regu une injection de sérum physiologique seul.

1.2 Evaluation de la sensibilité nociceptive mécanique

La sensibilité nociceptive des animaux (souris sauvages C57BI/6N) a été suivie grace au
test de pression de la queue (7ail Pressure Test). L’animal est préalablement introduit dans
une pochette grillagée pour I’'immobiliser et une force ponctuelle et croissante est appliquée
avec un analgésimetre (Analgesy meter le 7306, Bioseb) sur la queue de 1’animal jusqu’a
déclencher le réflexe de retrait. La pression (en g) nécessaire pour observer ce réflexe est
relevée sur ’appareil. Un point limite au-dela duquel le test est arrété en I’absence de réponse
de I’animal (cut-off) est prédéfini pour éviter les 1ésions tissulaires. Il est fixé a environ trois
fois le seuil nociceptif basal (soit une pression maximale de 450 g). Trois mesures sont
réalisées par animal, le seuil nociceptif mécanique étant considéré comme la moyenne des
trois valeurs. Les mesures de seuils nociceptifs débutent deux semaines avant les expériences

pour habituer les animaux au test et s’affranchir de 1’analgésie induite par le stress.

1.3 Procédure expérimentale

Ce modele de douleur inflammatoire persistante consiste en une injection unique de CFA
non dilué (Sigma-Aldrich) dans la base de la queue, telle que décrite dans I’article (voir §2.2.4,
p. 145) au jour 0 (JO). Le décours de I’hyperalgésie induite par le CFA est suivi par des
mesures réguliéres du seuil nociceptif mécanique.

L’un des groupes a été traité avec le RF1156 avant mise en place de la SLD induite par le
CFA (groupe CFA + RF1156 préventif) lorsque I’hyperalgésie est maximale (J1 apres
injection de CFA). De J1 a J5, le RF1156 (5 mg/kg, s.c., une fois par jour) a été administré

119



apres mesure des seuils nociceptifs afin d’évaluer son effet sur I’hyperalgésie induite par le
CFA et le développement de la SLD qui en découle.

Un second groupe a été traité avec le RF1156 aprés mise en place de la SLD induite par le
CFA (groupe CFA + RF1156 curatif) lorsque les animaux sont revenus a leur seuil nociceptif
basal (soit a J39 d’apres I’expérience). De J42 a J45, les animaux regoivent une administration
de RF1156 (5 mg/kg, s.c., une fois par jour) suivi 20 min plus tard d’une injection de
naltrexone (5 mg/kg, s.c.). Les seuils nociceptifs ont été mesurés toutes les heures pendant 5
heures aprés I’administration de naltrexone, pour suivre 1’effet de chaque injection de
I’antagoniste de RF1156 sur la SLD.

Enfin, pour apprécier la durée de la SLD dans ce modele et évaluer I’efficacité a long-terme
de I’antagoniste, un suivi cinétique apres injection de naltrexone (5 mg/kg, s.c.) a été réalisé

a J57et J71 pendant 5 heures pour tous les groupes sans administration préalable de RF1156.

2 Evaluation de la SLD induite par la carragénine chez les souris KO pour

GPR103a
2.1 Les souris KO pour GPR103a

Ces souris ont été générées a 1’ Institut Clinique de la Souris de I’Université de Strasbourg.
Les souris génétiquement déficientes pour GPR103a (KO GPR103a) ont été¢ obtenues par
recombinaison homologue. Un vecteur contenant I’exon 4 du géne GPR103a flanqué de
séquences LoxP ainsi qu’une cassette de résistance a la néomycine flanquée de séquences
FRT a été introduit dans des cellules souches embryonnaires par électroporation. Les cellules
ayant intégré le vecteur, résistantes a la néomycine, ont ensuite €té sélectionnées. Les clones
ayant subi la recombinaison homologue ont été sélectionnés par PCR et Southern Blot. Un
clone positif a ensuite été implanté dans un blastocyste de souris Balb/cN puis dans une souris
pseudo-gestante. Les souris chimériques ainsi obtenues ont ensuite été croisées avec des souris
C57BI/6N qui expriment constitutivement la Flip Recombinase. Cette derni¢re va exciser le
fragment entre les séquences FRT, afin d’obtenir des animaux dépourvus de la cassette de
résistance a la néomycine et floxés pour GPR103a. Enfin, ces souris ont été croisées avec des
souris C57B1/6N exprimant constitutivement la Cre recombinase (CMV — Cre mice) afin
d’exciser le fragment entre les séquences LoxP et obtenir des animaux délétés pour 1’exon 4
de GPR103a.

Le protocole de génotypage est celui indiqué dans I’article (voir §2.1.1, p. 143). Les PCR
ont été réalisées avec des amorces spécifiques des souris sauvages (Lf: AGTGTATGGCATT-
ATCAACAGTCAGCG ; Lr : CTCCACATCTGTCACCGACTTCAAAC) et KO pour
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GPR103a (Lf: GCTACCAGTTGCCTTTTTAATGCCTCT ; Lr : GGCCAGCAAAGTGAC-
AGGGAGAA). La taille des fragments obtenus était de 334 et 269 paires de bases pour les
fragments KO GPR103a et sauvages.

2.2 Procédure expérimenale

Le modele de douleur inflammatoire consiste en une injection unique de A-carragénine
(Sigma-Aldrich) a 2% dans du sérum physiologique NaCl 0,9% (Virbac) dans la base de la
queue, telle que décrite dans ’article (§2.2.4, p. 145). Le décours de I’hyperalgésie induite par
la carragénine est suivi par des mesures de seuil nociceptif au test d’immersion de la queue
(tel que décrit au §2.2.1, p. 143) 6h apres I’administration puis a J1,J2,J3 et J4. A J28, la SLD
qui en découle a été mise en évidence par un suivi cinétique des seuils nociceptifs par le test
d’immersion de la queue (toutes heures les pendant 6 heures) a la suite d’'une administration

de naltrexone (5 mg/kg, s.c.)

3 Evaluation de DI’administration répétée de paquinimod sur
I’hyperalgésie et la SLD induites par la carragénine

3.1 Composé administré
Le paquinimod (molécule inhibitrice des protéines SI00A8 et SI00A9 des neutrophiles)
provient de chez Sigma-Aldrich. Il a été dissous dans une solution composée de sérum
physiologique NaCl 0,9% (Virbac) et de 10% de KolliphorEL (Sigma-Aldrich) et administré
par voie intrapéritonéale a raison de 10 mg/kg. Les groupes témoins ont re¢u une injection du

mélange sérum physiologique - 10% de KolliphorEL.

3.2 Procédure expérimentale

Le modele de douleur inflammatoire consiste en une injection unique de A-carragénine
(Sigma-Aldrich) a 2% dans du sérum physiologique NaCl 0,9% (Virbac) dans la base de la
queue de souris sauvages C57B1/6N, telle que décrite dans ’article (voir §2.2.4, p. 145). Le
décours de I’hyperalgésie induite par la carragénine est suivie par des mesures de seuil
nociceptif au test d’immersion de la queue (voir §2.2.1, p. 143) 6h apres I’administration puis
all,J2et]3.

L’un des groupes a été traité avec le paquinimod avant mise en place de la SLD induite par
la carragénine (groupe carragénine + paquinimod préventif) lors de la phase d’hyperalgésie.
A JO, le paquinimod a ¢ét¢ administré (10 mg/kg, i.p.) 30 min avant I’administration de

carragénine puis quotidiennement de J1 a J3 (une fois par jour aprés mesure des seuils
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nociceptifs) pour évaluer son effet sur 1’hyperalgésie induite par la carragénine et le
développement de la SLD qui en découle.

Un second groupe a été traité avec le paquinimod aprés mise en place de la SLD induite
par la carragénine (groupe carragénine + paquinimod curatif) lorsque les animaux sont
revenus a leur seuil nociceptif basal (soit a J3 d’apres 1’expérience). De J7 a J10, les animaux
regoivent une administration de paquinimod (10 mg/kg, i.p., une fois par jour) suivi 30 min
plus tard d’une injection de naltrexone (5 mg/kg, s.c.). Les seuils nociceptifs ont été mesurés
a 1, 3 et 6h apres ’administration de naltrexone, pour suivre I’effet de chaque injection de

paquinimod sur la SLD.

4 Quantification de ’expression des genes dans la ME par RT-qPCR
L’expression des différents genes dans la ME a été quantifiée lorsque les animaux ont
récupéré leur seuil nociceptif basal aprés administration de CFA puis été traités pendant 6
jours consécutifs avec le RF3286 (1 mg/kg, s.c., 3 fois par jour) jusqu’a compléte disparition
de I’hyperalgésie induite par la naltrexone (disparition de la SLD), comme décrit dans 1’article
(voir §2.2.6, p. 147). Les animaux ont été sacrifiés le lendemain du dernier jour de traitement
au RF3286. Pour une partie des animaux (n = 4) I’expression des génes a été quantifiée par
RNA-sequencing (résultats présentés dans I’article, voir p. 184) et par RT-qPCR pour I’autre

(n=4-6), selon le protocole décrit ci-dessous.

4.1 Dissection de la ME
Les souris sont euthanasiées par dislocation cervicale et la dissection de la ME lombaire
est réalisée par extrusion hydraulique, telle que décrite dans I’article (voir §2.2.5, p. 147). La
ME est prélevée au niveau du rétrécissement lombaire L4-L6. Une fois extraits, les tissus sont
placés dans 500 pL de solution permettant de préserver les ARN, le RNA Later (RNA

stabilization reagent, Qiagen) et stockés a -20°C.

4.2 Purification d’ARN a partir des ME
Les ARN sont extraits grace au RNeasy Lipid Tissue Minikit (Qiagen). Les tissus sont
homogénéisés dans un potter avec 1 mL de tampon de lyse (Qiazol Lysis Reagent, Qiagen).
L’extraction d’ARN a partir de ces homogénats est ensuite réalisée sur colonne selon les
instructions du fournisseur. L’ARN ainsi purifié est élu¢ dans 30 puL d’eau dépourvue
d’ARNase. Les concentrations en ARN sont ensuite déterminées grace au Nanodrop (Thermo

Scientific) et leur pureté est évaluée grace aux rapports d’absorbance Azeo/280 €t A260/230 : Un
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ARN est de bonne qualité s’il présente un rapport Azeons0 d’environ 2 et un rapport Az60/230

supérieur a 2. Enfin, les échantillons sont conservés a -80°C

4.3 Protocole de RT-qPCR
La RT-qPCR se déroule en deux temps :

- Latranscription inverse, a savoir la synthése d’ADN complémentaire (ADNCc) a partir de
100 ng d’ARN purifié, est réalisée selon le protocole du Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Scientific). Un premier traitement a I’ADNase 1 (2
min a 37°C) permet d’¢liminer ’ADN génomique contaminant puis la transcription
inverse et I’élongation sont effectuées en trois étapes (10 min a 25°C, 15 min a 50°C et 5
min a 85°C). La solution d’ADNCc est stockée au 1/5°a -20°C.

- La PCR quantitative (QPCR) est réalisée en triplicat dans une plaque 96 puits a 1’aide du
KAPA SYBR FAST qPCR Master 2,5 mM (Kappa Biosystem) en présence de 10 uM
d’amorces spécifiques des génes d’intérét (tableau 3, voir p. 124) et de I’ADNCc, dans un
volume total de 10 pL par puit. L’incubation est réalisée dans 1’appareil qPCR
StepOnePlus (Applied Biosystem) en 2 étapes : 3 min a 95°C suivie de 40 cycles (20 s a
95°C puis 30 s a 65°C). Une courbe de fusion (20 s a 95 °© C, 1 min a 65 ° C puis
augmentation de 0,3 °C jusqu’a 95°C toutes les 15 s) est réalisée pour s’assurer de la
spécificité de la réaction et de I’amplification d’un seul fragment. Toutes les amorces
proviennent de chez Sigma-Aldrich. Elles ont été préalablement validées au laboratoire
par analyse de la courbe de fusion et d’efficacité. Les résultats sont analysés par la
méthode des AACT (Livak and Schmittgen, 2001), selon la formule : AACT = (CT gene cible
- CTgene de référence )eondition = (CTgene cible = CTgene de référence )saline, avec CT le nombre de cycle
moyen pour dépasser le seuil de détection fixé a 0,2 et comme gene de référence celui de

la B-actine. La variation de I’expression du géne ciblé correspond a 2"4ACT,

5 Visualisation de ’expression de transcrits par hybridation in situ dans
la ME

Dans une expérience séparée, une nouvelle cohorte de souris a ét¢ administrée de
carragénine afin d’induire une SLD. Au retour au seuil basal nociceptif a J4, un groupe de
souris a €té traité¢ avec le RF3286 (1 mg/kg, s.c., 3 fois par jour) pendant 5 jours consécutifs
(J4-18). A 19, tous les groupes ont recu de naltrexone (5 mg/kg, s.c.) et un suivi cinétique des
seuils nociceptifs au test d’immersion de la queue a été réalisé pendant 6 heures pour s’assurer

de la mise en place de la SLD et son blocage par le traitement au RF3286. Le lendemain,
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I’ensemble des souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale pour prélever la ME
comme décrit ans 1’article (§2.2.5, p. 147).

Les moelles épiniéres incluses dans du CryomatrixTM ont été cryosectionnées a 14 uM
d'épaisseur (Leica, CM3050S) a -20°C puis montées sur des lames Superfrost Plus (Fisher
Scientific). Les lames ont été placées 20 min a température ambiante (Room Temperature,
RT) pour optimiser 1'adhésion des coupes de ME sur les lames puis conservées a -80°C.

Les hybridations fluorescentes in situ ont été réalisées avec le RNAscope Multiplex
fluorescent v2 kit (Advanced Cell Diagnostics). Brievement, les tissus ont été fixés dans un
bain de paraformaldéhyde 4% dilué dans du Phosphate Buffer Saline (PBS) 1x pendant 1h a
4°C. Les lames ont été lavées dans du PBS (1x) a RT pendant 2 min sous agitation, puis
immergées dans des bains d'éthanol croissants successifs (50 %-70 %-100 %-100 % pendant
5 min chacun, RT) pour déshydrater les tissus. Une barriere hydrophobe a été tracée autour
de chaque section avec le stylo hydrophobe ImmEdge Hydrophobic Barrier Pen (Advanced
Cell Diagnostics). Le peroxyde d'hydrogéne a ensuite été incubé sur chaque coupe pendant 10
min a RT, suivi de la protéase IV pendant 30 min a RT. Le mélange de sondes (50 puL par
coupe) a ¢été hybridé pendant 2h a 40°C dans un four HybEZ oven (Advanced Cell
Diagnostics). Les lames ont été plongées 3 fois dans un bain de PBS entre ces différentes
étapes pour €liminer l'exces de réactif. Les sondes utilisées sont les suivantes : marqueur
neuronal NeuN ou Rbfox3 (Mm-Rbfox3 313311 et Mm-Rbfox3-C3 313311-C3), marqueur
microglial CX3CR1 (Mm-Cx3crl-C3 314221-C3), s100a9 (Mm-S100a9 481401), Cd177
(Mm-Cd177-C2 866701-C2), Mmp8 (Mm-Mmp8-C3 499861-C3) et Mpo (Mm-Mpo-C2
558471-C2).

Le signal a ensuite été révelé par ajout de la HRP (Horseradish Peroxydase) et amplifi¢ a
l'aide du systtme TSA® plus fluorophores (Tyramide Signal Amplification, Akoya
Biosciences) selon les instructions du fabricant. Les fluorophores proviennent d'Akoya
Biosciences : TSA plus fluorescéine (longueur d'onde d'excitation : 494 nm, longueur d'onde
d'émission : 512 nm), TSA plus cyanine 3 (longueur d'onde d'excitation : 554 nm, longueur
d'onde d'émission : 568 nm), TSA plus cyanine 5 (longueur d'onde d'excitation : 650 nm,
longueur d'onde d'émission : 669 nm) dilu¢ dans du tampon TSA (Advanced Cell Diagnostic)
au 1/1500°. Les noyaux ont ét¢ marqués au DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindol, longueur
d'onde d'excitation : 350 nm, longueur d'onde d'émission : 470 nm) et recouverts d'une lamelle
en utilisant le milieu de montage Prolong Gold antifade Reagent (Invitrogen). Les lames

marquées ont été conservées a 4°C dans l'obscurité.
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Les images ont ét¢ acquises dans les deux semaines suivant I'hybridation in situ avec un
scanner de lames (NanoZoomer S60, Hamamatsu, 40x) et le logiciel NDPview. Les images
agrandies ont été acquises a l'aide d'un microscope confocal laser (Leica TSC SPE, objectif
x20 ou x63, 12 bits en 1024 x 1024 pixels) et analysées avec le logiciel Imagel. 3 animaux

par groupe et 3-5 coupes par animal ont été réalisées et analysées.

6 Quantification de I’expression des génes dans les leucocytes par RT-

qPCR

L’expression des différents génes a été quantifiée par RT-qPCR dans les leucocytes des
animaux ayant été¢ administrés avec de la carragénine puis traités avec de la N-acétylcystéine
(NAC) et dont les résultats des expériences comportementales sont présentés dans 1’article
(voir p.184). Brievement, aprés résolution de 1’hyperalgésie induite par la carragénine (J3
d’apres I’expérience), les animaux ont été administrés avec de la NAC a J7 et J§ (100 mg/kg,
1.p., une fois par jour) pour effacer la SLD. A J14, un suivi cinétique des seuils nociceptifs au
test d’immersion de la queue (tel que décrit au §2.2.1, p. 143) aprés une administration unique
de naltrexone (5 mg/kg, s.c.) a été réalis¢ pour s’assurer que la SLD est toujours bloquée chez

les animaux traités avec la NAC. Les animaux ont été euthanasiés a J15.

6.1 Isolement de globules blancs a partir du sang de souris

Les souris sont anesthésiées par une administration intrapéritonéale d’un mélange de 100
mg/kg de kétamine (Imalgéne 100 mg/mL, Merial) et 12 mg/kg de xylazine (Rompun 2%,
Bayer). 500 pL de sang est prélevé par ponction intracardiaque et placé dans un tube coaté a
I’EDTA (microtube 1,3 ml, EDTA K3, Sarstedt) pour éviter la coagulation sanguine. 7 mL de
tampon de lyse de globules rouges (FCM lysis solution, Santa Cruz Biotechnology) sont
ajoutés au prélevement sanguin et incubé 5 min a RT sous agitation. Le lysat est centrifugé
pendant 5 min a 2000 rpm a RT et le surnageant est éliminé. Le culot est suspendu dans 14
mL de PBS 1x a 4°C puis centrifugé 5 min a 2000 rpm a RT. Apres élimination du surnageant,

le culot de globules blancs est conserveé a -80°C.

6.2 Purification d’ARN et évaluation de I’intégrité des ARN
Les ARN sont isolés avec le RNeasy micro kit (Qiagen). Les culots de globules blancs sont
homogénéisés dans du tampon de lyse (RLT buffer, Qiagen) a ’aide d’un disperseur-
homogénéiseur (Ultra-Turrax). La purification d’ARN a partir de ces homogénats est ensuite

réalisée sur colonne selon les instructions du fournisseur. L’ARN ainsi purifi¢ est élué¢ dans
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14 uL dépourvue d’ARNase. Les concentrations en ARN sont ensuite déterminées grace au
Nanodrop (Thermo Scientific) comme plus haut (voir §4.2, p. 120).

Pour s’assurer de I’intégrité de I’ARN, ces derniers sont chargés sur une puce, séparés par
¢lectrophorese capillaire d’aprés les instructions fournies dans le kit (RNA 6000 Nano Kit,
Agilent technologies) puis détectés par fluorescence a 1’aide de 1’appareil Bioanalyzer 2100
(Agilent technologies). Selon les caractéristiques du profil électrophorétique des ARN
ribosomaux 18s et 28s, le logiciel attribue un score appelé RIN (RNA Integrity Number) pour
¢valuer la dégradation de I’ARN. Un ARN est considéré comme intégre (non dégradé) si son
RIN > 7.

La quantification d’expression des génes par RT-qPCR est ensuite réalisée telle que décrite

plus haut (§4.3, p. 121)

Gene Séquence 5’ -> 3’ Tm (°C)
Gene de référence B-actine F : GACGGCCAGGTCATCACTAT 63,9
R : CCACCGATCCACACAGAGTA 63,7
NPFFIR F : CCACAACCCTCGTGGACAAC 67,8
Systéme RF-amide R : CCTGTACCAAGCCGCTCAT 65,2
RFRP-3 F : TCACAGCAAAGAAGGTGACG 64,1
R : CAGGGGCTGGACTCATCTTA 64,1
IL-1p F : CTCTGCTTGTGAGGTGCTGA 64,5
Marqueurs de R : TCCCAAGCAATACCCAAAGA 64,2
I’inflammation TNF-q F : AGCCGATGGGTTGTACCTTG 66,0
R : TAGCAAATCGGCTGACGGTG 68,3
<1008 F : AAATCACCATGCCCTCTACAAG 60,0
R : CCCACTTTTATCACCATCGCAA 60,9
510029 F : ATACTCTAGGAAGGAAGGACACC 60,0
R : TCCATGATGTCATTTATGAGGGC 60,2
Cibles identifices Mpo F : AGTTGTGCTGAGCTGTATGGA 61,1
par les expériences R : CGGCTGCTTGAAGTAAAACAGG 62,0
de RNA-seq Mmp8 F : CCAAGGAGTGTCCAAGCCAT 66,3
R : CCTGCAGGAAAACTGCATCG 68,0
Cd177 F : GGTGATCTGGCTCAGGACAG 65
R : CACCTGTGGGTGTAGGTAGC 62,1
Camp F : GCTGTGGCGGTCACTATCAC 62,9
R : TGTCTAGGGACTGCTGGTTGA 62,3

Tableau 3 : Liste des amorces utilisées pour les expériences de RT-qPCR dans les échantillons
d’ARN issus des ME ou des leucocytes. Tm : température de fusion (melting temperature) indiquées
par le fournisseur (Sigma-Aldrich), F : amorce sens (Forward primer), R : amorce anti-sens (Reverse
primer). Ces amorces ont été au préalable veérifiées et validées au laboratoire par analyse de
Uefficacité et de la courbe de fusion.
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7 Test de liaison du [*>*S]|GTPyS sur préparations membranaires de ME

7.1 Dissection des ME et préparation de membranes

Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale et la dissection de la ME lombaire (L4-
L6) est réalisée par extrusion hydraulique telle que décrite dans 1’article (voir §2.2.5, p. 147)
et directement congelées a -80°C. 3-4 ME ont été broyées dans 4 mL de TMEN (Tris HCI 100
mM ; MgClh 3 mM ; EGTA 0,2 mM ; NaCl 100 mM pH 7,4) a ’aide d’un disperseur-
homogénéiseur (Ultra-Turrax). L’homogénat est centrifugé a 40 000 g pendant 30 min a 4°C.
Le culot est ensuite resuspendu dans 1,5 mL sucrose de 0,32 M avec un potter. La
concentration membranaire a été déterminée a I’aide d’un dosage Bradford et les aliquots de
membranes (1 mg de protéine/mL) ont été conservés a -80°C dans du sucrose 0,32 M jusqu’a

utilisation.

7.2 Test de liaison du [*>S]GTPyS

Comme décrit précédemment (Pradhan et al., 2010), I’essai a été réalisé en plaque 96 puits
deepwell en polystyréne dans du tampon TMEN (Tris HCI 100 mM ; MgCl 3 mM ; EGTA
0,2 mM ; NaCl 100 mM pH 7,4) dans un volume total de 250 pL. 5 pg de membranes ont été
incubées avec 0,1 nM [¥S]GTPyS, 30 puM de GDP ainsi qu’une gamme de différentes
concentrations d’agoniste (DAMGO, 0,1 nM a 10 uM) a 25°C pendant 1h sous agitation.
L’incubation a été arrétée par filtration rapide sous vide a travers des filtres unifilter GF/B
Whatmann en plaque 96 puits (Perkin Elmer) pré-humidifiés dans de I’eau milliQ, suivie de
trois lavages dans du tampon TMEN pH 7.4 a 4°C. 40 pL de liquide de scintillation
(Microscint, Packard) par puits ont été ajoutés et les filtres ont été placés 1h a I’obscurité avant
de quantifier la radioactivité a I’aide d’un compteur a scintillation (TopCount, Perkin Elmer).

La liaison de [**S]GTPyS basale a été déterminée en I’absence d’agoniste.

8 Test de liaison du [*S]GTPyS sur membranes de cellules SH-Sy5y-
hNPFF1R
8.1 Culture des cellules SH-Sy5y-hNPFF1R

Cette lignée cellulaire, issue de neuroblastome humain, nous a été fournie gracieusement
par I’équipe de C. Mollereau. Ces cellules expriment de manieére endogene MOR (100
fmol/mg de protéines) et ont été transfectées de maniere stable avec le récepteur NPFF1R
humain (clone SH;-C7), comme cela a été décrit précédemment (Kersanté et al., 2006). Les
cellules ont été cultivées dans du milieu Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, 4.5 g/
glucose, GlutaMAXI, Invitrogen) supplémenté de 10% de sérum de veau feetal, de 100U/mL
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final de pénicilline et de 100pug/mL final de streptomycine. 500 pg/ml de G418 ont été ajoutés
a chaque passage afin de maintenir la sélection des cellules recombinantes. Les cellules sont
ensuite incubées a 37°C avec 5% CO». Les expériences ont été réalisées sur des cellules

indifférenciées.

8.2 Préparation de membranes a partir des cellules SH-SySy-hNPFF1R

Les cellules récoltées et lavées a partir de 15-20 boites de 10 cm (confluence de 80-90
%) dans du verséne (5 mM EDTA dilué dans du PBS 1x). Les cellules sont ensuite
centrifugées a 4000-5000 rpm pendant 10 min a 4°C et les culots de cellules congelés a -80°C
pendant au moins une nuit. Les culots ont ét¢ décongelés 5 min a RT et le lysat cellulaire a
ensuite ét¢é homogénéisé dans 20 mL de tampon 50 mM Tris-HCl — 1 mM EDTA, pH 7,4 a
4°C avec un Dounce puis centrifugé a 1000 rpm pendant 15 min a 4°C pour éliminer la fraction
nucléaire. Le culot a été remis en suspension dans 20 ml de tampon 50 mM Tris-HCIl — 1 mM
EDTA, pH 7,4 a 4°C, homogénéisé avec un Dounce, et centrifugé a nouveau a 1000 rpm
pendant 15 min a 4°C. Les deux surnageants ont été ensuite rassemblés puis centrifugés a
100 000 g pendant 30 min a 4°C. Le culot a ensuite été resuspendu dans 3 mL de tampon 50
mM Tris-HCI — 1 mM EDTA, pH 7,4 a I’aide d’un potter. La concentration membranaire a
¢té déterminée a I’aide d’un dosage de Bradford et les aliquots de membranes (1 mg de
protéine/mL) ont été conservés a -80°C dans du tampon 50 mM Tris-HCI — 1 mM EDTA, pH

7,4 jusqu’a utilisation.

8.3 Test de liaison du [**S]GTPyS

L’essai a été réalisé en plaque 96 puits deepwell en polypropyléne dans du tampon HEPES
(20 mM, pH 7.4) contenant 3 mM MgClz, 100 mM NacCl, 0.1% BSA (Sigma-Aldrich) a 4°C
dans un volume total de 500 pL. 5 a 10 pg de membranes ont ét€ incubées avec 5 mg de
saponine, 0,07 nM [*S]GTPyS, 10 uM de GDP ainsi qu’une gamme de différentes
concentrations d’agoniste (DAMGO, 0,1 nM a 50 uM) a 30°C pendant 1h sous agitation. La
réaction a été arrétée par filtration rapide sous vide a travers des filtres unifilter GF/B
Whatmann en plaque 96 puits (Perkin Elmer), pré-humidifiés dans le tampon 20 mM HEPES
pH 7.4, 3 mM MgCl,, 100 mM NaCl et 0,1 % de BSA a 4°C, suivis de trois lavages dans ce
méme tampon a 4°C. 40 uL de liquide de scintillation (Microscint, Packard) par puits ont été
ajoutés et les filtres ont été placés 1h a I’obscurité avant de quantifier la radioactivité a I’aide
d’un compteur a scintillation (TopCount, Perkin Elmer). La liaison de [*>S]GTPyS basale a

¢été déterminée en I’absence d’agoniste.
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Reésultats

Partie I : Implication des récepteurs a peptides RF-amides

dans SLD

1 Implication du systéeme 26RFa/GPR103 dans la SLD induite par une

inflammation
L’équipe d’accueil ayant déja démontré 1I’implication du systéme 26RFa/GPR103 dans la
SLD induite par un traitement prolongé aux opiacés, il s’agissait ici de confirmer et d’étendre
ces observations a des modeles de douleur inflammatoire. Pour ce faire, les conséquences de
I’administration répétée de RF1156 pendant et a la suite de la résolution de 1’hyperalgésie
induite par le CFA ont été évaluées. Puis, nous avons étudi€ la mise en place de la SLD induite
par un autre agent inflammatoire, la carragénine, chez des souris génétiquement déficientes

pour GPR103a.
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1.1 Résultats
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Figure 14 : Conséquences de I’administration répétée de RF1156 sur I’hyperalgésie induite par
le CFA et la sensibilisation latente a la douleur (SLD) qui en découle. A. A J0, le CFA a été injecté
dans la queue des souris et le décours de [’hyperalgésie a été suivi par des mesures quotidiennes
des seuils nociceptifs entre J1-J5 puis une fois par semaine jusque retour au seuil nociceptif basal
a J39. L’un des groupes a re¢u une administration de RF1156 (5 mg/kg, s.c.) une fois par jour
apres mesure des seuils nociceptifs lorsque I’hyperalgésie était maximale (J1-J5). A J42, J43, J44,
J45 un suivi cinétique des seuils nociceptifs est réalisé suite a une administration de naltrexone
(NTX, 5 mg/kg, s.c.) et un autre groupe a été préalablement administré de RF1156 20 min avant
Uinjection de naltrexone. Toutes les données sont exprimées en moyenne + SEM, n = 7-10 par
groupe. *p < 0,05, **p < 0,01 , ***p < 0,001 CFA vs. saline ; ###p < 0,001 CFA + RF1156
préventif vs. saline ; $p < 0,05, $$p < 0,01, $88 p < 0,001 CFA + RF1156 curatif vs. saline ; °p
< 0,05, °°p < 0,01, °°°p < 0,001 CFA + RF1156 curatif vs. CFA ; ANOVA a deux facteurs et a
mesures repétées, test de Tukey en post-hoc B. Comparaison des aires sous la courbe (Area Under
the Curve, AUC) correspondant a I’hyperalgésie induite par le CFA (J0-J39) ou induite par la
natrexone (J42, J43, J44, J45, J57 et J71). *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001 ; ANOVA a un
facteur, test de Tukey en post-hoc.

