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RESUME

Les canaux sodiques dépendants du voltage, ou canaux Nav, jouent un réle capital dans
|'excitabilité neuronale, dans la genése et dans la propagation des potentiels d'action. Au sein de cette
famille, le canal Nav1.9 se distingue par une expression restreinte aux nocicepteurs et par des
propriétés électrophysiologiques uniques qui, si elles excluent sa contribution a la phase dépolarisante
du potentiel d'action, lui confereraient un réle dans la modulation de I'excitabilité des nocicepteurs.
Ce travail de thése vise a caractériser son implication dans la physiopathologie de la douleur par une
approche comportementale, moléculaire et fonctionnelle.

La premiére partie de ce travail consiste a étudier la contribution du canal Nav1.9 a la douleur
inflammatoire. Nous avons donc réalisé différents tests comportementaux chez des souris knock-out
(KO) et des rats traités par antisens (knock-down) modeles de douleur inflammatoire (aigu, subaigu,
chronique). L'expression du canal ainsi que ses propriétés électrophysiologiques sont ensuite
analysées chez ces mémes modeles animaux. Notre premier constat est que le canal Nav1.9 n'est pas
impliqué dans la réponse a une stimulation mécanique ou thermique chaude nociceptive chez des
animaux sains. En revanche, I'hypersensibilité douloureuse thermique et mécanique induite par une
inflammation subaigué (carragénine intraplantaire) ou chronique (monoarthrite) est significativement
réduite chez la souris KO Nav1.9. Un résultat similaire est obtenu par traitement antisens chez le rat,
sur le modele d'inflammation subaigué. Chez la souris, suite a l'induction d'une inflammation
subaigué, une légére diminution suivie d'une forte augmentation de I'expression protéique du canal
Nav1.9 est observée dans les ganglions rachidiens innervant la patte enflammée. Une augmentation
de la quantité de canaux est également observée au niveau des troncs nerveux cutanés innervant
cette méme zone. Les canaux néosynthétisés ne contribuent pas au courant sodique enregistré en
patch clamp dans les corps cellulaires des neurones des ganglions rachidiens, mais nos données
suggerent qu'ils sont exportés en direction des terminaisons nerveuses, ol ils pourraient devenir
fonctionnels et augmenter |'excitabilité cellulaire.

La deuxieme partie de ce travail de thése consiste a caractériser I'implication de canal Nav1.9
dans la perception du froid et dans I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine. Nous avons en
effet observé de maniere inattendue que les souris KO Nav1.9 présentent des seuils de douleur au
froid (<10°C) plus élevés que les souris sauvages. Ce phénomeéne est confirmé par plusieurs tests
comportementaux chez les souris KO et chez des rats traités par antisens anti-Nav1.9. L'oxaliplatine,
prescrit dans le traitement des cancers colorectaux, est connu pour induire une hypersensibilité au
froid invalidante chez la majorité des patients. Nous avons donc décidé d'étudier la contribution du
canal Nav1.9 a ce symptome. Suite a une injection unique d'oxaliplatine, une forte hypersensibilité au
froid apparait chez les souris dés 20°C. Nous montrons que le KO Navl.9 permet de supprimer
I'hypersensibilité au froid aux températures normalement non douloureuses (20 et 15°C, allodynie), et
de réduire I'hypersensibilité aux températures douloureuses (10 et 5°C, hyperalgie). Le méme effet est
observé chez le rat aprés traitement antisens.

En conclusion, ce travail permet de mettre en évidence l'intérét du canal Nav1.9 en tant que
cible pharmacologique potentielle pour le traitement de douleurs inflammatoires et de
I'hypersensibilité au froid induite par I'oxaliplatine. Il est de plus intéressant de constater que les seuils
de réponse a des stimuli nociceptifs ne sont pas perturbés chez les souris KO Navl.9 saines, a
I'exception de la douleur provoquée par des températures froides extrémes. Le blocage du canal
Nav1.9 aurait donc des propriétés anti-hyperalgiques plutét qu'antalgique, ce qui est
conceptuellement intéressant.






ABSTRACT

Voltage-gated sodium channels, or Nav channels, play a key role in neuronal excitability and in
the emission and propagation of action potentials. Among the different Nav isoforms, Nav1.9 is only
expressed in nociceptors and shows atypical electrophysiological properties which, if they exclude a
possible contribution to the depolarizing phase of the action potential, could be important for the
modulation of nociceptors' excitability. This study aims to characterize the Nav1.9 implication in the
pathophysiology of pain using behavioral, molecular and functional approaches.

The first part of this work is to assess the Nav1.9 contribution to inflammatory pain. Therefore
we have performed several behavioral tests in different inflammatory pain models (acute, subacute,
chronic), using knock-out (KO) mice and rats treated with antisense oligodeoxynucleotides. Nav1.9
expression and electrophysiological properties are then analyzed within the same animal models.
First, we observe that Nav1.9 channels do not contribute to pain perception in response to noxious
heat or pressure in healthy animals. However, thermal and mechanical pain hypersensitivity induced
by subacute (intraplantar carrageenan) or chronic (monoarthritis) inflammation is significantly
lowered in Nav1.9 knock-out mice. Similar results are obtained on the subacute inflammation model
using a knock-down strategy in rats. A weak reduction followed by a strong increase in Nav1.9 protein
expression is observed in mice dorsal root ganglions innervating the inflamed paw during subacute
inflammation. We also observe an increase in Navl.9 immunolabeling in cutaneous nerve trunks
innervating this zone. Whereas the newly produced channels do not contribute to the sodium current
recorded in dorsal root ganglion cell bodies, as assessed by patch clamp, our data suggest that they
are transported to nerve terminals where they could become functional and increase neuronal
excitability.

In the second part of this study, we aim to characterize the implication of Nav1.9 channels in
cold perception and in oxaliplatin-induced cold hypersensitivity. Indeed, we surprisingly observed that
Nav1.9 KO mice showed higher pain thresholds to intense cold (<10°C) than wild-type mice. This
observation is confirmed by several behavioral tests in KO mice and in antisense-treated rats. As
oxaliplatine (a platinum salt used to treat colorectal cancer) is known to induce cold pain
hypersensitivity in most of the patients, we decided to study the Nav1.9 contribution to this symptom.
Following acute oxaliplatin injection, a strong cold hypersensitivity is observed in wild-type mice at
20°C and below. We show that Nav1.9 KO results in a suppression of cold hypersensitivity to non-
noxious temperatures (20 and 15°C, allodynia), and a reduction of hypersensitivity to noxious cold (10
and 5°C, hyperalgesia). A similar observation is made using Nav1.9 knock-down in rats.

To conclude, our data shows that Nav1.9 could be potentially a good target to treat acute to
chronic inflammatory pain, as well as oxaliplatin-induced cold hypersensitivity. Furthermore, as Nav1.9
is not involved in defining pain thresholds of healthy animals (except for noxious cold), its blockade
would have anti-hyperalgesic rather than analgesic effects, which is conceptually interesting.
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Abréviations

5-HT : 5-Hydroxytryptamine ou sérotonine

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide Ribonucléique

AITC : Allyl-isothiocyanate (isothiocyanate
d'allyle)

AMH : A-fibre Mecano-Heat-sensitive (fibre A
polymodale)

ASIC : Acid-Sensing lonic Channel (canal
ionique senseur de I'acidité)

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

BDNF : Brain Derivated Neurotrophic Factor
(facteur neurotrophique dérivé du cerveau)

CCl : Chronic Constriction Injury (ligature du
nerf sciatique)

CFA : Complete Freund Adjuvant (Adjuvant
complet de Freund)

CGRP : Calcitonin-Gene Related Peptide
(peptide relié au géne calcitonine)

CHO : Chinese Hamster Ovary (lignée de
cellules ovariennes de hamster chinois)

CMH : C-fibre Mecano-Heat-sensitive (fibre C
polymodale)

DRG : Dorsal Root Ganglion (ganglion rachidien
dorsal)

FAP : Fibre Afférente Primaire

GAPDH : Glyceraldehyde 3-Phosphate
Dehydrogenase

GDNF : Glial cell line Derived Neurotrophic
Factor (facteur neurotrophique dérivé des
gliocytes)

GMPc : Ganosine Monophosphate cyclique

GTP : Guanosine TriPhosphate

HEK : Human Embryonic Kidney cells (lignée de
cellules rénales embryonnaires humaines)

HEPES : Acide 4-(2-HydroxyEthyl)-1-Pipérazine
Ethane Sulfonique

HPRT : Hypoxanthine-guanine
Phosphoribosyltransferase

IB4 : Isolectine B4

KO : Knock-out

ABREVIATIONS

NGF : Nerve Growth Factor (facteur de
croissance des nerfs)

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

n.s. : Non Significatif

ODN : Oligodéoxynucléotide

oxaPt : Oxaliplatine

PA : Potentiel d'Action

PBS : Phosphate Buffer Saline (tampon
phosphate)

PGE, : Prostaglandine E2

PGI, : Prostaglandine 12

PKA : Protéine Kinase A

PKC : Protéine Kinase C

PLC : Phospholipase C

RCPG : Récepteur Couplé a une Protéine G

SNC : Systeme Nerveux Central

SNI : Spared Nerve Injury (section du nerf
péronéal)

SNL : Spinal Nerve Ligation (ligature du nerf
spinal)

TRAAK : Tandem pore domain weak inward
rectifying K+ (TWIK) related arachidonic
acid-stimulated K+ channel (canal relié aux
canaux a faible courant rectifiant K" et a
deux domaines pore, stimulé par I'acide
arachidonique)

TG : Trigeminal Ganglion (ganglion trigéminal)

TREK : Tandem pore domain weak inward
rectifying K* (TWIK) Related K* Channel
(canal relié aux canaux a faible courant
rectifiant K" et & deux domaines pore)

TRP : Transient Receptor Potential (potentiel
récepteur transitoire)

TTX : tétrodotoxine (suivi de "-R" pour
"résistant", et de "-S" pour "sensible")

WDR : Wide Dynamic Range (neurone a
convergence)

WT : Wild-type (type sauvage)
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|. PREAMBULE

La douleur aigué est une expérience sensorielle et émotionnelle éprouvante faisant réponse a
un stimulus potentiellement nocif* (température extréme, pincement, écrasement...), d'ou sa
qualification de "nociception". Son caractere désagréable permet a l'organisme de préserver son
intégrité en adaptant rapidement un comportement destiné a I'évitement du danger, allant du simple
réflexe’ 3 un comportement plus élaboré comme la fuite ou la neutralisation du danger. Suite a une
|ésion tissulaire, la douleur, alors d'origine inflammatoire, permet également de limiter au minimum la
sollicitation des tissus atteints (mouvement, trituration ou contact avec un corps étranger) dans le but
d'éviter une aggravation de la Iésion et de favoriser sa résorption. La nociception est donc un systéme
d'alerte vital, dont la déficience constitue un lourd handicap. L'expérience montre en effet que les
personnes souffrant d'insensibilité congénitale a la douleur voient leur espérance de vie diminuer a
cause d'un nombre important de blessures (fractures, brilures...), rarement détectées et prises en
charge.

Cette fonction d'alerte est assurée par le systéme nerveux nociceptif, partie intégrante du
systeme somesthésique (ou somatosensoriel) mettant en jeu des circuits neuronaux dédiés, depuis la
transduction du stimulus douloureux a la périphérie (au niveau de I'organe concerné : peau, muscle,
visceres...) jusqu'a l'intégration cognitive et émotionnelle du message par les centres nerveux
supérieurs. Ce systéme est soumis a diverses régulations d'ordre physiologique, et notamment
hormonales (stress, sexe, rythme circadien...), mais peut également étre sujet a des déréglements
pathologiques chroniques dont I'origine peut étre lésionnelle (ex : traumatisme nerveux suite a une
intervention chirurgicale), métabolique (ex : diabete), toxique (ex : chimiothérapie anticancéreuse,
trithérapie antirétrovirale) ou infectieuse (ex : zona). On parle alors de douleurs neuropathiques,
puisque la fonction méme du systéeme nerveux nociceptif est perturbée. La douleur d'origine
inflammatoire peut également s'installer dans la chronicité, selon un mécanisme différent puisque ce

n'est pas le fonctionnement des fibres nerveuses qui est en cause, mais une stimulation perpétuelle

1 . g . . ; . . ..

L'Association internationale pour I'étude de la douleur (IASP, pour International Association for the Study of
Pain) définit la douleur comme "une sensation désagréable et une expérience émotionnelle en réponse a une
atteinte tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite en ces termes".

2 D . , , . e . ..

ans le cas d'un mouvement réflexe, la douleur n'est ressentie et intégrée qu'a posteriori. Elle va cependant
conserver un rble "éducatif", en conditionnant l'individu a ne pas reproduire l'action a l'origine de cette
sensation désagréable.

11
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de ces derniéres par un environnement inflammatoire auto-entretenu®. On parle alors de douleur par
exces de nociception. Dans tous ces cas, la douleur perd son role de systéme d'alarme et devient alors
un fardeau pouvant altérer gravement la qualité de vie.

L'arsenal thérapeutique dont disposent les praticiens pour répondre a la souffrance des patients
douloureux chroniques est encore de nos jours trés insuffisant, que la douleur soit neuropathique ou
d'origine inflammatoire. Des molécules efficaces contre la douleur aigué existent, mais leurs effets
indésirables les rendent incompatibles avec un traitement chronique. C'est par exemple le cas des
dérivés opiacés (ex : codéine, tramadol, oxycodone, fentanyl, morphine...) qui ont pour point commun
d'induire des effets indésirables tels que la sédation ou la constipation, mais également des
phénoménes d'addiction et de tolérance. Les anti-inflammatoires non stéroidiens comme ['aspirine,
I'ibuprofene ou l'indométacine ont également des propriétés antalgiques, mais vont parallélement
avoir une action délétere importante sur la muqueuse gastro-intestinale, pouvant aller jusqu'a
|'ulcération. Si des médicaments antalgiques n'ayant que peu ou pas d'effets indésirables existent, leur
efficacité reste malheureusement souvent limitée contre les douleurs d'intensité élevée. On se doit de
citer l'exemple caractéristique du paracétamol, médicament le plus prescrit au monde. Ce
médicament disponible en France sans ordonnance est compatible avec une prise chronique, mais il
n'est que faiblement efficace contre les douleurs intenses. De plus, sa posologie est limitée par le
risque de toxicité hépatique.

