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APPORT DES MODELES
EXPERIMENTAUX DANS LA
COMPREHENSION DES
DOULEURS

= Utilite de tout modele experimental :

1-Quelles données nouvelles un modele peut-il
apporter dans la compréehension de la
physiopathologie et des mecanismes gui sont a
I'origine d'une maladie et de |la douleur qur y. est
associee ?

= 2-Quelles hypotheses ce modele peut-Ii
permettre de formuler pour mettre au point de
nouvelles therapies pour traiter la maladie et/ou
soulager la douleur qur y est associee ?



Douleurs canceéereuses :
douleurs mixtes

*douleurs par exces de nociception (inflammation,
sensibilisation des nocicepteurs) et dues au
developpement des metastases.

*douleurs neuropathigues chronigues iatrogenes
liees aux traitements du cancer (radiotherapies,
chimiotherapies neurotoxiques) et liees a la poussee
tumorale (compression des structures nerveuses)



POULEUR AIGUE

POULEUR SY

MPTOME

“Drinstallation récente
~Signal d"alarme utile : permet le diagnostic

DOULEUR CHRONIQUE

DOULEUR SYNDROME -
DOULEUR MALADIE

*Douleur persistante au cours du temps :

« Elle ne protege pas I'E:

omme, elle le

diminue » - René LERICHE



LE ROLE DU TEMPS :

PASSAGE DE LA DOULEUR
AIGUE A LA DOULEUR
CHRONIQUE

= Une douleur chronigue n'est pas une
douleur aigué gui se prolonge dans le
temps

= Neuroplasticité synaptique et cellulaire



w3 MODELES VINCRISTINE-OXALIPLATINE
Etude comportementale - Parametres
cliniques - K. Thibault (These-2006)

Evolution du pOIdS- Injection de vincristine i.p. (0.1mg/kg)

- Vincristine
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-différence statistiguement significative
entre les animaux traités vincristine et
les animaux controles des J2 (p<0.05)
-les animaux vincristine perdent du poids
la premiere semaine et se stabilise la
deuxieme semaine.

Injection d’oxaliplatine 1.p. (4mg/kg)

- Oxaliplatine

-aucune différence statistiquement
significative entre les animaux traités
vincristine et les animaux contrales.
-les animaux traités a l'oxaliplatine
présentent un gain de poids normal tout
au long du traitement.




,.’kj;\g} Allodynie mécanique dynamique

Test du pinceau souple:

% de réponse positive

Vincristine Oxaliplatine

Conclusion

-le traitement vincristine entraine une augmentation du % de réponses positives dés J8 (p<0.05),
qui continue d'augmenter a J15 (p<0.001).

-le traitement oxaliplatine entraine une augmentation du % de réponses positives des J15 (p<0.05).
On observe alors deux autres augmentations, I'une entre J28 et J35, I'autre entre J49 et J56.
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,_',‘;M Allodynie mécanique statique

Test de Von Frey:

% de J1

Vincristine

Oxaliplatine

Conclusion

-le traitement vincristine entraine une diminution du seuil de réponse exprimé ici en % du seduil

mesuré a J1, entre J1 et J8 (p<0.001), qui continue de diminué a J15 (p<0.01).

-le traitement oxaliplatine entraine une diminution du seuil de réponse a partir de J21 par rapport a
J1 (p<0.05). On observe une diminution progressive du seuil de réponse jusqu'a J56 ou le seuil

semble atteindre un plateau.




I

y,l@ Allodynie thermique au froid

Test a l'acétone:

cold score

Vincristine Oxaliplatine

Conclusion

-le traitement vincristine entraine une augmentation du « cold score » qui consiste a mesurer les
comportements stéréotypés en réponse a I'application d'une goutte d'acétone sur la face plantaire
de la patte de l'animal (Flatters et al., 2004) entre J1 et J8 (p<0.05), maintenue a J15.

-le traitement oxaliplatine entraine une augmentation du cold score a partir de J56 par rapport a
J1 (p<0.05), maintenu a J63.




Modele vincristine :
Authier N. et al Neurotoxicology 24 (2003) 797-805

= Fig. gauche : animal controle

= Fig. droite : animal traité a la
vincristine.