Tandis que ’administration de solution saline dans la queue ne provoque pas de
modification des seuils nociceptifs, ’administration de CFA dans la queue a JO provoque dés
le lendemain une diminution du seuil nociceptif, qui traduit le développement d’une

hyperalgésie mécanique induite par I’agent inflammatoire (fig. 14A, J1, CFA : 72,5+ 98 g
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vs. saline : 118,3 + 10,1 g vs, p <0,001). Cette hyperalgésie est maximale de J1 a J9 (J1 aJ9,
CFA vs. saline, p < 0,001) puis elle se résorbe progressivement, comme 1’en atteste le retour
au seuil nociceptif basal a J39 (fig. 14A, J39, CFA : 112,1 £ 12,7 g vs. saline: 124 £ 32 g,
ns). L’administration de RF1156 de J1 a J5 (5 mg/kg, s.c., une fois par jour) ne modifie pas le
seuil nociceptif mécanique des animaux préalablement administrés avec une solution saline
(fig. 14B, AUC J0-J39, saline + RF1156 : -111,9 + 199,6 u.a vs. saline : - 54,8 + 208,4 u.a,
ns). Le RF1156 est donc dépourvu de propriétés analgésiques propres. Le méme traitement
au RF1156 n’influence pas I’hyperalgésie induite par le CFA (fig. 14B, AUC J0-J39, CFA +
RF1156 préventif : -1148,7 £ 201,1 u.a vs. CFA : - 1257 £ 280,9 u.a, ns). Ainsi, le 26RFa et
ses récepteurs GPR103 ne semblent pas avoir de role dans le maintien de I’hyperalgésie
inflammatoire.

Apres retour des animaux au seuil nociceptif basal, I’un des groupes a été traité au RF1156
pendant 4 jours consécutifs (J42-J45) et les conséquences de chaque jour de traitement sur la
SLD ont été révélées par I’administration de naltrexone (5 mg/kg, s.c.). De J42 a J45,
I’administration de naltrexone ne modifie pas les seuils nociceptifs des groupes saline et saline
+ RF1156 (données non montrées), mais provoque une phase d’hyperalgésie mécanique
transitoire dans le groupe CFA seul dés 1h (fig. 14A, t=1h, J42, J43, J44, J45, CFA vs. saline,
p <0,001) et d’une durée de 4h environ. Ainsi, I’hyperalgésie induite par 1I’administration de
CFA mene au développement d’une SLD. Concernant le groupe d’animaux ayant ¢été
administrés avec le RF1156 pendant la phase d’hyperalgésie de J1 a J5, I’administration de
naltrexone induit une hyperalgésie transitoire similaire a celle du groupe CFA seul (données
non montrées). Ainsi, le blocage répété des récepteurs GPR103 par le RF1156 pendant la
phase d’hyperalgésie induite par le CFA n’influence pas la mise en place de la SLD qui en
découle.

Enfin, les animaux traités avec le RF1156 de J42 a J45, montrent une hyperalgésie latente
révélée par I’administration de naltrexone similaire a celle du groupe CFA seul a J42 (fig.
14B, AUC J42, CFA + RF1156 curatif : -86,2 = 51,8 u.a vs. CFA : - 70,4 £ 32,7 u.a, ns). A
partir de J43, ’hyperalgésie induite par la naltrexone est progressivement diminuée dans le
groupe CFA + RF1156 curatif en comparaison au groupe CFA a J43 (fig. 14B, AUC J43,
CFA + RF1156 curatif : -33,7 +£ 32,2 u.a vs. CFA : - 67,1 £ 39 u.a, ns) et a J44 (Fig. 14B,
AUC J44, CFA + RF1156 curatif: -21,1 £ 25 u.avs. CFA : - 66,7 £ 28 u.a, p <0,01) jusqu’a
disparition compléete a J45 (Fig. 14B, AUC J45, CFA + RF1156 curatif': -5,1 + 34 u.a vs. CFA
:-66,3+427u.a,p<0,01 ; CFA +RF1156 curatif: -5,1 £ 34 u.a vs. saline : - 21 £ 28,2 u.a,

ns). Ainsi, le blocage pharmacologique répété des récepteurs GPR103 (mais pas le blocage
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aigu) permet de réverser compleétement 1’état de SLD induite par le CFA. Par conséquent, si
le 26RFa et ses récepteurs GPR103 ne jouent pas de role dans I'établissement de la SLD, ils
semblent essentiels & son maintien.

A J57 et aJ71, tous les groupes ont recu une administration de naltrexone (5 mg/kg, s.c.)
(sans administration préalable de RF1156) afin d’évaluer les conséquences a long-terme du
traitement avec I’antagoniste des récepteurs GPR103. A J57, le groupe CFA seul manifeste
une phase d’hyperalgésie transitoire induite par la naltrexone (fig. 14B, AUC J57, CFA : -
89,4 + 37,6 u.a vs. saline : - 10,9 = 39,3 u.a, p < 0,01) ce qui n’est pas le cas du groupe CFA
+ RF1156 curatif (fig. 14B, AUC J57, CFA + RF1156 curatif : -6,1 + 53,7 u.a vs. CFA : 89,4
+37,6u.a,p<0,01;CFA+RF1156 curatif: -6,1 + 53,7 u.a vs. saline : - 10,9 = 39,3 u.a, ns).
Le blocage de la SLD par le traitement au RF1156 (de J42 a J45) est donc durable. A J71, la
naltrexone induit une hyperalgésie transitoire dans le groupe CFA + RF1156 curatif
comparable a celle du groupe CFA seul (fig. 14B, AUC J71, CFA + RF1156 curatif : -52,6
36,2 u.a vs. CFA : 76,4 + 41,4 u.a, ns) indiquant que la SLD est a nouveau présente dans ce
groupe. Ainsi, le blocage de la SLD par le traitement au RF1156 est durable mais pas définitif
ce qui suggere que blocage pharmacologique des récepteurs GPR103 ne permet pas de
neutraliser complétement les mécanismes sous-jacents de ce phénomene.

En résumé, cette expérience nous a permis de montrer que les récepteurs GPR103 ne
semblent pas nécessaires pour le maintien de I’hyperalgésie induite par le CFA ni pour le
développement de la SLD qui s’ensuit. En revanche, les récepteurs GPR103 sont activés une
fois la SLD établie, mais leur implication serait limitée a 1’expression de ce phénomene plutot

u’a | .
’a sa persistance dans le temps

Pour compléter et confirmer ces premicres observations obtenues a 1’aide du blocage
pharmacologique des récepteurs GPR103, nous avons étudié¢ les conséquences du blocage
génétique de ce récepteur dans le développement et le maintien de la SLD a 1’aide de souris
génétiquement invalidées. Pour rappel chez la souris, le récepteur GPR103 existe sous deux
isoformes (GPR103a et GPR103b), homologues a 80% avec le récepteur humain (Takayasu
et al., 2006). Les souris génétiquement invalidées pour chacun de ces deux récepteurs sont
disponibles au laboratoire et des expériences préliminaires de 1’équipe ont montré que
I’hyperalgésie induite par le fentanyl est atténuée chez les souris KO pour GPR103a mais
qu’elle est comparable a celle des souris sauvages chez les souris KO pour GPR103b. Ces
données suggérent que ce soit par I’intermédiaire de GPR103a que le 26RFa induit ses effets

pro-nociceptifs et anti-opioides. C’est pourquoi dans cette expérience, qui s’inscrit dans la
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continuité de la caractérisation du systéme 26RFa/GPR103 comme systéme pro-nociceptif et
anti-opioide (Ayachi, 2017), nous avons choisi d’étudier les souris KO pour GPR103a. Pour
des questions de temps, nous avons utilis¢ un modéle de SLD induite par la carragénine (et
non le CFA) pour laquelle I’hyperalgésie induite par I’inflammation est plus courte (3 a 4

jours contre 35-40 jours pour le CFA).
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Figure 15: Conséquences du blocage génétique de GPRI103a sur le développement
d’hyperalgésie induite par la carragénine et la SLD qui en découle. A. A JO, la carragénine a été
injectée dans la queue des souris et le décours de [’hyperalgésie a été suivi par des mesures de
seuils nociceptifs a 6h puis de J1 a J4. A J28, tous les groupes ont re¢u une injection de naltrexone
(NTX, 5 mg/kg, s.c.) et un suivi cinétique des seuils nociceptifs pendant 6 heures a été réalisé.
Toutes les données sont exprimées en moyenne + SEM, n = 10 par groupe. **p < 0,01, ***p <
0,001 WT carragénine vs. WT saline ; #p < 0,001 ; ##p < 0,001 ; ##p < 0,001 WT carragénine
vs. KO GPR103a saline ; °°°p < 0,001 WT carragénine vs. KO GPRI103a carragénine ; ANOVA a
deux facteurs et a mesures répétées, test de Tukey en post-hoc. B. Comparaison des aires sous la
courbe (Area Under the Curve, AUC) correspondant a I’hyperalgésie induite par la carragénine
(JO-J4) ou induite par la naltrexone (J28). ***p < 0,001 ; ANOVA a un facteur, test de Tukey en
post-hoc.

A JO, I’administration de carragénine dans la queue provoque chez les souris WT une
hyperalgésie thermique au chaud visible et maximale a 6h (fig. 15A, t = 360°, WT
carragénine : 6,43 £ 0,73 s vs. WT saline : 9,08 £ 0,45 s vs, p <0,001) et qui se résorbe en 4
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jours (fig. 15A, D4, WT carragénine : 9,5+ 0,63 s vs. WT saline : 9,12 = 0,21, ns). Les souris
KO pour GPR103a ne montrent pas de modification du seuil nociceptif suite a 1’injection de
carragénine (fig. 15B, AUC DO0-D4, KO GPR103a carragénine : 0,78 + 19,33 u.a vs. WT
carragénine : -61,19 = 19,46 u.a., p < 0,001 ; KO GPR103a carragénine : -0,78 + 19,33 u.a.
vs. KO GPR103a saline : -0,89 = 12,61 u.a, ns), indiquant que ces souris n’ont pas développé
d’hyperalgésie inflammatoire. Ainsi, la délétion génétique du récepteur GPR103a prévient la
mise en place de I’hyperalgésie induit par la carragénine.

L’administration de naltrexone (5 mg/kg, s.c.) a J28 provoque dans le groupe WT
carragénine une phase d’hyperalgésie transitoire maximale a 1h (t = 60°, WT carragénine :
6,83 +0,62 s vs. WT saline : 9,78 £0,74 s, p<0,001) de plus de 6h (t=360, WT carragénine :
8,97 0,67 s vs. WT saline : 9,79 + 0,51 s, p <0,01), mais pas dans le groupe WT saline, ce
qui atteste de la présence d’une SLD a la suite de la résolution de I’hyperalgésie induite par la
carragénine. En revanche, les souris KO pour GPR103a ne montrent pas d’hyperalgésie
induite par la naltrexone (fig. 15B, AUC J28, KO GPR103a carragénine : 0,98 + 4,56 u.a vs.
KO GPR103a saline : -1,28 £ 4,94 u.a, ns ; KO GPR103a carragénine : 0,98 + 4,56 u.a vs.
WT carragénine : -19,82 + 4,15 u.a, p < 0,001) ce qui indique que la SLD ne s’est pas
développée dans ce groupe.

Dans D’ensemble, nos résultats montrent que 1’administration de deux agents
inflammatoires (carragénine et CFA) provoquent une hyperalgésie (de respectivement 4 et 40
jours) suivi du développement d’une SLD durable. Dans le mode¢le de douleur inflammatoire
induite par le CFA, le blocage pharmacologique des récepteurs GPR103 est dépourvu d’effet
sur I’hyperalgésie primaire mais réverse transitoirement la SLD qui en découle. Ainsi, il
semblerait que les récepteurs GPR103 soit impliqués dans le maintien de la SLD mais pas
dans celle de I’hyperalgésie primaire. En revanche, la délétion génétique de GPR103a abolit
a la fois I’hyperalgésie induite par la carragénine et la SLD qui s’ensuit ce qui suggere que
GPR103a est essentiel a la fois au développement de I'hyperalgésie primaire induite par une

inflammation et de la SLD qui en découle.

1.2 Discussion

1.2.1 L’implication de GPR103 dans I’hyperalgésie inflammatoire
Dans le modele de douleur inflammatoire induite par le CFA, I’administration de RF1156
lorsque I’hyperalgésie est maximale ne permet pas une résolution plus rapide de cette dernicre,
suggérant que le systeme 26RFa/GPR 103 n’est pas responsable du maintien de 1’hyperalgésie

inflammatoire. Ce résultat semble contradictoire avec 1’absence d’hyperalgésie induite par la
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carragénine chez les souris KO pour GPR103a ainsi qu’avec les résultats précédemment
obtenus dans 1’équipe, ou le traitement au RF1156 prévient le développement de
I’hyperalgésie induite par la carragénine ou le fentanyl (Ayachi, 2017). Cependant dans ces
expériences, le blocage des récepteurs GPR103 (génétique ou pharmacologique par son
antagoniste le RF1156) précede I’administration de carragénine et de fentanyl tandis que dans
notre expérience les administrations de RF1156 ont débuté le lendemain de I’administration
de CFA. Méme si on ne peut pas exclure que la dose ou la durée du traitement au RF1156
n’ait pas permis un blocage suffisant des récepteurs GPR103 (les propriétés
pharmacocinétiques du RF1156 n’étant pas connues), ces données suggerent que ce récepteur
et son ligand endogéne sont activés lors de la mise en place hyperalgésie plutdt que lors de sa
maintenance. Déterminer la pharmacocinétique (la demi-vie et la capacité de passage de la
barriere hémato-encéphalique) du RF1156 pour adapter le traitement (dose, fréquence
d’administration) ou coadministrer le RF1156 avec le CFA permettrait de confirmer cette
hypothéese.

Ces données vont également a 1I’encontre de la littérature, ou 1’administration centrale de
26RFa est décrite comme étant anti-allodynique dans des modeles de douleur neuropathique
et inflammatoire et diminue les comportements nociceptifs dans le test a la formaline
(Yamamoto et al., 2008, 2011). Par ailleurs, I’administration intrapéritonéale de TC26RFa
(identifié chez la musaraigne chinoise) est analgésiante chez la souris dans modele de douleur
viscérale induite par la formaline (Zhu et al., 2014). Cependant dans ses études, de fortes doses
de ligand ont été utilisées et I’implication des récepteurs GPR103 dans ces effets n’a pas été
démontrée (a I’aide d’un antagoniste sélectif par exemple) si bien qu’il est difficile de conclure
quant a la spécificité d’action du composé. En accord avec cette idée, une étude a rapporté
que I’effet analgésique du 26RFa dans la premiére (mais pas la deuxieéme) phase du test a la
formaline est contré par un antagoniste des récepteurs au NPFF et du récepteur au
neuropeptide Y (NPY), Y1 (Yamamoto et al., 2009). De méme, 1’homologue du récepteur
GPR103 humain existe sous deux formes chez le rongeur (Kampe et al., 2006; Takayasu et
al., 2006) mais le role respectif de GPR103a et GPR103b est peu étudié. 26RFa et 43RFa
montrent une affinité similaire pour ces deux récepteurs dans des cellules transfectées pour
GPR103a et GPR103b murin (Kampe et al., 2006; Takayasu et al., 2006). De plus, RF1156
antagonise chacun des deux récepteurs de maniere similaire in vitro (Foltz et al., 2012), ce qui
ne permet pas dans nos expériences de discerner I’implication respective de chacun des sous-
types. Les souris KO pour GPR103a ne développent pas ou peu d’hyperalgésie induite par la
carragénine ou par le fentanyl (Ayachi, 2017) alors que les souris KO pour GPR103b
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développent une hyperalgésie induite par le fentanyl similaire a celle des souris sauvages.
Dans I’ensemble, ces données semblent ainsi indiquer que le 26RFa induit ses effets pro-
nociceptifs et anti-opioides par 1’activation de GPR103a, plutét que GPR103b. Les effets du
26RFa sur la prise alimentaire seraient également médiés par GPR103a (Ayachi, 2017;
Granata et al., 2014; Moriya et al., 2006; Takayasu et al., 2006). Une étude plus approfondie
de la souche de souris KO pour GPR103b est donc nécessaire pour confirmer ces observations
et établir I’implication GPR103b dans la modulation de la nociception ou du métabolisme, et

le cas échéant, son role dans ces différentes fonctions.

1.2.2 L’implication de GPR103 dans la SLD

Nos expériences confirment qu’a la suite de I’hyperalgésie induite par la carragénine et par
le CFA, un état de SLD se développe. Celui-ci se manifeste par une phase d’hyperalgésie
transitoire révélée par une administration de naltrexone apres retour au seuil nociceptif basal
(résolution de I’hyperalgésie) chez les animaux ayant recu 1’agent inflammatoire, tel que
précédemment décrit (Corder et al., 2013; Le Roy et al., 2011; Walwyn et al., 2016). Ceci
révele Dactivation anormale (qui n’existe pas chez les animaux naifs) du systéme opioide
endogene qui persiste malgré la résolution de 1’hyperalgésie pour compenser et masquer
I’activité des systemes pro-nociceptifs et résulte ainsi en une SLD.

Pour évaluer I’'implication des récepteurs GPR103 dans la SLD, nous avons administré un
antagoniste sélectif de ces récepteurs apres que les animaux aient récupéreé leur seuil nociceptif
basal. Alors que la premiére dose de RF1156 est dépourvue d’effet sur la SLD, son
administration répétée atténue progressivement I’hyperalgésie induite par la naltrexone
jusqu’a complete disparition au 4° jour de traitement. Les récepteurs GPR103 et son ligand
endogene 26RFa sont donc impliqués dans le maintien de la SLD en tant que systéme pro-
nociceptif anti-opioide. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans le modele de SLD
induite par I’administration de fentanyl (Ayachi, 2017), indiquant des mécanismes communs
aux différents modeles de douleur. L’évaluation des conséquences a long-terme du traitement
au RF1156 a montré que le blocage de la SLD est temporaire et se maintient 12 jours apres la
derniere administration de RF1156. Le blocage pharmacologique des récepteurs GPR103
semble abolir transitoirement 1’expression de la SLD mais ne semble pas effacer
compleétement les adaptations a long-terme qui en sont responsables. Pour confirmer cette
hypothese, il serait intéressant d’adapter le traitement au RF1156 (plusieurs administrations

par jour, administrations de plus de 4 jours) afin de bloquer la SLD de maniere définitive.
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Pour confirmer ces observations, nous avons étudi¢ le développement de la SLD chez des
souris génétiquement délétées pour GPR103a (de maniére constitutive). Les souris KO pour
ce récepteur ne développent pas de SLD suite a I’administration de carragénine. Cependant il
est difficile de conclure quant a I’implication de GPR103a dans la SLD dans cette expérience
puisque ces souris ne développent pas d’hyperalgésie inflammatoire, confirmant que cette
phase d'hyperalgésie primaire est nécessaire pour I’établissement d’une SLD. Ainsi, pour
dissocier les mécanismes sous-jacents a I’hyperalgésie et ceux de la SLD, I’étude d’une lignée
de souris KO conditionnelle pour GPR103 serait plus appropriée.

A noter que ces deux expériences ont chacune été réalisées dans deux modalités
nociceptives : thermique (test d’immersion de la queue) et mécanique (test de pression de la
queue). Seul le test ayant permis d’obtenir les résultats les moins variables sont représentgs,
mais les résultats obtenus dans les deux modalités étaient comparables. La SLD se manifeste
donc de la méme fagon dans différentes modalités nociceptives dans notre mode¢le.

Dans I’ensemble, ces résultats traduisent 1’activation précoce des récepteurs GPR103 lors
d’une hyperalgésie induite par les opiacés ou une inflammation ainsi qu’aprés sa résolution
pour participer a I’expression de la SLD et confirment le réle important des récepteurs
GPR103 et de son ligand endogéne en tant que systéme pro-nociceptif anti-opioide, tel que

précédemment décrit (Ayachi, 2017).

2 Implication du systeme RFRP-3/NPFF1R dans la SLD

De la méme maniere que pour le systeme 26RFa/GPR103, nous avons étudié I’implication
du récepteur NPFF1R et de son ligand endogene le RFRP-3 dans la mise en place et le
maintien de la SLD. Pour ce faire, nous disposions d’un antagoniste hautement sélectif de
NPFF1R récemment caractérisé au sein de I’équipe, le RF3286 (Quillet et al., 2021) et qui
avait déja permis d’établir les propriétés anti-opioides de ce récepteur dans la tolérance
analgésique et I’HIO. L’administration de cet antagoniste permet de prévenir et d’abolir la
SLD dans différents modeles de douleur chronique, indiquant que 1’activation précoce de ce
récepteur lors de 1’hyperalgésie perdure méme aprés sa résolution pour contribuer a la
I’hyperalgésie latente révélée par I’administration de naltrexone. Contrairement au traitement
au RF1156 (I’antagoniste des récepteurs GPR103), le blocage de la SLD par le traitement au
RF3286 est définitif, indiquant que NPFF1R est impliqué dans les mécanismes clés de la
persistance de la SLD. C’est pourquoi dans le cadre de cette theése, nous avons poursuivi les
investigations concernant les mécanismes moléculaires et cellulaires de la SLD en lien avec

le récepteur NPFFIR. Cette étude fait 1’objet de D’article scientifique ci-dessous, intitulé
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« RFRP-3/NPFFIR is a pronociceptive system that contributes to inflammatory processes
responsible for the establishment and maintenance of latent pain sensitization » et qui sera

soumis pour publication prochainement.
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Abstract

Latent pain sensitization is a preclinical model that recapitulates both episodic and stress
sensitivity of human chronic pain. This maladaptive state is caused by the high level of
endogenous activation of pro- and anti-nociceptive systems that overlasts the initial phase of
hyperalgesia induced by painful events or opioid treatments. This phenomenon can be
evidenced by pharmacological blockade of anti-nociceptive systems or stress that lead to a
transitory phase of hyperalgesia that is absent in animals with no prior pain history. Although
several anti-nociceptive systems have already been involved in latent pain sensitization, much
less is known about pro-nociceptive systems contribution to this endogenous neuroadaptation
to hyperalgesia. In the present study, we show that both pharmacological and genetic blockade
of neuropeptide FF1 receptor (NPFF1R) prevent and/or reverse already established latent pain
sensitization in different models of opioid- and inflammatory-induced latent pain
sensitization. We further show by RNA-sequencing that this phenomenon is associated with
long-lasting overexpression of several genes in the spinal cord of sensitized animals, most of
which are involved in inflammatory processes, and that pharmacological blockade of NPFF1R
can normalize the expression of some of them. Moreover, we show that two anti-inflammatory
compounds (ibuprofen and N-acetylcysteine) efficiently prevent and reverse latent pain
sensitization. Altogether, our data show that latent pain sensitization is underlain by a latent
inflammation and that NPFF1R is part of a pro-nociceptive system that critically contributes
to the establishment and long-term maintenance of this maladaptive state that participates to

pain chronicization.

Keywords: latent pain sensitization — NPFF1R - hyperalgesia — spinal cord — opioid — anti-

opioid
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Abbreviations:

AUC : Area Under the Curve ; AMPA : a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
acid ; cDNA : complementary DNA ; CFA : Complete Freund's Adjuvant ; CRF :
Corticotrophin Releasing Factor ; DEG : Differential Expressed Genes ; DNA :
Deoxyribonucleic Acid ; EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid ; OIH : Opioid-Induced
Hyperalgesia ; 1.p. : intraperitoneally ; KO : Knock-Out ; NAC : N-acetylcysteine ; NMDA :
N-Methyl-D-aspartate ; NPFF : Neuropeptide FF ; NPFF1R : Neuropeptide FF 1 Receptor ;
NPFF2R : Neuropeptide FF 2 Receptor ; NK1 : Neurokinin 1 ; NPY : Neuropeptide Y ; NTX
: Naltrexone ; PCR : Polymerase Chain Reaction ; RFRP-3 : RFRP : RF-amide Related
Peptide-3 ; RF9 : N-adamantane-1-carbonyl-Arg-Phe-NH> trifluoroacetate ; rpm : rotation per
minute ; RTqPCR : Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction ; s.c. :

subcutaneous ; TNF-a : Tumor Necrosis Factor o ; WT : Wild Type
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1 Introduction

Chronic pain is a debilitating condition that impacts approximately 34% of adult worldwide
(Jackson et al., 2016) and for which there are few effective treatments devoid of side effects.
In humans, chronic pain is often stress-sensitive, episodic and occurs without any apparent
cause or long after injury has resolved. Those characteristics are found in latent pain
sensitization, a long-lasting vulnerability to pain evidenced in several animal pain models,
which has been proposed to be involved in pain chronicization (Marvizon et al., 2015).

Latent pain sensitization is induced by a variety of injuries such as opioid-induced
hyperalgesia (Célerier et al., 2001), inflammatory pain induced by carrageenan (Le Roy et al.,
2011) or by CFA (Corder et al., 2013; Walwyn et al., 2016), plantar incision (Campillo et al.,
2011) and neuropathic pain (Solway et al., 2011). This process results from the abnormal and
persistent high level of activation of antinociceptive and pronociceptive systems that outlasts
hyperalgesia resolution. Hyperalgesia is then constantly repressed by activation of
antinociceptive systems that counteracts high activation of pronociceptive systems to maintain
normal pain sensitivity, according to the opponent process theory (Simonnet & Rivat, 2003).
Yet, many anti-nociceptive receptors were identified as critical players in this phenomenon
including the p- (Corder et al., 2013), k-, A- opioid and o2a receptors (Walwyn et al., 2016),
Y1 and Y2 Neuropeptide Y (NPY) receptors (Solway et al., 2011), Corticotrophin Releasing
Factor (CRF) (Chen et al., 2018) and CB1 cannabinoid receptors (Kopruszinski et al., 2020).
Consequently, whenever antinociceptive systems activity is pharmacologically or genetically
impaired, a new transitory episode of pain ensues. This apparent state of remission can also
be disrupted by an acute stress (Le Roy et al., 2011; Rivat et al., 2007). Accordingly, latent
pain sensitization was also evidenced in human (Pereira et al., 2015). Several pro-nociceptive
anti-opioid receptors have also been shown to be involved in latent pain sensitization
including NMDA (Célerier et al., 2001), Neurokinin 1 (NK1) (Chen & Marvizon, 2020) and
AMPA receptors (Taylor et al., 2019) but little is known about the precise molecular
mechanisms by which they contribute to this phenomenon.