Il reste donc beaucoup de progrés a faire dans le domaine de la pharmacologie de la douleur
pour disposer de molécules permettant de soulager les patients douloureux chroniques de maniere
efficace et sans risque. La recherche effectuée sous la direction du Pr Alain Eschalier a I'unité Inserm
766 est orientée dans ce sens et selon deux axes majeurs. Le premier consiste a mieux comprendre le
mécanisme d'action des antalgiques de référence afin d'en améliorer I'efficacité ou d'en réduire les
effets indésirables. Le second axe de recherche est basé sur l'identification des acteurs moléculaires
impliqués dans les déréglements pathologiques de la nociception, ceci dans le but de progresser dans
notre compréhension de la physiopathologie de la douleur mais aussi de disposer de nouvelles cibles
pharmacologiques potentielles, spécifiques d'une ou de plusieurs pathologies douloureuses.

Ce travail de thése s'inscrit dans ce deuxiéme axe de recherche et a pour objectif de caractériser
I'implication de la protéine Nav1.9 dans la douleur, chez I'animal sain et dans deux conditions
pathologiques : l'inflammation et la neurotoxicité sensorielle induite par l'oxaliplatine, agent anti-
cancéreux indiqué notamment dans le traitement du cancer du célon. Nav1.9 est un canal ionique

membranaire qui participe a l'activité électrique de certains neurones dédiés a la perception de la

® L'auto-immunité est souvent en cause lors de pathologies inflammatoires chroniques. C'est le cas notamment
de la polyarthrite rhumatoide ou de la maladie de Crohn (inflammation viscérale).
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douleur, les nocicepteurs. Plusieurs données bibliographiques, bien que parfois contradictoires, vont
dans le sens d'une régulation du canal Nav1.9 par l'inflammation. Ce travail a pour premier objectif de
déterminer in vivo le role joué par le canal Navl.9 dans la douleur inflammatoire, qu'elle soit
spontanée ou provoquée par des stimuli thermique et mécanique, et sur les modes aigu a chronique.
Parallelement, les aspects moléculaires, cellulaires et fonctionnels de son implication dans ce type de
douleurs ont été explorés. La deuxieme partie de ce travail découle d'un résultat surprenant obtenu
lors d'un test de sensibilité thermique. Au cours de ce test, des souris invalidées pour le gene codant le
canal Nav1.9 se sont montrées moins sensibles au froid douloureux (<5°C) que leurs congénéres non-
transgéniques. Suite a ce constat intéressant, nous avons décidé que la contribution du canal Nav1.9 a
la sensibilité au froid normale et pathologique ferait I'objet d'un deuxieme axe de travail de these,
notamment grace un modele connu pour induire une forte hypersensibilité au froid : la neuropathie
chimio-induite par I'oxaliplatine.

Ce manuscrit sera divisé en 3 grandes parties. Tout d'abord une introduction générale
permettra de poser les bases de I'anatomie et du fonctionnement du systeme nociceptif périphérique,
en présentant les principaux acteurs moléculaires de ce systeme et en insistant particulierement sur
les canaux sodiques dépendants du voltage dont fait partie Navl.9. Dans la seconde partie, les
résultats obtenus concernant l'implication du canal Nav1.9 dans la douleur inflammatoire seront
exposés et discutés. Enfin, les résultats de I'étude du role joué par Nav1.9 dans la perception du froid
normale et pathologique seront eux aussi présentés et discutés. Chacune des deux derniéres parties
sera précédée d'une introduction bibliographique permettant de mieux comprendre ces pathologies

et les mécanismes déja décrits.
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Il. LE SYSTEME NERVEUX NOCICEPTIF
PERIPHERIQUE

La capacité des organismes a ressentir et intégrer leur environnement a travers ses parametres
physico-chimiques est apparue trés tot dans I'évolution (Okamura et al., 2005; Kang et al., 2010). Elle a
fait I'objet d'une sélection naturelle constante, permettant I'émergence rapide d'un systéme sensoriel
particulier, dédié a la perception des stimuli potentiellement nocifs®.

Le systéme nociceptif fait partie intégrante du systeme somesthésique. Il a pour but d'alerter
I'individu en cas de danger potentiel, qu'il provienne du monde extérieur (extéroception) ou de
I'organisme lui-méme (intéroception). Ce systéme, n'est pas exclusif d'une modalité de stimulation,
mais est en mesure de détecter des stimuli de nature thermique (chaleur ou froid extréme),
mécanique (piqlre, pincement, pression intense...), ou chimique (venins, irritants, médiateurs de
I'inflammation ou de l'ischémie...). Ceci est rendu possible par la grande diversité cellulaire et
moléculaire des fibres nerveuses présentes a l'interface entre l'organe ou le tissu soumis a la
stimulation et le systéme nerveux central, siege de I'intégration du message douloureux en termes de
localisation, d'intensité, de nature ou des diverses composantes cognitivo-émotionnelles de la

douleur.

* Une étude a par exemple permis de dater I'apparition du gene TRPA1, impliqué dans la nociception chez les
vertébrés comme chez les invertébrés, a 500 millions d'années. Les bases moléculaires de la nociceptions
auraient donc été acquises avant I'apparition des premiéres plantes et animaux terrestres (Kang et al., 2010)
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Figure 1. Les voies du tact et de la nociception.

Sur ce schéma figurent les voies du tact (en rouge) et de la nociception (en bleu), depuis la terminaison
cutanée jusqu'au cortex somesthésique. Les trois niveaux, correspondants dans chaque cas a un circuit de
trois neurones, sont identifiés par les chiffres 1 (fibre afférente primaire), 2 (neurone de second ordre ou
spino-thalamique) et 3 (neurone de troisiéme ordre ou thalamo-cortical). D'apres Purves et al., 2003.
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Par souci de simplicité, le systéeme nociceptif est souvent divisé en trois grandes parties aux
fonctions bien définies :

- Les fibres afférentes primaires ou nocicepteurs (n°1 sur la Figure 1) innervent les organes et
tissus sensibles a la douleur, incluant la peau, organe majeur de l'interface avec le monde extérieur.
Ces fibres, qui représentent la partie périphérique du systéeme nociceptif, peuvent étre plus ou moins
spécialisées dans la détection d'une modalité de stimulation donnée. Elles vont avoir pour fonction
principale de coder l'intensité, I'évolution et la durée du stimulus, avant de transmettre I'information a
un neurone de second ordre au sein de la moelle épiniére.

- La moelle épiniére recoit entre autres les afférences nociceptives périphériques. Elle va
conduire les informations jusqu'aux centres nerveux supérieurs (fonction occupée par le neurone de
second ordre, n°2 bleu sur la Figure 1), mais a également un réle important dans la modulation de
I'information nociceptive, qu'elle soit antalgique ou pro-algique. Enfin, elle va permettre la génération
de mouvements réflexes pour une réponse rapide a la douleur. En ce qui concerne l'innervation de la
sphere oro-faciale, toutes ces fonctions sont assurées par le noyau du nerf trijumeau, dont
I'organisation cellulaire est comparable a celle de la moelle épiniere (voir p. 20).

- Les centres nerveux supérieurs et le cerveau permettent l'intégration de l'information
douloureuse. C'est a ce niveau que sont élaborées les réponses physiologiques (tachycardie,
vasoconstriction, mydriase, augmentation du métabolisme...) et psychologiques (stress, anxiété,
aversion...) a la douleur. La douleur va également étre qualifiée en termes de nature, d'intensité et de
localisation au niveau des cortex somesthésiques (voir le neurone thalamo-cortical, n°3 sur la Figure
1).

Le systéme nerveux nociceptif va étre décrit dans les chapitres suivants en tant que partie
intégrante du systéme somatosensoriel, avec une insistance particuliere sur la composante

périphérique qui est au cceur de ce travail de these.

1. ANATOMIE

Le systéme nerveux nociceptif périphérique est a l'interface entre le systeme nerveux central,
lieu de l'intégration et de la modulation de la douleur, et les organes et tissus sensibles. On oppose
classiguement l'innervation rachidienne a l'innervation cranienne a cause des différences
anatomiques existantes entre ces deux niveaux. Si ces différences sont importantes au niveau
anatomique, I'organisation cellulaire et fonctionnelle du systéme nociceptif périphérique suit le méme

schéma dans les deux cas.

17



Introduction et bases bibliographiques
Le systeme nerveux nociceptif périphérique

1.1. L'innervation rachidienne

Le systeme somesthésique périphérique, qu'il soit rachidien ou cranien, est constitué d'un
réseau de fibres nerveuses a la morphologie unique. En effet, ces fibres dites "afférentes primaires"
(FAP), ou nocicepteurs dans le cas du systéme nociceptif’, sont pseudo-unipolaires : elles n'émettent
gu'une seule projection de nature axonale qui se divise rapidement en deux branches. La premiére
branche, qui est aussi la plus longue, integre les nerfs périphériques innervant les tissus. La branche
courte integre les racines dorsales de la moelle épiniere, uniquement composée d'afférences
sensitives (nociceptives ou non), et projette au niveau de la corne dorsale (voir Figure 2). Les racines
ventrales de la moelle épiniere sont quant a elles composées de fibres motrices dont les corps
cellulaires se trouvent au niveau des cornes ventrales. La quasi-totalité des nerfs rachidiens sont des
nerfs mixtes®, issus de la fusion des racines dorsales et ventrales. Ils sont donc composés a la fois de
fibres afférentes sensitives et de fibres efférentes motrices, auxquelles peuvent également s'ajouter

des fibres efférentes végétatives sympathiques ou parasympathiques.

‘i DOS

4{!61’9 blanche / Racine dorsale

Nerf r: du nerf rachidien

\

Matiére grise
\ g

\ Racine ventrale

Corne postérieure
/du nerf rachidien

Corne antérieure
Ganglion rachidien
dorsal

Vertébre

VENTRE

Figure 2. Innervation de la moelle épiniére par les FAP et structuration des nerfs périphériques.
Source : Université de Laval (Canada), cours de Gilles Bourbonnais

> Les nocicepteurs sont une classe de FAP, mais il en existe d'autres types, dédiés a la perception de différentes
modalités de stimulation non douloureuses. Voir "Diversité fonctionnelle des fibres afférentes", page 21.
® Le nerf C1 ne posséde pas de racine dorsale car purement moteur. Concernant les autres nerfs, la proportion
afférences/efférences peut varier considérablement de I'un a l'autre en fonction des territoires innervés.
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Les corps cellulaires des FAP rachidiennes sont regroupés au sein des ganglions rachidiens

dorsaux (ou DRG pour "Dorsal Root Ganglion"), situés de part et d'autre de la moelle épiniére (voir

Figure 2). Chez I'Homme, on compte 29 paires de DRG et 31 paires de nerfs rachidiens’, dont le nom

est fonction de la vertébre dont ils sont issus :

8 nerfs cervicaux (notés C1 a C8)

12 nerfs thoraciques (notés T1 a T12)
5 nerfs lombaires (notés L1 a L5)

5 nerfs sacrés (notés S1 a S5)

1 nerf coccygien vestigial (noté Co)

Ces nerfs vont innerver les différents organes selon un plan bien défini, comme l'illustre

I'innervation cutanée (voir Figure 3). On peut en effet représenter a la surface du corps les territoires

d'innervation des nerfs rachidiens, ou dermatomes, de maniére plus ou moins précise. Il faut signaler

par ailleurs que les territoires d'innervation des nerfs périphériques ne chevauchent pas forcément les

territoires d'innervation des racines dorsales, car des réarrangements (anastomose) ont lieu au sein

des différents plexus existants de part et d'autre de la colonne vertébrale.

Plexus
cervical ‘[ = Nerfs Cervical
L cervicaux vertebrae
Plexu_s Cac
brachial 17 e
Nerfs Nerfs ebr
intercostaux ~ thoraciques
TaT
1 12
\
Nerfs
Plexus - lombaires 5““’3;
lombaire LaL, VEESOu.
LATERAL VIEW
Nerfs
Plexus sacré sacres
S as,
Queue
de cheval — Nerf
coccygien
\

Figure 3. Les nerfs rachidiens et leurs territoires d'innervation cutanée.

Sur la figure de gauche sont représentés les 31 paires de nerfs rachidiens ainsi que les plexus nerveux qu'ils forment. Sur la
figure de droite sont représentés les dermatomes correspondant, c'est-a-dire les territoires d'innervation cutanée de ces
différents nerfs. Sources : Université de Laval (Canada), cours de Gilles Bourbonnais ; http://www.sci-recovery.org

’ La différence entre le nombre de DRG et le nombre de nerfs s'explique par le fait que le nerf C1 ne posséde pas
de racine dorsale (nerf moteur pur) et que le nerf coccygien posséde un ganglion intradural.
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1.2. L'innervation cranienne

Douze nerfs craniens, notés de | a Xll, contribuent a l'innervation de la sphere oro-faciale. lls ont
pour point commun de projeter une branche axonale au niveau du tronc cérébral. Les nerfs craniens
peuvent étre sensitifs, moteurs ou mixtes, mais la composante sensitive de tous ces nerfs, sauf un, ne
va pas étre dédiée a la somesthésie, mais a une autre modalité sensorielle comme la vision, l'audition,
la gustation ou l'olfaction. La totalité de I'innervation somesthésique oro-faciale est en fait assurée par
les 3 branches d'un seul et méme nerf, le nerf V, ou nerf trijumeau, dont les FAP prennent naissance
au niveau du ganglion de Gasser ou ganglion trigéminal (ou TG pour "Trigeminal Ganglion"),
équivalent du DRG spinal). Celles-ci se projettent ensuite dans le noyau du nerf trijumeau, qui assure

une fonction similaire a celle de la moelle épiniére, au niveau de la face (voir Figure 4).