Noter la degenérescence et le
gonflement des fibres fines
myeélinisees et des fibres non
myelinisees



http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6W81-48TM0TX-9&_image=fig5&_ba=5&_coverDate=12%2F31%2F2003&_alid=340096432&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6641&_qd=1&view=c&_acct=C000052340&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1329154&md5=3dc76cc11e10c995053f440f5855e167
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6W81-48TM0TX-9&_image=fig5&_ba=5&_coverDate=12%2F31%2F2003&_alid=340096432&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6641&_qd=1&view=c&_acct=C000052340&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1329154&md5=3dc76cc11e10c995053f440f5855e167

Modele vincristine :
Authier N. et al Neurotoxicology 24 (2003) 797-805

Fig. gauche (x37.000) : animal
controle

Fi1g. droite (x15.000) : animal
traité a la vincristine.

Noter la degenerescence et le
gonflement vacuolaire de la
fibre fine myelinisée (noter
gue la gaine de myeline n'est
pas alteree).



http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6W81-48TM0TX-9&_image=fig6&_ba=6&_coverDate=12%2F31%2F2003&_alid=340096432&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6641&_qd=1&view=c&_acct=C000052340&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1329154&md5=df6ff5986c4a896a345c61af50e84483
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6W81-48TM0TX-9&_image=fig6&_ba=6&_coverDate=12%2F31%2F2003&_alid=340096432&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6641&_qd=1&view=c&_acct=C000052340&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1329154&md5=df6ff5986c4a896a345c61af50e84483
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6W81-48TM0TX-9&_image=fig6&_ba=6&_coverDate=12%2F31%2F2003&_alid=340096432&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6641&_qd=1&view=c&_acct=C000052340&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1329154&md5=df6ff5986c4a896a345c61af50e84483

MODELE VINCRISTINE

K. Thibault (Master de Recherche-2005)

Etude immunohistochimique d'un marqueur
d'activité des neurones intervenants

dans les douleurs chroniques

Proto-oncogéne c-Fos

Etude de I'expression de la protéine c-Fos
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MODELE OXALIPLATINE

INJECTION UNIQUE (1)
Adelsberger H et al - Eur. J. of Pharmacology 406 (2000) : 25-32.

Préparation de nerf vague de rat (haute
densite de fibres C) :

= Potentiels d’action composes (Pac) mis
en jeu (chocs electriques de 15uA, 100V,
0,1Hz) dans une solution controle ou 45
min temps apres application de 250 uM
d'oxaliplatine (Ox) dans le bain.

= | 'addition de 1mM de carbamazepine
(Cbz, molecule anti-epileptique blogueur
du Na,) abolit completement la
composante des fibres A et reduit |a
composante des fibres C des Pac.

= Apres lavage de la Chbz, le Pac peut de
nouveau éetre detecte, avec des
composantes identigues a celles
enregistrees en presence d Ox.




Voltage-gated sodium channels

Topology of the a-subunit of voltage-gated sodium channels

vl

DIl DIII DIV

« A: The oa-subunit is built up of 4
homologous transmembrane
domains (DI-DIV) each containing
six transmembrane segments (S1-
S6). The  extracellular and
intracellular loops contain putative
glycosylation and phosphorylation
sites, as indicated. The IFM-motif
is probalby crucial for channel
inactivation.

OUTSIDE

INSIDE

« B: Transmembrane arrangement of Q @
DI-DIV  domains around the ’ '$4
channel pore. @ @

« C:. Binding sites (1-5) of the a-
subunit. LA: putative local
anesthetic binding site. TTX:

tetrodotoxin. (adapted from Denac
et al. 2000). S4(+) voltage sensor

\\ putative glycosylation site

extracellular
intracellular

® phosphorylation site
O TTX-binding site

Isoleucine, phenylalanine, methionine
— selectivity filter



CANAUX SODIQUES VOLTAGE-
DEPENDANTS ET DOULEURS
NEUROPATHIQUES

La sous-unité alpha (Nav 1) constitue le senseur du voltage
membranaire

Chez le rat, 9 isotypes ont ete identifies: Nav 1.1 a Nav 1.9; 7 sont
exprimes dans les neurones sensoriels primaires; 5 sont sensibles
alaTlX (1,2, 3,6, 7)et 2 resistantes (8, 9). Nav 1.3 n’est
exprime qu'au cours du developpement embryonnaire.