RF-amide peptides and their receptors are also known to modulate nociception (Ayachi &
Simonin, 2014). More particularly, several lines of evidence suggest that RF-amide related
peptide-3 (RFRP-3) and neuropeptide FF (NPFF) that binds to Neuropeptide 1 receptor
(NPFF1R) and Neuropeptide 2 receptor (NPFF2R) respectively are anti-opioid pro-
nociceptive systems that could be involved in latent pain sensitization. Indeed, co-
administration of heroin with RF9 (a non-selective NPFFIR and NPFF2R antagonist),

prevents latent pain sensitization suggesting those two receptors are involved in its
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development (Simonin et al., 2006), but the respective role of each receptor is unknown. We
have recently developed and characterized RF3286, a highly selective NPFFIR antagonist
(Quillet et al., 2021). Pharmacological blockade of this receptor in mice with RF3286
demonstrated its anti-opioid properties by reducing opioid-induced hyperalgesia (OIH) and
analgesic tolerance (Quillet et al., 2021). In the present study, we sought to confirm and study
specifically the involvement of RFRP-3/NPFF1R system in latent pain sensitization by using
our new selective antagonist RF3286 (Quillet et al., 2021) as well as NPFF1R KO mice. We
further explored underlying molecular and cellular mechanisms of latent pain sensitization
establishment and maintenance and identify latent inflammation as a potential critical

mechanism that underlies latent pain sensitization.

2 Material and Methods
2.1 Material
2.1.1 Animals

Experiments were conducted on adult male or female mice C57Bl6/N (6-8 weeks old, 20-
25g) from Janvier Labs. Animals were housed at 5 per cage and kept under a light-dark cycle
12:12 at 22°C + 1°C with free access to food and water. Experiments were conducted during
light phase of the cycle (light beginning at 7 pm). Animals were handled for a week to get
used to the experiment room and the user before nociceptive threshold measurement. All
procedures were carried out accordingly to the European guidelines for the care of laboratory
animals (European Communities Council Directive 2010/63/EU) and approved by the local
ethical committee (C.R.E.M.E.A.S.). All efforts were made to minimize animal discomfort

and to reduce the number of animals used.

NPFFIR knock-out (KO) mice were engineered at the Institute Clinic of Mouse at the
University of Strasbourg using homologous recombination. A targeting vector containing
NPFFIR exon 4 flanked by LoxP sequences and a Neomycin resistance cassette flanked by
FRT sequences was introduced in embryonic stem cells by electroporation. Cells were
selected for their resistance to Neomycin. Clones where homologous recombination took
place were selected using PCR and Southern blot experiments. A positive clone was implanted
in a Balb/cN mouse blastocyst and then in a pseudo-pregnant mouse. Chimeric mice were
crossed with C57Bl/6N mice constitutively expressing Flip Recombinase, an enzyme that
delete the fragment between FRT sequences to generate animals deleted for Neomycin
resistance cassette and with a floxed exon 4 NPFFIR. Finally, these mice were crossed with

C57BI1/6N mice constitutively expressing Cre recombinase (CMV-Cre mice), that delete the
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fragment between LoxP sequences allowing the generation of NPFFIR exon 4 genetically

depleted mice.

Genotyping protocols: ear fragments from WT and KO mice were incubated with protease
K in a reaction medium containing 200 pL of lysis buffer (1 M Tris-HCI pH 8.5 ; 0.5 M EDTA
; SDS 10% ; 5 M NaCl) and 4 pL proteinase K (20 mg/mL Fermentas), overnight at 55°C in
rotation in an oven. Then, PCR reactions were performed using specific primers for exon 4
(Lf : TGCTGCTGCTCATCGACTAC ; Lr : AGAAGGCCAGCCAGTGTQG) in a reaction
mixture containing : reaction buffer, 4 x10 mM NTP, 50 mM MgCl,, Go Taq polymerase
Promega, 10 mM of each primer, genomic DNA. PCR reactions were realized in 28 cycles: 1
x 94°C for 3 min; 28 x (94°C for 30 sec; 68°C for 30 sec; 72 °C for 1 min) ; 1 x 4°C, oo.
Amplified DNA fragments were analyzed on an agarose gel (1.5%) after staining with
Ethidium Bromide (0.5 pg/mL) and UV visualization.

2.1.2 Compounds

Fentanyl citrate, naltrexone hydrochloride, N-acetylcysteine, ibuprofen, paquinimod, CFA
and A-carrageenan were purchased from Sigma-Aldrich. Morphine hydrochloride was
obtained from Francopia. RF3286 and N-adamantane-1-carbonyl-Arg-Phe-NH>
trifluoroacetate (RF9) RF9 were synthetized as previously described (Quillet et al., 2021;
Simonin et al., 2006).

All compounds were dissolved in physiological saline (NaCl 0,9%, Virbac) to get a 60
ug/kg fentanyl solution, 10 mg/kg morphine solution, 5 mg/kg naltrexone, RF9 and RF1359
solutions, Ibuprofen and N-acetylcysteine were dissolved in saline with 10% kolliphor-EL to
get a 100 mg/kg solution. RF3286 was dissolved to get a 1 mg/kg solution that was then placed
in an ultrasound bath for 20 min and vortex every 5 min to help complete RF3286 powder
dissolution.

Except for N-acetylcysteine and ibuprofen that were injected intraperitoneally (i.p.) all
solutions were administered subcutaneously (s.c.). In both cases, compounds were injected at

10 mL/kg (volume/body weight).

2.2 Experimental procedures
2.2.1 Tail immersion test

Thermal nociceptive thresholds were assessed using the tail immersion test as previously
reported (Simonin et al., 1998). Mice were placed in a grid container and 2/3 of their tail were

immerged in a water bath maintained at 47 + 0,5°C. Tail withdrawal latencies (in seconds)
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were measured with a timer. At 47°C, nociceptive basal values are comprised between 8-10
sec, which allows to visualize both nociceptive thresholds increase or decrease (analgesia and
hyperalgesia, respectively). In absence of nociceptive reflex, mice tails were withdrawn from
the hot water after 27 s (cut-off value) to avoid any tissue damage. 3 measures were realized
for each animal, the nociceptive basal value is the mean of these 3 values. Nociceptive
threshold measurement started a week before compounds administrations to habituate animals

to the nociceptive test and get rid of stress-induced analgesia.

2.2.2 Morphine-induced latent pain sensitization

Mice were administered with morphine (10 mg/kg, s.c.) once a day from day 0 (DO0) to day
8 (D8). Control mice received saline injections instead of morphine and morphine + RF9
group received RF9 (5 mg/kg, s.c.) 20 min before each morphine administration. From DO to
D8 the nociceptive threshold of the animals was measured daily before morphine
administration as previously described (Elhabazi et al., 2014). Nociceptive thresholds were
then assessed at D9, D13, D15, D19, D21 and D27 until complete return to the basal
nociceptive basal threshold (D27). At D28, D34 and D41, all groups received a single
administration of naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.) and a time course of nociceptive thresholds
was performed for 6 hrs

In a second experiment, mice were administered with morphine (10 mg/kg, s.c.) once a day
from DO to D8 8. Once morphine-induced hyperalgesia has resolved at D23, RF9 (5 mg/kg,
s.c.) was administrated at D30, D31 and D32 and followed 20 min later by an injection of
NTX (5 mg/kg, s.c.) and the nociceptive threshold of the animals was measured 30 min from

30 to 150 min to evaluate the consequence of RF9 administration on latent pain sensitization.

2.2.3 Fentanyl-induced latent pain sensitization

To mimic its use in clinic, mice were administered on DO with 4 successive injections of
fentanyl (4 x 60 ng/kg, s.c.) spaced with 15 min. Fentanyl-induced analgesia was assessed by
measuring of the thermal nociceptive threshold of the animals in the tail immersion test at 60,
120, 180 and 240 min after the last injection. Fentanyl-induced hyperalgesia was assessed by
daily measurement of the thermal nociceptive threshold of mice from day 1 to day 4. Control
mice were administered with vehicle (saline).

In a first experiment, preventive treatment with RF9 consisted in a single injection of RF9
(5 mg/kg, s.c.) 20 minutes before fentanyl. At D11 and D18, all groups received a single

administration of NTX (5 mg/kg, s.c.) to reveal latent pain sensitization. NTX-induced
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hyperalgesia was assessed by a time course of nociceptive thresholds at 30, 60 min and then
every 60 min until 360 min following NTX administration.

In the same cohort of mice, curative administrations of RF9 were tested on latent pain
sensitization. RF9 treatment began once fentanyl-induced hyperalgesia has resolved (D4).
Mice received RF9 (5 mg/kg, s.c.) for 4 days (D7-D10). At D11, D18 and D25 all groups
received a single administration of NTX (5 mg/kg, s.c.) and a time course of nociceptive
thresholds over a 6 hrs period was performed.

In a second experiment, a preventive administration of RF1359 (0,2 ; 1 and 5 mg/kg. s.c.)
was performed 20 minutes before fentanyl. Once fentanyl-induced hyperalgesia has resolved
a D4, all groups received a single administration of NTX (5 mg/kg, s.c.) and a time course of

thermal nociceptive thresholds was performed for 6 hrs at D8 and D15.

2.2.4 Inflammatory-induced latent pain sensitization

In all the following experiments, mice were restrained in a plastic container (Bioseb) and
20 pL of undiluted Complete Freud’s Adjuvant (CFA) or A-carrageenan (2% dissolved in
saline) were administered subcutaneously at the basal part of mice tail using a Hamilton
syringe. Control group received a saline injection. Carrageenan-induced hyperalgesia was
assessed by measuring the nociceptive threshold of the animals at 6, 24, 48, 72 and 96 hrs
following inflammatory agent administration. CFA-induced hyperalgesia was assessed by
measuring the nociceptive threshold of mice twice a week until complete return to basal

nociceptive threshold (5-6 weeks).

2.2.4.1 Preventive pharmacological blockade of NPFF1R with RF3286 in the model of
carrageenan-induced latent pain sensitization

Mice were treated with RF3286 (1 mg/kg, s.c.) 3 times a day during the course of
carrageenan-induced hyperalgesia. At D0, mice received the first administration of RF3286
30 min before carrageenan administration, the second one at 1 pm and the third one at 6 pm.
Nociceptive threshold measurement at 6h was performed between the last two administrations
of RF3286. From DI-D4, nociceptive thresholds were measured daily before RF3286
administrations (at 9 am, 1 pm and 6 pm). At D9, all groups received a single administration
of NTX (5 mg/kg, s.c.) and a time course of nociceptive thresholds over a 6 hrs period was

performed to assess the effect of preventive RF3286 treatment on latent pain sensitization.
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2.2.4.2 Genetical blockade of NPFF1R in the model of carrageenan-induced latent pain
sensitization

WT and NPFF1R KO mice were administered with carrageenan in the tail at D0O. Following

return to basal nociceptive threshold, all groups received a single administration of NTX (5

mg/kg, s.c.) at D4 and the nociceptive threshold of the animals was measured over a period of

6 hrs to reveal NTX-induced hyperalgesia.

2.2.4.3 Curative pharmacological blockade of NPFF1R with RF3286 in the model of
carrageenan-induced latent pain sensitization

Mice were treated with RF3286 (1 mg/kg, s.c.) once carrageenan-induced hyperalgesia has
resolved. RF3286 (1 mg/kg, s.c.) was administrated three times a day for 5 days. To evaluate
the acute effect of RF3286 administration on latent pain sensitization, the first RF3286 dose
was followed 20 min later by an injection of NTX (5 mg/kg, s.c.). NTX-induced hyperalgesia
was assessed by measuring the thermal nociceptive threshold of the animals at 30 min, 60 min
and 120 min after NTX administration. The second and third injections of RF3286 were
performed at around 1 and 6 pm, respectively. To assess long term consequences of RF3286
treatment on latent pain sensitization, mice were administered with NTX (5 mg/kg, s.c.) and
the nociceptive threshold of the animals was measured over a period of 6 hrs at D20. Distinct
mice from the same cohort were submitted to a forced swim stress to compare acute stress and
naltrexone latent pain sensitization reinstatement. To this purpose, mice were placed in a 40
cm high plastic container for 6 min in a water bath at 18 cm depth (so that they cannot touch
the bottom of the container with their tail) maintained at 32°C (Amitani et al., 2005). At the
end of the swimming session, mice were placed in their home cages until nociceptive
thresholds measurement. The water was changed and the container cleaned between each mice
submitted to forced swim. To avoid any interferences between stress-induced hyperalgesia
and opioid system, those mice were administered with carrageenan at DO and RF3286 for 5
days (D5-D9) but didn’t receive any NTX injection. Nociceptive thresholds measurement

began at the end of the 6 minutes stress period.

2.2.4.4 Curative pharmacological blockade of NPFF1R with RF3286 in the model of
CFA-induced latent pain sensitization
After the resolution of the hyperalgesia induced by CFA administration, mice were
administered with RF3286 (1 mg/kg, s.c.) three times per day for 6 days and the first dose of
RF3286 was followed 20 min later by an injection of NTX (5 mg/kg, s.c.) according to the

same schedule than the one described above in the model of carrageenan-induced latent pain
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sensitization. NTX-induced hyperalgesia was visualized by measuring the thermal nociceptive
threshold of the animals at 30 min, 60 min and 120 min after NTX administration. In order to
assess the duration of the latent pain sensitization phenomenon and long-term effect of
RF3286 treatment in the CFA experiment, from D71 mice were administered every two weeks
with NTX (5 mg/kg, s.c.) and the nociceptive threshold of the animals was measured over a
period of 6 hrs until NTX-induced hyperalgesia disappearance, to assess latent pain

sensitization duration.

2.2.4.5 Curative pharmacological blockade of NPFF1R with RF3286 in the model of
CFA-induced latent pain sensitization in female mice

Carrageenan was injected in the tail of female mice at DO and once carrageenan-induced
hyperalgesia has resolved (D4), RF3286 (1 mg/kg, s.c.) was administrated three times a day
for 4 days (D6-D9) according to the same schedule used for male mice. Another group of mice
was treated with RF1359 (another antagonist of NPFF1R) two times a day (5 mg/kg, s.c.) for
3 days (D6-D10). The first dose was administered 20 min before the injection of NTX (5
mg/kg, s.c.,) and the thermal nociceptive threshold of the animals was measured at 60 min and
120 min after NTX administration to assess NTX-induced hyperalgesia. The second dose of
RF1359 (5 mg/kg, s.c.) was performed at 6 pm.

2.2.4.6 Preventive and curative treatments with anti-inflammatory compounds in the
model of carrageenan-induced latent pain sensitization

Carrageenan was injected in the tail of mice at DO. A group of mice received preventive
administrations of ibuprofen (100 mg/kg, 1.p.). The first administration was performed 30 min
before carrageenan injection and then daily from D1 to D3 (after measuring the thermal
nociceptive threshold of the animals). Curative ibuprofen (100 mg/kg, i.p.) treatment began
once carrageenan-induced hyperalgesia has resolved (D4). At D8 and D9, mice were treated
with ibuprofen 30 min before the injection NTX (5 mg/kg, s.c.) and NTX-induced
hyperalgesia was assessed by measuring the thermal nociceptive threshold of the animals at
60 min, 180 min and 360 min. To assess long-term consequences of both ibuprofen treatments
on latent pain sensitization, all groups were administered with a single administration of NTX
(5 mg/kg, s.c.) at D11, D18 and D25 and the nociceptive threshold of the animals was
measured for 6 hrs.

In a separate experiment, carrageenan was injected in the tail of mice at DO and then were
allowed to return to their nociceptive basal threshold (at D3). Mice were then treated with N-

acetylcysteine (100 mg/kg, i.p.) at D7 and D8. NTX (5 mg/kg, s.c.) was injected and 30 min
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later and NTX-induced hyperalgesia was assessed by measuring the thermal nociceptive
threshold of the animals at 60 min, 180 min and 360 min following administration of NTX (5
mg/kg, s.c.). Long-term effects of N-acetylcysteine treatment on latent pain sensitization was
assessed at D11 and D14 by measuring the nociceptive threshold of the animals for 6 hrs

following a single administration of NTX (5 mg/kg, s.c.).

2.2.5 Spinal cord dissection

Mice were euthanized by cervical dislocation. A dorso-median incision was performed and
a portion of spine was isolated. Spinal cords were quickly harvested by hydraulic extrusion
with sterile PBS 1x and sectioned at the lumbar narrowing (L4-L6). For RT-qPCR and RNA-
sequencing experiments, spinal cords were placed in 500 pL. of RNA later (RNA stabilization
reagent, Qiagen) to prevent RNA degradation and frozen at -20°C.

2.2.6 RNA isolation for gene expression analysis in the spinal cord

In a separate experiment, latent pain sensitization was induced by CFA administration in a
cohort of mice and at the return to normal basal nociceptive thresholds (at D34) one group of
mice was treated with RF3286 (1 mg/kg, s.c., 3 times a day) for 6 days (D42-D47).The day
after mice from saline, CFA and CFA + RF3286 treated groups were euthanized by cervical
dislocation to harvest spinal cords as described in §2.2.5. RNAs were extracted with the
RNeasy Lipid Tissue Minikit (Qiagen). Spinal cords were homogenized in a I mL potter with
lysis buffer (Qiazol Lysis Reagent, Qiagen). RNAs were isolated from these homogenates on
columns according to the manufacturer’s instructions. RNA was eluted in 30 uL of RNAse
free water. RNA concentrations, A20/280 and Aze0/230 ratios were assessed using the Nanodrop

(Thermo Scientific). RNA samples were stocked at -80°C.

2.2.7 RNA-sequencing

Integrity of RNA samples was evaluated by using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies) and samples that displayed a RIN > 7 were submitted to RNA-sequencing at
the GenomEAST plateform (I.G.B.M.C., Illkirch, France). Following a first step of ribosomal
RNAs depletion (ribodepletion), libraries were prepared from spinal RNAs according to the
RNA-seq Ribozero/standard quantity protocol using the Truseq Stranded Total RNA Sample
Prep kit (Illumina) without poly-A selection. Integrity of final double-stranded cDNA samples
was verified with the Agilent 2100 Bioanalyzer. Single read (1 x 50 bp) sequencing of the
libraries was carried out at the [llumina HiSeq4000. Reads were mapped to the mouse genome
(mm10) using TopHat v2.0.13 with a RefSeq transcriptome index. Unique reads were counted

in RefSeq genes with HTSeq v0.7.2 (parameters —t exon —s reverse), and differentially
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expressed genes were determined using DESeq2 v1.16.1 (fold change > 2, p value < 0,05).
The FPKM values were generated using DESeq2. Genes with differential expression in latent
pain sensitized animals (CFA group compared to both saline and CFA + RF3286 groups) were
then included in pathway analysis to infer their functional roles and relationships. Gene
ontology enrichment analysis of differentially expressed genes was performed using Database
for  Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) 6.8.

(https://david.ncifcrf.gov). 4 animal per group were analyzed.

2.2.8 Data and statistical analysis

Data were expressed and statistical analysis were performed using Prism 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Nociceptive thresholds were expressed as mean = SEM (n
= 5-10 per group) and analyzed using two-way repeated measures analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey post hoc test. To better visualize hyperalgesic and analgesic

time courses, Area Under the Curve (AUC) were calculated with the trapezoidal rule (Célérier

tn-tn-1

et al., 2000) using the following formula : AUC values were X[(Xn-Xm)+(Xn-1-Xm) |x >

with Xn nociceptive threshold at n, Xm basal nociceptive threshold , and tn-tn-1 interval time
between nociceptive test at n and n-1 (in minutes or in days), AUC in arbitrary units (a.u.).
AUC and relative fold change in qPCR (2°22¢T) were analyzed using one way ANOVA
followed by Tukey post hoc test. Results were considered statistically different if *p < 0,05,
**p < 0,01 et ***p <0,001.

3 Results

3.1 NPFFI1R and NPFF2R are involved in development and maintenance of opiates-
induced latent pain sensitization

To study the involvement of both NPFF receptors (NPFF1R and NPFF2R) in fentanyl- and
morphine-induced hyperalgesia, and latent pain sensitization, we evaluated the consequences
of their pharmacological blockade in mice with RF9, a compound that display high affinity
for and good antagonist activity at both receptor subtypes (Simonin et al., 2006).

Mice were administered with morphine (10 mg/kg, s.c.,) once a day for 9 consecutive days
and the nociceptive threshold of the animals was measured every day before morphine
administration. This resulted in a progressive decrease of the nociceptive threshold of
morphine-treated mice that started to be significantly different from saline-treated animals at
D5 (fig. 1A, morphine: 4,93 + 0,77 sec vs. saline: 6,86 + 2,15 sec, p < 0,05). Hyperalgesia

was maximal at D9 (the day after the last morphine administration, fig. 1A, morphine: 3,92 +
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0,83 sec vs. saline: 7,18 &+ 2,54 sec, p < 0,001) and then progressively resolves until D27 (fig.
1A, morphine: 7,09 + 1,45 sec vs. saline: 7,2 + 2,3 sec, ns). Mice that were administered with
RF9 before each administration of morphine did not show any decrease of their nociceptive
threshold (fig. 1B, D0-D27, morphine + RF9 : -22,5 + 32,3 a.u. vs. saline: -2,7 + 35,6 a.u.,
ns), indicating that repetitive blockade of NPFFIR and NPFF2R by their antagonist RF9
prevented the development of morphine-induced hyperalgesia in those animals. At D28, all
groups received an injection of the opioid receptor antagonist naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.)
and the nociceptive threshold of animals was measured over a 6h period. NTX had no effect
in saline-treated mice but induced a transitory phase of hyperalgesia for 4 hrs (fig. 1A, t=120
min, morphine: 5,26 £ 1,25 sec vs. saline: 7,63 £+ 1,54 sec, p < 0,01; t = 240 min, morphine:
5,31 + 1,86 sec vs. saline: 7,12 + 1,29 sec, p < 0,05) in morphine-treated animals with a
maximal intensity at 30 min. These results indicated that a chronic opioid treatment leads to
the development of a phenomenon of latent pain sensitization as previously described
(Célerier et al., 2001). In the same group, NTX also induced a significant hyperalgesia at day
34 but reduced in duration (fig. 1A, t = 30 min, morphine: 5,11 + 1,92 sec vs. saline: 6,88 +
1,43 sec, p < 0,05) while at D41 there was no statistical difference between saline- and
morphine-treated animals (fig. 1A, t = 30 min, morphine: 5,75 £+ 1,68 sec vs. saline: 7,03 +
1,56 sec, ns). This result indicates that latent pain sensitization induced by chronic morphine,
although long-lasting, attenuates progressively and is therefore not irreversible. Mice that
were co-administered with RF9 and morphine displayed no NTX-induced hyperalgesia at D28
(fig. 1A, t =30 - 150 min, morphine + RF9 vs. saline, ns), D34 (fig. 1A, t =30 - 150 min,
morphine + RF9 vs. saline, ns) and D41 (fig. 1A, t =30 - 150 min, morphine + RF9 vs. saline,
ns). This result suggests that NPFFIR and NPFF2R are involved in the establishment of
morphine-induced latent pain sensitization.

In a separate experiment, mice were administered with morphine (10 mg/kg, s.c.) from D1
to D8 to cause morphine-induced hyperalgesia as described above (fig. 2A and fig. 2B, AUC
DO0-D23, morphine: -53,7 £ 9,4 a.u. vs. saline: -8,61 £ 17,1 a.u., p <0,001). Mice were then
allowed to recover and returned to their basal nociceptive threshold at D23 (fig. 2A, morphine:
4,72 £0,93 sec vs. saline: 5,96 = 1,65 sec, ns). At D30, D31 and D32 a group of mice received
RF9 (5 mg/kg, s.c.) and then all groups were administered with NTX (5 mg/kg, s.c.) followed
by measurement of nociceptive thresholds for 150 min to reveal latent pain sensitization. At
D30, D31 and D32, morphine treated mice showed NTX-induced hyperalgesia that peaked at
60 min (fig. 2A, D30, morphine: 4,86 £ 0,97 sec vs. saline: 8,35 £ 1,93 sec, p < 0,001 ; D31,
morphine: 5,24 + 0,82 sec vs. saline: 8,82 + 0,97 sec, p < 0,001 ; D32, morphine: 4,71 + 1,15
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sec vs. saline: 8,58 = 1,58 sec, p < 0,001) and lasted more than 150 min, indicating that
morphine-induced latent pain sensitization established in this group. At D30, NTX induced
similar hyperalgesia in both morphine + RF9 and morphine groups (fig. 2A and fig. 2B, AUC
D30, morphine + RF9: -8,16 = 4 a.u. vs. morphine: -7,09 £ 5,17 a.u., ns) indicating that acute
pharmacological blockade of NPFF1R and NPFF2R had no significant effect on morphine-
induced latent pain sensitization. At D31, NTX induced hyperalgesia that was less intense at
60, 120 and 150 min in the morphine/RF9 group compared to morphine group, although not
significantly (fig. 2A and fig. 2B, AUC D31, morphine + RF9: -6,58 & 3,38 a.u. vs. morphine:
-7,05 £4,9 a.u., ns) and was completely absent in morphine + RF9 group at D32 (fig. 2A and
fig. 2B, AUC D32, morphine + RF9: -2,37 + 3,89 a.u. vs. saline: -1,60 = 3,41 a.u., ns;
morphine + RF9: -2,37 + 3,89 a.u. vs. morphine: -9,49 + 4,05 a.u., p <0,05) indicating that 3
days of RF9 treatment progressively but completely reverses latent pain sensitization induced
by chronic morphine administration. This result suggests that activation of NPFF1R and

NPFF2R is essential for the maintenance of this phenomenon.

We next wanted to extend our observations to another model of latent pain sensitization
induced by acute fentanyl. Fentanyl administration (4x60 pg/kg, s.c.) induced analgesia that
was maximal 60 min following the injection and lasted for 3 hrs (fig. 3A and 3B, AUC DO,
fentanyl: -1862,4 + 323,03 a.u. vs. saline: -53,25 + 257,5 a.u., p < 0,001). Nociceptive
thresholds from control group administered with saline were unchanged. Co-administration
of RF9 with fentanyl slightly potentiated this analgesia with a longer tail withdrawal latency
at 120 min compared with the fentanyl group (fig. 3A, fentanyl + RF9: 21,54 + 2,06 sec vs.
fentanyl: 16,36 + 1,88 sec, p <0,001). At D1, mice administered with fentanyl alone showed
a decrease of their nociceptive threshold (hyperalgesia) that progressively resolved at D4 (fig.
3B, AUC D1-D4, fentanyl: -19440 + 8366 a.u. vs. saline: -3600 + 4970 a.u., p <0,001). From
D1 to D4, fentanyl + RF9 treated mice had nociceptive thresholds comparable to those of the
saline group (fig. 3B, AUC D1-D4, fentanyl + RF9: -17552 + 4775 a.u. vs. saline: -36000 +
4970 a.u., ns), indicating that co-administration of RF9 with fentanyl prevented fentanyl-
induced hyperalgesia. At D11, all groups were administered with NTX (5 mg/kg, s.c.) and
nociceptive threshold of the animals was measured during 6 hrs to assess latent pain
sensitization establishment. As expected, NTX administration had no effect on nociceptive
threshold of saline group but induced a transitory phase of hyperalgesia that peaked at 30 min
following NTX administration (fig. 3A, fentanyl: 2,11 + 0,55 sec vs. saline: 6,6 + 1,15 sec, p
<0,001) and lasted for approximately 5 hrs in the fentanyl-treated mice (fig. 3A and 3B, AUC
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D11, fentanyl: -1023,45 £ 294,15 a.u. vs. saline: 4,88 + 297,36 a.u., p <0,001), indicating that
acute fentanyl administration led to the development of latent pain sensitization. Mice from
fentanyl + RF9 group did not show NTX-induced hyperalgesia (fig. 3B, AUC D11, fentanyl
+ RF9: -101,78 £ 231,84 a.u. vs. saline: 4,88 + 297,36 a.u., ns ; fentanyl + RF9: -101,78 +
231,84 a.u. vs. fentanyl: -1023,45 + 294,15 a.u., p < 0,001) showing that fentanyl-induced
latent pain sensitization was prevented by pharmacological blockade of NPFFIR and
NPFF2R. Similar results were obtained at D18 (fig. 3B, AUC D18, fentanyl + RF9: 140,57 +
402,15 a.u. vs. saline: -212,81 + 354,3 a.u., ns ; fentanyl + RF9: 140,57 + 402,15 a.u. vs.
fentanyl: -1222,2 272,86 a.u., p < 0,001) suggesting that reversion of fentanyl-induced latent
pain sensitization by RF9 was long-lasting.