Frontal
Cingulaire
Somatosensoriel
Insulaire
Noyau ventropostéromédian
groupe postérieur
Noyau
principal
[ Sous-noyau
oral

Complexe sensitif | Noyau | Sous-noyau
du trijumeau | spinal | interpolaire

Racine
descendante

Sous-noyau
|_caudal

Figure 4. Innervation somesthésique de la face.

Sur ce schéma figure l'innervation somesthésique périphérique de la face, a savoir le ganglion de Gasser (ou ganglion
trigéminal) et les trois branches de la cinquiéme paire de nerfs craniens a qui il donne naissance (V1: nerf ophtalmique; V2:
nerf maxillaire; V3: nerf mandibulaire). Les FAP de ce ganglion font synapse avec un neurone de second ordre au niveau du
noyau du nerf trijumeau. (Dallel et al., 2003)
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2. DIVERSITE FONCTIONNELLE DES FIBRES AFFERENTES
PRIMAIRES

On peut distinguer les FAP selon plusieurs critéres anatomiques (diametre, présence ou non
d'une gaine de myéline), fonctionnels (vitesse de conduction, modalité ou seuil d'activation), ou
encore par I'expression de divers marqueurs moléculaires. La classification la plus couramment utilisée
est basée sur la vitesse de conduction des fibres, dont dépend la plupart des autres parametres. C'est
la classification d'Erlanger-Gasser, basée sur des enregistrements de nerfs de grenouilles réalisés in
vitro pendant les années 20 (Gasser et Hartree, 1924). Les auteurs ont constaté que suite a une
stimulation électrique de I'extrémité d'un nerf, plusieurs pics sont enregistrées en décalé a l'autre
extrémité (notés a, B, y et 6, voir Figure 5C). Herbert S. Gasser et Joseph Erlanger ont pu plus tard faire
le lien entre ces différents pics et les vitesses de conduction respectives des fibres qui composent le
nerf grace aux premiers enregistrements de fibres isolées (Gasser, 1941), ce qui leur a valu le prix
Nobel de médecine en 1944. La classification a été ensuite revue pour former 3 groupes de fibres, A, B

et C, ainsi que les subdivisions du premier groupe (Aa, AB, Ay, AS, B et C, voir Tableau 1).

Type de  Diamétre Gaine de Vitesse de conduction Fonction des fibres afférentes

fibre (um) myéline (m.s™)

- Proprioception (fuseaux
Aa 12-20 oui 80-120 neuromusculaires de type la, organe
tendineux de Golgi)

- Tact
- Proprioception (fuseaux

AB 6-12 oui 35-75 .
neuromusculaires de type I,
récepteurs articulaires)
e s - Nociception
Ad 1-5 oui (légéere) 4-30 3 lcept .
- Température non nocive
- Nociception
C 0,2-1,5 aucune 0,4-2 - Prurit

- Température non nocive
- Toucher plaisant

Tableau 1. Caractéristiques et fonctions des différents types de fibres afférentes primaires.
NB : les fibres purement efférentes, de type Ay et B, sont volontairement omises. D'apres Guirimand et Le Bars, 1996;
McGlone et Reilly, 2010; Schepers et Ringkamp, 2010.

Seules les fibres AS et C véhiculent des informations nociceptives, de maniere non exclusive. Les
fibres AR sont spécialisées dans les afférences tactiles (toucher non douloureux) et proprioceptives.
Les fibres Aa, majoritairement efférentes et motrices, contribuent également au systéme

proprioceptif, renseignant I'organisme sur I'état de contraction de ses muscles. Il existe encore des
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fibres Ay, toutes efférentes. Celles-ci interviennent dans la contraction du fuseau neuromusculaire
(systeme proprioceptif). Les fibres du groupe B sont elles aussi efférentes et constituent les fibres pré-
ganglionnaires du systéme nerveux autonome.

Sur le plan nociceptif, les propriétés respectives des fibres Ad et C se traduisent par des
douleurs percues différentes, dans l'espace et dans le temps (voir Figure 5A-B). Les fibres Ad
véhiculent le message relativement rapidement (4 3 30 m.s™) et sont responsables d'une douleur
aigué quasi-immédiate et bien localisée. Les fibres C transmettent un message retardé (a la vitesse de
0,4 3 2 m.s™) et vont générer une douleur diffuse, plus prolongée. Les fibres C représentent 80% de

I'innervation cutanée, et presque la totalité de l'innervation viscérale (Guirimand et Le Bars, 1996).

Aa B
C a
g
2
G
>
J Ad &
Time
b
First pain
Second pain
ALk S -2
e T i N T T A T Y T A A O O A L T
0 00 1 15 W W B 2 B 40 44
Milliseconds

Figure 5. Impact de la vitesse de conduction des FAP sur la nociception.

a) Enregistrement schématique d'un potentiel d'action (PA) complexe, résultant de la somme des PA enregistrés a
I'extrémité d'un nerf en réponse a la stimulation de I'autre extrémité de ce dernier. On peut voir 3 pics décalés
(Aa/B, AS et C) traduisant les différentes vitesses de conduction des fibres qui le composent. b) Le décalage entre
les pics A et C se traduisent par une douleur immédiate (A8) suivie d'une douleur tardive et plus diffuse (C). c)
Illustration originale d'un enregistrement réalisé sur une section de nerf saphene de chat de 6 cm par Herbert S.
Glasser. On peut noter que I'ancienne classification est utilisée. (Gasser, 1941; Julius et Basbaum, 2001)

Les FAP peuvent également étre divisées sur le plan fonctionnel en différents groupes, chacun
responsable d'une des composantes de la somesthésie (toucher, perception thermique,
proprioception, nociception). Ces fibres peuvent en effet étre spécialisées dans la détection d'une
modalité et/ou d'une intensité de stimulation donnée. On distingue les 4 grands types de récepteurs
somesthésiques suivants :

. les mécanorécepteurs cutanés, responsables de toutes les composantes du toucher

comme la pression, le déplacement, la texture, la taille de I'objet...

. les mécanorécepteurs proprioceptifs, ou propriocepteurs, qui ont pour fonction de

renseigner |'organisme de fagon statique et dynamique sur I'état de contraction des

muscles ou d'étirement des tendons, ainsi que sur la position des articulations
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. les thermorécepteurs, permettant de ressentir finement la température dans une
gamme dite "de confort"

. les nocicepteurs, qui vont étre responsable de la détection des stimuli potentiellement
nocifs, qu'ils soient de nature physique (chaud, froid, écrasement, étirement...) ou
chimique (irritation, inflammation...)

Dans la partie qui va suivre, et qui a pour but de décrire ces différents types de FAP, les fibres a

bas seuil seront différenciées des fibres a haut seuil d'activation que sont les nocicepteurs. En effet,
ces FAP a haut seuil d'activation (i.e. activables par des stimuli de trés forte intensité, nocifs) forment

une famille hétérogene et complexe.

2.1. Fibres a bas seuil d'activation

Ces fibres sont dédiées a la perception du toucher discriminant ou de la température non
nocive, ainsi qu'a la proprioception. Selon leur fonction, on les nomme proprio-, mécano- ou

thermorécepteurs, les deux derniers projetant essentiellement au niveau cutané.

2.1.1. Mécanorécepteurs tactiles cutanés

Ces récepteurs, également appelés mécanorécepteurs a bas seuil ou LTM pour "low threshold
mecanoreceptors"” sont au nombre de 4 (corpuscule de Pacini, corpuscule de Meissner, disque de
Merkel, corpuscule de Ruffini), fortement concentrés dans la peau glabre, auxquels il faut ajouter les

récepteurs des follicules pileux sur le reste du corps (voir Figure 6, Figure 7).
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Figure 6. Vision schématique d'une coupe de peau, illustrant les différents récepteurs sensoriels,
leur morphologie, et leurs positions respectives.

Les terminaisons nerveuses libres représentées sont des nocicepteurs ou des thermorécepteurs a
bas seuil, décrits plus loin dans ce manuscrit (Patapoutian et al., 2003).

On distingue les récepteurs tactiles cutanés selon 2 critéres majeurs :
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Leur champ récepteur. Les récepteurs situés dans les couches profondes du derme sont
pourvus d'un champ récepteur large (corpuscules de Pacini et de Ruffini). lls interviennent
dans la perception du déplacement des stimuli mécaniques. Les disques de Merkel et les
corpuscules de Meissner sont situés a la limite derme/épiderme et ont par conséquent un
champ récepteur réduit. lls sont quant a eux impliqués dans le toucher discriminant
(formes et textures).

Leur vitesse d'adaptation. Les mécanorécepteurs a adaptation rapide (corpuscules de
Pacini et de Meissner) déchargent lors des changements d'état (en début et fin d'une
stimulation, réponse tonique). La fréquence des potentiels d'action (PA) va coder la
vitesse de changement d'état. Les récepteurs a adaptation lente (disques de Merkel et
corpuscules de Ruffini) vont émettre des PA tant qu'ils ne se trouvent pas a leur état de
repos (toute la durée de stimulation, réponse phasique). Ils vont coder l'intensité et la
durée de stimulation. Les mécanorécepteurs cutanés sont ainsi souvent différenciés par
ce seul parametre (FAI et FAIl pour "fast adapting" | et Il, SAl et SAll pour "slow adapting"
| et Il). La peau (glabre ou pileuse) compte 5 fois plus de récepteurs a adaptation rapide

gu'a adaptation lente.
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Figure 7. Les quatre types de mécanorécepteurs a bas seuil de la peau glabre.

Au centre sont présentés les quatre mécanorécepteurs de la peau glabre et leurs réponses électrogéniques a une
méme stimulation. A gauche sont illustrés les champs récepteurs et a droite la densité d'innervation au niveau de
I'intérieur des mains. Les mécanorécepteurs sont partagés en deux colonnes, selon que leur adaptation est lente
(SA pour "slow adapting") ou rapide (FA pour "fast adapting") (McGlone et Reilly, 2010).

Tous ces récepteurs sont a innervation AB. Il existe cependant des exceptions pour les

récepteurs des follicules pileux, pouvant étre couplés a des fibres Ad (fibres "D-hair", Koltzenburg et

al., 1997) mais aussi a des fibres C. L'activation des fibres C tactiles ne serait cependant pas sensori-

discriminative, mais impliquée dans la réponse émotionnelle et hormonale aux caresses (Olausson et

al., 2002).
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2.1.2. Propriocepteurs

Cette classe particuliere de mécanorécepteurs intervient dans la sensibilité proprioceptive,
c'est-a-dire du mouvement et de la position des membres. lls sont connectés a des fibres de gros
calibre et a conduction rapide Aa et AB. Il en existe 3 types :

. Les fuseaux neuromusculaires. Ces récepteurs sont sensibles aux variations d'étirement du
muscle. Ils sont situés a l'intérieur de ce dernier, parallelement aux fibres musculaires, et sont
constitués d'un regroupement de 5 a 15 fibres musculaires protégées par une enveloppe de
tissu conjonctif. La position des noyaux des fibres permet de différencier 2 types de fuseaux
neuromusculaires :

- Les fuseaux neuromusculaires primaires (a sac nucléaire) sont innervés par des fibres

de type la (Aa) et sont sollicités principalement lors des changements d'états de contraction
musculaire (réponse a dominante tonique).

- Les fuseaux neuromusculaires secondaires (a chaine nucléaire) sont innervés par des

fibres de type Il (AB) et ne codent que pour I'état de contraction du muscle (réponse
phasique).
Ces propriocepteurs sont également impliqués dans le réflexe myotatique, contraction
involontaire d'un muscle en réponse a son étirement.

. Les organes tendineux de Golgi. Situés a l'interface muscle-tendon, ces récepteurs sont
constitués de fibres de collagéne connectées aux fibres musculaires d'un c6té et a I'aponévrose
tendineuse de l'autre. Ces récepteurs, innervés par des fibres de type Ib (Aa) sont sensibles aux
variations de la tension musculaire, directement proportionnelle a la force développée.

. Les récepteurs articulaires. Localisés dans le tissu conjonctif des articulations, ces récepteurs
permettent un codage de l'angle de flexion ou d'extension de l'articulation, ainsi que de sa
vitesse de variation. lls ont donc une réponse a la fois tonique et phasique. Ce sont
principalement des récepteurs de Ruffini (pour les capsules articulaires), mais aussi des

récepteurs de Golgi (pour les ligaments articulaires).

2.1.3. Thermorécepteurs

Ces récepteurs sont spécialisés dans la perception fine de la température non nocive, c'est a
dire dans une gamme allant conventionnellement de 20 a 45°C® (Schepers et Ringkamp, 2010). Selon

leur type, ils vont répondre soit a une augmentation de température (thermorécepteurs au chaud),

8 N . ., A . . . . . \
Au-dela de ces températures, les thermorécepteurs peuvent étre toujours actifs, mais I'activation parallele des
fibres nociceptives prend le dessus.
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soit a une diminution de celle-ci (thermorécepteurs au froid, voir Figure 8). lls sont constitués de fibres
nerveuses de type AS ou C aux terminaisons libres et peuvent étre cutanés ou internes, intervenant
alors dans les processus thermorégulatifs. Ces fibres thermoréceptrices diffusent peu sous la surface
cutanée avant d'émettre des projections épidermiques, ce qui leur vaut des champs récepteurs
ponctuels non chevauchants (de un a quelques millimétres de diameétre). La densité de récepteurs
peut en revanche varier fortement en fonction du territoire considéré. Ainsi, les levres comptent

environ 20 récepteurs au froid par centimétre carré contre 4 sur la peau des doigts (McGlone 2010).
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Figure 8. Fréquence moyenne de décharge des thermorécepteurs au froid et au chaud en fonction de la
température.