In the same experiment, we wanted to evaluate NPFF1R and NPFF2R involvement in latent
pain sensitization maintenance. Mice were administered with fentanyl, analgesia was
measured (fig. 3A, t =60 - 240 min) and mice were allowed to recover from fentanyl-induced
hyperalgesia (fig. 4B, AUC D1-D4, fentanyl: -19440 + 8366 a.u. vs. saline: -3600 += 4970 a.u.,
p <0,001). Following return to nociceptive basal threshold, a group of mice was treated with
RF9 (5 mg/kg, s.c.). Based on the results from the latent pain sensitization reversal by RF9
within 3 days of treatment in the morphine model, we choose to administer RF9 (5 mg/kg,
s.c.) for 4 successive days. At D11, nociceptive threshold of the animals was evaluated after
NTX administration (5 mg/kg, s.c.) during a period of 6h. As previously observed, latent pain
sensitization developed in fentanyl-treated mice, as revealed by the decrease of tail withdrawal
latencies of the animals following NTX administration but did not in the saline-treated group
(fig. 4B, AUC D11, fentanyl: -1023,45 + 294,15 a.u. vs. saline: 4,87 297,36 a.u., p <0,001).
Fentanyl + RF9 group did not show NTX-induced hyperalgesia at D11 (fig. 4B, AUC D11,
fentanyl + RF9: -161,33 + 587,69 a.u. vs. saline: -4,87 £ 297,36 a.u., ns ; fentanyl + RF9: -
161,33 + 587,69 a.u. vs. fentanyl: -1023,45 + 294,15 a.u., p < 0,001). Thus, pharmacological
blockade of NPFF1R and NPFF2R by RF9 completely reversed latent pain sensitization even
after its establishment. Similar results were obtained following NTX administration at D18
(fig. 4B, AUC D18, fentanyl + RF9: 71,33 £ 323,18 a.u. vs. saline: -212,81 £ 354,3 a.u., ns ;
fentanyl + RF9: 71,33 &+ 323,18 a.u. vs. fentanyl: -1222,2 + 272,86 a.u., p < 0,001) and D25
(fig. 4B, AUC D25, fentanyl + RF9: -159,5 + 217,46 a.u. vs. saline: -193,5 +£ 231,9 a.u., ns ;
fentanyl + RF9: 159,5 + 217,46 a.u. vs. fentanyl: -1320,45 + 479,83 a.u., p < 0,001). These
results indicate that blockade of NPFFIR and NPFF2R on a short period of time (4

consecutive days) can completely reverse latent pain sensitization for at least 14 days.
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3.2 Effect of selective NPFF1R blockade by RF1359 on fentanyl-induced latent pain
sensitization

We then wanted to evaluate the specific involvement of NPFF1R in latent pain sensitization
development and maintenance. To this purpose we used RF1359, a heterocyclic compound
that we recently developed and displays selective antagonist activity at this receptor versus
NPFF2R (Schmitt et al., 2018).

Mice were administered with fentanyl (4x60 pg/kg, s.c.) that induced an analgesia that was
maximal at 60 min following its administration and lasted for approximately 2 hrs (fig. SA).
Mice co-administered with RF1359 at 0,2 mg/kg (s.c.) had a similar analgesia compared to
fentanyl group (fig. SA, t = 60°, fentanyl + RF1359 0,2 mg/kg : 14,9 + 1,75 sec vs. fentanyl:
15,39 + 2,10 sec, ns), while 1 or 5 mg/kg of RF1359 (s.c.) slightly potentiated fentanyl
analgesia (fig. 5A, t = 60°, fentanyl + RF1359 1 mg/kg: 19,21 + 3,44 sec vs. fentanyl: 15,39
+ 2,10 sec, p < 0,001 ; fentanyl + RF1359 5 mg/kg : 18,06 = 4,27 sec vs. fentanyl : 15,39 +
2,10 sec, p < 0,05). As expected, at D1 mice administered with fentanyl alone showed a
decrease of their nociceptive threshold (hyperalgesia) that progressively resolved at D4. In
mice treated with RF1359, fentanyl-induced hyperalgesia was dose-dependently attenuated as
compared to fentanyl group (fig. 5B, AUC D1-D4, fentanyl + RF1359 0,2 mg/kg : 14,91 +
1,75 a.u. vs. fentanyl : 15,39 + 2,1 a.u., ns ; fentanyl + RF1359 1 mg/kg : 19,21 £3,44 a.u. vs.
fentanyl : 15,39 £2,1 a.u., p <0,001) and was completely blocked by 5 mg/kg of RF1359 (fig.
5B, AUC D1-D4, fentanyl + RF1359 5 mg/kg : 18,06 = 4,27 a.u. vs. fentanyl : 15,39 £ 2,1
a.u., p<0,001). These results indicates that NPFFR1 displays anti-opioid properties as shown
recently (Quillet et al., 2021).

At D8 and D15, all groups were administered with NTX (5 mg/kg, s.c.) and nociceptive
threshold of the animals was measured during a 6 hrs period to visualize latent pain
sensitization. NTX administration induced a transitory phase of hyperalgesia that peaked at
30 min following NTX administration and lasted approximately 6 hrs in fentanyl-treated mice.
In mice that received 0,2 or 1 mg/kg RF1359, NTX-induced hyperalgesia was weaker
compared to fentanyl group at D8 (fig. 5B, AUC D8, fentanyl + RF1359 0,2 mg/kg: -9,93 +
16,13 a.u. vs. fentanyl: -19,56 + 6,81 a.u., ns ; fentanyl + RF1359 1 mg/kg: -4,56 + 10,04 a.u.
vs. fentanyl: -19,56 + 6,81 a.u., ns) and D15 (fig. 5B, AUC D15, fentanyl + RF1359 0,2 mg/kg:
-9,02 + 14,90 a.u. vs. fentanyl: -17,92 + 10,02 a.u., ns ; fentanyl + RF1359 1 mg/kg: -3,19 +
7,9 a.u. vs. fentanyl: -17,92 = 10,02 a.u., ns) while it was absent in animals co-administrated
with fentanyl and 5 mg/kg RF1359 (fig. 5B, AUC DS, fentanyl + RF1359 5 mg/kg : 0,14 +
11,93 a.u. vs. fentanyl : -19,56 + 6,81 a.u., p <0,05) and D15 (fig. 5B, AUC D15, fentanyl +
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RF1359 5 mg/kg : 0,5 £9,17 a.u. vs. fentanyl : -17,92 £ 10,02 a.u., p < 0,05). These results
indicate that NPFFIR is involved not only in the development of fentanyl-induced

hyperalgesia but also in the establishment of fentanyl-induced latent pain sensitization.

3.3 NPFF1R is involved in inflammatory-induced latent pain sensitization
development and maintenance

We then studied the involvement of NPFFIR on carrageenan-induced latent pain
sensitization using our recently characterized selective antagonist of this receptor, RF3286
(Quillet et al., 2021) that is structurally different from RF1359. Carrageenan was injected in
the tail of mice at DO and nociceptive thresholds were measured at 6h and from D1 to D4.

While saline administration had no effect on the nociceptive threshold of the animals,
carrageenan induced a hyperalgesia at 6h (fig. 6A, carrageenan: 7,39 £ 0,59 sec vs. saline:
9,59 + 0,29 sec, p < 0,001), that progressively resolved within 4 days (fig. 6A, carrageenan:
9,67 £ 0,50 sec vs. saline: 9,54 £+ 0,29 sec, ns). Carrageenan group treated with RF3286 (1
mg/kg, s.c., 3 times a day from DO to D4) display a similar inflammatory-induced hyperalgesia
than carrageenan-treated mice (fig. 6B, AUC D0-D4, carrageenan + RF3286: -81,16 + 13,51
a.u. vs. carrageenan: -69,46 + 14,44 a.u., ns) except at D1 where it was slightly increased (fig.
6A, carrageenan + RF3286: 7,51 + 0,36 sec vs. carrageenan: 8,07 £ 0,76 sec, p < 0,05). At
D9, NTX (5 mg/kg, s.c.) was administered and the nociceptive threshold of the animals was
measured over a 6h period to visualize latent pain sensitization in all groups. NTX did not
change nociceptive thresholds of saline group but induced a transitory phase of hyperalgesia
in carrageenan group (fig. 6B, AUC D9, carrageenan: -11,10 + 3,56 a.u. vs. saline: -0,18 +
391 au., p < 0,001), indicating that inflammatory-induced hyperalgesia led to the
establishment of latent pain sensitization. In mice treated with RF3286 from DO to D4, NTX-
induced hyperalgesia was observed (fig. 6B, AUCD?9, carrageenan + RF3286: -4,56 + 3,73
a.u. vs. saline: -0,18 £ 3,91 a.u., p < 0,01), but was greatly diminished compared to
carrageenan group (fig. 6A and 6B, AUCD9, carrageenan + RF3286: -4,56 + 3,73 a.u. vs.
carrageenan: -11,10 £ 3,56 a.u., p < 0,05). These data show that repeated pharmacological
blockade of NPFFIR by RF3286 had no effect on carrageenan-induced hyperalgesia but
prevented and attenuated latent pain sensitization development, suggesting that activation of
NPFF1R is not necessary to primary hyperalgesia induced by carrageenan but is essential to
the establishment of resulting latent pain sensitization process.

We then sought to confirm NPFFIR involvement in latent pain sensitization using

genetical blockade of this receptor. To this purpose, we examined carrageenan-induced latent
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pain sensitization development in NPFF1R knock-out (KO) mice. Wild Type (WT) and KO
mice display similar nociceptive thresholds before carrageenan administration (fig. 7A, WT
saline: 9,24 + 0,68 sec vs. WT carrageenan: 9,32 + 0,45 sec vs. KO NPFFIR saline: 9,34 +
0,28 sec vs. KO NPPF1R carrageenan: 9,4 + 0,28 sec, ns), indicating that NPFF1R receptor
deletion has no effect on basal nociceptive threshold of mice. While saline administration did
not change nociceptive thresholds in WT and KO NPFF1R mice, WT mice that received
carrageenan developed a hyperalgesia within 6h (fig. 7A, WT carrageenan: 7,07 + 0,67 sec
vs. WT saline: 9,26 £ 0,73 sec, p < 0,001) that resolved at D3 (fig. 7A, WT carrageenan: 9,12
+ 0,69 sec vs. WT saline: 9,33 + 0,74 sec, ns). Carrageenan-induced hyperalgesia was greatly
reduced in NPFF1R KO compared to WT mice (Fig 7A and 7B, AUC D0-D3, KO NPFF1R
carrageenan: -26,71 + 23,24 a.u. vs. KO NPFFIR saline: -6,81 + 10,39 a.u., ns ; KO NPFF1R
carrageenan: -26,71 £ 23,24 a.u. vs. WT carrageenan: -57,19 £ 19,5 a.u., p <0,01) and was
only significant at D1 (fig. 7A, KO NPFF1R carrageenan : 8,47 + 0,93 sec vs. KO NPFF1R
saline : 9,32 £+ 0,5 sec ) indicating that NPFF1R is critically involved in hyperalgesia induced
by carrageenan.

At D4, all groups received an administration of NTX (5 mg/kg, s.c.) to visualize latent pain
sensitization. In WT and NPFFIR KO saline groups NTX had no effect while hyperalgesia
was observed in WT carrageenan group (fig. 7B, AUC D4, WT carrageenan: -8,67 &+ 3,08 a.u.
vs. WT saline: -0,01 £ 3,15 a.u., p <0,001). As expected from our results of pharmacological
blockade (fig. 6), NTX-induced hyperalgesia was absent in NPFF1R KO mice that received
carrageenan (fig. 7B, AUC D4, KO NPFFIR carrageenan: 1,06 £ 4,71 a.u. vs. KO NPFFIR
saline: 0,12 = 2,72 a.u., ns ; KO NPFFIR carrageenan: 1,06 £ 4,71 a.u. vs. WT carrageenan:
8,67 = 3,08 a.u., p < 0,001). This result confirms that NPFF1R is mandatory for the

establishment of latent pain sensitization following administration of an inflammatory agent.

To investigate NPFF1R involvement in the maintenance of latent pain sensitization, we
examined the consequences of pharmacological blockade of this receptor in mice after the
establishment of this phenomenon. Mice were administered with carrageenan and RF3286 (1
mg/kg, s.c., 3 times a day) was administered during several days once they had recovered from
inflammatory-induced hyperalgesia. We assessed the consequences of RF3286 treatment on
latent pain sensitization by administering everyday NTX (5 mg/kg, s.c.) and measuring the
nociceptive threshold of the animals over a 2h period (fig. 8A).

As expected, in animals that were treated with carrageenan alone we observed the

development of latent pain sensitization after hyperalgesia resolved from D5 to D9 (fig.8A
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and fig. 8B, AUC D5, carrageenan: -6,6 = 1,67 a.u. vs. saline: -1,05 £ 1,74 a.u., p < 0,001;
AUC D6, carrageenan: -6,91 £ 1,69 a.u. vs. saline: -0,84 + 2,17 a.u., p < 0,001; AUC D7,
carrageenan: -6,51 £ 1,57 a.u. vs. saline: 0,43 £ 1,5 a.u., p <0,001; AUC DS, carrageenan: -
5,57 £ 1,35 a.u. vs. saline : 0,13 = 1,51 a.u., p <0,001; AUC D9, carrageenan: -7 + 1,44 a.u.
vs. saline: -0,22 + 1,57, a.u., p < 0,001). At D5, NTX-induced hyperalgesia was similar
between carrageenan and carrageenan + RF3286 groups (fig. 8A and fig. 8B, AUC D5,
carrageenan + RF3286: -7 £ 2,27 a.u. vs. carrageenan: -6,6 = 1,67 a.u., ns). From D6 to DS,
NTX-induced hyperalgesia progressively decreases compared to carrageenan group (fig. 8A
and fig. 8B, AUC D6, carrageenan + RF3286: -5,98 = 2,29 a.u. vs. carrageenan: -6,91 = 1,69
a.u., ns; AUC D7, carrageenan + RF3286: -2,59 &+ 1,87 a.u. vs. carrageenan: -6,51 £ 1,57 a.u.,
p <0,001; AUC D8, carrageenan + RF3286: -0,45 + 1,45 a.u. vs. carrageenan: -5,57 + 1,35
a.u., p<0,001) while at D9, NTX-induced hyperalgesia was completely abolished by RF3286
(fig. 8A and fig. 8B, AUC D9, carrageenan + RF3286: -0,34 + 2,35 a.u. vs. carrageenan: -6,99
+ 1,44 a.u., p <0,001 ; carrageenan + RF3286: -0,34 + 2,35 a.u. vs. saline: -0,22 + 1,57 a.u.,
ns). Similar results were obtained in female mice with RF3286 (fig. S1) and with the other
NPFF1R antagonist RF1359 (fig. 8E and 8F) after only 3 days of treatment. Altogether these
data show that repeated pharmacological blockade of NPFF1R by two structurally different
highly selective NPFF1R antagonists (RF3286 and RF1359) completely reversed latent pain
sensitization induced by carrageenan. In this model, long-term consequences of RF3286
treatment on latent pain sensitization was further assessed in male mice at D20 following NTX
administration or by forced swim stress, as latent pain sensitization can also be revealed by an
acute stress (Le Roy et al., 2011; Rivat et al., 2007). NTX-induced hyperalgesia was observed
in carrageenan group but not in carrageenan group treated with RF3286 from D5 to D9 (fig.
8C and 8D, AUC D20, carrageenan + NTX: -13,78 + 3,8 a.u. vs. saline + NTX: 0,48 = 3 a.u.,
p < 0,001). Importantly, forced swim stress also precipitated hyperalgesia (fig. 8C and 8D,
AUC D20, carrageenan + stress: -13,31 + 4,47 a.u. vs. saline + stress: -0,36 £ 3,91 a.u., p <
0,001) in a comparable manner to NTX (fig. 8C and 8D, AUC D20, carrageenan + NTX: -
13,78 + 3,8 a.u.. vs. carrageenan + stress: -13,31 + 4,47 a.u., ns). These data clearly indicate
that latent pain sensitization reversal by blockade of NPFF1R is long-lasting, suggesting that
activation of this receptor is not only involved in the expression of latent pain sensitization
but also in the mechanisms that are responsible for the long-term maintenance of this
phenomenon.

We next wanted to extend our observations to another model of inflammatory pain. Mice

were administered with CFA in the tail and nociceptive thresholds were measured at different

159



time intervals (fig. 9). While saline had no effect on nociceptive threshold of control mice,
CFA administration induced a hyperalgesia that fully developed within 5 days (fig. 9A, CFA:
5,6 £ 0,89 sec vs. saline: 9,66 = 0,4 sec, p <0,001) and lasted for 35 days (fig. 9A, CFA: 9,55
+ 0,58 sec vs. saline: 10,91 + 0,78 sec, ns). Following resolution of hyperalgesia (D35), a
group of mice was administered with RF3286 (1 mg/kg, s.c., 3 times a day) and its effect on
latent pain sensitization was assessed using NTX (5 mg/kg, s.c.).

In CFA group, NTX induced a transitory phase of hyperalgesia from D51 to D56 (fig. 9A
and 9B, AUC D51, CFA: -5,47 £ 1,20 a.u. vs. saline: -0,62 + 1,47 a.u., p < 0,001; AUC D52,
CFA: -6,12 £ 0,78 a.u. vs. saline: -0,88 + 1,39 a.u., p <0,001; AUC D53, CFA: -6,65 + 0,88
a.u. vs. saline: -1,17 £ 1,55 a.u., p<0,001; AUC D54, CFA: -4,63 = 1,13 a.u. vs. saline: -0,75
+ 1,21 a.u,,p<0,001; AUC D55, CFA: 4,4+ 0,55 a.u. vs. saline: -0,79 + 1,08 a.u., p <0,001;
AUC D56, CFA: -4,67 = 1,51 a.u. vs. saline: 0,05 £ 1,17 a.u., p <0,001) while it had no effect
in saline group, indicating that CFA-induced hyperalgesia led to the establishment of latent
pain sensitization. At D51, animals that received CFA or CFA + RF3286 displayed similar
NTX-induced hyperalgesia (fig. 9A and 9B, AUC D51, CFA + RF3286: -5,61 = 1,25 a.u. vs.
CFA: -5,47 = 1,20 a.u., ns). From D52 to D55, NTX-induced hyperalgesia was progressively
attenuated by RF3286 treatment compared to CFA group (fig. 9A and 9B, AUC D52, CFA +
RF3286: -4,28 + 1,02 a.u. vs. CFA: -6,12 £ 0,78 a.u., p <0,01; AUC D53, CFA + RF3286: -
3,84 + 1,02 a.u. vs. CFA: -6,65 + 0,88 a.u., p < 0,001; AUC D54, CFA + RF3286: -1,75 +
0,73 a.u. vs. CFA: -4,63 £ 1,13 a.u., p <0,001; AUC D55, CFA + RF3286: -1,42 £ 0,95 a.u.
vs. CFA: -4,4 £+ 0,55 a.u., p < 0,001). At D56, NTX-induced hyperalgesia was completely
abolished by repeated RF3286 administrations (fig. 9B, AUC D56, CFA + RF3286: 0,06 +
0,79 a.u. vs. CFA: -4,67 = 1,51 a.u., p <0,001; CFA + RF3286: 0,06 + 0,79 a.u. vs. saline: -
0,05 £ 1,17 a.u., ns). These results show that repeated pharmacological blockade of NPFF1R
by RF3286 over several days is necessary to completely reverse pain sensitization state
induced by CFA.

From D71, NTX challenge was performed every two weeks to assess the persistence of
latent pain sensitization induced by CFA and long-term consequences of the RF3286
treatment on this phenomenon. In CFA-treated group, NTX-induced hyperalgesia was similar
at D71, D85, D99, and D113 with a peak at 30 min (fig. 9C, tail withdrawal latency of
approximately 7 sec) and a duration of 6h. From D128, NTX-induced hyperalgesia was
progressively attenuated in intensity and duration until complete disappearance at D225 (fig.
9A, t=30 min, CFA: 9,42 + 0,78 sec vs. saline: 9,9 + 0,48 sec, ns). Animals that were treated
with RF3286 from D51 to D56 and in which latent pain sensitization was abolished (fig. 9A)
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displayed no significant NTX-induced hyperalgesia until the end of the experiment (fig. 9C).
Overall, these results show that latent pain sensitization induced by CFA is a very long-lasting
(between 211 and 225 days after a single CFA administration) but not irreversible
phenomenon. Moreover, a six days treatment with RF3286 completely and definitively
reverses this phenomenon highlighting the critical role of NPFFIR in the maintenance of

latent pain sensitization and underlying mechanisms.

3.4 Spinal differential expressed genes analysis by RNA-sequencing

We next sought to identify the mechanism that underlie the maintenance of latent pain
sensitization at the level of the spinal cord. To this purpose, we used RNA-sequencing to
explore gene expression changes associated with latent pain sensitization. In a separate
experiment, mice were administered with CFA and once inflammatory-induced hyperalgesia
was resolved, a group of animals was treated with RF3286 for 6 consecutive days as described
in figure 9A. The day after, lumbar spinal cords (L4-L6) were harvested and RNAs were
purified to perform RNA-sequencing analysis. Latent pain sensitization establishment and its
reversal by RF3286 was verified by administration of NTX and nociceptive threshold
measurement at the end of RF3286 treatment in a small group of mice belonging to the same
cohort but were not used for RNA-sequencing analysis (data not shown).

Differential expressed genes (DEGs) were selected using the following criteria: fold
change > 2 and p-value < 0,05. As shown in figure 10, RNA-sequencing of spinal RNAs
revealed approximately 55 genes significantly overexpressed in mice that had developed
latent pain sensitization after CFA administration (CFA group vs. saline group and fig. S2).
Intriguingly, none of these genes were known to be involved in pain processing except Ccll2
(Chemokine (C-C motif) ligand 12). Similarly, only 2 (Gabra6 (Gamma-aminobutyric acid
receptor subunit alpha-6)) and Kcnj4 (Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J,
member 4) among the 55 genes were known to be specifically involved in neuronal function
and most of the others were associated or involved in immune response, such as Cls2
(Complement component 1, subcomponent 2) or ///8rap (Interleukin-18 receptor accessory
protein). To confirm these observations, we submitted this list of 55 genes to gene ontology
analysis using DAVID tool. As expected, gene ontology pathways associated with these genes
were significatively enriched in inflammatory processes related functions, such as leukocyte
migration, defense response to bacterium or neutrophil aggregation (fig. 11). These results
suggest the existence of a phenomenon of latent inflammation within the spinal cord that

would underlie the maintenance of latent pain sensitization.
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Among those 55 genes, we identified 13 transcripts whose upregulation was reversed by
RF3286 (fig. 10, black arrow) including Cdh26 (Cadherin-like protein 26), /tg2bl (Integrin -
2-like protein), Elane (Elastase neutrophil expressed), Cdl77 (CD177 antigen), Mpo
(Myeloperoxidase), Abcal3 (ATP-binding cassette sub-family A member 13), MmpS8
(Neutrophil collagenase or matrix metalloproteinase-8) Retnlg (Resistin-like vy), Chil3
(Chitinase-like 3), Camp (Cathelicidin antimicrobial peptide), Mir6982 (micro RNA 6982
whose target is currently unknown), s7/00a8 (S100A8 protein) and s/00a9 (S100A9 protein).
Those results further suggest that upregulation of these genes is linked to NPFF1R activation
and could therefore be critical for the maintenance of latent pain sensitization. Of note, no
genes were found significantly downregulated (fold change < 0,5 and p-value < 0,05) in this

model.

3.5 Latent pain sensitization is maintained by a latent inflammation

Based on RNA-sequencing experiment results, we next wanted to evaluate the involvement
of inflammatory processes in latent pain sensitization development and maintenance. To this
aim, we investigated the consequences of preventive and curative treatments with two
different compounds known for their anti-inflammatory properties, ibuprofen and N-
acetylcysteine, in the carrageenan inflammatory pain model in mice.

In a first experiment, carrageenan was injected in the tail of mice at DO and nociceptive
thresholds were measured 6 hrs later and from D1 to D4. As described above, carrageenan
induced a short hyperalgesia that last over 4 days (fig. 12A and B, AUC D0-D3, carrageenan:
98,04 + 24,49 a.u. vs. saline: 2,18 £21,91 a.u., p <0,001). As expected, ibuprofen treatment
(100 mg/kg, 1.p., once a day) from DO to D3 completely prevented carrageenan-induced
hyperalgesia (fig. 12A and B, AUC D0-D3, carrageenan + ibuprofen preventive: 1,64 + 15,86
a.u. vs. carrageenan: 98,04 + 24,49 a.u., p < 0,001; AUC DO0-D3, carrageenan + ibuprofen
preventive: 1,64 + 15,86 au. vs. saline: 2,18 £ 21,91 a.u., ns), confirming its anti-
inflammatory properties at this dose in our model. Once hyperalgesia was resolved, another
group of mice was treated with ibuprofen (100 mg/kg, i.p. once a day) at D8 and D9 and latent
pain sensitization was evidenced by NTX administration and measurement of the nociceptive
threshold of the animals during a period of 6 hrs. As described above, carrageenan-injected
animals developed latent pain sensitization as evaluated at D8 and D9 (fig. 12A and B, AUC
D8, carrageenan: -8,79 + 1,97 a.u. vs. saline: 0,67 = 1,05 au., p < 0,001; AUC D9,
carrageenan: -10,14 = 0,93 a.u. vs. saline: 0,13 £+ 1,50 a.u., p < 0,001). Preventive ibuprofen-
treated mice showed no NTX-induced hyperalgesia at D8 and D9 (fig. 12A and B, AUC D8,
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carrageenan + ibuprofen preventive: -0,55 £ 1,51 a.u. vs. saline: 0,67 = 1,05 a.u., ns; AUC
D9, carrageenan + ibuprofen preventive: -1,25 + 1,64 a.u. vs. saline: 0,13 + 1,50 a.u., ns)
confirming that a period of primary hyperalgesia is necessary to observe the development of
latent pain sensitization. Most interestingly, one curative administration of ibuprofen at D8
was sufficient to abolish NTX-induced hyperalgesia (fig. 12A and B, AUC D8, carrageenan
+ ibuprofen curative: -0,93 + 1,86 a.u. vs. saline: 0,67 £ 1,05 a.u., ns) and a similar result was
observed at D9 (fig. 12A and B, AUC D9, carrageenan + ibuprofen curative: -1,25 + 1,64 a.u.
vs. saline: 0,13 £ 1,50 a.u., ns). These data confirm that establishment and maintenance of
latent pain sensitization are closely associated with inflammatory processes.

Long-term consequences of ibuprofen (preventive or curative) treatments on latent pain
sensitization were assessed at D11, D18 and D25 following NTX administration (without
prior ibuprofen administration). Nociceptive thresholds measurement revealed that NTX-
induced hyperalgesia was only present in carrageenan group (fig. 12A and B, AUC D11,
carrageenan: -11,46 £ 1,69 a.u. vs. saline: 0,11 = 2,2 a.u., p <0,001; AUC D18, carrageenan:
-9,14 £ 1,06 a.u. vs. saline: 0,42 = 2,33 a.u., p <0,001; AUC D25, carrageenan: -8,54 £+ 1,62
a.u. vs. saline : -0, = 2,11 a.u., p <0,001) but not in carrageenan + ibuprofen preventive group
(fig. 12A and B, AUC D11, carrageenan + ibuprofen preventive: -1,59 + 2,31 a.u. vs. saline:
0,11 +2,2 a.u., ns; AUC D18, carrageenan + ibuprofen preventive: -0,6 + 1,48 a.u. vs. saline:
0,42 + 2,33 a.u., ns; AUC D25, carrageenan + ibuprofen preventive: -0,39 + 0,82 a.u. vs.
saline: -0,61 = 2,11 a.u., ns) and in carrageenan + ibuprofen curative group (fig. 12A and B,
AUC D11, carrageenan + ibuprofen curative: -0,38 + 1,92 a.u. vs. saline: 0,11 £ 2,2 a.u., ns;
AUC D18, carrageenan + ibuprofen curative: -2,05 £ 2,34 a.u. vs. saline: 0,42 +£2,33 a.u., ns;
AUC D25, carrageenan + ibuprofen curative: -1,48 + 2,52 a.u. vs. saline: -0,61 = 2,11 a.u.,
ns). These results show that reversal of latent pain sensitization by ibuprofen is long-lasting
and further suggest that a single administration of this compound is sufficient to normalize
over a long time period latent inflammatory processes that underlie the maintenance of latent
pain sensitization.

In a second experiment, mice were administered with carrageenan at DO and N-
acetylcysteine (100 mg/kg, i.p., once a day) at D7 and D8 once they had recovered from
carrageenan-induced hyperalgesia. Consequences of each N-acetylcysteine administration on
latent pain sensitization was assessed by measuring the decrease of nociceptive threshold
induced by administration of NTX (5 mg/kg, s.c.). As shown previously, carrageenan induced
the development of latent pain sensitization as shown by NTX-induced decrease of

nociceptive thresholds in this group at D7 and DS (fig. 13A and B, AUC D7, carrageenan: -
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11,07 = 1,60 a.u. vs. saline: 0,30 = 1,63 a.u., p <0,001; AUC D8, carrageenan: -10,78 + 1,67
a.u. vs. saline: -0,13 £ 1,30 a.u., p <0,001). Similarly to what we observed with ibuprofen, N-
acetylcysteine (NAC) treated mice showed no NTX-induced hyperalgesia at D7 and D8 (fig.
13A and B, AUC D7, carrageenan + NAC: -1,15 + 2,10 a.u. vs. saline: 0,30 + 1,63 a.u., ns;
AUC D8, carrageenan + NAC: 0,41 £0,99 a.u. vs. saline: -0,13 + 1,30 a.u., ns), demonstrating
efficient reversal of latent pain sensitization. As N-acetylcysteine has been previously shown
to display anti-inflammatory properties (Samuni et al., 2013), these data again indicate that
latent pain sensitization might be underlie by latent inflammatory processes. At D11 and D14,
NTX (5 mg/kg, s.c.) precipitated hyperalgesia in animals treated with carrageenan alone (fig.
13A and B, AUC D11, carrageenan: -10,01 &+ 1,14 a.u. vs. saline: -0,06 = 1,64 a.u., p <0,001;
AUC D14, carrageenan: -10,87 £+ 1,22 a.u. vs. saline: -0,26 + 0,47 a.u., p < 0,001) but not in
animals treated with carrageenan and N-acetylcysteine in the curative mode (fig. 13A and B,
AUC D11, carrageenan + NAC: -0,28 + 1,45 a.u. vs. saline: -0,06 + 1,64 a.u., ns; AUC D14,
carrageenan + NAC: -0,61 = 1,17 a.u. vs. saline: -0,26 + 0,47 a.u., ns) suggesting that latent
pain sensitization reversal by N-acetylcysteine treatment is long-lasting and might have

completely reinitialize latent inflammation underlying latent pain sensitization.

4 Discussion
In this study, we show that both pharmacological and genetic blockade of NPFFIR prevent
and reverse latent pain sensitization in different pain models. Together with our previous study
(Quillet et al., 2021), these data strongly suggest that this receptor and its endogenous ligand
RFRP-3 constitute a new anti-opioid pronociceptive system critically involved in the
development and maintenance of latent pain sensitization. We also demonstrated that latent
pain sensitization is associated with changes in gene expression in the spinal cord. More
specifically, around 50 genes linked to the immune response were found to be overexpressed
in spinal cord of sensitized animals and the overexpression of several of them was abolished
by NPFFIR antagonist treatment. Finally, using anti-inflammatory compounds, we also
evidenced that inflammatory processes are responsible for latent pain sensitization
maintenance. Altogether our results strongly suggest that NPFFIR activation is necessary for
the establishment and maintenance of latent pain sensitization and might indirectly contribute
to latent inflammation that sensitizes nociceptors and leads to latent pain sensitization.
In the present study, we studied latent pain sensitization in several models of pain,
including OIH caused by chronic morphine treatment (Roeckel et al., 2017) or by an acute

administration of fentanyl (Laulin et al., 2002; Rivat et al., 2002) as well as inflammation
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induced by carrageenan (Le Roy et al., 2011) or CFA (Corder et al., 2013; Walwyn et al.,
2016). Latent pain sensitization was mostly revealed by naltrexone administration followed
by measurement of the nociceptive threshold of the animals (Corder et al., 2013; Walwyn et
al., 2016). Another key characteristic of latent pain sensitization is that it can also be
precipitated by an acute stress (Le Roy et al., 2011; Rivat et al., 2007). To validate our model,
we adapted the protocol of forced swim stress for mice based on the protocol used for rats (Le
Roy et al., 2011). A 6 min session of forced swim stress in mice was sufficient to precipitate
hyperalgesia that was comparable to that observed following naltrexone administration.
However, in our experiments we did not observe any stress-induced analgesia in naive mice,
as previously reported in rats (Le Roy et al., 2011; Rivat et al., 2007). This difference could
be explained by the difference of rodent species or the temperature used for these experiments.
Indeed, when we used a water temperature of 24°C we observed no hyperalgesia induced by
stress in carrageenan-treated animals (data not shown). We therefore used a water temperature
of 32°C, since at this temperature stress-induced analgesia in naive mice has been shown to
be opioid dependent (Amitani et al., 2005), which is also the case for latent pain sensitization
(Célerier et al., 2001).

To further characterize this model, we wanted to assess how long latent pain sensitization
can be visualized. We showed that naltrexone-induced hyperalgesia disappears between days
34 and 41 after nine days of morphine exposure and between days 211 and 225 after a single
administration of CFA in the tail. In agreement with our data, Corder and collaborators were
able to visualize latent pain sensitization following an administration of naltrexone until 105
days after CFA administration in the paw of mice (Corder et al., 2013). Moreover, several
studies have shown that this phenomenon is long-lasting in different pain models and species
including postoperative pain in mice, in which persistence of latent pain sensitization was
observed during 150 days after surgery (Campillo et al., 2011), and carageenan- and fentanyl-
induced hyperalgesia in rats, in which stress-induced hyperalgesia was still present four
months after treatments with carrageenan or fentanyl (Rivat et al., 2007). Here we show in
our models of morphine and CFA-induced hyperalgesia that naltrexone-induced hyperalgesia
progressively disappears, thus demonstrating that latent pain sensitization is not only long-
lasting but is also reversible.

In this study we first studied the involvement of NPFF receptors in latent pain sensitization
by using RF9, a compound that displays antagonist properties at both NPFF1 and NPFF2
receptors. This compound clearly abolishes fentanyl- and morphine-induced hyperalgesia.

suggesting that NPFF1R and/or NPFF2R are involved in OIH as previously reported (Elhabazi
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et al., 2012, 2013, 2017; Quillet et al., 2021). In agreement with the absence of OIH in RF9-
treated mice, latent pain sensitization did not develop in this group. These results confirm our
previous observations showing that co-administration of RF9 with heroin blocks the
establishment of latent pain sensitization (Simonin et al., 2006) and clearly highlight the need
of a period of hyperalgesia to allow latent pain sensitization to establish. Moreover, RF9
repetitive administrations once morphine and fentanyl-induced hyperalgesia has resolved
progressively reverses latent pain sensitization and in case of prolonged exposure to morphine,
this reversion was shown to be definitive. Therefore, activation of NPFF1R and/or NPFF2R
are not only involved in development but also in maintenance of latent pain sensitization.
These data suggest that NPFFIR and/or NPFF2R are activated during opioid-induced
hyperalgesia to allow latent pain sensitization to establish and stay activated to contribute the
maintenance of this phenomenon, as proposed in the hypothesis of the homeostatic balance
between pro- and anti-nociceptive systems proposed by Simonnet's team (Célerier et al., 2001;
Simonnet & Rivat, 2003).

We further wanted to explore the specific involvement of NPFFIR in latent pain
sensitization using two highly selective antagonists of this receptor, RF1359 (Schmitt et al.,
2018) and RF3286 (Quillet et al., 2021). We showed here that RF1359 dose-dependently
prevents fentanyl induced hyperalgesia, in accordance with anti-opioid properties of NPFF1R
previously shown using RF3286 (Quillet et al., 2021). Similarly to what we observed with
RF9, we further show here that NPFF1R blockade during fentanyl administration also dose-
dependently blocks the establishment of latent sensitization indicating that activation of this
receptor is mandatory to allow OIH and following latent pain sensitization to develop. Our
data does not exclude the involvement of NPFF2R in this phenomenon but tools that
specifically target this receptor are needed to answer this question. Although we already
engineered NPFF2R KO mice (Wagqas et al. 2017), selective antagonists of this receptor are
still missing.

We then evaluated the consequences of NPFFI1R pharmacological blockade on
inflammatory-induced latent pain sensitization. RF3286 treatment during carrageenan-
induced hyperalgesia had no effect on it but attenuated delayed latent pain sensitization,
indicating that, similarly to what we observed in OIH models, NPFFIR is involved in the
establishment of latent pain sensitization induced by inflammatory pain. When administered
once carrageenan-induced hyperalgesia has resolved, RF3286 and RF1359 progressively
attenuated latent pain sensitization over several days of treatment. Thus, repeated (and not

acute) pharmacological blockade of NPFFIR seems necessary to completely reverse latent
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pain sensitization. Similar results were obtained using CFA. Importantly in this latter
inflammatory pain model, latent pain sensitization reversal by RF3286 was definitive.
Consequently, NPFFIR is not only involved in the expression but also in the mechanisms of
latent pain sensitization maintenance, induced either by opiates or inflammatory compounds.
We also confirm our observations using NPFFIR deletion in mice. Latent pain sensitization
did not develop in genetically deficient mice despite a reduced phase of hyperalgesia induced
by carrageenan. Of note, these mice displayed similar nociceptive thresholds than WT mice,
indicating that NPFFIR is not involved in basal nociception. Altogether our data provide
strong evidence that NPFF1R activates following opiates or carrageenan administration,
according to the theory of the homeostatic balance between pro- and anti-nociceptive systems
(Célerier et al., 2001; Corder et al., 2013), and this activation is necessary for the development
of hyperalgesia induced by these compounds as well as for the establishment and maintenance
of latent pain sensitization. We further confirmed our observations in female mice indicating
that in our model, latent pain sensitization expresses the same way in both sexes at the
behavioral level. However, some previous studies have shown that if latent pain sensitization
manifests similarly between males and females, underlying mechanisms could be different
(Custodio-Patsey et al., 2020; Severino et al., 2018). In the future, further studies should allow
addressing this issue in our model.

Carrageenan-induced hyperalgesia was not reversed by RF3286 (NPFFIR antagonist),
which is inconsistent with NPFF1R KO mice that display a weaker hyperalgesia compared to
WT mice. This difference could be explained by the weak central nervous system penetrance
of RF3286 (Quillet et al., 2021) that was administered systemically in our experiments.
Indeed, complete reversal of latent pain sensitization by RF3286 occurs after 5 to 6 days of
treatment in our models of inflammatory-induced latent pain sensitization but carrageenan-
induced hyperalgesia lasts only 3 to 4 days. Thus, the phenomenon observed is shorter that
the period of time necessary for the RF3286 treatment to be effective when administered
subcutaneously, which could explain the absence of RF3286 effect on carrageenan-induced
hyperalgesia. Further experiment using intrathecal or intracerebroventricular administration
of RF3286 or systemic administration of RF1359, which display a better brain penetrance
(data not shown) in latent pain sensitization model, should allow to answer this question and
confirm NPFFI1R involvement in carrageenan-induced hyperalgesia that was observed in

NPFF1R KO mice.

167



RNA-sequencing experiments demonstrated that latent pain sensitization is associated with
genes overexpression in the spinal cord. RF3286 treatment abolished both this upregulation
for some of this genes and latent pain sensitization. This suggest that upregulation of these
genes is due to NPFF1R activation and is relevant for latent pain sensitization maintenance.
Gene ontology pathway analysis revealed that those upregulated genes are significantly
enriched in genes involved in immune response which led us to hypothesize that latent pain
sensitization might be underlain by a latent inflammation. According to this hypothesis, we
have shown that two anti-inflammatory drugs (ibuprofen and N-acetylcysteine) very
efficiently reverse latent pain sensitization. Moreover, we observed that the effect of only two
doses of ibuprofen is very long-lasting confirming that inflammatory processes persist despite
inflammatory hyperalgesia has resolved and could underlie latent pain sensitization
maintenance. Ibuprofen is a non-steroidal anti-inflammatory drug and a non-selective
inhibitor of cyclooxygenase enzymes (Cox-1 and Cox-2) that mediates prostaglandins
synthesis. As prostaglandins are known to sensitize nociceptors during acute inflammation
(Julius & Basbaum, 2001) it is tempting to speculate that they might participate in latent pain
sensitization by sensitizing nociceptors too. We obtained similar results with N-
acetylcysteine, another compound with anti-inflammatory properties. Indeed, N-
acetylcysteine reduces oxidative stress and reactive oxygen species (Samuni et al., 2013) that
can also sensitize nociceptors (Julius & Basbaum, 2001) and contribute to behavioral
hypersensitivity in latent pain sensitization. Anti-inflammatory properties of N-acetylcysteine
can also be explained via inhibition of matrix metalloproteinases, as it was previously
demonstrated in neuropathic pain (Li et al., 2016). Involvement of this class of proteins is in
agreement with the upregulation of matrix metalloproteinases 8 and 13 (Mmp13 and MmpS)
transcripts that we observed in our RNA-sequencing experiments. However, N-acetylcysteine
is mainly described to normalize the glutamatergic tone in reward circuit in connection with
dependance and addiction disorders (Hodebourg et al., 2019; Ooi et al., 2018).
Hyperglutamatergia is also known to contribute chronic pain (Vilar et al., 2013). Besides,
glutamate and its NMDA receptor were largely demonstrated to be involved in latent pain
sensitization as a pronociceptive system (Bessiere et al., 2007, 2010; Célérier et al., 2001;
Corder et al., 2013; Fu et al., 2019, 2020; Laulin et al., 2002, 2002; Le Roy et al., 2011;
Richebé et al., 2005; Rivat et al., 2002, 2007, 2008; Romero et al., 2011). Therefore, we cannot
exclude that hyperglutamatergia normalization might also explain latent pain sensitization

reversal by NAC.
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To the best of our knowledge, this is the first time that inflammation is demonstrated to be
responsible for latent pain sensitization establishment and maintenance. Nevertheless, it was
previously suggested that inflammatory processes might be relevant in latent pain
sensitization development by Zadina and collaborators since ZH853, a morphine derived
compound deprived of pro-inflammatory properties (contrary to morphine) does not lead to
the development of latent pain sensitization while morphine does (Feehan & Zadina, 2019).
As NPFF1R antagonists reverse efficiently and durably latent pain sensitization it is tempting
to speculate that sustained activation of this receptor during establishment and maintenance
of latent pain sensitization might be a key event in the control of latent inflammation
underlying this phenomenon. Future experiments will be needed to establish the link between

those latent inflammatory processes and NPFF1R activation in latent pain sensitization.

S Conclusion

Here, we identified NPFF1 receptor and its endogenous ligand RFRP-3 as a new anti-opioid
pronociceptive system involved in latent pain sensitization. NPFF1R activation is both
responsible for the development and maintenance of this phenomenon in different models of
pain and for the overexpression of some genes involved in inflammatory processes associated
with latent pain sensitization. Accordingly, experiments with two different anti-inflammatory
compounds also provide evidence of the presence of a latent inflammation that outlasts the
initial phase of hyperalgesia to cause and sustain latent pain sensitization. Finally, our findings
suggest that NPFF1R as well as other molecular and cellular components of this latent
inflammation could represent interesting targets to consider in the development therapeutic

strategies to prevent pain chronification.
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Figures and legends
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Figure 1. Co-administration of RF9 with morphine prevents morphine-induced
hyperalgesia and ensuing latent pain sensitization. (A) From DO to D8, mice were
administered with morphine (10 mg/kg, s.c.) alone or in combination with RF9 (5 mg/kg, s.c.,
20 min before morphine injection) and nociceptive thresholds were measured daily before the
injections and until return to nociceptive basal threshold at D27. At D28, D34 and D41 all
groups received an injection of naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.) and the nociceptive threshold
of the animals was measured during 4-6 hrs after each administration. Data are expressed as
mean + SEM, n =9-10 per group. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 morphine vs. saline
group ; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 morphine vs. morphine + RF9 group by two-way
repeated measures ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B) Calculated AUC (Area
Under the Curve) for each group corresponding to morphine (D0-D27) or naltrexone-induced
hyperalgesia (D28, D34, D41). Data are expressed as mean = SEM, n =9-10 per group. ***p
< 0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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Figure 2. RF9 treatment reverses latent pain sensitization induced by chronic morphine.
(A) From DO to D8, mice were administered with morphine (10 mg/kg, s.c.) and nociceptive
thresholds were measured daily before the injections. Following return to the basal
nociceptive threshold (at D23), all groups received a single administration of naltrexone
(NTX, 5 mg/kg, s.c.) alone or in combination with RF9 (5§ mg/kg, s.c., 20-30 min before
naltrexone injection) and the nociceptive threshold of the animals was measured during 150
min at D30, D31 and D32. Data are expressed as mean = SEM, n = 5 per group. *p < 0,05,
*p < 0,01, ***p < 0,001 morphine vs. saline group ; °p < 0,05, °°p < 0,01, °°°p < 0,001
morphine + RF9 group vs. saline group ; ##p < 0,01, ###p < 0,001 morphine vs. morphine +
RF9 group by two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B)
Calculated AUC (Area Under the Curve) for each group corresponding to morphine (D0-D23)
or naltrexone-induced hyperalgesia (D30, D31, D32). Data are expressed as mean + SEM, n
= 5 per group *p < 0,05, ***p <0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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Figure 3. Co-administration of RF9 with fentanyl prevents fentanyl-induced
hyperalgesia and ensuing latent pain sensitization. (A) At DO, fentanyl (4 x 60 pg/kg, 15
min between each injection) was admistered alone or in combination with RF9 (5 mg/kg, s.c.,
20 min before fentanyl injection) and tail withdrawal latencies were measured every hour over
a 4 hrs period to assess fentanyl-induced analgesia. Fentanyl induced-hyperalgesia was
evidenced by daily nociceptive threshold measurement until D4. At D11 and D18, the
nociceptive threshold of the animals was measured during 6 hrs following administration of
naltrexone (NTX,5 mg/kg, s.c.). Data are expressed as mean + SEM, n = 7-10 per group. *p
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 fentanyl vs. saline group ; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p <
0,001 fentanyl vs. fentanyl + RF9 group ; °°°p < 0,001 fentanyl + RF9 vs. saline group by
two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B) Calculated AUC
(Area Under the Curve) for each group corresponding to fentanyl-induced analgesia (DO0),
hyperalgesia (D1-D4) or naltrexone-induced hyperalgesia (D11 and D18). Data are expressed
as mean = SEM, 7-10 per group. ***p < 0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post

hoc test.
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Figure 4. RF9 treatment reverses latent pain sensitization induced by fentanyl. (A) At
DO, fentanyl (4 x 60 pg/kg, 15 min between each injection) was admistered and tail
withdrawal latencies were measured every hour over a 4 hrs period (not shown) to assess
fentanyl-induced analgesia. Fentanyl-induced hyperalgesia was evidenced by daily
nociceptive threshold measurement until D4. From D7 to D10 a group of mice was treated
with RF9 (5 mg/kg, s.c.,). At D11, D18 and D25, the nociceptive threshold of the animals was
measured during a 6 hrs period following naltrexone (NTX) administration (5 mg/kg, s.c.).
Data are expressed as mean = SEM, n = 8-10 per group. * p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

[e]e]e}

fentanyl vs. saline group ; #p < 0,05, ###p < 0,001 fentanyl vs. fentanyl + RF9 group ; °°°p <
0,001 fentanyl + RF9 vs. saline group by two-way repeated measures ANOVA followed by
Tukey post hoc test. (B) Calculated AUC (Area Under the Curve) for each group
corresponding to fentanyl-induced hyperalgesia (D1-D4) or naltrexone-induced hyperalgesia
(D11, D18 and D25). Data are expressed as mean + SEM, n = 8-10 per group. ***p < 0,001

by one-way ANOVA followed by Tukey post test.
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Figure 5. Co-administration of RF1359 with fentanyl dose dependently prevents
fentanyl-induced hyperalgesia and latent pain sensitization. Different doses of RF1359
(0,2 ; 1 and 5 mg/kg, s.c.) was administered 20 minutes before fentanyl (4 x 60 pg/kg, 15 min
between each injection). Fentanyl-induced analgesia and fentanyl induced hyperalgesia were
assessed by measuring tail withdrawal latencies of the animals every hour over a 3 hrs period
on DO and once a day from D1 to D4 following fentanyl administration. At D8 and D15,
nociceptive threshold was measured following an administration of naltrexone (NTX,5 mg/kg,
s.c.) during 6 hrs. Data are expressed as mean £ SEM, n = 7-9 per group. °p < 0,05, °°p <
0,01, °°°p < 0,001 fentanyl vs. fentanyl + RF1359 1 mg/kg group; #p < 0,05, ###p < 0,001
fentanyl vs. fentanyl + RF1359 5 mg/kg group; $p < 0,05, $$$p < 0,001 fentanyl + RF1359 1
mg/kg vs. fentanyl + RF1359 0,2 mg/kg group; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 fentanyl
+ RF1359 5 mg/kg vs. fentanyl + RF1359 0,2 mg/kg group by two-way repeated measures
ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B) Calculated AUC (Area Under the Curve) for
each group corresponding to fentanyl-induced analgesia (DO0), hyperalgesia (D1-D4) or
naltrexone-induced hyperalgesia (D8 and D15). Data are expressed as mean £ SEM, n = 7-9
per group *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post

hoc test.
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Figure 6. RF3286 treatment partially prevents carrageenan-induced latent pain
sensitization. (A) At DO, carrageenan was injected in the tail of the animals. A group of mice
received RF3286 30 minutes before carrageenan, and two other administrations before and
after the 6 hrs nociceptive threshold measurement. From D1 to D4, RF3286 (3 x 1 mg/kg, s.c.)
was administered after the assessment of the nociceptive threshold of the animals. At D9, all
groups received a single administration of naltrexone (NTX,5 mg/kg, s.c.) and nociceptive
threshold of the animals was measured over a 6 hrs period. Data are expressed as mean +
SEM, n = 11-12 per group. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 carrageenan vs. saline group;
#p < 0,05, ##p < 0,001 carrageenan + RF3286 vs. carrageenan group; °p < 0,05, °°p <0,01,
°°°p < 0,001 carrageenan + RF3286 vs. saline group by two-way repeated measures ANOVA
followed by Tukey post hoc test. (B) Calculated AUC (Area Under the Curve) for each group
corresponding to carrageenan-induced hyperalgesia (D0-D4) or naltrexone-induced
hyperalgesia (D9). Data are expressed as mean = SEM, n = 11-12 per group *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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Figure 7. Carrageenan-induced hyperalgesia is attenuated and resulting latent pain

sensitization is absent in NPFF1R KO mice. (A) Carrageenan was injected the tail of mice
at DO and carrageenan-induced hyperalgesia was assessed by measuring tail withdrawal
latencies of the animals at 6h and D1 to D3. At D4, when hyperalgesia has resolved, naltrexone
(NTX) was administered (5 mg/kg, s.c.) and nociceptive threshold of mice was measured over
a 6 hrs period. Data are expressed as mean + SEM, n = 10-11 per group. *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 WT carrageenan vs. WT saline group; #p < 0,05, NPFFIR KO
carrageenan vs. NPFF1R KO saline group ; °°p < 0,01, °°°p < 0,001 WT carrageenan vs.
NPFFIR KO carrageenan group ; $$$p < 0,001 WT carrageenan vs. NPFFIR KO saline
group by two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B)
Calculated AUC (Area Under the Curve) for each group corresponding to carrageenan-
induced hyperalgesia (D0-D3) or naltrexone-induced hyperalgesia (D4). Data are expressed
as mean + SEM, n=10-11 per group. **p < 0,01, ***p <0,001 by one-way ANOVA followed
by Tukey post hoc test.
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Figure 8. RF3286 and RF1359 repeated administrations progressively reverse
carrageenan-induced latent pain sensitization in mice. Carrageenan was injected in the tail
of mice at DO and thermal hyperalgesia was assessed by measuring tail withdrawal latencies
at 6h and daily until return to nociceptive basal threshold at D4. (A) Between D5 and D9, all
groups were administered with naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.) and nociceptive thresholds
were assessed at 30°, 1h and 2h. The group of mice treated with RF3286 (3 x 1 mg/kg, s.c.)
received the first administration 20 minutes before NTX and the second and third
administrations of RF3286 after the time course and 5h later, respectively. (C) At D20 in the
same experiment, NTX was administered or an acute stress (forced swim) was applied without
prior administration of RF3286 and the nociceptive threshold of the animals was measured
over a 6 hrs period. (E) A similar protocol was used for female mice using RF1359 that was
administered twice a day (5 mg/kg, s.c.). Data are expressed as mean + SEM, n = 9-10 per
group. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 carrageenan vs. saline group; ##p < 0,01, ###p <
0,001 carrageenan + RF3286 or carrageenan + RF1359 vs. carrageenan group; °p < 0,05, °°p
<0,01, °°°p < 0,001 carrageenan + RF3286 or carrageenan + RF1359 vs. saline group by two-
way repeated measures ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B), (D) and (F) Calculated
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AUC (Area Under the Curve) for each group corresponding to carrageenan-induced
hyperalgesia (D0-D3 or D0-D4) or naltrexone- or stress-induced hyperalgesia (D6-D10 and
D20) in male (B, D) and female (F) mice. Data are expressed as mean = SEM, n = 9-10 per
group. **p < 0,01, ***p < 0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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Figure 9. Acute and long-lasting effects of NPFF1R pharmacological blockade by
RF3286 on CFA-induced latent pain sensitization. (A) CFA was administrated in the tail
of mice at DO and CFA-induced hyperalgesia was assessed by daily measurement of tail
withdrawal latencies between D1 and D5 and then two times per week until return to basal
nociceptive threshold at D35. At D51, D52, D53, D54, D55 and D56 all groups were
administered with naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.) and nociceptive thresholds were assessed
at 30°, 1h and 2h. The group of mice that was administered with RF3286 (3 x 1 mg/kg, s.c.
from D51 to D56) received the first administration 20 minutes before the NTX and the second
and third administration after the time course of NTX-induced hyperalgesia and 5h later,

respectively. (B) Calculated AUC (Area Under the Curve) for each group corresponding to

185



CFA-induced hyperalgesia (D0-D35) or naltrexone-induced hyperalgesia (D51-D56). Data
are expressed as mean £ SEM, n = 10 per group. **p < 0,01, ***p < 0,001 by one-way
ANOVA followed by Tukey post hoc test. (C) NTX was administered without prior
administration of RF3286 every two weeks from D71 and nociceptive threshold of the animals
was measured over a 6 hrs period until complete disapearance of latent pain sensitization.
Data are expressed as mean = SEM, n = 10 per group. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
CFA vs. saline group; #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 CFA + RF3286 vs. CFA group; °p
< 0,05, °°p < 0,01, °°°p < 0,001 CFA + RF3286 vs. saline group by two-way repeated
measures ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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Figure 10. Latent pain sensitization is associated with changes in gene expression in the

spinal cord. Mice were administered with CFA in the tail. Once CFA-induced hyperalgesia

has resolved, a group of mice was treated with RF3286 (3 x 1 mg/kg, s.c.) for 6 days as

described in figure 9. The day after, mice were euthanized and their spinal cord was harvested

to analyze gene expression in animals that developed latent pain sensitization (CFA group) or

in which latent pain sensitization was abolished by RF3286 treatment (CFA + RF3286

treatment) versus control (saline group). Black arrows indicate gene whose overexpression in

latent pain sensitized animals is normalized by RF3286 treatment. Data are expressed as mean
+ SEM, n =4 per group. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <0,001 CFA vs. saline group; #p < 0,05,
##p < 0,01, ###p < 0,001 CFA + RF3286 vs. CFA group by one-way ANOVA followed by
Tukey post hoc test. FPKM: Fragments Per Kilo base per Million (mapped reads).
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Figure 11. Gene ontology pathway analysis of the 55 most upregulated expressed genes
associated with latent pain sensitization in the spinal cord. The top 15 significant
biological processes, molecular functions and cellular components of upregulated expressed
genes are shown in red, blue and green, respectively. The P-value (0,05) is indicated by the

dotted line.
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Figure 12. Ibuprofen treatment prevents and reverses carrageenan-induced
hyperalgesia and latent pain sensitization. (A) At D0, carrageenan was injected in the tail
of mice and nociceptive thresholds were measured 6 hrs later and then daily until D3. A group
of mice received ibuprofen (100 mg/kg, i.p.) 30 minutes after carrageenan and from D1 to D3
before measurement of nociceptive thresholds. On D8 and D9, all groups were administered
with naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.) and nociceptive thresholds were evaluated over a 6h
period. One group of mice received ibuprofen (100 mg/kg, i.p.) 20 minutes before the NTX
on D8 and D9. At D11, D18 and D25, NTX was administered without prior administration of
ibuprofen and nociceptive thresholds were followed for 6 hrs. Data are expressed as mean +
SEM, n = 10 per group. ***p < 0,001 carrageenan vs. saline group; ###p < 0,001 carrageenan
+ ibuprofen preventive vs. carrageenan group; $$$p < 0,001 carrageenan + ibuprofen curative
vs. carrageenan group; °°p < 0,01, °°°p < 0,001 carrageenan + ibuprofen curative vs. saline
group by two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B)
Calculated AUC (Area Under the Curve) for each group corresponding to carrageenan-
induced hyperalgesia (D0-D3) or naltrexone-induced hyperalgesia (D8, D9, D11, D18 and
D25). Data are expressed as mean £ SEM, n = 10 per group. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <

0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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Figure 13. N-acetylcysteine treatment reverses carrageenan-induced latent pain
sensitization. (A) At DO, carrageenan was injected in the tail of mice and nociceptive
thresholds were measured 6 hrs later and then daily until D3. On D7 and DS, all groups were
administered with naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.) and nociceptive thresholds were measured
over a 6 hrs period. One group of mice received N-acetylcysteine (NAC,100 mg/kg, i.p.) 20
minutes before the NTX on D8 and D9. At D11 and D14, NTX was administered without
prior administration of NAC and nociceptive thresholds were measured over a 6 hrs period.
Data are expressed as mean + SEM, n = 10 per group. ***p < 0,001 carrageenan vs. saline
group; ##p < 0,01, ##H#p < 0,001 carrageenan + NAC vs. carrageenan group; °p < 0,05, °°p <
0,01, °°°p < 0,001 carrageenan + NAC vs. saline group by two-way repeated measures
ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B) Calculated AUC (Area Under the Curve) for
each group corresponding to carrageenan-induced hyperalgesia (D0-D3) or naltrexone-
induced hyperalgesia (D7, D8, D9 and D10). Data are expressed as mean + SEM, n = 10 per
group. ***p < 0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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Supplementary figures and legends
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Figure S1. RF3286 repeated administrations progressively reverse carrageenan-induced
latent pain sensitization in female mice. (A) Carrageenan was injected in the tail of mice at
DO and thermal hyperalgesia was assessed by measuring tail withdrawal latencies at 6h and
once daily until return to nociceptive basal threshold at D4. Between D6 and D10, all groups
were administered with naltrexone (NTX, 5 mg/kg, s.c.) and nociceptive threshold of the
animals was measured at 30°, 1h and 2h. The group of mice that was treated with RF3286 (3
x 1 mg/kg, s.c. from D6 to D10) received the first administration 20 minutes before NTX and
the second and third administrations after the time course and 5h later, respectively. Data are
expressed as mean = SEM, n = 9-10 per group. **p < 0,01, ***p < 0,001 carrageenan vs.
saline group ; ###p < 0,001 carrageenan + RF3286 vs. carrageenan group ; °p < 0,05, °°p <
0,01, °°°p < 0,001 carrageenan + RF3286 vs. saline group by two-way repeated measures
ANOVA followed by Tukey post hoc test. (B) Calculated AUC (Area Under the Curve) for
each group corresponding to carrageenan-induced hyperalgesia (D0-D3) or naltrexone-
induced hyperalgesia (D6-D10). Data are expressed as mean = SEM, n = 9-10 per group. **p
<0,01, ***p < 0,001 by one-way ANOVA followed by Tukey post hoc test.
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Gene Products
9830166K06RiK RIKEN ¢cDNA 9830166K06 gene (LncRNA)
Gabra6 Gamma-aminobutyric acid receptor subunit alpha-6
4921501E09Rik Uncharacterized protein
Coll7al Collagen TypeXVII Alpha 1 chain
Crb3 Crumbs family member 3
Cls2 Complement component 1, subcomponent 2
Mmp13 Matrix metallproteinase 13 or collagenase 3
I118rap Interleukin-18 receptor accessory protein
Itih4 Inter alpha-trypsin inhibitor heavy chain 4
Slfnl Schlafen 1
Cdh26 Cadherin-like protein 26
5031410106Rik RIKEN cDNA 5031410106 gene
Pabpcll Poly(A) binding protein, cytoplasmic 1-like
Itgb2l Integrin beta-2-like protein
Cnga2 Cyclic nucleotide-gated subunit alpha 2
Art5 ADP-ribosyltransferase 5
Mtl5 Tesmin
Plac8 Placenta-specific 8
Arll1 ADP-ribosylation factor-like protein 11
Elane Elastase, neutrophil expressed
Adcyl10 Adenylate cyclase type 10
Gm9833 Myelin basic protein expression factor 2
Cd177 CD177 antigen
Xlr3b X-linked lymphocyte-regulated protein 3B
Mpo Myeloperoxidase
Abcal3 ATP-binding cassette subfamily A member 13
Pdia2 Protein disulfide-isomerase associated 2
Inmt Indolethylamine N-methyltransferase
Cyp4f18 Cytochrome P450 family 4, subfamily polypeptide 18
Pilra Paired immunoglobulin-like type 2 receptor alpha
Acsm3 Acyl-coenzyme A synthetase medium-chain family member 3
Kcnj4 Potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 4
Pdzd3 Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-RF4
Ccdc105 Coiled-coil domain-containing 105
Hp Haptoglobin
Klkb1 Kallikrein B, plasma 1
Cytip Cytohesin-interacting protein
Clecl2a C-type lectin domain family 12 member A
Sell L-selectin
Mmp8 Matrix metalloproteinase 13 or neutrophil collagenase
Chrnbl

Acetylcholine receptor subunit beta

192




Rps15a-ps4 Ribosomal protein S15A

Plbd1 Phospholipase B domain containing 1
Gm5458 Predicted gene 5458

Retnlg Resistin-like gamma

Chil3 Chitinase-like 3

Ccll12 Chemokine (C-C motif) ligand 12
Mirlet7g MicroRNA let7g

Camp Cathelicidin antimicrobial peptide
Mir6982 MicroRNA 6982
Mir3060 MicroRNA 3060
Snord57 Small nucleolar RNA, C/D box 57
Mir3535 MicroRNA 3535

S100a8 Protein S100A8

S100a9 Protein S100A9

Figure S2. List of top 55 upregulated genes associated with latent pain sensitization in

the spinal cord and their corresponding product.
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Partie II : Etude des processus inflammatoires qui sous-

tendent la SLLD

Dans D’article précédemment décrit, nous avons montré que I’établissement et le maintien
de la SLD semblent étroitement liés a des processus inflammatoires. En effet, les cellules du
systéeme immunitaire général sont déja connues pour sensibiliser les nocicepteurs lors d’une
inflammation aigué€ selon un processus appelé sensibilisation périphérique (§4.1.1, p. 33,
Basbaum et al., 2009). Ces cellules s’infiltrent au sein du SNC et contribuent également aux
douleurs chroniques (Cairns et al., 2015) ce qui laisse penser que des mécanismes similaires
pourraient sous-tendre les processus inflammatoires responsables de la SLD. Par ailleurs, les
genes s100a8 et s100a9 sont ceux les plus surexprimés dans les ME d’animaux en état de SLD
et sont exprimés majoritairement par les neutrophiles du systéme immunitaire (Wang et al.,
2018b). Cependant en conditions physiologiques, peu de cellules du systéme immunitaire sont
présentes au sein du SNC et les processus inflammatoires sont liés aux cellules microgliales
résidentes. En effet, I’activation des cellules microgliales contribue a la mise en place de la
SLD (Romero et al., 2013; Zhang et al., 2017) indiquant que la microglie pourrait également
contribuer a ces processus inflammatoires. Ainsi, pour déterminer si cette inflammation
latente est sous-tendue par les cellules du systeme immunitaire général ou les cellules
microgliales, nous avons réalisé plusieurs expériences pour :

1) Confirmer la surexpression et la présence certains transcrits identifiés par les expériences
de RNA-sequencing en condition de SLD dans la ME par RT-qPCR et déterminer le type
cellulaire qui les exprime a I’aide de co-marquages par hybridation in situ.

i1) Evaluer les variations d’expression de ces mémes transcrits dans les leucocytes de souris
ayant développé de la SLD par RT-qPCR afin de voir si les modifications observées au sein
de la ME s’étendent également a la périphérie.

Enfin pour caractériser plus encore ces processus inflammatoires, nous avons étudié

I’implication spécifique des protéines SI00AS8 et SI00A9 a I’aide d’un outil pharmacologique.

1 Quantification de D’expression des transcrits Camp, Cd177, Mmp8,
Mpo, s100a8 et s100a9 dans la ME lors de la SLD par RT-qPCR

Pour confirmer les modifications d’expression de geénes associées a la SLD mises en

¢vidence par les expériences de RNA-sequencing, nous avons quantifi¢é les variations
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d’expression de certains de ces transcrits (Camp, Cd177, Mmp8, Mpo, s100a8 et s100a9) dans
les ME d’animaux ayant développé de la SLD ou non par RT-qPCR. Deux cohortes d’animaux
différentes ont été considérées :

- Une partie de la cohorte de souris (males) ayant regu du CFA a JO puis traitées apres
résolution de 1’hyperalgésie (a J34) avec le RF3286 (de J41 a J47). L’autre partie de cette
cohorte sont les animaux a partir desquels les quantifications d’expression de génes par RNA-
sequencing ont été réalisées.

- Une cohorte de souris (femelles) administrées avec de la carragénine a JO et traitées apres
retour au seuil nociceptif basal (J4) avec des antagonistes de NPFF1R (RF1359 ou RF3286,
J6 a J9) afin de bloquer la SLD. Les résultats des études comportementales correspondant a
cette expérience sont présentés dans 1’article (voir pp. 176 et 185).

Dans les deux cohortes, les animaux ont été euthanasiés le lendemain du dernier jour de
traitement avec le RF3286 pour prélever les ME et quantifier les modifications d’expression

des génes par RT-qPCR.
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1.1 Résultats
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Figure 16: Quantification de [’expression des génes impliqués dans des processus
inflammatoires dans la ME d’animaux ayant développé de la SLD par RT-qPCR. Le taux
d’expression de certains transcrits identifiés par les expériences de RNA-sequencing (Camp,
Cd177, Mmp8, Mpo, s100a8, s100a9) a été quantifie¢ dans les ME par RT-qPCR chez des souris
ayant développé de la SLD induite par le CFA (4) ou la carragénine (B) et traitées avec les
antagonistes de NPFFIR, le RF1359 ou le RF3286. (A) Les animaux ont re¢u une administration
de CFA dans la queue (J0). Aprés retour au seuil nociceptif basal (J34), ['un des groupes a été
traité avec le RF3286 (3 x 1 mg/kg, s.c.) de J41 a J47, ce qui a pour conséquence d’abolir
durablement la SLD. (B) Les souris femelles ont re¢u une administration de carragénine dans la
queue (J0). Aprés retour au seuil nociceptif basal (J4), [ 'un des groupes a été traité avec le RF'1359
(2 x 5 mg/kg, s.c.) de J6 a J8 ou avec le RF3286 (3 x 1 mg/kg, s.c.) de J6 a J9 pour effacer
durablement la SLD. Dans les deux expériences, les souris ont été euthanasiées le lendemain du
dernier jour de traitement et les ME prélevées pour évaluer [’expression de certains transcrits. Les
résultats sont présentés en taux d’expression. Un taux d’expression de [ est indiqué par la ligne
pointillée. Toutes les données sont exprimées en moyenne = SEM, n = 4-9 par groupe.

Dans la premicre cohorte d’animaux (soumis aux mémes traitements que ceux avec
lesquels les expériences de RNA-sequencing ont été réalisées), I’expression de Camp (codant
le cathelicidin Antimicrobial Peptide), Cd177 (codant pour I’antigene Cd177), Mmp8 (codant
pour la Matrix Metalloproteinase 8), Mpo (codant pour la myéloperoxydase) s100a8 (codant
pour la protéine SI00AS) et s100a9 (codant pour la protéine S100A9) a été quantifiée par RT-
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gqPCR dans la ME. Il n’y a pas de variation significative de I’expression des genes Camp (fig.
16A, Camp, saline : 2,49 + 3,94 vs. CFA : 0,41 + 0,5 vs. CFA + RF3286 : 1,04 £+ 1,14, F(2,
11) = 0,7678), Cd177 (fig. 16A, Cd177, saline : 1,25 + 1 vs. CFA : 1,41 £+ 0,94 vs. CFA +
RF3286 : 1,88 £ 1,1, F(2, 11) = 0,4835) et MmpS8 (fig. 16A, Mmp8, saline : 2,18 £ 3,35 vs.
CFA : 1,91 + 2,63 vs. CFA + RF3286 : 1,81 +1,32, F(2, 11) = 0,02470) en condition de SLD
(groupe CFA) ou de SLD effacée par le traitement au RF3286 (groupe CFA + RF3286). De
méme, 1’expression des genes Mpo (fig. 16A, Mpo, saline : 2,36 + 3,94 vs. CFA : 0,49 + 0,16
vs. CFA + RF3286 : 0,95 £ 0,68, F(2, 11) = 0,6706), s100a8 (fig. 16A, s100a8, saline : 2,61
+ 4,14 vs. CFA : 0,83 + 1,96 vs. CFA + RF3286 : 1,23 £ 1,25, F(2, 11) = 0,5204) et s100a9
(fig. 16A, s100a9, saline : 1,97 + 2,56 vs. CFA : 0,73 £ 0,89 vs. CFA + RF3286 : 1,05 + 0,86,
F(2,11)=0,6181) n’est pas significativement modifiée en fonction des différents traitements.
Cette expérience semble donc indiquer que 1’état de SLD induit par I’administration de CFA
ne conduit pas a de modifications d’expression de ces transcrits dans la ME. Cependant, il
existe une forte variabilité¢ dans cette expérience, plus particuliérement au sein du groupe
contrdle saline qui pourrait étre 1i¢ au nombre d’échantillons restreint (n = 4-6 par groupe).
Pour tenter de réduire la variabilité, les quantifications de ces mémes transcrits par RT-
qPCR ont été réitérées sur un nombre plus grand d’animaux (n = 7-9 par groupe) Dans cette
seconde cohorte et pour des questions de temps, la SLD a été induite par une administration
de carragénine (dont le décours de I’hyperalgésie est plus court) puis abolie par un traitement
au RF1359 ou RF3286. Les transcrits de Camp (fig. 16B, Camp, saline : 1,25 £+ 0,84 vs. CFA
: 1,28 £ 0,93 vs. CFA + RF3286 : 1,32 + 1,06 vs. CFA + RF1359 : 1,73 + 1,82, F(3, 26) =
0,2504), Cd177 (fig. 16B, Cd177, saline : 1,14+ 0,62 vs. CFA : 0,49 +0,38 vs. CFA + RF3286
20,55 £0,5 vs. CFA + RF1359 : 0,96 + 0,71, F(3, 26) = 2,361) et Mmp8 (fig. 16B, Mmp8,
saline : 1,20 £ 0,82 vs. CFA : 0,6 = 0,24 vs. CFA + RF3286 : 0,65 + 0,64 vs. CFA + RF1359
: 0,41 £ 0,44, F (3, 22) = 2,162) ne montrent pas de modification significative de leur
expression dans les différentes conditions. De méme, Mpo (fig. 16B, Mpo, saline : 1,17 £ 0,62
vs. CFA : 1,01 £0,41 vs. CFA + RF3286 : 1,17 £ 0,63 vs. CFA + RF1359 : 1,59 + 1,1, F(3,
26)=0,8146), s100a8 (fig. 16B, s100a8, saline : 1,51 + 1,59 vs. CFA : 1,33 + 1,09 vs. CFA +
RF3286: 1,21 + 1,39 vs. CFA + RF1359 : 1,75 + 2,3, F(3, 26) = 0,1403) et s100a9 (fig. 16B,
s100a9, saline : 1,36 = 1,02 vs. CFA : 1,28 + 0,88 vs. CFA + RF3286 : 1,26 + 1,75 vs. CFA
+ RF1359: 1,5 £ 1,35, F(3, 26) = 0,04995) ne voient pas de changement significative de leur
expression dans les différents groupes. A noter que I’expression du transcrit Mmp8 n’était pas

détectable dans deux échantillons dans chacun des groupes saline et carragénine + RF1359.
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1.2 Discussion

Dans la premicre cohorte d’animaux, aucune modification d’expression des transcrits
Camp, Cd177, Mmp8, Mpo, s100a8 et s100a9 n’a été observée chez les souris en état de SLD
induite par I’administration de CFA par rapport au groupe contrdle saline. Ce résultat est en
contradiction avec la surexpression de ces mémes transcrits qui a été visualisée par des
expériences de RNA-sequencing sur d’autres souris en état de SLD de la méme cohorte. Cette
divergence peut s’expliquer par la forte variabilité au sein de cette expérience. En raison de
contraintes techniques liées a la réalisation des expériences comportementales, seul un faible
nombre d’échantillons par groupe (n = 4 a 6 par groupe) a pu étre quantifié dans cette
expérience. C’est pourquoi dans une seconde cohorte, nous avons quantifié 1’expression de
ces mémes transcrits sur un nombre plus ¢levé d’animaux. Puisque le traitement au RF3286
bloque la SLD dans les deux modeles et pour des raisons de temps, nous avons choisi d’induire
la SLD par une administration de carragénine (et non pas de CFA) dont I’hyperalgésie est plus
courte (3-4 jours contre 35-40 jours pour le CFA) dans cette seconde expérience. Apres retour
au seuil nociceptif basal, les animaux ont donc été traités au RF3286 ou au RF1359
(antagonistes de NPFF1R) pour abolir durablement la SLD. Malgré un nombre d’échantillon
par groupe plus élevé et une variabilité Iégérement atténuée en comparaison a 1’expérience
précédente, nous n’avons pas visualisé de changement d’expression des transcrits Camp,
Cd177, Mmp8, Mpo, s100a8 et s100a9 chez les animaux ayant développé de la SLD. Il
semblerait donc que la surexpression de ces genes observés par RNA-sequencing soient
relativement faible et plus difficile & mettre en évidence par RT-qPCR. Méme si aucune
différence d’expression de ces transcrits n’a pu étre mise en évidence dans les deux cohortes
avec cette technique, 1’expression de ces transcrits est tout de méme détectable dans
I’ensemble des groupes (a I’exception du gene Mmp8 dans certains échantillons) indiquant

leur présence au sein de la ME.

2 Visualisation des transcrits s100a9, Cd177, Mmp8 et Mpo dans la ME
lors de la SLLD par hybridation in situ.

Nous avons ensuite voulu confirmer la présence des transcrits s100a9, Mmp8, Cd177 et
Mpo dans la ME en condition de SLD par la technique d’hybridation in sifu fluorescente
multiplexée, récemment mise en place au sein du laboratoire. Pour ce faire, une nouvelle
cohorte d’animaux a été administrée avec de la carragénine dans la queue puis traitée avec
une solution saline ou le RF3286 (1 mg/kg, s.c., 3 fois par jour pendant 5 jours) apres retour

au seuil nociceptif basal afin d’effacer la SLD. Le lendemain du dernier jour de traitement, les
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animaux ont été euthanasiés pour prélever les ME et procéder aux marquages. Afin de préciser
le type cellulaire dans lesquels les messagers sont exprimés, des co-marquages ont été réalisés
pour chacun des transcrits avec des marqueurs des types cellulaires présent au sein du SNC :
neuronal (NeuN) et microglial (CX3CR1). Ce protocole ne permettant pas de visualiser plus
de trois transcrits différents sur une méme coupe, nous avons choisi pour des questions de
temps, de ne pas inclure de marqueur astrocytaire (GFAP) dans ces expériences. En effet, peu
d’éléments de la littérature laissaient supposer 1’expression de ces transcrits s100a9, MmpS8,

Cd177 et Mpo dans les astrocytes.
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2.1 Résultats

A NeuN CX3CRI1 Saline NeuN CX3CRI Carragénine

N

NeuN CX3CRI1

o Saline

e Carrageenan

Carrageenan
+ RF3286

Number of s100a9
positive cells per section

Figure 17 : Hybridation in situ fluorescente multiplexée du transcrit de s100a9 et différents
marqueurs cellulaires dans la ME d’animaux en état de SLD. A. Expression des transcrits de
NeuN (blanc), CX3CRI (vert) et s100a9 (rouge) dans les ME d’animaux controéles (saline), ayant
deéveloppé de la SLD (carragénine) ou pour lesquels la SLD est bloquée par le traitement au
RF3286 (carragénine + RF3286). Les images ont été acquises au scanner de lames (Nanozoomer).
Les noyaux cellulaires sont marqués au DAPI. La fleche blanche indique une cellule s100a9+. Les
images sont représentatives de 3 a 5 coupes par animal issues de 3 animaux différents par groupe.
Barre d’échelle : 250 uM. B. Quantification du nombre cellules s100a9+ dans les ME d’animaux
des groupes saline, carragénine et carragénine + RF3286. Le nombre de cellules exprimant s100a9
tend a étre diminué dans les groupes carragénine et carragénine + RF3286. Données exprimées
en moyenne + SEM, n = 3-5 coupes par animal, n = 3 animaux par groupe. ANOVA a un facteur,
test de Tukey en post-hoc. C. La microscopie confocale révéle que les transcrits de s100a9 (rouge,
indiqués par les fleches blanches) ne colocalisent pas avec le marqueur neuronal NeuN (blanc) ou
le marqueur microglial CX3CRI (vert) sur une coupe de ME d’un animal du groupe saline. Les
noyaux cellulaires sont marqués au DAPI. Barre d’échelle : 100 uM.
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L’hybridation in situ fluorescente multiplexée a révélé la présence de cellules exprimant
s100a9 (codant pour la protéine du méme nom) dans la ME des animaux des groupes saline,
carragénine et carragénine + RF3286. Cependant, de nombreuses coupes ne comportaient
aucune cellule exprimant s100a9 et ce, dans les trois groupes expérimentaux (fig. 17A)
indiquant que ces cellules sont présentes mais en faible nombre. Le décompte du nombre de
cellules positives par coupe ne montre pas de différences significatives entre les groupes, mais
tend a étre diminué dans les groupes carragénine et carragénine + RF3286 en comparaison au
groupe saline (fig. 17B, saline : 0,73 £ 1 cellule par coupe vs. carragénine : 0,1 + 0,32 cellule
par coupe, p = 0,0824 ; saline : 0,73 £ 1 cellule par coupe vs. carragénine + RF3286 : 0,91 +
0,3 cellule par coupe, p = 0,0687). Notons cependant que la variabilité au sein du groupe saline
est plus importante que dans les groupes carragénine et carragénine + RF3286. Enfin, nous
avons également observé que les transcrits de s100a9 ne colocalisent jamais avec le transcrit
du marqueur neuronal NeuN, ni celui du marqueur microglial CX3CR1 dans les trois groupes
expérimentaux (fig. 17C). Ainsi, les quelques cellules présentes et exprimant s100a9 ne sont
ni des cellules neuronales, ni des cellules microgliales.

Dans cette série d’expériences, nous avions également voulu visualiser I’expression des
transcrits Mmp8 (codant pour la Matrix metalloproteinase 8), Mpo (codant pour la
my¢loperoxydase) et Cd177 (codant pour I’antigéne Cd177) que nos expériences de RNA-
sequencing avaient également révélés comme des messagers surexprimés dans la ME en
condition de SLD. Des expériences préliminaires avec les sondes ciblant les transcrits Mmp8
et Mpo n’ont pas permis d’observer un marquage suffisant (ne permettaient pas de définir de
cellule distincte et généraient un bruit de fond important, données non montrées) quelle que
soit la dilution de fluorophore utilisée. La sonde ciblant Cd177 n’a pas permis de mettre en
¢vidence des cellules positives malgré un bruit de fond relativement faible, indiquant
I’absence de cellules positives pour le transcrit de Cd177 dans nos conditions (données non

montrées).

2.2 Discussion
Ces expériences d'hybridation in situ a 'aide de sondes fluorescentes nous ont permis de
révéler la présence d'un faible nombre de cellules exprimant le transcrit de s100a9 dans la ME
de souris controles et ayant développé de la SLD. Le nombre de ces cellules s100a9 positives
n’est pas significativement différent entre les 3 groupes et tend méme a étre diminué chez les
animaux ayant €t¢ administrés avec de la carragénine en comparaison au groupe controle

saline. Ce résultat peut s’expliquer par une forte variabilité au sein du groupe saline li¢ a ’'un
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des animaux analysés (sur les 3) qui comptabilise a lui-seul presque la totalité¢ des cellules
s100a9 positives au sein de ce groupe. Afin de s’assurer que ces résultats reflétent une réalité,
il aurait été pertinent d’analyser plus d’animaux par groupe (n = 3 dans cette expérience) ou
d’augmenter le nombre de coupes par animal (n = 3-5 dans cette expérience). Cela n’a pas été
réalis¢ dans cette expérience en raison d’un probléme lié au vieillissement des coupes.
Néanmoins, le fait que le nombre de cellules exprimant s100a9 n’est pas augmenté chez les
souris en ¢tat de SLD (groupe carragénine) suggere que la surexpression de ce méme gene
observé par RNA-sequencing chez ces animaux n'est pas liée a une augmentation du nombre
de cellules I’exprimant mais plutot a une augmentation du nombre de transcrits de ce géne par
cellule. La quantification du nombre de transcrits par cellule ou de D’intensité de la
fluorescence aurait été le plus & méme de répondre a cette question. Malheureusement, un
nombre trop insuffisant de cellules a ét¢ mis en évidence dans cette expérience pour permettre
ces quantifications (une seule cellule positive pour s100a9 a été observée dans chacun des
groupes carragénine et carragénine + RF3286 sur I’ensemble des coupes marquées).

Partant du constat que s100a9 est surexprimé dans les neurones et la microglie dans
certaines conditions associées a de la neuro-inflammation telles que la maladie d’ Alzheimer
(Kummer et al., 2012; Ryu et al., 2012; Shepherd et al., 2006; Wang et al., 2014) ou de
Parkinson (Horvath et al., 2018), nous avons fait le choix dans cette expérience de réaliser des
co-marquages de s100a9 avec un marqueur neuronal et un marqueur microglial. Nos
expériences ont révélé que les transcrits de s100a9 ne sont pas coexprimés avec ceux des
marqueurs neuronal (NeuN) et microglial (CX3CR1), indiquant que ces cellules s100a9
positives ne sont respectivement ni des neurones ni des cellules microgliales. Par ailleurs, les
protéines S100A8 et S100A9 sont également décrites comme étant exprimées par les
neutrophiles du systéme immunitaire général. En effet, elles constituent a elles seules pres de
45% du cytosol des neutrophiles ou elles sont stockées afin d’étre sécrétées en cas
d’inflammation. Enfin, ces protéines sont également exprimées dans une moindre mesure dans
les monocytes (Edgeworth et al., 1991; Hogg et al., 1989). Ceci suggere que les cellules
s100a9 positives observées dans la ME seraient plutdt des cellules du systéme immunitaire
général infiltrées dans le SNC. Pour confirmer ces hypothéses, il serait judicieux de réaliser
ces mémes expériences d’hybridation in situ avec un marqueur spécifique des neutrophiles et

monocytes, afin de s’assurer de I’identité des cellules dans lesquelles est exprimé s100a9.
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3 Quantification de ’expression des transcrits Camp, Mmp8, s100a9, I1L-
1P et TNF-a dans les leucocytes lors de la SLD par RT-qPCR

Afin d’étudier si les adaptations a long-terme se mettant en place durant la SLD dans la
ME s’étendent en périphérie ou restent localisées dans le SNC, les modifications d'expression
des geénes des marqueurs inflammatoires et de certaines des cibles identifiées par les
expériences de RNA-sequencing ont été analysés par RT-qPCR dans les leucocytes d’animaux
en état de SLD (fig. 18).

Les souris ont été administrées avec la carragénine puis traitées apres retour au seuil
nociceptif basal (J3) avec de la N-acétylcystéine (NAC, 100 mg/kg, i.p., une fois par jour), tel
que décrit dans ’article (§2.2.4, p. 145). Les souris ont été euthanasiées a J15 pour prélever
le sang et isoler les globules blancs, aprés s’étre assurés a J14 que chez les animaux
administrés de NAC a J7 et J§8, la SLD est toujours bloquée par ce traitement (voir p. 184).
Cette expérience a été réalisée par Océane BOYER dans le cadre de son stage de Master 2,

encadré par le Dr. Frédéric SIMONIN et moi-méme.

3.1 Résultats
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Figure 18: Quantification de [’expression des génes impliqués dans des processus
inflammatoires dans les leucocytes d’animaux en état de SLD par RT-qPCR. Le taux
d’expression des transcrits de marqueurs de 'inflammation (TNF-o. et IL-1B) et de ceux identifiés
par les expériences de RNA-sequencing (s100a9, MmpS8, Camp) a été quantifié dans les globules
blancs par RT-qPCR chez des souris ayant été traitées avec la N-acétylcysteine (NAC). Pour
rappel, les animaux ont reg¢u une administration de carragénine dans la queue (J0). Apreés retour
au seuil nociceptif basal (J3), I'un des groupes a été traité pendant 2 jours consécutifs (J7-J8) avec
la NAC (100 mg/kg, i.p.) ce qui a pour conséquence d’abolir durablement la SLD. A J15, les souris
ont été euthanasiées et le sang prélevé pour en isoler les leucocytes et évaluer [’expression de
certains transcrits. Les résultats sont présentés en taux d’expression. Un taux d’expression de 1 est
indiqué par la ligne pointillée. Toutes les données sont exprimées en moyenne = SEM, n = 6-9 par
groupe. *p < 0,05 ; ANOVA a un facteur, test de Tukey en post-hoc.
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Avant de quantifier I’expression des geénes par RT-qPCR, I’intégrité de chaque échantillon
d’ARN a été évaluée par électrophorése capillaire sur puce (Bioanalyzer). Ainsi, 4
¢chantillons d’ARN (sur 10) au sein du groupe saline ainsi qu’un échantillon d’ARN (sur 10)
dans chacun des groupes carragénine et carragénine + NAC curatif ont été écartés de 1’analyse
car ils étaient trop dégradés (avec un RIN <7).