La ligne pointillée indique la température normale de la peau (33°C), a laquelle les récepteurs au froid sont
plus actifs que les récepteurs au chaud (Patapoutian et al., 2003).

2.1.3.1. Thermorécepteurs au froid

Ces récepteurs sont des fibres de type Ad répondant a une large gamme de température
comprise entre 17 et 40°C, avec un pic d'activité situé entre 20 et 30°C (Dubner et al., 1975). Les
thermorécepteurs au froid sont activés a la température normale de la peau. Leur réponse est a la fois
tonique et phasique. lls vont tout d'abord répondre vigoureusement a une baisse de température
(réponse tonique) puis se stabiliser a un niveau d'activité correspondant a la température atteinte
(réponse phasique). L'augmentation de la température va quant a elle avoir un effet inhibiteur sur leur
activité. Ces fibres ont pour point commun d'étre activées par le menthol.

Il existe d'autres types de fibres activées par le froid non nociceptif. Nommés Récepteurs au
Froid a Haut seuil (HCR pour "High threshold Cold Receptors"), ces fibres de type C sont activées a des

températures inférieures a 27°C (pas d'activité lorsque la température est neutre), et ne répondent
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pas aux stimulations mécaniques (LaMotte et Thalhammer, 1982). Leur réponse n'est que transitoire
et nécessite un refroidissement rapide, supérieur a 2°C/s. Le rdle des fibres C dans la perception du
froid non nocif est pour l'instant inconnu, mais une équipe a proposé que ces fibres, également
activées par le chaud, puissent étre impliquées dans certains phénomeénes d'hypersensibilité au froid
ou dans la sensation paradoxale de brilure provoquée par un refroidissement rapide.

Environ la moitié des mécanorécepteurs a bas seuil et a adaptation lente (i.e. les fibres SA | et
Il : disques de Merkel et corpuscules de Ruffini) répondent également a un refroidissement de la peau
a 14,5°C (Cahusac et Noyce, 2007). Dans ce cas encore, la contribution de ces fibres a la sensibilité au
froid est considérée comme peu probable, de par leur nature AB, mais aussi car I'amplitude de leur
réponse est négligeable par rapport a ce qui suit une stimulation mécanique, ou encore a ce que l'on

peut observer dans les thermorécepteurs AS.

2.1.3.2. Thermorécepteurs au chaud

Les thermorécepteurs au chaud sont des fibres C qui, comme les thermorécepteurs au froid,
posseédent un champ récepteur réduit voir ponctuel. lls ne répondent qu'aux stimulations thermiques
de 30 a 50°C, avec un maximum d'activité autour de 40-43°C (Darian-Smith et al., 1979; Schepers et
Ringkamp, 2010). lls chevauchent donc la gamme d'activation des thermorécepteurs au froid et sont
eux aussi actifs a la température cutanée normale, mais dans une moindre mesure que ces derniers.
Suite a un réchauffement, I'activité électrique de ces fibres va étre importante (forte réponse tonique)
puis se stabiliser au plateau correspondant a la température environnante (réponse phasique). Ces
fibres sont donc elles aussi capables de coder une température stable mais vont réagir de fagon plus
intense aux variations de température que les fibres sensibles au froid, favorisant la discrimination

thermique. Le refroidissement quant a lui va inhiber leur activité, alors que le menthol n'a aucun effet.

2.2. Nocicepteurs

Si le concept de neurones sensoriels dédiés a la perception douloureuse est assez ancien
(Sherrington, 1906), les premiéres preuves expérimentales de I'existence de neurones ne répondant
gu'aux stimulations douloureuses sont relativement récentes (Burgess et Perl, 1967). Depuis lors, les
techniques électrophysiologiques, pharmacologiques et moléculaires ont permis de caractériser les
nocicepteurs et de mettre en évidence leur diversité.

Les nocicepteurs sont des fibres afférentes primaires a haut seuil d'activation, activées par des

stimulations mécaniques, thermiques et/ou chimiques dont la forte intensité ou la nature traduit un
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danger potentiel pour I'organisme. Ce sont des fibres de petit calibre A8 ou C* munies de terminaisons
libres a leurs extrémités. Si les électrophysiologistes et les biologistes moléculaires sont parvenus a
caractériser différentes populations de nocicepteurs en fonction de leurs propriétés électrogéniques
ou de l'expression de certains marqueurs, ces fibres forment en réalité un ensemble extrémement
hétérogene, chaque nocicepteur étant le produit d'une combinatoire développementale tres
complexe. Les populations neuronales identifiées ne constituent que des tendances dominantes
observées au sein des nocicepteurs, mais en aucun cas des groupes cloisonnés (Belmonte et Viana,
2008). De nombreux critéres de différenciation peuvent étre utilisés pour distinguer des groupes de
nocicepteurs, comme la nature des stimuli détectés (mécanonocicepteur, thermonocicepteur,
nocicepteur polymodal) ou la présence de divers marqueurs moléculaires (récepteurs de facteurs de
croissance, neuropeptides, canaux ioniques...). Dans cette introduction, les nocicepteurs seront en
premier lieu différenciés selon leur calibre. En effet, ce parameétre va influer considérablement sur leur
roles respectifs dans la perception douloureuse. De par leur vitesse de conduction plus importante, les
fibres AS sont responsables d'une douleur "immédiate", alors que les fibres C sont a I'origine d'une

douleur plus tardive, mais également plus diffuse (pour rappel voir Figure 5 page 22).

2.2.1. Fibres Aé nociceptives

Les nocicepteurs AS (et potentiellement AB°) apportent au systéme nerveux central une
information rapide et précise sur la nature et la localisation de la douleur. En fonction de leurs
réponses a des stimuli mécaniques et thermiques, ils ont été divisés en 3 groupes :

Les fibres AMH (pour "A-fiber Mecano-Heat sensitive"), polymodales, répondent a la fois aux
stimulations mécaniques et aux stimulations thermiques chaudes. Elles vont également pouvoir étre
activées par différents ligands chimiques endogenes ou exogenes. On distingue les fibres AMH de
type |, répondant préférentiellement aux stimulations mécaniques (seuil thermique trés élevé, >53°C
pour une stimulation courte d'une seconde), et les fibres AMH de type Il, répondant
préférentiellement aux élévations de température (seuil thermique =47°C pour une stimulation
courte, Treede et al., 1998). Les fibres de type Il ne sont pas retrouvées dans la peau glabre, ceci
pouvant expliquer I'absence de douleur thermique rapide pour une stimulation douloureuse
d'intensité modérée (<53°C). Ces fibres polymodales AMH représentent ensemble 86% des

nocicepteurs de type A (Djouhri et Lawson, 2004).

% |l existe également, en plus faible quantité, des nocicepteurs de type AP (18% des nocicepteurs de type A chez
le rat). Seule la vitesse de conduction permet de différencier les nocicepteurs A8. Les nocicepteurs de type A
forment en effet une population homogene de fibres dont les propriétés recouvrent les caractéristiques Ad
jusqu’a la limite basse AB (Djouhri et Lawson, 2004).
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Le faible pourcentage de nocicepteurs de type A non polymodaux va se partager entre deux

populations : les fibres HTM pour "High Threshold Mecanoreceptor", ne répondant qu'aux

stimulations mécaniques, et les fibres AMC (pour "A-fiber Mecano-Cold sensitive) activées par la
pression et le froid douloureux (<0°C, Simone & Kajander, 1997). Il faut noter qu'a des températures

extrémes (<-12 a -18°C), tous les nocicepteurs sont activés.

2.2.2. Fibres C nociceptives

S'il existe des nocicepteurs de type C dédiés a la perception de stimuli thermiques (chaud ou
froid) ou mécaniques, la plupart sont polymodaux, comme les nocicepteurs de type A (voir Figure 9).
On appelle aussi ces fibres CMH pour "C-fiber Mecano-Heat sensitive", la sensibilité chimique étant la
encore implicite, bien que faible par rapport aux fibres Ad (considérant I'effet d'une soupe

inflammatoire) ou aux fibres C insensibles aux stimuli mécaniques'® (Davis et al., 1993).

Figure 9. Répartition des fibres C enregistrées

au niveau de la peau humaine.

194 fibres C cutanées ont été identifiées au
W Fibres CMH niveau du genou et de la cheville de
volontaires sains grace a des stimulations
électriques, de maniére a recruter tous les
Thermique seul types de fibres, indépendamment de leur
modalité d'activation. Une fois le champ
récepteur de chaque fibre identifié,
| Fibres sympathiques différentes modalités de stimulation sont

appliquées et les réponses sont enregistrées

au niveau du nerf (Schmidt et al., 1995).

m Mécanique seul

H Nocicepteurs silencieux

Le seuil d'activation des fibres CMH par le chaud a été mesuré aux environs de 40°C en fonction
de la profondeur de leurs terminaisons cutanées, comprise entre 20 et 570 um chez le singe (Tillman
et al., 1995). Un phénoméne d'épuisement rapide a été mis en évidence dans ces fibres, diminuant
leur réponse lors d'une deuxiéme stimulation thermique espacée de moins de dix minutes de la
premiere. Ce phénoméne a également lieu si les deux stimulations sont de natures différentes
(électrique, mécanique ou thermique), mais la récupération est plus rapide (Peng et al., 2003). La
sensibilité thermique chaude des fibres C est en tres grande partie imputée a TRPV1, dont I'expression
est quasiment restreinte aux fibres C, polymodales ou non (Kobayashi et al., 2005). La sensibilité
chimique quant a elle est beaucoup plus forte chez les fibres C insensibles a la pression mécanique, qui
sembleraient étre des chémosenseurs spécialisés. Certaines fibres C vont également se spécialiser

dans la réponse chimique aux agents pruritogénes endogénes, comme ['histamine (Schmelz et al.,

1% ces fibres ne sont pas réellement "insensibles" aux stimuli mécaniques, mais leur seuil d'activation est
considérablement élevé (>6 bar ou 60 g/mm, Meyer et al., 2008).
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1997). Ces fibres a conduction trés lente (comparée aux fibres CMH) seraient responsables de la
sensation de démangeaison et emprunteraient un circuit qui leur serait propre, y compris au niveau
des projections central (Schmelz, 2001).

Il existe enfin une population de nocicepteurs dits silencieux, ne répondant ni aux stimuli
thermiques, ni aux stimuli mécaniques (Lynn, 1991). Il est cependant possible de "réveiller" ces fibres
par différents algogénes comme la capsaicine (agoniste TRPV1 extrait du piment) ou |'huile de
moutarde (agoniste TRPA1). Il a été proposé que ces fibres puissent participer a I'hyperalgie primaire
dans certains cas, comme lors d'une réaction inflammatoire (Schmidt et al., 1995).

Sur le plan moléculaire, on distingue aussi deux sous-populations de fibres C par les marqueurs
gu'elles expriment, comme certains neuropeptides ou le récepteur a la neurotrophine dont dépend
leur survie ou leur maintien. Les sites de projection des nocicepteurs de type C au niveau des cornes
dorsales de la moelle épiniére vont également étre différents (Snider et McMahon, 1998) :

e les fibres C peptidergiques : Ces fibres sécrétent en particulier deux neuropeptides, la

substance P et le Peptide Relié au Gene Calcitonine (CGRP pour "Cacitonin-Gene Related
Peptide"), que l'on retrouve tres largement colocalisés. lls sont exprimés par 50% des
nocicepteurs cutanés de type C (et par 20% des fibres A, ou 40% des neurones des DRG
confondus, Djouhri & Lawson, 2004). En revanche, la quasi-totalité des afférences viscérales ou
de la peau glabre sont peptidergiques. Si la trés grande majorité des fibres peptidergiques sont
des nocicepteurs, la moitié des nocicepteurs est constituée de fibres peptidergiques (Lawson et
al., 2002). Ces fibres maintiennent aussi I'expression développementale du récepteur TrkA au
Facteur de Croissance des Nerfs (NGF pour "Nerve Growth Factor") a I'dge adulte. Ce dernier
constitue un marqueur trés spécifique des nocicepteurs. Les projections médullaires des fibres C
peptidergiques se font essentiellement au niveau des couches | et Il externe (voir chapitre 3 p.
33).

e les fibres C non-peptidergiques : Le principal marqueur moléculaire utilisé pour différencier ces

fibres est leur affinité pour l'isolectine B4 (IB4), extrait de la plante Griffonia simplicifolia,
médiée par les résidus a-D-galactose des glucoconjugués membranaires. L'IB4 n'est jamais
colocalisée avec le CGRP ou avec la substance P, et toutes les fibres IB4-positives sont
nociceptives (Gerke et Plenderleith, 2001). Aprés la naissance, les fibres C non-peptidergiques
perdent leur dépendance au NGF (Molliver et al., 1997) et expriment un proto-oncogéne
codant pour le récepteur RET (pour "Rearranged during Transfection") au Facteur
Neurotrophique Dérivé des Gliocytes (GDNF pour "Glial cell line Derived Neurotrophic Factor")
ainsi qu'a la neurturine, a lI'artémine et a la perséphine, qui sont 3 neurotrophines de la famille

du GDNF. Leurs projections médullaires se font principalement au niveau de la couche Il interne.
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Ces deux populations de fibres vont également exprimer différentiellement certains récepteurs
ou canaux (voir Figure 10). Ainsi, le récepteur P2X; a I'Adénosine Triphosphate (ATP), libérée en cas de
|ésion tissulaire, est exprimé sélectivement par les neurones IB4-positifs chez le rat (Guo et al., 1999).
Le récepteur TRPV1, activé par la chaleur, I'acidité ou les composés vanilloides, est exprimé presque
exclusivement par les neurones IB4-négatifs chez la souris (Zwick et al., 2002). Ces derniers sont en
conséquence plus sensibles a une diminution de pH et a l'application de capsaicine (Dirajlal et al.,
2003). En revanche, ce cloisonnement n'est pas retrouvé chez le rat. (Woodbury et al., 2004). Les
marqueurs moléculaires des nocicepteurs sont a l'image des populations neuronales qu'ils
définissent : leur combinatoire est complexe. On ne peut en dégager que des tendances, et non des

régles absolues.

Figure 10. Les principaux

tl'kA, trkC marqueurs cellulaires des
GFRo1 neurones des DRG chez le
= rat.
O
ot eT e e ¥t subst'amce 7 Le premier niveau de
XX OO P trkA |galanin, VIP, distincti |
. a%a%a%% 0 somatostatin istinction  concerne les
carbonic anhydrase OO O PO e NF200 (fib
GM1 ganglioside |} 4%%-2- 20 0 wle " BDNF,VR1 marqueurs (fibres
| L@ NF200 2,0 myélinisées), CGRP (fibres
) e nle s
e 430% pe CGRP non myélinisées,
:o: OO0 o:o. GFRu3 peptidergiques) et B4
" (fibres non myélinisées, non

peptidergiques), ne se
chevauchant pas. D'autres
marqueurs (enzymes,
neuropeptides, hormones,
récepteurs) se surajoutant
7z ] a ce premier niveau sont
4%&'5, RF représentés autour de ce
GFR0o1/GFRa2 diagramme (Priestley et al.,
2002).
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3. PROJECTIONS CENTRALES DU SYSTEME
SOMESTHESIQUE PERIPHERIQUE

Toutes les FAP, nociceptives ou non, émettent une projection axonale au niveau de la substance
grise de la moelle épiniére, qui constitue la premiére étape de l'intégration et de la modulation de
I'information sensorielle. La substance grise spinale est divisée en dix couches ou laminae selon le
systeme décrit par Bror Rexed (Rexed, 1952), distinctes par leur anatomie et par les types cellulaires

rencontrés (voir Figure 11).

Low-threshold
mechanoreceptors

Temperature and
pain receptors

Dorsal horn Afferent

(sensory)

L Proprioceptors

Laminae of | IV.-
spinal cord \\;I

!\ X
WL VIH e Efferent

(motor)

Ventral horn

Figure 11. Projections centrales des fibres afférentes primaires.

Sur la droite de ce schéma sont représentées les projections des FAP selon leur nature. Sur la partie gauche sont délimitées
les différentes couches des cornes dorsales et ventrales de la moelle épiniere. Les thermorécepteurs a bas seuil et les
nocicepteurs projettent principalement dans les couches superficielles | et Il. Les couches Ill, IV et V, plus profondes,
regoivent les projections des récepteurs tactiles cutanés. Les propriocepteurs projettent quant a eux dans les couches
profondes des cornes dorsales et dans la corne ventrale (VI a IX). Ici, le propriocepteur représenté contacte un motoneurone
de la corne ventrale, illustrant le réflexe myotatique (Patapoutian et al., 2003).

e Les couches | a VI forment les cornes dorsales de la moelle épiniere et recoivent les
afférences sensorielles. Les nocicepteurs cutanés innervent les couches superficielles |
(zone marginale) et Il externe (substance gélatineuse), ainsi que la couche V pour les
fibres AS. Les nocicepteurs d'origine musculaire et viscérale projettent quant a eux au
niveau des couches I, V et VI, et I, V, VIl et X, respectivement. Les afférences
somesthésiques non nociceptives projettent dans les couches Ill, IV et V (Le Bars et

Adam, 2002).
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La lamina VIl forme la couche intermédiaire et les laminae VIII et IX les cornes
ventrales, dans lesquelles se trouvent les corps cellulaires des neurones moteurs
(motoneurones) innervant les muscles squelettiques. Les propriocepteurs projettent au
niveau des couches IV a IX, intervenant dans la proprioception consciente (corne
dorsale), ou dans le reflexe myotatique par contact direct avec un motoneurone (corne
ventrale), comme illustré par la Figure 11.

La couche X, ou commissure grise, est enfin formée de substance grise entourant le
canal de I'épendyme. Elle recoit également des projections afférentes, principalement

nociceptives.

Pour résumer, les cornes dorsales sont principalement impliquées dans la perception

sensorielle, avec une spécialisation nociceptive des couches | et Il, et une convergence de fibres

nociceptives et non nociceptives au niveau de la couche V. Les cornes ventrales émettent I'innervation

motrice et peuvent recevoir les afférences proprioceptives de maniére directe. Au niveau médullaire,

les fibres afférentes primaires projettent également sur différents types de neurones de second ordre

(ou neurones de projection), répartis en trois classes :

Classe | - Ces neurones sont dits "a bas seuil" puisqu'ils recoivent des afférences non
nociceptives. lls interviennent dans la transmission de I'information tactile, thermique
discriminatrice et proprioceptive consciente.

Classe Il - Ce sont les neurones a convergence (ou WDR pour "Wide Dynamic Range")
qui portent ce nom en raison de leur innervation mixte, nociceptive et non nociceptive.
Principalement situés au niveau de la couche V, leur champ récepteur peut varier par
exemple de quelques phalanges a un bras entier, avec une activité qui va en décroissant
au fur et a mesure que la stimulation est éloignée du centre de ce dernier (Calvino et
Grilo, 2006).

Classe Ill - Ces neurones recoivent des afférences purement nociceptives et sont dits
NS pour "Nociceptive-Specific". lls sont principalement situés dans les couches externes
des cornes dorsales de la moelle épiniére et recoivent des afférences cutanées,

musculaires ou viscérales. Leur champ récepteur est réduit.

L'existence de ces différentes classes de neurones de second ordre va permettre de conserver la

dissociation entre les différents systémes (nociceptifs et non nociceptifs) au niveau du systéme

nerveux central. L'existence des neurones de classe Il, WDR, va quant a elle permettre une modulation

médullaire de I'information douloureuse appelée "gate-control". Ce mécanisme, proposé par Melzack

et Wall (1965), consiste en une inhibition du neurone WDR par les fibres de gros diamétre (tactiles)

impliquant des interneurones GABAergiques. Une stimulation mécanique légére (ex : frottement de la
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main sur une zone douloureuse) va donc permettre de diminuer la sensation de douleur percue.
D'autres sources de modulation existent, positives comme le wind-up'’, ou négatives comme via
I'activation des contrdles inhibiteurs descendants™. La moelle épiniére n'est donc pas un simple relais
entre le systeme nerveux périphérique et le cerveau, mais également un important lieu de
modulation.

Les neurones de projection recevant des afférences nociceptives émettent des prolongements
en direction du tronc cérébral et du cerveau, formant différents faisceaux innervant un grand nombre
de noyaux supraspinaux impliqués dans les composantes sensori-discriminatives, végétatives ou
encore cognitivo-émotionnelles de la douleur (Le Bars et Adam, 2002; Basbaum et al., 2009). Par
exemple, le faisceau spinothalamique projette au niveau du thalamus, et particulierement au niveau
du thalamus latéral en ce qui concerne les neurones issus des cornes postérieures de la moelle
épiniere. Ce systeme intervient dans la composante sensori-discriminative de la douleur, via un
troisitme neurone projetant sur les cortex somesthésiques. Le faisceau spinoréticulaire projette
quant a lui au niveau du tronc cérébral sur la formation réticulée, élaborant les réponses
physiologiques (végétatives) a la douleur. On peut enfin citer le faisceau spinoparabrachial qui, aprés
avoir fait synapse dans le noyau parabrachial du tronc cérébral, permet |'activation de certaines
régions impliqués dans la composante affective et émotionnelle de la douleur (cortex insulaire et

cingulaire, amygdale...).

Ce travail de these s'inscrit dans une logique de recherche de cibles pharmacologiques nouvelles pour
le développement d'antalgiques, via la compréhension des mécanismes de transduction des stimuli

par les nocicepteurs, en conditions normale et pathologiques. Le chapitre suivant a donc pour but de

présenter les acteurs moléculaires de la transduction sensorielle nociceptive, en accordant une
importance particuliere aux canaux sodiques dépendants du voltage, effecteurs de I'excitabilité

cellulaire, et dont le canal Nav1.9 fait partie.

" Suite 3 des décharges répétées, les récepteurs au N-méthyl-D-aspartate portés par les neurones de second
ordre vont étre activés de maniére durable et sensibiliser ce dernier. C'est le phénomeéne de "potentialisation a
long terme" qui contribue ici au wind-up.

'2 Certains neurones des noyaux du raphé projettent directement au niveau des cornes dorsales de la moelle
épiniére, établissant des synapses inhibitrices avec les neurones de second ordre. Cette zone du cerveau, activée
suite a une stimulation douloureuse, va exercer un rétrocontrdle négatif sur les neurones nociceptifs médullaires
via l'activation de ces faisceaux inhibiteurs descendants, diminuant ainsi la douleur percue (Millan, 2002).
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[Il. LA TRANSDUCTION NOCICEPTIVE ET LE ROLE
CLE DES CANAUX NAV

La transduction des stimuli douloureux en messages nerveux constitue la premiére étape de la
nociception. Elle fait intervenir un grand nombre de protéines qui représentent autant de cibles
pharmacologiques potentielles pour le développement de traitements antalgiques. Ce mécanisme par
lequel un signal physico-chimique est codé en PA puis transmis aux neurones médullaires se

décompose en plusieurs étapes, faisant intervenir des acteurs différents.
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Dans un premier temps, le stimulus est percu par des canaux transducteurs (ou par des
récepteurs métabotropiques pour certains ligands chimiques notamment d'origine
inflammatoire, voir chapitre 1.2 p. 62). L'ouverture de ces canaux va générer un flux d'ions
dépolarisant® et la somme des courants individuels générés par I'ensemble des canaux activés
va constituer le potentiel de récepteur, dont I'amplitude et la durée sont respectivement
proportionnelles a l'intensité et a la durée de stimulation (voir Figure 12, i).

Le potentiel récepteur va se propager jusqu'a la zone gachette a la base de I'axone, zone trés
riche en canaux ioniques dépendants du voltage (Nav et Kv, sélectifs du sodium et du
potassium, respectivement). Si le potentiel de récepteur crée une dépolarisation suffisante, au-
dela du seuil d'activation des canaux Nav, un ou plusieurs PA seront émis (voir Figure 12, ii),
consistant en une entrée massive de sodium a l'origine d'une inversion du potentiel de
membrane puis de l'activation des canaux potassiques a rectification retardée (Kv). Ces derniers
vont permettre, via la sortie d'ions potassium, un retour rapide au potentiel de repos
hyperpolarisé de la membrane.

Les PA émis au niveau de la zone gachette vont étre conduits sans déperdition jusqu'a la
terminaison médullaire du nocicepteur, ol cette dépolarisation va provoquer I'ouverture des
canaux Cav (calciques et dépendants du voltage) et la sécrétion de neurotransmetteurs
déclenchée par I'augmentation du calcium intracellulaire (voir Figure 12, iii et iv). La conduction
axonale du train de PA se fait directement, sans passage par le corps cellulaire. Ce dernier recoit
cependant "une copie du message" générée au niveau de la jonction en T. Le role de cette
excitation des corps cellulaires est mal connu et suscite étrangement peu d'intérét. L'hypothese
la plus communément admise fait part d'un impact de cette activité électrique sur I'expression
de certains génes, permettant notamment un rétrocontréle sur I'excitabilité des terminaisons
nerveuses (Devor, 1999).

Les canaux transducteurs sont donc les effecteurs primaires de la transduction, produisant le

courant a l'origine de I'activation des canaux Nav qui sont quant a eux les effecteurs secondaires,

indispensables a la génération d'un message nerveux. Les chapitres suivants ont pour but de présenter

les principaux canaux transducteurs, donnant une image de leur diversité et de leur spécialisation,

ainsi que les canaux Nav, qui en fonction de leurs propriétés électrophysiologiques et de leur

localisation subcellulaire, vont participer de maniere différente a l'intégration du potentiel récepteur

et/ou a la conduction nerveuse jusqu'a la moelle épiniére.

Ba I'exception des canaux potassiques qui vont générer un courant hyperpolarisant et avoir un effet opposé.
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Figure 12. Résumé schématique des fonctions jouées par les canaux ioniques dans les nocicepteurs.

(i) Génération du potentiel récepteur par les canaux transducteurs. (ii) Codage du potentiel récepteur en potentiels d'actions
par les canaux Na* et K" dépendants du voltage. Les différentes isoformes de canaux Nav citées sont décrites dans le chapitre
2.2. Un insert décompose les différentes phases du potentiel d'action et montre I'état d'ouverture des canaux sodiques et
potassiques ainsi que la polarité de la membrane a chaque étape. (iii) Propagation du potentiel d'action. L'encadré montre
les transitions d'état des canaux Nav de maniére simplifiée, permettant de faire la distinction entre un état "fermé" et un état
"inactivé". Plus de détails sur l'inactivation de ces canaux sont donnés dans le chapitre 2.1. On peut voir également la
propagation des PA le long de I'axone, jusqu'a la terminaison spinale du nocicepteur, ou les canaux calciques dépendants du
voltage permettent une entrée massive et rapide d'ions ca” provoquant I'exocytose de neurotransmetteurs (Raouf et al.,
2010).

1. CANAUX TRANSDUCTEURS

Les FAP expriment un large panel de canaux ioniques capable de détecter une stimulation
mécanique, thermique ou chimique, selon une combinatoire qui va définir leur classe fonctionnelle
(Belmonte et Viana, 2008). Un apercu des connaissances actuelles sur ces canaux est donné par le
Tableau 2. Certains d'entre eux sont spécifiques d'une modalité de stimulation, comme par exemple le
canal TRPMS8 activé par le froid et certains agonistes exogénes a effet "rafraichissant" (menthol...,
McKemy et al., 2002), et d'autres sont activables par différents stimuli, comme le canal potassique
TREK-1 (pour "Tandem pore domain weak inward rectifying K* (TWIK) Related K* Channel 1") activé
par |'étirement membranaire, les températures chaudes, les protons ou l'acide arachidonique
(Maingret et al., 1999b; Noél et al., 2009).