Le transcrit codant pour le TNF-o ne présente pas de variation significative de son
expression dans les différents groupes (fig. 18, TNF- a, saline : 1,29 &+ 1,01 vs. carragénine :
0,78 £ 0,49 vs. carragénine + NAC curatif : 0,86 0,77, F (2, 21) = 0,9223). L’expression du
transcrit de IL-1P est significativement sous-exprimé dans chez les animaux ayant développé
de la SLD et traité a la NAC en comparaison aux animaux naifs (fig. 18, IL-1p, saline : 1,81
+ 1,49 vs. carragénine + NAC curatif : 0,46 £ 0,5, p <0,05). De méme, I’expression des génes
Mmp8 et Camp est significativement diminuée dans le groupe carragénine + NAC par rapport
aux groupe saline (fig. 18, MmpS8, saline : 2,58 & 2,73 vs. carragénine + NAC curatif: 0,31 +
0,39, p < 0,05 ; Camp, saline 1,47 £ 1,24 vs. carragénine + NAC curatif : 0,35 + 0,33, p <
0,05). Enfin, I’expression du transcrit de s100a9 n’est pas significativement modifiée en
fonction des différents traitements (fig. 18, s100a9, saline : 2,2 + 2,7 vs. carragénine : 1,03 £
1,44 vs. carragénine + NAC curatif: 0,39 + 0,37, F (2, 21) = 2,583) mais on note tout de méme
une tendance a la sous-expression dans le groupe carragénine + NAC curatif par rapport au
groupe controle saline (fig. 18, s100a9, saline : 2,2 & 2,7 vs. carragénine + NAC curatif : 0,39
+ 0,37, p=0,0827). Le groupe saline présente une forte variabilité des taux d’expression pour

I’ensemble des génes quantifiés.

3.2 Discussion

Afin d’étendre nos observations de modifications d’expression de genes dans la ME au
systeme immunitaire général, I’expression des génes de marqueurs inflammatoires (TNF-a et
IL-1B) et de certaines cibles issues des expériences de RNA-sequencing (s100a9, MmpS,
Camp) a été quantifiée par RT-qPCR dans les leucocytes d’animaux en état de SLD.

Dans cette expérience et pour I’ensemble des génes, aucune augmentation significative
d’expression n’a pu €tre mise en évidence chez les animaux ayant développé de la SLD
(groupe carragénine) par rapport aux animaux naifs (groupe saline). Contrairement a ce qui
avait été observé par les expériences de RNA-sequencing dans la ME, il semblerait méme que
ces genes soient légérement sous-exprimés par rapport au groupe contrdle. Ceci est d’autant
plus vrai pour les animaux pour lesquels la SLD a été bloquée par un composé aux propriétés

anti-inflammatoires tel que la NAC (groupe carragénine + NAC) ou cette diminution atteint
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la significativité pour les geénes de IL-1, Mmp8, Camp. Mais en raison d’une forte variabilité
au sein du groupe saline, dont le taux d’expression moyen est anormalement élevé et dépasse
largement un taux de 1 pour certains génes, il est difficile de tirer des conclusions de cette
expérience.

Pourtant, les amorces utilisées pour les expériences de RT-qPCR ont ¢été préalablement
vérifiées et validées au sein du laboratoire par analyse de la courbe de fusion et d’efficacité,
et sont bien spécifiques des genes étudiés. Par ailleurs, les échantillons d’ARN présentant une
pureté ou une intégrité insuffisante n’ont pas été pris en compte pour I’analyse. Cependant,
cela a eu pour conséquence de diminuer le nombre d’échantillons par groupe, plus
particulierement au sein du groupe contrdle (saline) ou seuls 6 échantillons ont été retenus.
Dans cette expérience, le nombre d’échantillons par groupe était limité a 10 (initialement,
avant exclusion des ARN trop dégradés) en raison de considérations éthiques et techniques
liées aux expériences comportementales. De plus, cela indique également que le protocole
utilisé pour isoler les leucocytes a partir du sang périphérique et en purifier I’ARN n’est pas
parfaitement reproductible et induirait plus ou moins de dégradation selon les échantillons, ce
qui peut également induire de la variabilité dans notre expérience. Ainsi, si ces expériences
sont réitérées, ces protocoles nécessiteront encore quelques étapes d’optimisation afin de
réduire la dégradation des ARNs et d’augmenter le nombre d’échantillons utilisables par
groupe pour diminuer au mieux la variabilité.

Nous avons analysé nos résultats en utilisant la méthode usuelle dite comparative (Livak
& Schmittgen, 2001) ou I’expression d’un géne correspond a 24CT (voir matériel et
méthodes, §4.3, p. 121) et est normalis€ en fonction d’un gene de référence (constitutivement
exprimé et dont 1’expression ne varie pas selon les conditions, I’actine dans notre cas). Pour
des questions de temps, seul un géne de référence a ét¢ utilisé dans les quantifications et les
analyses des taux d’expression. Cependant certaines études recommandent 1’utilisation de
deux genes de référence différents (Bustin et al., 2009) afin d’apporter plus de robustesse aux
résultats. Ce point pourrait également permettre de limiter la variabilité des résultats dans de
futures expériences.

Enfin, ces quantifications d’expression des geénes ont été réalisées sur une population
cellulaire hétérogeéne et pourrait également expliquer la forte variabilité de cette expérience.
En effet, le protocole utilis¢é permet d’isoler 1’ensemble des leucocytes du sang, qui
comprennent les neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes, les €osinophiles et basophiles.
Cependant certains des génes quantifiés dans cette expérience comme Mmp8 (qui code pour

la neutrophile collagénase) et s100a9 (codant pour la protéine S100A9) sont décrits comme

205



¢tant majoritairement exprimés par les neutrophiles (Tester et al., 2007; Wang et al., 2018b).
Il serait donc plus difficile de visualiser des différences d’expression de géne exprimés par les
neutrophiles parmi ces différents types cellulaires. Une possibilité serait donc d’isoler
uniquement les neutrophiles a partir du sang, a I’aide des kits dédiés a cet effet et qui sont
disponibles dans le commerce, afin d’étudier la variation d’expression de genes

spécifiquement exprimés dans cette population cellulaire.

4 Conséquences du blocage pharmacologique de S100A8/S100A9 dans le

développement et le maintien de la SLD induites par la carragénine

Parmi les genes identifiés par les expériences de RNA-sequencing dont 1’expression est
augmentée dans la ME d’animaux avant développé de la SLD, les génes s100a8 et s100a9
(codant pour les protéines du méme nom), sont ceux pour lesquelles la surexpression est la
plus importante. Nous avons donc étudié I’implication spécifique des protéines S100AS et
S100A9 dans le maintien et le développement de la SLD dans notre modele. Pour ce faire,
nous avons évalu¢ les conséquences de I’administration de paquinimod (ou ABR-215757) une
molécule inhibitrice de SI00A8 et SI00A9 (Bjork et al., 2009) sur le développement et la
maintenance de la SLD. Cette expérience a €galement été réalisée par Océane BOYER sous

ma supervision.
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4.1 Résultats
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Figure 19 : Conséquences de I’administration répétée de paquinimod sur I’hyperalgésie induite
par la carragénine et la SLD qui en découle. A. A JU, la carragénine a été injecté dans la queue
des souris et le décours de ['hyperalgésie a été suivi par des mesures de seuils nociceptifs a 6h puis
de J1 a J3. Un groupe de souris a re¢u une injection de paquinimod (10 mg/kg, i.p.) 30 minutes
avant I’agent inflammatoire puis quotidiennement de J1 a J3 aprés évaluation du seuil nociceptif
(traitement préventif). AJ7, JS, J9 et J10 tous les groupes ont regu une injection de NTX (5 mg/kg,
s.c.) et un suivi cinétique des seuils nociceptifs pendant 6 heures a été réalisé. Un autre groupe de
souris a re¢u une administration de paquinimod (10 mg/kg, i.p.) 20 minutes avant chaque
administration de naltrexone (traitement curatif). Toutes les données sont exprimées en moyenne
+ SEM, n = 10 par groupe. ***p < 0,001 carragénine vs. saline ; °°°p < 0,001 carragénine +
paquinimod préventif vs. saline ; ##t#p < 0,001 carragénine + paquinimod curatif vs saline ; &&p
< 0,01 carragénine + paquinimod curatif vs. carragénine ; 8p < 0,05 carragénine + paquinimod
préventif vs. carragénine, ANOVA a deux facteurs et a mesures répétées, test de Tukey en post-hoc.
B. Comparaison des aires sous la courbe (Area Under the Curve, AUC) correspondant a
I’hyperalgésie induite par la carragénine (J0-J3) ou induite par la naltrexone (J7, J§8, J9 et J10).
**%p < 0,001 ; ANOVA a un facteur, test de Tukey en post-hoc.

L’administration de carragénine dans la queue induit une hyperalgésie thermique au chaud
visible apres 6h (fig. 19A, t =360, WT carragénine : 6,1 = 0,37 s vs. WT saline : 9,68 £ 0,17,
p < 0,001) et qui se résorbe en 3 jours dans les groupes carragénine (fig. 19A, J3, WT

carragénine : 9,50 £ 0,26 vs. WT saline : 9,58 = 0,25, ns) et carragénine + paquinimod curatif
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(fig. 19A, J3, WT carragénine + paquinimod curatif : 9,63 £ 0,28 vs. WT saline : 9,58 £ 0,25,
ns), telle que décrite dans les expériences précédentes. L.’administration de paquinimod (10
mg/kg, s.c.) de JO a J3 n’induit pas de modification des seuils nociceptifs des animaux du
groupe saline indiquant que le paquinimod est dépourvu de propriétés hyperalgésiques ou
analgésiques propres (données non montrées). Les animaux administrés de carragénine et
recevant le méme traitement au paquinimod montrent une hyperalgésie induite par la
carragénine similaire a celle du groupe carragénine (fig. 19B, AUC J0-J3, carragénine +
paquinimod préventif : -79,1 £ 9,7 u.a vs. carragénine : -85,1 £ 10,9 u.a, ns), ce qui suggere
que les protéines SI00A8 et S1009 ne contribuent pas au maintien de [’hyperalgésie induite
par la carragénine.

Apres retour au seuil nociceptif basal (J3), un autre groupe d’animaux a été traité avec le
paquinimod (10 mg/kg, i.p.) une fois par jour pendant 4 jours consécutifs. Les conséquences
de chaque administration de paquinimod sur la SLD sont révélées par 1’administration de
naltrexone. De J7 a J10, les souris du groupe carragénine manifestent une hyperalgésie
transitoire induire par la naltrexone maximale a 1h (fig. 19A, J7-J10, t = 60°, carragénine vs.
saline, p < 0,001) de plus de 6h (fig. 19A, J7-J10, t = 360°, carragénine vs. saline, p < 0,01)
ce qui n’est pas le cas des animaux du groupe saline, confirmant le développement d’une SLD
induite par la carragénine. Le groupe d’animaux préalablement traités au paquinimod avant
chaque administration de naltrexone (groupe carragénine + paquinimod curatif) montre
également une phase d’hyperalgésie transitoire similaire a celle du groupe carragénine que ce
soitaJ7 (fig. 19B, AUCJ7, carragénine + paquinimod curatif: -9,86 + 1,75 u.a vs. carragénine
:-11,07 £ 1,61 u.a, ns), J8 (fig. 19B, AUC J8, carragénine + paquinimod curatif : -11,83 +
0,81 u.a vs. carragénine : -10,68 £ 1,55 u.a, ns), J9 (fig. 19B, AUC J9, carragénine +
paquinimod curatif : -10,44 £ 1,27 u.a vs. carragénine : -11,1 = 1,37 u.a, ns) ou J10 (fig. 19B,
AUC J10, carragénine + paquinimod curatif : -10,66 = 1,21 u.a vs. carragénine : -10,84 + 1,86
u.a, ns). Enfin, les souris ayant recu le traitement au paquinimod lors de I’hyperalgésie induite
par la carragénine (groupe carragénine + paquinimod préventif), montrent également une
hyperalgésie induite par la carragénine similaire a celle du groupe carragénine a J7 (fig. 19B,
AUC J7, carragénine + paquinimod préventif : -10,74 + 1,22 u.a vs. carragénine : -11,07 £
1,61 u.a, ns). En I’absence d’effet du traitement au paquinimod, les mesures en suivi cinétique
suite a I’administration de naltrexone n’ont pas €té poursuivies dans ce groupe a J8, J9 et J10.
Dans I’ensemble, ces résultats indiquent que le traitement au paquinimod n’a pas d’effet sur
la SLD, qu’il soit administré avant sa mise en place (pendant la phase d hyperalgésie induite

par la carragénine) ou lorsqu’elle est déja établie (aprés résolution de I’hyperalgésie). Ceci
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suggere que les protéines S100A8 et SI00A9 ne sont pas impliquées dans le développement

ou le maintien de la SLD.

4.2 Discussion

S100A8 (également appelée MRP8 ou calgranuline A) et ST00A9 (MRP14 ou calgranuline
B) sont des protéines de liaison au Ca?" et au Zn**, majoritairement exprimées par les
neutrophiles. Elles exercent différentes fonctions, dont la polymérisation de la tubuline et le
réarrangement du cytosquelette permettant la migration cellulaire et le recrutement des
neutrophiles et autres leucocytes, nécessaires a la réaction inflammatoire. Elles sont é¢galement
impliquées dans la libération de cytokines et le métabolisme de 1’acide arachidonique. Ainsi
une fois sécrétées, elles agissent comme des cytokines et ont des actions autocrine et paracrine
via D’activation de leurs récepteurs, les Toll Like Receptors 4 (TLR4) (Vogl et al., 2007) et les
Receptors for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) (Hofmann et al., 1999). Le
paquinimod est une molécule inhibitrice de ST00AS8 et SI00A9 qui prévient leur liaison aux
récepteurs TLR4 et RAGE (Bjork et al., 2009). Cette interaction empéche ainsi I’accumulation
de cellules myé¢loides et serait a 1’origine de ses propriétés immunomodulatrices (Deronic et
al., 2014; Helmersson et al., 2013).

Dans notre modele, I’administration répétée de paquinimod est dépourvue d’effet sur
I’hyperalgésie induite par la carragénine ou la SLD qui en découle. Ainsi, nos expériences
semblent indiquer que les protéines SI00A8 et SIO0A9 ne sont pas impliquées dans les
processus inflammatoires responsables de 1’hyperalgésie induite par la carragénine ou
développement et du maintien de la SLD.

Il convient tout de méme de mentionner que le paquinimod est un composé trés peu
caractérisé chez le rongeur. En accord ses propriétés immunomodulatrices, il a prouvé son
efficacité contre des pathologies telles que le lupus érythémateux disséminé (Bengtsson et al.,
2012), le diabete de type 1 (Tahvili et al., 2018), la sclérose en plaque (Helmersson et al.,
2013) et de nombreux autres modeles de maladies inflammatoires et auto-immunes (Fransén
Pettersson et al., 2018; Masouris et al., 2017; Schelbergen et al., 2015; Stenstrom et al., 2016;
Wache et al., 2015; Yan et al., 2013) mais il n’a jamais été évalué¢ dans un modele de douleur
chronique. Par ailleurs, la pharmacocinétique de ce composé¢ n’est pas connue. Ainsi, nous ne
pouvons pas affirmer que dans les conditions dans lesquelles nous 1’avons utilisé, il permet
un blocage efficace des protéines S100A8 et S100A9. En effet, la plupart des études
précédemment citées ont utilisé ce composé€ par voie orale, tandis que nous 1’avons administré

par voie intrapéritonéale. Néanmoins, certaines études ont montré qu’il peut également étre
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efficace par cette voie d’administration (Gong et al., 2018; Wache et al., 2015; Yan et al.,
2013). A noter toutefois que nous avons utilis¢ une solution saline contenant 10% de
KolliphorEL comme véhicule en raison de la faible solubilité de notre lot de paquinimod dans
la solution saline seule, ce qui différe de ces études (solution saline ou de PBS par voie
intrapéritonéale).

Ainsi des analyses ultérieures nécessiteront de tester plusieurs doses de ce composé,
plusieurs fréquences/voies d’administration, afin de confirmer ou d’infirmer 1’implication de
ces protéines dans la mise en place des adaptations conduisant au développement de la SLD.
Des souris génétiquement déficientes pour SI00A9 existent et sont viables (Manitz et al.,
2003). II serait alors pertinent d’étudier 1’établissement et le maintien de la SLD dans cette

lignée afin de confirmer nos résultats préliminaires.
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Partie 111 : Etude de I’activité constitutive de MOR in vivo et

in vitro

L’une des hypothéses avancées pour expliquer 1’activation persistante de MOR aprés la
résolution de I’hyperalgésie et qui contribue a la SLD est celle de son activité constitutive
(Corder et al., 2013; Walwyn et al., 2016). Nous avons également démontré au cours de ce
projet I’implication de NPFF1R dans le maintien de la SLD. Par ailleurs, des données internes
au laboratoire montrent qu’environ 60% des neurones exprimant le transcrit de NPFF1R dans
la ME co-expriment également celui de MOR. Enfin dans un modele cellulaire (cellules SH-
Sy5Sy transfectées avec NPFFIR), il a déja été montré que D’activation de NPFF1R réduit
I’inhibition de la signalisation calcique provoquée par 1’activation de MOR (Kersanté et al.,
2006), indiquant une interaction fonctionnelle entre ces deux récepteurs. Ainsi, NPFFIR
pourrait également moduler ’activité constitutive de MOR.

Dans ce contexte, 1’objectif de ces expériences étaient doubles : 1) mettre en évidence
I’activité constitutive du récepteur MOR et ii) étudier les conséquences d’une pré-stimulation

du récepteur NPFF1R sur cette activité constitutive.

1 Mesure de ’activité constitutive de MOR dans la ME lors de la SLD

Pour cette expérience, nous avons réalisé des préparations membranaires a partir de ME
des souris males ayant développé de la SLD induite par la carragénine et traitées ou non avec
I’antagoniste sélectif du récepteur NPFFIR, le RF3286 (voir §2.2.4, p. 145). Pour rappel,
aprés administration de carragénine (JO) les souris des groupes « NTX » ont regu une injection
de naltrexone pour chaque jour de traitement au RF3286 (de J5 a J9) puis a J20, pour évaluer
la durabilité¢ du traitement au RF3286. Les animaux des groupes « stress » n’ont pas regu
d’injections de naltrexone lors du traitement au RF3286 et ont subi un stress aigu induit par
la nage forcée a la place de I’injection de naltrexone a J20. Les ME ont été prélevées a J42
(des expériences menées au laboratoire ont montré que la SLD induite par la carragénine a
une durée de 60 jours). 3 a 4 ME d’animaux du méme groupe ont été regroupées pour la

préparation des membranes.
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1.1 Résultats
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Figure 20 : Mesure de la liaison de [*’S]GTPyS dans des membranes de ME d’animaux ayant
développé de la SLD. Stimulation de la liaison du [*>S]GTPyS en présence de (4) naltrexone (NTX),
de (B) DAMGO ou de (C) DAMGO et de naltrexone. Chaque point ou histogramme représente la
moyenne d’un triplicat. Les données sont représentées en pourcentage du basal (le signal obtenu
en l’absence d’agoniste). ***p < 0,001 ; ANOVA a un facteur, test de Tukey en post-hoc.

Pour évaluer 1’activité constitutive de MOR, les membranes de ME d’animaux en état de
SLD ont été incubées en présence de doses croissantes de naltrexone. En effet, si ce composé
est habituellement décrit comme un antagoniste des récepteurs opioides, il s’également révélé
avoir des propriétés d’agoniste inverse spécifique de MOR a la suite d’une stimulation
prolongée par les agonistes (Wang et al., 2001a). Par conséquent, st MOR est constitutivement
actif (c’est-a-dire capable d’induire de la signalisation en I’absence ligand) un agoniste inverse
devrait induire une diminution du signal basal (en I’absence d’agoniste) et ce d’autant plus
que la concentration d’agoniste inverse est ¢levée (courbe dose-réponse).

Quelle que soit la dose de naltrexone (NTX) appliquée, celle-ci est dépourvue d’effet sur
la liaison du [**S]GTPyS qui reste au méme niveau que le signal basal (fig. 20A) dans les
membranes de ME des groupes « saline + NTX » et « carragénine + NTX ». Pourtant, le
DAMGO est capable d’induire une courbe dose-réponse (fig. 20B) indiquant que MOR est
bien fonctionnel dans cet essai. De méme, la naltrexone est capable d’abolir I’augmentation
de la liaison du [*>’S]GTPyS induite par 1 uM de DAMGO (fig. 20C), indiquant que dans ces
conditions la naltrexone est capable se lier a MOR pour empécher celle du DAMGO. Puisque
la naltrexone ne diminue pas de maniére dose-dépendante la liaison basale du [*>S]GTPyS,
cela suggere que MOR n’est pas constitutivement actif dans les ME d’animaux naifs ou ayant
développé de la SLD. En accord avec ce constat, des résultats similaires ont été obtenus avec

les membranes de ME des « groupes saline + stress » et « carragénine + stress » ainsi qu’en

212



utilisant la B -funaltrexamine (B-FNA) qui est un autre agoniste inverse spécifique de MOR et
celui utilisé¢ par Corder et collaborateurs pour mettre en évidence 1’activité constitutive de

MOR dans leur essai de liaison du [**S]JGTPyS (données non montrées, Corder et al., 2013).

1.2 Discussion

Nos résultats semblent indiquer qu’il n’y a pas d’augmentation de 1’activité constitutive de
MOR chez les animaux ayant développé de la SLD en comparaison aux animaux naifs,
contrairement a ce qui a ét¢ démontré précédemment (Corder et al., 2013; Walwyn et al.,
2016).

Cependant il faut noter que Corder et collaborateurs ont réalisé leurs essais de liaison du
[**S]GTPyS sur des coupes de ME (Corder et al., 2013). Ils ont ainsi montré 1’augmentation
de D’activité constitutive de MOR dans la corne dorsale de la ME, la ou MOR est
majoritairement exprimé (Aicher et al., 2000; Spike et al, 2002). De plus dans
leur expérience, la diminution de la signalisation basale de MOR par la B-FNA est
relativement faible (30% environ pour une concentration de 10 uM de B-FNA). 1l est donc
possible qu’en préparant des membranes a partir de ME entiére (corne dorsale et corne
ventrale) le rapport signal sur bruit soit diminué, si bien que ’on arrive plus a mettre en
¢vidence I’augmentation de I’activité constitutive de MOR dans la corne dorsale de la ME des
animaux en état de SLD.

Par ailleurs, les ME des animaux ont été prélevées 42 jours aprés I’administration de
carragénine. Des expériences préliminaires du laboratoire montrent que 1’hyperalgésie induite
par la naltrexone est toujours présente a J42 mais qu’elle commence a s’atténuer a partir de
J30. Ainsi, nous pourrions supposer qu’avec la disparition de la SLD, Iaugmentation de
I’activité constitutive de MOR soit plus faible et ainsi plus difficile & visualiser. Il serait
intéressant a 1’avenir de reproduire cette expérience en ne prélevant que la corne dorsale de la
ME a une phase plus précoce de la SLD induite par la carragénine afin de faciliter la mise en
¢vidence de I’activité constitutive de MOR chez les animaux ayant développé une SLD. Il est
a noter cependant que ces résultats sont préliminaires et restent a confirmer puisque
I’ensemble des échantillons au sein d’'un méme groupe n’a pas pu étre analysé et que les
expériences ont ¢€té réalisées en monoplicat ou en duplicat seulement, en raison du

confinement li¢ a la crise sanitaire.
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2 Mise en évidence de Dactivité constitutive de MOR dans la lignée

cellulaire SH-SySy-hNPFF1R

Comme nous n’avons pas €té¢ en mesure de visualiser 1’activité constitutive de MOR sur
des membranes préparées a partir de ME d’animaux en état de SLD, nous sommes passés a
un modele cellulaire in vitro pour tester notre hypothése de la modulation de I’activité
constitutive de MOR par I’activation de NPFF1R. Notamment, la lignée de cellules SH-Sy5y
exprime le récepteur MOR de maniere endogene et a été transfectée de maniére stable avec le

récepteur NPFF1R humain (hNPFF1R, clone SH;-C7, Kersanté et al., 2006).

2.1 Résultats

En I’absence de protocole publié pour réaliser I’essai de liaison du [*>S]GTPYS sur ce clone
de cellules transfectées avec hNPFF1R, nous nous sommes basés sur celui utilisé par 1’équipe
qui nous a donné ce clone pour mesurer la liaison du [*>’S]JGTPyS dans des cellules SH-Sy5y
mais transfectées avec hNPFF2R (Kersanté et al., 2010). Avant de visualiser 1’activité
constitutive de MOR, nous avons d’abord évalué les courbes dose-réponse obtenues par
stimulation du récepteur MOR en présence de concentrations croissantes de DAMGO, afin de
s’assurer que le récepteur est fonctionnel dans les conditions appliquées.

De nombreuses conditions de culture de ces cellules (changement de milieu de culture, de
lot de sérum, confluence) et du test de stimulation de la liaison du [*>*S]JGTPyS (variation de
la quantité de membranes par puits, de la concentration en [*>S]JGTPyS, en GDP, en BSA,
retrait de la saponine, remplacement du DAMGO par un agoniste entier, le fentanyl), ont été
testées pour diminuer la variabilité et optimiser les résultats. Cependant, aucune d’entre elles
n’ont permis d’observer de mani¢re robuste une courbe dose-réponse de la liaison de

[**S]GTPyS de type sigmoidale (représentation semi-logarithmique).
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Figure 21 : Exemples de la stimulation de liaison du [*’S]GTPyS dans des cellules SH-Sy5y-
hNPPFRI par des doses croissantes de DAMGO. Trois expériences séparées ont été réalisées a
lidentique avec le méme lot de préparation de membranes et le méme protocole pour [’essai
[>S]GTPyS. Chaque point représente la moyenne d un triplicat. Les données sont représentées en
pourcentage du signal basal (le signal obtenu en [’absence d’agoniste). A noter que l’échelle des
ordonnées pour l’essai #1 est différente des deux autres.

La figure 21 illustre quelques exemples de courbes obtenues en présence de concentrations
croissantes de DAMGO selon le protocole utilisé pour la lignée SH-Sy5y-hNPFF2R (Kersanté
et al., 2010). Pourtant réalisées dans les mémes conditions, 1’allure des courbes de chacun des
essais est différente, ce qui illustre la forte variabilité inter-expérimentale. Dans aucun cas une
courbe dose-réponse de type sigmoidale n’a été obtenue, a 1’exception de 1’essai #3.
Cependant dans cette expérience I’intensité maximale (120% de stimulation de liaison de
[*>*S]GTPyS est trop faible pour imputer cet effet a une réelle stimulation du récepteur MOR.
Enfin, seules des concentrations tres élevées de DAMGO (> 10 uM) permettent d’obtenir une
augmentation de la stimulation de liaison au [**S]GTPyS.

Par ailleurs, ces cellules étant transfectées avec hNPFF1R, nous avons également évalué la
stimulation de la liaison de [*>S]GTPyS par différentes doses de son ligand endogéne le RFRP-
3 humain (hRFRP-3, données non montrées). Comme pour le récepteur MOR, aucune relation
dose-effet n’a pu étre mis en évidence et I’augmentation de la stimulation de la liaison de

[**S]GTPyS n’avait lieu que pour des doses élevées de hRFRP-3 (> 10 uM).

2.2 Discussion
Dans cette expérience, aucune des conditions testées pour la culture des cellules SH-Sy5y-
hNPFF1R ou pour la réalisation du test de liaison au [*>S]GTPyS n’a permis de visualiser la
stimulation de la liaison de [*>S]GTPyS par I’activation de MOR et NPFFIR suite a la liaison
de leur agonistes, respectivement le DAMGO et hRFRP-3.
Néanmoins a de fortes doses, MOR et NPFFIR semblent activables, indiquant que ces

récepteurs sont tout de méme fonctionnels et que les difficultés de visualisation de la
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stimulation de la liaison du [*>S]GTPyS par leurs agonistes respectifs ne sont pas liées
spécifiquement a I'un ou l'autre des récepteurs. Par ailleurs, certaines difficultés ont été
rencontrées pour la culture des cellules (croissance irréguliere, mortalité importante a la
décongélation). Méme si les cellules ont été cultivées selon les conditions indiquées dans la
littérature (Kersanté et al., 2006), il semblerait donc qu’elles n’étaient pas dans des conditions
de croissance optimales pour pouvoir visualiser de maniere robuste et efficace 1’activation des
protéines G a ’aide de 1’essai de la stimulation de la liaison du [**S]GTPyS. Nous n’avons
donc pas poursuivi les expérimentations concernant ’activité constitutive de MOR et sa
modulation par I’activation de NPFF1R. Dans le futur, une alternative pourrait étre envisagée
en essayant de reproduire strictement les expériences décrites par Corder et collaborateurs
(Corder et al., 2013) de liaison de [*>S]GTPyS sur coupes de ME ou en visualisant l'activation
de la voie des MAPK sur coupe de ME d'animaux en état de SLD qui a également été observée

dans cette étude.
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Discussion générale

Les récepteurs a peptides RF-amides, et plus particulicrement GPR103 et NPFFIR qui
nous intéressent ici, sont impliqués dans la modulation de la nociception (Ayachi & Simonin,
2014). Au laboratoire, des antagonistes hautement sélectifs de chacun de ces récepteurs ont
été développés et caractérisés in vitro et in vivo, respectivement le RF1156 (Ayachi, 2017) et
le RF3286 (Quillet et al., 2021). Ces outils pharmacologiques ont permis de confirmer les
propriétés anti-opioides et pro-nociceptives des systémes 26RFa/GPR103 et RFRP-
3/NPFFIR dans différents modeles d’HIO et de douleur inflammatoire (Ayachi, 2017;
Elhabazi et al., 2017; Hammoud et al., 2018; Quillet et al., 2021). En particulier pour GPR103,
I’activation de ces récepteurs persiste apres la résolution de I’HIO pour participer au maintien
de la SLD (Ayachi, 2017). En revanche pour NPFF1R, sa contribution dans la SLD n’était
pas connue. Dans ce contexte, les objectifs principaux de ces travaux de thése ont été :

1) confirmer I’implication de 26RFa/GPR103 dans la SLD qui découle d’une douleur
inflammatoire ainsi que d'étudier I’implication du syst¢tme RFRP-3/NPFF1R dans le
développement et le maintien de la SLD.

i1) d'identifier les mécanismes moléculaires et cellulaires responsables du développement

et maintien de cette SLD.

En accord avec le premier objectif, nous avons évalué les conséquences du blocage
génétique (souris génétiquement invalidées) et pharmacologique des récepteurs GPR103 (a
I’aide de 1’antagoniste sélectif le RF1156) dans différents modeles de SLD induite par un
agent inflammatoire. L’administration de RF1156 lors de I’hyperalgésie induite par le CFA
n’a pas effet sur cette hyperalgésie alors que les souris génétiquement invalidées pour
GPR103a ne développent pas d’hyperalgésie induite par la carragénine, suggérant que les
récepteurs GPR103 seraient activés lors du développement 1’hyperalgésie inflammatoire,
plutdt que dans sa maintenance. L’administration de RF1156 aprés (mais pas avant) la
résolution de [I’hyperalgésie induite par le CFA réverse progressivement la SLD.
Conformément a ses propriétés anti-opioides, ce résultat confirme que les récepteurs GPR103
contribuent a la SLD provoquée par une hyperalgésie inflammatoire, comme cela a été
observé a la suite d’une HIO (Ayachi, 2017). Cependant, le blocage de la SLD se maintient

temporairement apres le traitement au RF1156 pour une durée de 12 jours minimum ce qui
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indique que le blocage pharmacologique des récepteurs GPR103 empéche transitoirement
I’expression de la SLD mais ne neutralise pas les mécanismes qui sous-tendent la persistance
de la SLD.

Lorsque le RF9 (antagoniste non sélectif des récepteurs au NPFF) et le RF1359
(antagoniste sélectif de NPFFIR) sont administrés avec le traitement opiacé ou suite a la
résolution de I’HIO, la SLD est abolie dans les deux cas, démontrant ainsi 1’activation de
NPFF1R lors de I’établissement et le maintien de la SLD induite par une HIO. Dans un modé¢le
de SLD induite par le CFA, I’administration répétée de RF3286, (le nouvel antagoniste sélectif
de NPFF1R récemment caractérisé par 1’équipe, (Quillet et al., 2021)) une fois I’hyperalgésie
résolue, réverse progressivement la SLD. Les suivis cinétiques ont été poursuivis jusqu’a
disparition de I’hyperalgésie induite par la naltrexone (sans administration préalable de
RF3286) et a permis de mettre en évidence que la SLD dure entre 211 et 225 jours apres
I’administration du CFA et que son blocage par le RF3286 est définitif. Ainsi, le blocage
pharmacologique de NPFF1R efface complétement les adaptations a long-terme responsables
de la SLD.

Ces observations ont été étendues au modele de SLD induite par la carragénine : le blocage
répété de NPFF1R par le RF3286 réverse aussi durablement I’hyperalgésie induite par la
naltrexone ou un stress aigu provoqué par la nage forcée. En effet, afin de valider la pertinence
de notre modele de SLD, un protocole de stress aigu permettant de visualiser une hyperalgésie
latente comparable a celle induite par I’administration de naltrexone tel que décrit dans la
littérature (Le Roy et al., 2011; Rivat et al., 2007) a été mis au point et validé. Des résultats
similaires ont été¢ obtenus chez les souris femelles avec ce méme antagoniste, suggérant que
la SLD se manifeste de la méme manicre chez les males et les femelles. Enfin, I’injection de
RF3286 lors de la phase d’hyperalgésie induite par la carragénine prévient partiellement la
SLD, suggérant que le systtme RFRP-3/NPFF1R participe également au développement de
cette adaptation a long-terme.

Ces résultats ont été confirmés en administrant un autre antagoniste du récepteur NPFF1R
développé par le laboratoire, le RF1359, et a 1’aide de souris génétiquement délétées pour
NPFF1R (disponibles au laboratoire) qui ne développent pas de SLD malgré une hyperalgésie
induite par la carragénine partielle. Dans I’ensemble, ces données montrent que 1’activation
du récepteur NPFF1R par son ligand endogéne RFRP-3 contribue a 1’établissement et au
maintien de la SLD induite par une inflammation et un traitement prolongé aux opiacés,
confirmant les propriétés pro-nociceptives et anti-opioides de ce systeme (Elhabazi et al.,

2017; Hammoud et al., 2018; Quillet et al., 2021).
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Bien que les récepteurs GPR103 et NPFFIR soient de la méme famille et soient tous deux
impliqués dans la SLD en tant que systéme pro-nociceptif anti-opioide, il semblerait qu’il y
ait des différences subtiles de cinétique d’action entre ces systémes. En effet, I’activation des
récepteurs GPR103 ne semble pas intervenir dans le maintien de 1’hyperalgésie induite par le
CFA contrairement a NPFF1R, dont le blocage pharmacologique par un traitement de 10 jours
au RF3286 permet une résolution plus rapide d’hyperalgésie dans ce méme modéle (données
internes au laboratoire). De méme, I’administration de RF1156 lors de I’hyperalgésie induite
par le CFA n’a pas d’effet sur la SLD qui en découle, tandis que I’administration de RF3286
pendant I’hyperalgésie induite par les opiacés ou par une inflammation prévient la mise en
place de la SLD. Ainsi, les récepteurs GPR103 ne seraient pas activés lors de mise en place
de la SLD mais interviendrait une fois qu’elle est établie ; NPFF1R serait activé dans ces deux
processus. Ces deux récepteurs a peptides RF-amides interviendraient donc a différents
moments de I’établissement et du maintien de la SLD ce qui suggére qu’ils aient des roles
distincts. En accord avec cette idée, le traitement au RF3286 (antagoniste de NPFF1R) réverse
définitivement la SLD, tandis le traitement au RF1156 (antagoniste des récepteurs GPR103)
ne la bloque que transitoirement. Méme si on ne peut pas exclure qu’adapter le traitement
RF1156 pourrait permettre un blocage pharmacologique des récepteurs GPR103 plus efficace
et éventuellement un blocage définitif de la SLD, ceci indique que NPFF1R est impliqué dans
les mécanismes sous-jacents a la SLD, tandis que les récepteurs GPR103 sont plutdt impliqués
dans son expression. Cela pose la question de I’implication des autres récepteurs a peptides
RF-amides ainsi que de leurs fonctions respectives dans ce phénomeéne, en particulier

NPFF2R dont la contribution a la SLD reste a confirmer (Simonin et al., 2006).

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés aux mécanismes responsables du
maintien de la SLD en lien avec I’activation du NPFF1R (puisque la réversion de la SLD par
le RF3286 est définitive). Partant d’une hypothése de modifications épigénétiques, les
variations d’expression de génes spinaux associées au maintien de la SLD ont été évaluées
dans notre modele. Dans une expérience séparée, les ME d’animaux ayant développé de la
SLD induite par le CFA ou pour lesquels cette SLD a été bloquée par le traitement au RF3286
ont été prélevées. L’analyse en RNA-sequencing a révélé I’augmentation de 1’expression d’une
cinquantaine de messagers chez les animaux en état de SLD. Certains de ces transcrits voient
leur surexpression abolie par I’antagoniste de NPFF1R (qui réverse 1’état de SLD) indiquant
que ces genes sont associés au maintien de cet état. Ces geénes présentent la particularité, pour

la plupart, d’étre impliqués dans des processus inflammatoires ce qui suggere que la SLD
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serait sous-tendue par une inflammation latente. En accord avec cette hypothese,
I’administration de deux composés aux propriétés anti-inflammatoires (N-acétylcystéine et
ibuprofeéne) pendant ou apres la phase d’hyperalgésie induite par la carragénine, prévient ou
réverse respectivement la SLD. Ainsi, 1’établissement et le maintien de la SLD semblent

étroitement liés a des processus inflammatoires.

Nous avons ensuite voulu poursuivre la caractérisation de ces processus inflammatoires.
En effet, la mise en place d’une réaction inflammatoire se traduit par un ensemble de cascade
de réactions moléculaires et cellulaires, dont le but est le recrutement de cellules immunitaires
au site de I’infection. Briévement, la réponse inflammatoire est initiée par la détection de
motifs moléculaires caractéristiques des pathogeénes appelés PAMPs (Pathogen-Associated
Molecular Pattern) ou de signaux de dommages cellulaires appelés DAMPs (Damage-
Associated Molecular Patterns) qui sont reconnus par des récepteurs, les PRR (Pattern
Recognition Receptors) (Akira et al., 2006). Les PRR sont exprimés a la surface membranaire
des cellules dendritiques, macrophages, monocytes, mastocytes, neutrophiles et les cellules
endothéliales. Une fois activées, ces cellules produisent des facteurs solubles (molécules du
complément, chimiokines, cytokines, radicaux libres, prostaglandines...). Les cytokines
activent les cellules endothéliales pour augmenter la perméabilité vasculaire et favoriser
I’influx de cellules immunitaires a partir du sang. Ce phénomene est responsable de la rougeur
et de ’cedéme, symptomes de la réaction inflammatoire. Une fois au site d’infection, les
polynucléaires neutrophiles et les macrophages exercent leur fonction de phagocytose pour
¢liminer le pathogene. Les prostaglandines quant a elles sensibilisent les nocicepteurs et sont
responsables d’un autre symptome, la douleur (Fullerton & Gilroy, 2016; Netea et al., 2017).

Cependant, en conditions physiologiques, peu de ces cellules du systéme immunitaire sont
présentes dans le SNC. Par ailleurs, le SNC est lui-méme doté de cellules myéloides résidentes
et immunocompétentes, appelées cellules microgliales (ou microglie), et qui constituent la
premicre ligne de défense contre les pathogeénes en cas d’inflammation (Wolf et al., 2017).
Pour déterminer si cette inflammation latente est sous-tendue par les cellules microgliales ou
le systéme immunitaire général, nous avons tenté de mettre en évidence le type cellulaire a
I’origine de la surexpression des transcrits observés par les expériences de RNA-sequencing.
Pour cela, des co-marquages de certains de ces transcrits en présence de différents marqueurs
cellulaires ont été réalisés par hybridation in sifu fluorescente multiplexée dans la ME de

souris en condition de SLD.
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Ces expériences ont révél¢é la présence d'un faible nombre de cellules exprimant le transcrit
de s100a9 dans la ME de souris contrdles et en état de SLD. Le nombre de ces cellules n’est
pas significativement augmenté dans les animaux ayant développé une SLD, suggérant que la
surexpression de ce geéne observée par RNA-sequencing n'est pas liée a une augmentation du
nombre de cellules positives pour s100a9+ chez ces animaux mais plutot a une augmentation
de I’expression du nombre de transcrits de ce géne dans les cellules qui 1'expriment. Par
ailleurs, nous avons pu montrer que le transcrit de s100a9 ne colocalise pas avec les marqueurs
NeuN et Cx3CRI1, indiquant que ces cellules s100a9+ ne sont respectivement ni des neurones
ni des cellules microgliales. Ainsi, lors de la SLD, I’expression de s100a9 n’est pas induite
dans les cellules microgliales de la ME comme cela a été observé dans le cerveau dans
certaines conditions neuro-inflammatoires telles que la maladie d’Alzheimer (Kummer et al.,
2012; Ryu et al., 2012; Shepherd et al., 2006; Wang et al., 2014) ou de Parkinson (Horvath et
al., 2018). Cependant, les protéines SI00AS8 et SI00A9 sont décrites comme étant exprimées
par les polynucléaires neutrophiles et les monocytes ou elles constituent respectivement 45%
et 1% du cytosol (Edgeworth et al., 1991; Hogg et al., 1989). Dans les tissus sains, elles ne
sont pas exprimées par les macrophages et les lymphocytes (Lagasse & Clerc, 1998; Zwadlo
et al.,, 1988). Lorsqu’elles sont sécrétées sous forme d’hétérodimére nommé calprotectine
(Steinbakk et al., 1990), elles modulent la production de cytokines (Sunahori et al., 2006),
augmentent la perméabilité vasculaire (Viemann et al., 2005, 2007) et favorisent 1’adhésion
des neutrophiles a ’endothélium (Newton & Hogg, 1998). Les cellules s100a9+ observées
dans la ME seraient donc des cellules du systéme immunitaire général, plus probablement des
neutrophiles. En accord avec ces observations, le nombre de neutrophiles exprimant les
transcrits et les protéines SI00A8 et SIO0A9 augmente dans la ME pendant 3 jours apres
I’administration de carragénine dans la patte (Mitchell et al., 2008). Ces neutrophiles restent
localisés dans le systeme vasculaire et ne s’infiltrent pas dans la ME. Des observations
similaires ont été rapportés dans le cortex préfrontal dans un modele de douleur faciale
¢galement induit par ’administration de carragénine (Poh et al., 2012). Il serait alors possible
qu’une partie de ces neutrophiles restent localisés dans les vaisseaux sanguins malgré la
résolution de 1’hyperalgésie induite par la carragénine pour entretenir la SLD. En raison de
problémes techniques, I’analyse par RT-qPCR de I’expression de s100a9 et d’autres cibles
issues des expériences de RNA-sequencing dans les leucocytes (dont font partie les
neutrophiles) issus d’animaux en état de SLD n’a pas permis de déterminer si ces cellules sont
a Dorigine des modifications d’expression génique observées dans la ME. Des études

supplémentaires sont donc nécessaires pour étayer et soutenir cette hypothése, au vu du tres
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faible nombre de cellules s100a9+ visualisées par nos expériences d’hybridation in situ dans

les coupes de ME d’animaux en condition de SLD.

Par ailleurs, les effets de ST00A8 et SIO0A9 sur la nociception sont encore débattus dans
la littérature. De par leur propriétés pro-inflammatoires, SI00A8 et SI00A9 (qui sont des
DAMPs) pourraient initier et/ou amplifier la réaction inflammatoire qui meéne par conséquent
a Dactivation des nocicepteurs selon les processus évoqués plus haut. Ces protéines
contribuent a la sensation douloureuse dans un mode¢le d’arthrite (Blom et al., 2020) et serait
liée a une infiltration de monocytes dans les GRD qui, en sécrétant S100AS8, activent
directement des neurones nociceptifs via leur récepteur TLR4 (Miller et al., 2015). A I’inverse,
I’administration intrapéritonéale de S100A9 (Giorgi et al., 1998) ou la libération de S100A9
par les neutrophiles (Pagano et al., 2002, 2006) inhibe les réponses nociceptives dans plusieurs
modeles de péritonite. L’administration de S100A9 ou de son extrémité C-terminale murine
(mS10019p) est également anti-nociceptive dans des modeles de douleur induit par la
carragénine (Dale et al., 2006) et neuropathique (Paccola et al., 2008). De méme, chez des
souris traitées a la carragéninine, I’injection de mS10019p dans le cortex préfrontal ou par
voie icv diminue les comportements nociceptifs (Poh et al., 2012). L’extrémité C-terminale
de S100A9 est capable de moduler le signal nociceptif par 1’inhibition de 1’activation des
canaux calciques voltage dépendant de type N dans les GRD (Dale et al., 2009), indiquant
qu’il est doté de propriétés anti-nociceptives intrinséques, indépendamment de leur rdle dans
la modulation de la réaction inflammatoire. Dans ce cas, si SIO0AS8 et SI00A9 sont dotées de
propriétés anti-nociceptives dans notre modele, cela pourrait également expliquer que leur
inhibition par le paquinimod, n’a pas d’effet sur le développement ou la mise en place de SLD
chez la souris. Cependant, il est difficile de conclure quant a ce résultat et au réle des protéines
ST100A8 et ST00A9 puisque dans nos expériences, nous n’avons pas confirmé la surexpression
des transcrits s100a8 et s100a9 au niveau protéique. De plus, comme évoqué plus haut (voir
résultats, §4.2, p. 206) il se peut que le traitement au paquinimod appliqué dans cette

expérience n’ait pas été optimal pour inhiber ces protéines.

Lors de nos expériences d’hybridation in sifu, seul le transcrit de s100a9 a pu étre visualisé.
En raison de I’aspécifité de plusieurs sondes, nous n’avons pas €té en mesure de confirmer
par cette méthode la surexpression dans les ME des animaux en état de SLD et de réaliser des
co-marquages pour les transcrits qui codent pour la myéloperoxydase (Mpo), la

métalloprotéinase matricielle 8 (Mmp8) et ’antigene Cd177 (Cd177). Néanmoins dans la
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littérature, les neutrophiles sont décrits comme la principale source de myéloperoxydase
(Schultz & Kaminker, 1962), ou elle est contenue dans les granules. Lors de la phagocytose,
ces granules fusionnent avec le phagosome, et la my¢loperoxydase libérée permet la catalyse
d’especes réactives de 1’oxygene pour détruire le pathogéne (Aratani, 2018). Elle est
¢galement exprimée dans les lysosomes des monocytes dans une moindre mesure (Bos et al.,
1978). L’antigéne Cd177 est une glycoprotéine exprimée a la membrane d’une sous-
population de neutrophiles (Stroncek et al., 1990) et facilite ’interaction entre les neutrophiles
et les cellules endothéliales pour faciliter leur migration (Sachs et al., 2007). La
métalloprotéinase matricielle 8 (également appelée neutrophile collagénase), ainsi que la
neutrophile élastase (transcrit Elane, également surexprimé dans la ME d’animaux en état de
SLD) contenues dans les granules de ces cellules, sont des protéases sécrétées par les
neutrophiles dans le milieu pour dégrader les protéines de la matrice extracellulaire, attirer
d’autres leucocytes et lutter contre le pathogene (Alfakry et al., 2016).

Dans I’ensemble, méme si nous n’avons pas pu déterminer dans nos expériences quel type
cellulaire exprime les transcrits identifiés par nos expériences de RNA-sequencing, nos
données semblent pointer un réle des neutrophiles dans les processus inflammatoires qui
maintiennent la SLD. Ceci suggere que certains des mécanismes a ’origine de la réaction
inflammatoire induite par l'administration de CFA ou carragénine qui participent a
I’hyperalgésie primaire, ne se résorbent pas completement et perdurent dans le temps pour
contribuer a la SLD. Cette hypothése est également en accord avec le constat que de
nombreuses conditions pathologiques sont liées aux cellules immunitaires et/ou a des
processus inflammatoires (Couzin-Frankel, 2010). Cette « inflammation chronique
systémique » serait issue d’une inflammation aiglie qui serait mal ou pas résolue et qui
augmenterait la susceptibilité de développer d’autres pathologies (Furman et al., 2019). Il
serait ainsi intéressant de déterminer si une telle inflammation latente contribue a la SLD dans
d’autres modeles de douleur dont I’inducteur n’est pas un agent inflammatoire (par exemple,

une douleur neuropathique ou une HIO).

Parmi les transcrits dont I’expression augmente dans la ME apres mise en place de la SLD,
certains voient leur surexpression abolie par 1’antagoniste de NPFF1R (qui réverse également
I’¢état de SLD) indiquant que ces génes sont associés au maintien de cet état. Comme €évoqué
plus haut, ces geénes sont pour la majorité, associés a des processus inflammatoires.
Cependant, le lien entre 1’activation de NPFF1R et ces processus inflammatoires lors de la

SLD reste a établir.
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De nombreux neuropeptides ont montré des propriétés immunomodulatrices (Souza-
Moreira et al., 2011). En plus de favoriser la vasodilatation en agissant directement sur les
cellulaires endothéliales, ces derniers peuvent activer les cellules immunitaires (neutrophiles,
monocytes, macrophages et mastocytes) qui expriment également certains récepteurs aux
neuropeptides, notamment ceux du CGRP et de la substance P (Fattori et al., 2021).
Cependant, peu d’études rapportent une telle interaction (appelée communication
neuroimmune) pour le systéme de récepteurs a peptides RF-amides et le systéme immunitaire
général.

Le transcrit de Kiss1R a été détecté par RT-qPCR a de faibles niveaux dans les leucocytes
du sang périphérique (Ohtaki et al., 2001) ainsi que les lymphocytes chez I’Homme (Muir et
al., 2001). Cependant, ces principales fonctions immunomodulatrices sont la tolérance
immunitaire (inhibition spécifique de la réponse immunitaire) lors de la grossesse (Gorbunova
& Shirshev, 2020) en accord avec son implication dans la reproduction (Clarke et al., 2015;
Pinilla et al., 2012). De rares études mentionnent également son implication dans certaines
maladies auto-immunes telles que la sclérose en plaque (Xing et al., 2018) et 1’arthrite
rhumatoide (Wang et al., 2021).

Concernant le NPFF (ligand endogene de NPFF2R), de plus en plus d’études argumentent
en faveur de propriétés anti-inflammatoires, in vitro et in vivo. En effet, le NPFF en module
la prolifération des lymphocytes T (Lecron et al., 1992) et la présence de sites de liaison au
NPFF sur ces cellules ont été identifiés plus tard (Minault et al., 1995). NPFF2R est exprimé
par les macrophages issus du péritoine ainsi que ceux de la lignée RAW 264.7, et le NPFF
réduit la production de NO par ces macrophages. Ce processus est inhibé par I’administration
de RF9, un antagoniste des récepteurs du NPFF (Sun et al., 2013). Le NPFF favorise aussi
’activation et la prolifération des macrophages de type 2 du tissu adipeux chez I’Homme et
la souris (Quillet & Simonin, 2018; Waqas et al., 2017). Enfin, le NPFF inhibe 1’expression
de transcrits liés a I’immunité dans la lignée de macrophage RAW 264.7 (Sun et al., 2021b)
et régule le transcriptome de macrophages issus de la moelle osseuse, ou NPFF2R est
¢galement exprimé (Sun et al., 2021a).

Dans le cadre de ce projet, nous pourrions supposer des propriétés immunomodulatrices
similaires pour NPFF1R. Cependant, il n’existe a ce jour aucune donnée de la littérature
indiquant 1’expression de ce récepteur dans les cellules du systtme immunitaire. Dans nos
expériences, les transcrits de NPFF1R et de son ligand RFRP-3 ne sont pas détectables dans
les leucocytes isolés a partir du sang de souris naives ou ayant développé de la SLD par RT-

qPCR (données non montrées). De plus, dans la lignée de macrophages RAW 264.7, ’ARNm
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de NPFF1R n’est pas détectable par RT-qPCR (Sun et al., 2021b). Pourtant au sein de la ME,
NPFFIR et RFRP-3 sont exprimés dans les neurones (données internes au laboratoire) et
contribuent & la mise en place et du maintien de la SLD. Ainsi, si RFRP-3 et NPFFIR
modulent les cellules immunitaires qui initient les processus inflammatoires qui sous-tendent
la SLD ou si a I’inverse, les cellules immunitaires modulent ’activité des neurones qui
expriment NPFFIR dans la ME, il semblerait que cela soit par un mode d’action indirect.
L’inflammation latente sous-jacente a la SLD ferait ainsi intervenir au moins un autre facteur,
voir méme un troisiéme acteur cellulaire différent. Des études plus approfondies sont
nécessaires pour confirmer cette hypothése et déterminer les différents facteurs moléculaires

et ces cellulaires qui contribuent aux processus inflammatoires a 1’origine de la SLD.
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Conclusion

Ce travail de thése aura permis de montrer que la SLD est un phénomeéne durable mais
réversible lentement et progressivement au cours du temps. L’activation des récepteurs a
peptide RF-amide GPR103 ne semblent pas essentiels au développement de cette SLD,
puisque le blocage pharmacologique de ces récepteurs par son antagoniste ne prévient pas ce
phénoméne. En revanche un traitement de plusieurs jours avec cet antagoniste bloque
transitoirement une SLD déja établie, indiquant que 1’activation des récepteurs GPR103 est
responsable de ’expression mais pas de la maintenance de ce phénomeéne. Par ailleurs,
I’administration répétée de I’antagoniste du récepteur NPFF1R prévient trés efficacement cet
état, indiquant une activation précoce de ce récepteur lors de la phase d’hyperalgésie primaire.
De plus, l'activation de ce récepteur semble également essentielle au maintien de 1'état de SLD
puisqu'un traitement de quelques jours a l'aide de cet antagoniste bloque définitivement la
persistance de ce phénomene. Ces résultats ont été confirmés par le blocage génétique de
NPFFIR a I’aide de souris KO. Nous avons ainsi identifi¢ un nouveau systeme pro-nociceptif
et anti-opioide responsable de I’établissement et du maintien de la SLD. Cette derniére semble
¢galement étroitement associée a des processus inflammatoires latents dont 1’origine reste a
confirmer. Nos premiers résultats indiquent que ces adaptations pourraient étre associées a
des cellules du systéme immunitaire périphérique. Dans I’ensemble, ce projet aura permis de
mieux comprendre les adaptations menant a la mise en place de la sensibilisation latente
associée aux douleurs persistantes et d’identifier ainsi de nouvelles cibles thérapeutiques pour
développer des traitements plus efficaces contre les processus a I’origine de la chronicisation

de la douleur.
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Etude des mécanismes moléculaires et cellulaires de la sensibilisation
latente a la douleur

Résumé : La sensibilisation latente a la douleur est un état de susceptibilité durable aux stimuli nociceptifs
observée dans des modeles précliniques de douleur et qui contribuerait a la chronicisation de la douleur
humaine. Cet état résulterait d’un tonus endogene élevé entre systémes opioides et anti-opioides qui persiste
apres résolution de I’hyperalgésie et qui se manifeste par une nouvelle phase d’hyperalgésie transitoire a la
suite d’un stress aigu ou de I’administration d’un antagoniste du systéme opioide endogeéne. Les récepteurs
a peptides RF-amides, particuliecrement GPR103 et NPFF1R, présentent des propriétés anti-opioides et sont
activés lors de la phase d’hyperalgésie. Ainsi, le but de ce travail était de déterminer 1I’implication de ces
récepteurs dans la sensibilisation latente a la douleur et les mécanismes moléculaires par lesquels ils y
contribuent.

Le blocage pharmacologique et génétique de chacun de ces récepteurs prévient et abolit durablement la
sensibilisation latente dans différents modéles de douleur. L’analyse du transcriptome a révélé que cet état est
lié a la surexpression de transcrits dans la moelle épinicre et qui sont rétablies par I’antagoniste de NPFF1R.
Ces génes sont liés a des processus inflammatoires ce qui nous a mené a considérer I’importance de ces
processus dans le maintien de ce phénoméne. Cette hypothese a été confirmée par 1’administration d’anti-
inflammatoires qui effacent la sensibilisation latente a la douleur.

Dans ’ensemble, ce projet aura démontré 1’implication des récepteurs NPFF1R et GPR103 dans les
adaptations a long-terme qui conduisent a la sensibilisation latente a la douleur et que ce phénomene est
entretenu par une inflammation latente.

Mots-clés : sensibilisation latente a la douleur - hyperalgésie - opioides - RF-amide - moelle épiniere -
inflammation

Study of latent pain sensitization molecular and cellular mechanisms

Abstract: Latent pain sensitization is a long-lasting state of nociceptive stimuli susceptibility evidenced in
preclinical models of pain that might contribute to pain chronicization in human. This state would result
from a high endogenous tonus between opioid and anti-opioid systems that persists after hyperalgesia has
resolved and occur by a new transitory phase of hyperalgesia following an acute stress or an opioid system
antagonist administration. RF-amide peptides receptors, such as GPR103 and NPFF1R, display anti-opioid
properties and are activated during the hyperalgesic state. Thus, the objective of this work was to determine
the involvement of those receptors in latent pain sensitization and the molecular mechanisms by which they
contribute to it.

Pharmacological and genetical blockade of both receptors prevents and abolishes latent pain sensitization
in different pain models. Transcriptome analysis revealed that this state is associated with the upregulation of
several transcripts in the spinal cord that are reversed by NPFFIR antagonist treatment. Those genes are
involved in inflammatory processes which lead us to consider the importance of this process in the
maintenance of this phenomenon. This hypothesis was confirmed by anti-inflammatory compounds
administration that erases latent pain sensitization.

Altogether, this project has demonstrated NPFF1R et GPR103 receptors involvement in the long-lasting
adaptations leading to latent pain sensitization and that this phenomenon is sustained by a latent inflammation.

Keywords: latent pain sensitization — hyperalgesia - opioids - RF-amide - spinal cord - inflammation
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