Il faut aussi noter que les activations observées in vitro n'ont pas toujours de conséquences in

vivo. Par exemple, le canal TRPV4, activé par le chaud in vitro, ne contribue pas a la définition des
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seuils de sensibilité au chaud in vivo (Huang et al.,, 2011). Des résultats contradictoires existent

également concernant l'implication du canal TRPV3 dans la sensibilité au chaud in vivo (Mogrich et al.,

2005; Huang et al., 2011).

Transducteur Role in vitro Role in vivo Références
Mécanique
N excitabilité des FAP viscérales
ASIC1 chez les KO (Page et al., 2005)
N, L ou = excitabilité des FAP
ASIC2 viscérales chez les KO, selon le (Page et al., 2005)
type de FAP
J excitabilité FAP viscérales
ASIC3 chez KO ; P ou | excitabilité (Price et al., 2001; Page et
des FAP cutanées chez les KO, al., 2005)
selon le type de FAP
\l/Isens.|b|I|te (Brierley et al., 2009;
TRPA1 mécanique chez les
Kwan et al., 2009)
KO
J sensibilité
TRPV4 mécanique chez les (Suzuki et al., 2003)
KO
TRPC1 Active par I. etirement (Maroto et al., 2005)
membranaire
TREK-1 Activés par I'étirement Pl (Maingret et al,, 1999,
TRAAK membranaire mécanique chez les 1999b; Alloui et al., 2006;
KO TREK-1 ou TRAAK Noél et al., 2009)
Activation indi I'ATP
P2X; f:tlv’at,lon |nd|rect,e p?r (Burnstock, 2009a)
sécrétée par les kératinocytes
R I'excitabilité fi
Cav3.2 o} e.dans excitabilité des fibres (Dubreuil et al., 2004)
D-hair
# canal ionique, mais nécessaire
Piezo1/2 a l'induction d'un courant (Coste et al., 2010)
mécano-induit dans les FAP
Thermique
., . J sensibilité au (Caterina et al., 1997,
1
TRPV Activé par le chaud intense chaud chez les KO 2000)
TRPV2 Activé par le chaud intense (Caterina et al., 1999)
Activé par le chaud modéré, 4 sensibilité au
TRPV3 présent dans les kératinocytes (Peier et al., 2002c)
N chaud chez les KO
(role indirect)
TRPV4 Activé par le chaud modéré (Gdler et al., 2002)
., . J sensibilité au .
TRPM3 Activé par le chaud intense chaud chez les KO (Vriens et al., 2011)
TRPMS Activé par le froid modéré J sensibilité au froid  (McKemy et al., 2002;

chez les KO

Bautista et al., 2007)
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Transducteur RoOle in vitro Role in vivo Références
Activé par le froid intense J ou = sensibilité au EECERICE Gt
TRPAL (études contradictoires) froid chez les KO ORI el 20055
Karashima et al., 2009)
N sensibilité au froid
TREK-1 . » chez double KO, etau 0 o441 2006; Nosl
TRAAK Activés par le chaud modéré chaud chez les KO et al,, 2009)
TREK-1 et TRAAK !
simples
Navl.8 Role dans I'excitabilité J sensibilité au froid  (Zimmermann et al.,
neuronale a basse température  chez KO 2007)
Chimique

(ionotropiques seuls)

ASIC1-4

TRPV1

TRPA1

TRPM8

TREK-1
TRAAK

P2Xy¢
5-HT,

Activés par les protons (pH
acide)

Activé par les vanilloides
(capsaicine...), certains acides
gras (acide arachidonique...) et
cannabinoides (anandamide...)
et par des lipides pro-
inflammatoires (leucotrienes).

Une tres large gamme de
composés irritants (voir p. 115)

Menthol

Activité modulée par le pH,
I'acide arachidonique ou les
anesthésiques volatiles
Activés par les purines (ATP)
Activé par la sérotonine

Résistance a
I'isothiocyanate
d'allyle, au
cinnamaldéhyde, a
I'huile de moutarde

Résistance a l'iciline
et au menthol

(Gold et Caterina, 2008)

(Gold et Caterina, 2008)

(Bautista et al., 2006)

(McKemy et al., 2002;
Colburn et al., 2007;
Gentry et al., 2010)

(Maingret et al., 19993,
1999b)

(Burnstock, 2009b)
(Camilleri, 2010)

Tableau 2. Transducteurs moléculaires des fibres afférentes primaires.
KO = knock-out ; ASIC = Acid-Sensing lon Channel ; TRP = Transient Receptor Potential ; TRAAK = Tandem pore domain weak
inward rectifying K+ (TWIK) Related Arachidonic Acid-stimulated K+ channel ; TREK = Tandem pore domain weak inward
rectifying K+ (TWIK) Related K+ Channel ; 5-HT = 5-Hydroxytryptamine

La transduction de signaux chimiques est en grande partie assurée par des récepteurs

métabotropiques ou couplés a une tyrosine kinase (ne figurant pas dans ce tableau), responsables

d'une sensibilisation des nocicepteurs plutét que d'une activation directe. Dans leur grande majorité,

ils sont activés par les facteurs de croissance et les médiateurs de I'inflammation. Ces récepteurs sont

présentés dans la partie 1.2 (voir p. 62).

41



Introduction et bases bibliographiques
La transduction nociceptive et le réle clé des canaux Nav

La recherche fondamentale et préclinique a fait de grands progrés dans l'identification de
canaux transducteurs potentiellement intéressants pour le développement d'antalgiques. On constate
cependant que ces succes n'ont que rarement abouti a la mise sur le marché de nouveaux
médicaments (Burgess et Williams, 2010). Seulement 4 médicaments parmi les 54 antalgiques sortis
entre 1990 et 2010 sont en effet issus de mécanismes nouvellement découverts (les autres étant
basés sur des mécanismes déja connus, ou pour la majorité de simples reformulations de molécules
existantes). Parmi ces 4 nouveaux antalgiques, seul un, le Qutenza®, agit sur un canal transducteur
(patch désensibilisant a la capsaicine, ciblant TRPV1). Il faut donc élargir les recherche a d'autres
acteurs de la nociception. Nous proposons par ce travail une action en aval des canaux transducteurs,
directement sur les canaux sodiques dépendants du voltage. Ces acteurs jouent en effet un role clé
dans la transduction des stimuli puisqu'ils sont les effecteurs directs de |'excitabilité neuronale. Nous
allons voir dans le chapitre suivant que certains de ces canaux sont de plus spécifiques des voies de la
nociception, ce qui est le cas du canal Nav1.9. Le blocage de telles cibles pharmacologiques pourrait

représenter un intérét potentiel dans la recherche d'antalgiques innovants.
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2. CANAUX SODIQUES DEPENDANTS DU VOLTAGE

2.1. Structure

Les canaux Nav sont formés d'une sous-unité a (=260 kDa) portant les fonctions fondamentales

du canal, et de deux sous-unités B régulatrices (=36 kDa, voir Figure 13).
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Figure 13. Structure secondaire des canaux sodiques dépendants du voltage.

Les cylindres représentent les segments transmembranaires (jaune : S4 impliqué dans la détection du potentiel ; vert : S5 et
S6 impliqués dans la formation du pore). Les W représentent les sites de glycosylation probables. Les cercles et les losanges
rouges représentent respectivement les sites de phosphorylation par la protéine kinase A (PKA) et la protéine kinase C (PKC).
Les cercles blancs représentent les acides aminés impliqués dans la formation du filtre de sélectivité qui sont aussi les sites de
fixation de la tétrodotoxine (TTX). Les ronds bleus représentent les sites impliqués dans I'inactivation (avec h blanc : particule
d'inactivation de la boucle d'inactivation). B-ScTx et a-ScTx représentent les sites de fixation des toxines de scorpion du
méme nom. Une liaison non-covalente est représentée entre les sous-unités a et B1 (Catterall, 2000).

La sous-unité a est formée de 4 domaines (I a IV) de 6 segments transmembranaires (S1 a S6).
Ses extrémités N- et C-terminales sont intracellulaires. Les segments S5 et S6 de chaque domaine sont
séparés par une boucle rentrante dans I'espace transmembranaire et permettant la formation du
pore. A ce niveau, deux acides aminés chargés négativement et retrouvés a des positions analogues
dans les 4 domaines forment deux anneaux (externe et interne) conférant au canal sa sélectivité pour
les ions Na* (Schlief et al., 1996). C'est également sur cette boucle transmembranaire que se trouvent
les sites de fixation de la tétrodotoxine (TTX) et de la saxitoxine, deux toxines issues respectivement
du Fugu (poisson) et de micro-organismes marins et coquillages, capables de bloquer la transmission

nerveuse.
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La fonction de détection du potentiel et d'activation du canal, est portée par le segment 5S4,
dont [l'organisation des charges électriques lui fait opérer un mouvement en réponse a une
modification du champ électrique de la membrane. Plusieurs modeles ont été proposés pour
expliquer le déplacement de S4, voir du couple S3-S4 (modele du "paddle"), sans qu'un consensus réel
n'ait pu émerger a I'heure actuelle (Tombola et al., 2006; Bosmans et al., 2011).

La boucle intracellulaire située entre les domaines Ill et IV porte quant a elle la fonction
essentielle d'inactivation rapide du canal (Vassilev et al., 1988). Suite a une dépolarisation et au
déplacement du segment S4, cette derniere se replie a l'intérieur du pore, bloquant le passage des
ions. Le motif IFM (isoleucine-phénylalanine-méthionine) hydrophobe qu'elle porte est essentiel (mais
non suffisant) a cette fonction. L'inactivation rapide permet la repolarisation neuronale lors de
I'émission des PA. Un phénomene d'inactivation lente existe également (quelques secondes contre
qguelques millisecondes pour l'inactivation rapide). Ce dernier serait a l'origine de la diminution de
fréquence des PA (pouvant aller jusqu'a I'extinction) observée dans certaines fibres en réponse a une
stimulation prolongée. Le mécanisme moléculaire de l'inactivation lente reste encore a élucider, bien
gu'on sache qu'il serait indépendant de la boucle d'inactivation rapide et plutoét lié a un
réarrangement du pore (Rush et al., 2007).

Les 4 domaines sont reliés entre eux par d'importantes boucles intracellulaires, portant des
sites de phosphorylation par la protéine kinase A (PKA) ou par la protéine kinase C (PKC). Les premiers
permettent une augmentation du pic de courant produit par le canal, sans changement de ses
propriétés d'activation et d'inactivation (Smith et Goldin, 1996). La phosphorylation des seconds est a
I'origine d'une diminution du pic de courant ainsi que d'une augmentation de la période d'inactivation
du canal, en raison de la localisation d'un des sites de phosphorylation au sein méme de la boucle
reliant les domaines lll et IV (West et al., 1991).

Les sous-unités B posseédent un seul segment transmembranaire, une courte queue C-terminale

intracellulaire, et un large domaine N-terminal extracellulaire organisé en domaine immunoglobuline.
4 sous-unités Bl a B4 ont été identifiées (auxquelles il faut ajouter le variant d'épissage B1B qui est
une forme sécrétée, non membranaire). Les sous-unités Bl et B3 sont liées de facon non-covalente a
la sous-unité a, alors que les sous-unités B2 et B4 forment des ponts disulfure avec la sous-unité a. Ces
protéines accessoires jouent un réle dans la modulation du canal (cinétique d'activation/inactivation
et dépendance au voltage), mais interagissent également avec le cytosquelette et la matrice
extracellulaire pour définir la localisation cellulaire ainsi que I'expression fonctionnelle du canal (Wood
et al., 2004; Brackenbury et Isom, 2008). Les sous-unités B ont pu étre reliées a différentes pathologies
neuronales comme ['épilepsie, I'arythmie, la sclérose en plaques, certains troubles psychiatriques,

mais aussi dans la douleur neuropathique (Brackenbury et Isom, 2011). Le knock-out de la sous-unité
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B2 chez la souris (Pertin et al., 2005) permet par exemple de réduire I'hypersensibilité mécanique

induite par section du nerf péronéal (SNI pour "Spared Nerve Injury").

2.2. Diversité des sous-unités a

Neuf isoformes différentes de la sous-unité a des canaux Nav, notées Nav1.1 a Nav1.9, ont été

caractérisées™. Elles sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Canal
(autres dénominations)
GENE

Cinétique Sensibilité a la

. .. , . Principaux territoires d'expression
d'inactivation tétrodotoxine P P

Navl.1
(Typel) Rapide TTX-S
SCN1A
Navl.2
(Type Il) Rapide TTX-S SNC, DRG (faible expression)
SCN2A
Navl.3
(Type ) Rapide TTX-S SNC
SCN3A
Navl.4
(u1, Skm1) Rapide TTX-S Muscle squelettique
SCN4A
Navl.5
(h1, SkM2) Lente TTX-R Coeur
SCN5A
Navl.6
(NaChe, Type VI, PN4) Rapide TTX-S
SCN8A
Navl.7
(PN1, hNe, Nas) Rapide TTX-S SNC, DRG (tous les neurones)
SCN9A
Nav1.8
(PN3, SNS) Lente TTX-R
SCN10A
Nav1.9
(SNS2, NaN) Ultra-lente TTX-R
SCN11A

SNC, coeur, DRG (forte expression
dans les neurones de gros diameétre)

SNC, DRG (forte expression dans les
neurones de gros et moyen diametre)

DRG (forte expression dans les fibres
de petit diameétre)

DRG (forte expression dans les fibres
de petit diameétre)

Tableau 3. Propriétés et principaux territoires d'expression des canaux Nav.
TTX-R = résistant a la tétrodotoxine ; TTX-S = sensible a la tétrodotoxine ; SNC = systeme nerveux central
D'aprés (Catterall, 2000; Wood et al., 2004; Amir et al., 2006).

Ces 9 sous-unités sont souvent distinguées par rapport a leur sensibilité a la TTX. Si des doses de

1 a 20 nanomolaires sont suffisantes pour bloquer les canaux TTX-S, les canaux Nav1.5, Navl.8 et

" Une dixiéme sous-unité, notée Na, (ou NaG) et codée par le gene SCN6A (murin) ou SCN7A (humain), est
rattachée a cette famille en raison d'une relative homologie de séquence (50% avec Navl.2 chez le rat).
Cependant, cette sous-unité ne se comporterait pas comme un canal dépendant du voltage, mais comme un
senseur/transporteur du sodium (Shimizu et al., 2007).
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Nav1.9 ne sont inactivés que pour des concentrations de I'ordre du micromolaire. De plus, les canaux
TTX-R ont la particularité de présenter une cinétique d'inactivation lente, voir ultra-lente dans le cas
du canal Nav1.9. Les canaux TTX-R constituent donc un groupe évolutif séparé (voir Figure 14), dont
témoigne la localisation commune de leurs génes respectifs sur le chromosome 3 humain, le

chromosome 9 de souris ou le chromosome 8 de rat.

Figure 14. Distance
génétique entre les
A B Navi.1 différents canaux Nav chez
L 1 Nay1.1 Nav1.3 le rat.

' 1 Nay1.2 Nav1.2 (A)  Représentation de
: ' Nay1.3 Nav1.7 I'homologie de séquence

- 1 Nay1.7 Nax ol
, ) Na¥1. Nav1.6 entre les différents canaux
h 1 Nay1.4 Nav1.4 Nav. Les chiffres représentés
B T Nay1.5 correspondent au
e Na,1.8 Na,1.8 pourcentage  d'homologie
— Nay,1.9 Nay1.9 des séquences protéiques
e—— Nay des différentes sous-unités a

par rapport a Navl.2. (B)
Arbre phylogénétique des 10
sous-unités Nav a connues
(Ogata et Ohishi, 2002).
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2.2.1. Intérét de cette diversité pour la pharmacologie des
canaux Nav

Les cliniciens ont a leur disposition et utilisent déja de nombreuses molécules ciblant les canaux
Nav. Les anesthésiques locaux (lidocaine, tétracaine, bupivacaine...) et antiarythmiques de classe |
(quinidine, disopyramide, méxilétine...) agissent aussi sur ces canaux en se fixant a l'intérieur du pore.
Si ces molécules ont un intérét thérapeutique certain, elles ne sont spécifiques d'aucune isoforme Nav
a et ne sont par conséquent pas de bons outils pharmacologiques pour I'étude des canaux Nav et de
leur réle dans la physiopathologie de la douleur. Les propriétés d'activation/inactivation des canaux
peuvent cependant jouer un role indirect sur I'accessibilité de leur site d'action aux anesthésiques
locaux. Ainsi, le canal Nav1.5 apparait plus sensible a la lidocaine que le canal Nav1.2 par exemple, ce
qui serait a l'origine des effets cardiaques prédominants de la lidocaine (et par nature des
antiarythmiques) quand elle est administrée par voie intraveineuse (Wright et al., 1997). Les canaux
Nav sont également bloqués par certains antidépresseurs tricycliques (amitriptyline) et
antiépileptiques (carbamazépine), mais la encore de maniére non-spécifique, allant méme jusqu'a
toucher les canaux calciques et potassiques dépendants du voltage dans le premier cas (Amir et al.,
2006). La carbamazépine bénéficie d'un champ d'action plus restreint, bloquant préférentiellement,
mais pas exclusivement, les canaux TTX-S (Cardenas et al., 2006). La pharmacopée ne dispose donc
pas a I'heure actuelle d'outils suffisamment spécifiques pour I'étude des différentes sous-unités de

canaux Nav.
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Un trés grand nombre de toxines naturelles permettant de bloquer les canaux sodiques ont
également été isolées a partir de venins (scorpions, araignées, anémones, coquillages...), agissant sur
différents sites de la protéine et induisant des effets fonctionnels en conséquence : blocage du pore
(TTX, saxitoxine, p-conotoxines...), facilitation ou persistance de l'activation (B-ScTx de scorpion,
vératridine, aconitine...), ralentissement de lI'inactivation (a-ScTx de scorpion, anémone, 6-
conotoxines...). Ces domaines étant cependant extrémement conservés au travers de I'évolution, ces
toxines ne possedent pas de spécificité remarquable pour l'une ou l'autre des sous-unités a des
canaux sodiques dépendants du voltage (Catterall et al., 2007). Quelques-unes d'entre elles ont tout
de méme montré une sélectivité pour certains sous-types. C'est le cas notamment des conotoxines
produites par différentes especes de Conus (coquillages marins prédateurs). Certaines permettent un
blocage préférentiel, bien qu'insuffisamment spécifique, de petits groupes de canaux TTX-S et méme
du canal TTX-R Nav1.8 (Ekberg et Adams, 2006). Si les venins représentent un réservoir de bloqueurs
potentiels trés important, la recherche de ligands spécifiques n'a pas pu isoler pour l'instant de toxines
complétement spécifiques d'un sous-type particulier, et un important travail de screening reste a
réaliser.

La pharmacologie des canaux Nav ne permet donc pas a I'heure actuelle le blocage sélectif des
différentes sous-unités a, du moins pas avec une affinité et/ou spécificité satisfaisante. La recherche
préclinique et clinique compense ce manque d'outils pharmacologiques par des outils génétiques,
étudiant I'impact de délétions géniques chez I'animal, ou de mutations naturelles chez I'Homme.
L'identification par ce moyen de cibles thérapeutiques potentiellement intéressantes parmi les sous-
unités a des canaux Nav pourra alors motiver la recherche de ligands plus spécifiques. On peut ainsi
citer I'exemple le cas du canal Nav1.8, impliqué dans la douleur inflammatoire et neuropathique (voir
chapitre 2.2.7 p. 53) et pour lequel l'industrie a mis au point un premier bloqueur sélectif, le A-803467
(Abbott Laboratories). Le chapitre suivant a pour but de présenter les données cliniques et
précliniques existantes concernant les canaux Nav et leur implication potentielle dans la

physiopathologie de la douleur™.

2.2.2. Navl.1

Expression dans le DRG : I'ARNm (Acide Ribonucléique messager) codant Navl.1 est exprimé
dans 25 a 33% des neurones des DRG chez le rat (Fukuoka et al., 2008). Son expression est plus forte
dans les cellules de gros diamétre (Black et al., 1996). La plupart des cellules Nav1.1-positives co-

expriment le marqueur NF200 (fibres A) et la réciproque touche 80% des neurones NF200-positifs.

© Les canaux Navl.4 et Nav1.5, non exprimés par les FAP que ce soit en condition physiologique ou

pathologique, ne sont pas décrits dans ces chapitres.
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65% des neurones Navl.1-positifs expriment aussi le récepteur TrkC (réciproquement 52%, McMahon
et al., 1994), et seulement 11% le marqueur non-peptidergique IB4 (Fukuoka et al., 2008). Le canal
Navl.1 est indétectable dans les terminaisons nerveuses cutanées et son expression (au niveau
périphérique) présage plutot d'un réle dans la proprioception (Persson et al., 2010).

Propriétés électrophysiologiques : le courant produit par la sous-unité Navl.1l n'a pas été
caractérisé dans les DRG. Son expression en ceuf de xénope a permis l'enregistrement d'un courant
TTX-S a activation et inactivation rapides (Smith et Goldin, 1998). Les cinétiques d'activation et
d'inactivation du canal sont raccourcies par la co-transfection de la sous-unité B1 et, dans une
moindre mesure, B2.

Expression chez I'animal neuropathique : I'ARNm codant Navl.1l est diminué dans les DRG
apres ligature du nerf spinal (SNL pour "Spinal Nerve Ligation") ou SNI, voir Figure 15, Kim et al., 2001;
Berta et al., 2008).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : aucun changement des niveaux
d'ARNm et de protéine n'ont été détecté aprés injection intraplantaire de carragénine (Black et al.,
2004).

Knock-out : il n'existe pas a I'heure actuelle de souris knock-out (KO) Nav1.1.

Mutations naturelles chez I'Homme : plus de 200 mutations connues ont été reliées a des
syndromes épileptiques héréditaires (Ragsdale, 2008). Quelques mutations ont aussi été associées a
des cas de migraine familiale hémiplégique (Dichgans et al., 2005), mais aucun cas d'altération de la
sensibilité nociceptive n'a été rapporté malgré I'existence de mutations gain ou perte de fonction
(George, 2005).

» Le canal Navl.1 n'est pas pressenti comme jouant un réle particulier dans la douleur.

Femoral

N———— Rhizotomy

nerve SNL
Sciatic axotomy
Saphenous
nerve CCl
Sciatic _/
Nerve SNI Figure 15. Principaux modeéles de
neuropathie traumatique utilisés chez
" T— Tibial I'animal.
Nerve SNI = Spinal Nerve Ligation ; CCl = Chronic
Peroneal c - ; ; SNI = Spared
Nerve Sural onstriction Injury ; SNI = Spared Nerve
Ligation (Decosterd et al., 2002).
Nerve
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2.2.3. Nav1.2

Expression dans le DRG : la sous-unité Navl.2 est faiblement exprimée dans les DRG de rat
(Black et al., 1996).

Propriétés électrophysiologiques : les propriétés électrophysiologiques du canal Navl.2 sont
tres similaires a celles de Navl.1, y compris au niveau du r6le des sous-unités régulatrices f1 et 2
(enregistrements en ceuf de xénope, Smith & Goldin, 1998). La cinétique d'inactivation rapide du canal
Navl.2 est [égerement plus longue, tout comme sa cinétique de récupération de I'inactivation.

Expression chez I'animal neuropathique : aucune variation de l'expression de Navl.2 n'a été
détectée dans les DRG aprés SNI chez le rat (Berta et al., 2008). Une légeére diminution de son
expression (d'un niveau déja tres bas) est observée aprés SNL (Kim et al., 2001).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : aucun changement des niveaux
d'ARNm et de protéine n'a été détecté aprés injection intraplantaire de carragénine (Black et al.,
2004).

Knock-out : la délétion du géne codant la sous-unité Navl.2 induit une mort neuronale
importante pendant le développement embryonnaire, principalement au niveau du tronc cérébral. Le
KO est Iétal en post-natal (100% de déces a P2, Planells-Cases et al., 2000).

Mutations naturelles chez I'Homme : des mutations de la sous-unité Nav1.2 ont été reliées a
des cas d'épilepsie infantile bénins (Misra et al., 2008).

Rien ne permet d'impliquer le canal Navl1.2 dans la nociception ou dans la douleur pathologigue. De

plus, son intérét en tant que cible pharmacologigue est limité par le lourd phénotype observé chez les

animaux KO.

2.2.4. Nav1.3

Expression dans le DRG : |'expression de la sous-unité Navl.3 est développementale et le canal
est indétectable chez le rat adulte sain (Waxman et al., 1994).

Propriétés électrophysiologiques : transfectée en lignée de cellules rénales embryonnaires
humaines (HEK pour "Human Embryonic Kidney cells"), la sous-unité Nav1.3 produit un courant TTX-S
a activation et inactivation rapide (Cummins et al.,, 2001). Sa cinétique de récupération de
I'inactivation est aussi relativement rapide, mais augmente avec le potentiel de membrane. Son
processus d'inactivation lente est au contraire tres lent, ce qui permet au canal Nav1.3 de produire de
larges courants de rampe (courant Na* entrant en réponse a une rampe de dépolarisation lente, de -

100 a +40 mV en 600 ms).
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Expression chez I'animal neuropathique : la sous-unité Navl.3 est réexprimée chez le rat dans
les DRG aprés axotomie (Waxman et al.,, 1994) et neuropathie diabétique induite par injection de
streptozotocine (Hong et al., 2004). Aprés SNL, une reprise de |'expression est observée dans 40 a 47%
des neurones, préférentiellement de gros et moyen diameétre (Fukuoka et al., 2008). Apres section des
racines ventrales (motrices), une reprise de I'expression de Nav1.3 est également montrée dans les
DRG (He et al., 2010). Enfin, on retrouve une accumulation de canaux Nav1.3 au niveau de névromes
chez I'Homme (Black et al., 2008).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : une augmentation des quantités
d'ARNm et de protéine a été détectée apres injection intraplantaire de carragénine (Black et al., 2004).

Knock-out/knock-down : deux KO conditionnels ont été réalisés, avec une délétion restreinte
soit aux nocicepteurs (systeme Navl1.8-Cre), soit a I'ensemble du systeme nerveux en post-natal
(Nassar et al., 2006). Les auteurs n'ont observé aucun impact sur la douleur chez des souris saines,
enflammées (formol plantaire) ou encore neuropathiques (ligature du nerf spinal L5). Deux études de
knock-down par injections intrathécales d'ODN (Oligodéoxynucléotides) antisens chez le rat ont
montré soit une diminution de I'hypersensibilité soit une absence d'effet chez les modeéles de ligature
du nerf sciatique (CCl pour "Chronic Constriction Injury") et SNI, respectivement (Hains et al., 2003;
Lindia et al., 2005).

Mutations naturelles chez I'Homme : il n'existe pas de mutations connues chez 'Homme de
cette sous-unité.

Le canal Navl.3 pourrait étre impliqué dans les douleurs neuropathiques, mais les études sont pour

I'instant trop peu hombreuses et contradictoires.

2.2.5. Navl.6

Expression dans le DRG : le territoire d'expression de Nav1.6 est trés proche de celui de Nav1l.1
dans le DRG, fortement colocalisé avec le marqueur NF200 (Fukuoka et al., 2008). Le canal a
cependant aussi été retrouvé dans les axones non myélinisés des FAP (Black et al., 2002).
Contrairement au canal Nav1.1, le canal Nav1.6 est observable dans les terminaisons libres cutanées
(Persson et al., 2010).

Propriétés électrophysiologiques : le courant Nav1.6 posséde des cinétiques d'activation et
d'inactivation rapides, similaires a ce que I'on peut observer chez les autres canaux TTX-S (Herzog et
al., 2003). Il a par contre la particularité de récupérer tres rapidement de l'inactivation, ce qui pourrait

conférer aux fibres I'exprimant la capacité de soutenir des décharges de PA a haute fréquence.

50



Introduction et bases bibliographiques
La transduction nociceptive et le réle clé des canaux Nav

Expression chez I'animal neuropathique : une diminution de I'expression de 'ARNm Nav1.6 a
été observée dans les DRG de rats aprés SNL et SNI (Berta et al., 2008). La protéine voit également son
expression diminuer aprés induction d'une neuropathie diabétique par injection de streptozotocine
(Hong et al., 2004).

Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : les niveau d'ARNm et de protéine
Nav1.6 sont inchangés dans les DRG apreés injection intraplantaire de carragénine (Black et al., 2004).

Knock-out : le KO Navl.6 induit de graves désordres neuromusculaires (ataxie, dystonie et
paralysie) et est |étal a 3-4 semaines postnatal, age auquel la myélinisation du systéme nerveux
central (SNC) est en intense développement (Garcia et al., 1998).

Mutations naturelles chez 'Homme : il n'existe pas de mutations connues chez I'Homme de
cette sous-unité.

La contribution du canal Nav1.6 a la nociception et a la douleur pathologique n'est pas claire. Il assure

des fonctions vitales, probablement via un réle important dans I'excitabilité des fibres myélinisées du

systéme nerveux périphérique et central, ce qui rend compliqué son étude dans la physiopathologie

de la douleur et limite sérieusement son intérét thérapeutique.

2.2.6. Nav1.7

Expression dans le DRG : son expression est prédominante dans les neurones de petit diametre
(Black et al., 1996). La quasi-totalité des neurones NF-200 négatifs expriment le canal Nav1.7 (Fukuoka
et al., 2008; Dib-Hajj et al., 2010). |l est également retrouvé au niveau des terminaisons libres cutanées
(Persson et al., 2010).

Propriétés électrophysiologiques : comme tous les canaux TTX-S, le canal Navl.7 possede des
cinétiques d'activation et d'inactivation rapides. Il montre cependant une cinétique de récupération de
I'inactivation plus lente que ses homologues (Herzog et al.,, 2003). Ceci est en accord avec
I'observation faite que les fibres de type A, exprimant préférentiellement la sous-unité Nav1.6, sont
capable de soutenir une fréquence de PA plus élevée que les fibres C, exprimant plus fortement la
sous-unité Navl.7 (Cummins et al., 2007). Sa cinétique d'inactivation est également plus lente a des
potentiels hyperpolarisés, proches du potentiel de repos. Ceci pourrait contribuer a la capacité du
canal Navl.7 a produire des courants de rampe (Herzog et al., 2003). Cette derniére propriété
impliquerait Navl.7 dans la régulation de I'excitabilité des neurones de petit diamétre, via une
modulation du seuil de génération des PA.

Expression chez I'animal neuropathique : I'expression de la sous-unité Nav1.7 augmente chez le

rat rendu diabétique par injection de streptozotocine (Hong et al., 2004), et diminue aprés SNI et SNL
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(Kim et al., 2002; Berta et al., 2008). Chez I'Homme, on retrouve une accumulation de la protéine au
niveau de névromes (Bird et al., 2007).

Expression chez l'animal en conditions inflammatoires : chez le rat, 'ARNm et la protéine
Nav1.7 sont surexprimés dans les DRG suite a une injection intraplantaire de carragénine ou a une
monoarthrite induite par injection d'adjuvant complet de Freund (CFA pour "Complete Freund
Adjuvant") dans I'articulation du genou (Black et al., 2004; Strickland et al., 2008).

Knock-out/knock-down : le KO Navl.7 est létal en post-natal, principalement a cause d'une
difficulté a s'alimenter des animaux (Nassar et al., 2004). Ce phénotype peut impliquer les canaux
Nav1.7 exprimés dans le SNC, mais aussi dans les systemes nerveux sympathique ou entérique. Un KO
conditionnel restreint aux nocicepteurs exprimant la sous-unité Nav1.8 a été généré dans la méme
étude. Ces animaux ont une forte diminution de leurs seuils de douleur en réponse a une stimulation
mécanique, et dans une moindre mesure, au chaud. La réponse de ces animaux a une injection
intraplantaire de formol est diminuée pendant les deux phases du test (non-inflammatoire et
inflammatoire). Suite a une injection intraplantaire de CFA, les souris KO ne développent pas
d'hypersensibilité thermique (chaud) ou mécanique. Un résultat similaire est observé aprés knock-
down de Navl.7 par injection intraplantaire d'un vecteur viral (Yeomans et al., 2005), impliquant de
maniere équivalente les fibres Ad et C. Le KO Nav1.7 n'a pas d'impact sur la douleur neuropathique
induite par SNL (Nassar et al., 2005).

Mutations naturelles chez I'Homme : plusieurs mutations du géne SCN9A codant la sous-unité
Nav1.7 (gain ou perte de fonction) sont reliées a d'importants troubles de la sensibilité douloureuse,
pouvant donner lieu a 3 pathologies différentes (Dib-Hajj et al., 2007) :

- I'érythromélalgie est caractérisée par une rougeur des extrémités et des douleurs de type
brllure, déclenchées par la chaleur modérée ou I'exercice. Cette pathologie est provoquée par des
mutations facilitatrices de I'activation du canal, occasionnant dans les neurones sensoriels des
décharges en réponse a des stimulations infraliminaires, ainsi qu'une augmentation de la fréquence
des PA émis pour une méme stimulation (Cummins et al., 2007).

- le syndrome de douleur extréme paroxystique se manifeste dés la naissance par des crises de

douleur intense touchant les régions rectale, oculaire et mandibulaire. L'élément déclencheur étant le
plus souvent la défécation (chez I'enfant), les rapports sexuels ou les coups. Ce syndrome est causé
par des mutations impactant l'inactivation du canal Nav1.7, résultant en une inactivation incompléte
et en la persistance de courants sodiques (Cummins et al., 2007). Contrairement a I'érythromélalgie,
ce syndrome se traite bien par la carbamazépine.

- I'insensibilité congénitale a la douleur, provoquée par une mutation non-sens du gene SCN9A,

est un trouble caractérisé par l'absence totale de toute sensation douloureuse (brGlure, fracture,
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morsures...), normale ou pathologique, et somatique ou viscérale. Elle n'est pas associée a un déficit
de sensibilité thermique (discriminative), tactile ou proprioceptive (Cox et al., 2006).

Le canal Navl.7 est fortement impligué dans la douleur aigué ainsi que dans I'hypersensibilité

douloureuse inflammatoire. L'insensibilité a la douleur causée chez I'Homme par une mutation non-

sens permet de présager d'une efficacité importante des bloqueurs de Navl.7 utilisés en tant

gu'antalgiques. Le lourd phénotype observé chez les souris knock-out impose cependant la prudence.

2.2.7. Nav1.8

Expression dans le DRG : le canal Nav1.8 est exprimé par les fibres de petit diametre des DRG
(Dib-Haijj et al., 2010). La quasi-totalité des fibres C (NF-200-négatives) expriment Nav1.8, et une forte
colocalisation est par conséquent observée avec les marqueurs TrkA et IB4, respectivement
peptidergique et non-peptidergique (Fukuoka et al., 2008). Environ un tiers des neurones NF200-
positifs expriment également cette sous-unité. Il est trés intéressant de noter que ce canal est exprimé
dans les DRG de maniere trés prédominante (Sangameswaran et al., 1996). Une faible expression
cardiaque a tout de méme été rapportée récemment et corrélée a une diminution de l'intervalle PR
chez les souris Nav1.8" (Chambers et al., 2010).

Propriétés électrophysiologiques : le canal Nav1.8 produit un courant TTX-R dont les cinétiques
d'activation et d'inactivation rapide sont plus lentes que celles observées chez les canaux TTX-S
(Akopian et al., 1996; Sangameswaran et al., 1996). Sa dépendance au voltage est également plus
dépolarisée (de 30 a 40 mV par rapport aux canaux TTX-S, Cummins et al., 2007). Nav1.8 sous-tend la
majeure partie du courant nécessaire a I'électrogenése des PA dans les petites fibres. En effet, on
n'observe plus de décharges de type tout-ou-rien dans les neurones Nav1.8" (Renganathan et al.,
2001). Enfin sa récupération de l'inactivation est rapide et permet de soutenir des bouffées de PA a
haute fréquence, alors que son inactivation lente trés marquée va limiter la durée de décharge lors
d'une stimulation prolongée (Renganathan et al., 2001; Blair et Bean, 2002).

Expression chez I'animal neuropathique : I|'expression transcriptionnelle de Nav1.8 est
diminuée dans les DRG aprés axotomie, SNL et SNI (Dib-Hajj et al., 1996; Berta et al., 2008). Apres
ligature du nerf sciatique, une diminution de la transcription du canal est montrée, impliquant une
répression épigénétique (Uchida et al., 2010). Cependant, une accumulation de la protéine Nav1.8 est
observée au niveau du nerf sciatique apres SNL, en aval du site de lésion (pas sur le site méme de la
Iésion, Gold et al., 2003). Chez I'Homme, on retrouve une accumulation de canaux Nav1.8 au niveau

de névromes (Black et al., 2008).
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Expression chez I'animal en conditions inflammatoires : les niveaux d'ARNm et de protéine
Nav1.8 sont augmentés dans les DRG apres injection intraplantaire de carragénine (Tanaka et al.,,
1998; Black et al., 2004). Chez le modele de CFA intraplantaire, on note une augmentation du nombre
de fibres Nav1.8 positives. Ceci touche les fibres myélinisées comme non myélinisées (Coggeshall et
al., 2004).

Knock-out/knock-down : le KO total et inconditionnel est viable et ne présente aucun déficit
particulier si ce n'est une altération de sa sensibilité douloureuse mécanique (et au chaud dans une
moindre mesure), ainsi qu'une diminution ou un retard d'apparition de I'hypersensibilité douloureuse
induite par injection intraplantaire de carragénine (Akopian et al., 1999). La sensibilité au froid des
animaux Nav1.8” est également altérée (voir p. 121). Le KO Navl.8 n'a pas d'impact sur
I'hypersensibilité induite par ligature du nerf sciatique (Kerr et al., 2001) ou SNL (Nassar et al., 2005).
Le bloqueur A-803467, récemment publié, s'est montré efficace sur plusieurs types de douleur chez le
rat, inflammatoires mais aussi neuropathiques, contrairement a ce qui a été observé chez la souris KO
(Jarvis et al., 2007, voir Figure 16). La diminution de la sensibilité mécanique chez I'animal sain est
retrouvée. Le knock-down de Nav1.8 par injections intrathécales d'ODN antisens permet chez le rat de
réduire l'allodynie mécanique induite par une injection intraplantaire de CFA, mais pas chez un
modele de douleur post-opératoire induite par incision sous-plantaire (Porreca et al., 1999; Joshi et

al., 2006).
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Analgesic activity of A-803467

Pain model EDso Effect, %
Acute nociception

Rat acute therm. >100 0x0

Rat acute mech. 65 70 = 4*
Inflammatory pain

Formalin-flinching >100 9+1

Capsaicin, mech. allodynia 100 46 = 4*

CARR, therm. hyperalgesia 100 54 = 10*

CFA, therm. hyperalgesia Day 2 41 64 + 6*

CFA, therm. hyperalgesia Day 4 38 71 £ 0%

CFA, mech. allodynia Day 2 >100 7. gy L

CFA, mech. allodynia Day 4 >100 42 = 15*
Neuropathic pain

SNL, mech. allodynia 47 70+ 12*

CCl, mech. allodynia 85 56 £ 10"

CCl, cold allodynia 70 - =

Vincristine, mech. allodynia >100 9+9
Postoperative pain

Skin incision at 2 h >100 14=x2

Skin incision at 24 h >100 32 x 18*

Visceral pain

Mouse writhing assay (s.c.) >100 34 + 6*

Cyclophosphamide, cystitis >100 0x10

Colonic distension (MED) 100 25 % 5%

Motor effects*

Locomotor activity >300 12142

Rotorod performance >300 0x0

Edge balance >300 0x0

Percent analgesic effect assessed at 100 mg/kg, i.p. *, significantly different
(P < 0.05) from vehicle-treated animals (n = 6-12 per experimental group). t,
percent effect tested at 300 mg/kg, i.p. therm., thermal; mech., mechanical;
MED, minimum effective dose; CCl, chronic constriction injury, SNL, spinal
nerve ligation.

Figure 16. Efficacité antalgique du bloqueur des canaux Nav1.8
A-803467 dans différents modeles de douleur chez le rat.
(Jarvis et al., 2007)

Pour la méme modalité de stimulation,
le knock-down est également efficace sur le
modele CCl (contrairement a ce qui a été
observé chez la souris KO) mais pas sur la
neuropathie induite par traitement
intraveineux chronique a la vincristine (agent
chimiothérapeutique). La sensibilité
douloureuse mécanique est également
légerement diminuée par knock-down de
Navl.8 chez I'animal sain. Une deuxieme
étude dans laquelle le knock-down est réalisé
par injections intrathécales d'ARN interférents
montre aussi une réduction de lI'allodynie
mécanique dans le modele CCl. Le knock-
down de Navl1.8 permet aussi de supprimer
I'hypersensibilité thermique et mécanique
induite par SNL (Porreca et al., 1999; Lai et al.,

2002). Dans cette derniére étude, aucune

modification des seuils de douleur n'est observée chez I'animal sain.

Mutations naturelles chez I'Homme : il n'existe pas de mutations connues chez I'Homme de

cette sous-unité.

Le canal Navl.8 est un candidat intéressant pour le développement de molécules a visée antalgiq