Alteration du pattern d’expression de certaines sous-unites dans
des modeles de douleurs neuropathiques:

-Nav 1.3 est surexprime (neurones de petits et de gros
diametres) dans les modeles d'axotomie, de Iesion partielle du
sciatique et de diabete expéerimental;

-Nav 1.8, exprimé principalement dans les neurones de petit
diametre, est sous-exprime dans les modeles de lesion partielle
du sciatigue et de diabete experimental;



Role of NAV1.3: Spinal Injury Allodynia

BR PR &)

SPINAL T9 INJURY

* Increases DH Nav1.3
protein and mRNA o L

0 50 100
* Activation of DH 100 Spinal injury

» Evokes tactile allodynia so “ “ ‘
25-‘

IT Nav1.3-AS REVERSES

* Evoked Nav1.3 *13

Injury + IT-AS »

* DN excitability MS
* Tactile allodynia : ¢~:, 1

Hains BC. et al, J Neurpscl 2003:238881.
8892. Copyright 2003 by the Society for 313233 3‘ 35 36 37 38 39
Neuroscance
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Role of Nav1.8: Nerve Injury Allodynia

Intrathecal (IT) Nav1.8 antisense:

+ Reduces DRG Nav1.8 protein expression

» Blocks tactile allodynia — Chung mononeuropathy
|
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n
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Paw withdrawal threshold (g)

Days of ODN injections

Lai J, et al. Pain. 2002;95:143-152.




ROLE DE L’'HOMEOSTASIE
CALCIQUE CELLULAIRE

Protéines de I'excitabilité
Diversité de fonctions

Contraction

@ Neurotransmission

Protéines ORI
MEES Expression  gxcitabilité

Génique




MODELE OXALIPLATINE

INJECTION UNIQUE (II)
Adelsberger H et al - Eur. J. of Pharmacology
406 (2000) : 25-32.

Grolleau F. et al - J. Neurophysiol. 85 (2001) : 2293-2297

| "activation du canal Na, dé Pend de nombreux facteurs, parmi
lesquels le role des ions ‘Ca

L"acide oxallque un chelateur des ions Ca“" (il precipite rapidement
avec les jons Ca’ ) pourrait ainsi diminuer la concentration extra-
cellulaire de ces ions lorsqu’il est libere au cours de I'entree de I'Ox
dans la cellule.

Deux modes d'action de I'Ox peuvent étre proposes:

-une modification (alteration de leur inactivation) de la cinetique de
fermeture de canaux Na, calcium-sensibles, du fait de la baisse de
concentration en calc:|um extra-cellulaire;

-une perturbation du potentiel électrochimique transmembranaire du
calcium pourrait indirectement alterer la cinetique d'inactivation du
canal Na, par un mecanisme regulateur dependant du calcium
intracellulaire



MODELE OXALIPLATINE
INJECTION UNIQUE (1)
Ling B., Coudouré-Civiale M.A., Balayssac D., Eschalier A.,
Coudoure F and Authier N. - Toxicology (2007) 234 : 176-184

—- Vehicle

WITHDRAWAL -0-Oxa 3mg/kg
LATENCY - Oxa&ma/kg

WITHDRAWAL LATENCY

- -0—-0Oxa 12mg/kg

TIME (days)

—Vehicle
WITHDRAWAL —0-Oxa 3mg/kg
LATENCY
—Oxa6maskg
—0—-0Oxa 12ma/kg

TIME (days)

= Effets aigus de I'injection
= Allodynies et hyperalgies thermiqgues au froid
= Allodynie mais absence d’hyperalgie mécanique

= Augmentation importante de SP-IR mais pas de CGRP-IR dans CDME
(mise en jeu possible des fibres A de petit diametre)


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6TCN-4N5CXMK-1&_image=fig4&_ba=4&_user=1329154&_coverDate=05%2F20%2F2007&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&view=c&_acct=C000052340&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1329154&md5=bab4b0d860c225a99afad3537a84ae67
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=MiamiCaptionURL&_method=retrieve&_udi=B6TCN-4N5CXMK-1&_image=fig4&_ba=4&_user=1329154&_coverDate=05%2F20%2F2007&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&view=c&_acct=C000052340&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1329154&md5=bab4b0d860c225a99afad3537a84ae67

Canaux calciques
pré-synaptiques et libération
de neurotransmetteurs

DRUG TARGETS IN THE SPINAL CORD

For pain signals from nociceptors to getrelayed to the brain by nerve cells in
the spinal cord, the nociceptors mustrelease chemical signals, such as
glutamate and substance P, into the dorsal horn of the cord. These chemicals
mustthen be detected by specificreceptors on dorsal horn nerve cells. What
is more, for nociceptors torelease their signaling molecules, calcium
channels on nociceptor terminals must open. Morphine and related opiates,
currently among the most effective painkillers, workin part by activating
opioid receptors thatinhibit calcium channels. But opiates can have
unacceptable side effects, so agents are being soughtthat acton other — -
targets in the spinal cord. Nociceptor N

Dorsalhorn
nerve cell

Pain signal

Nociceptorterminal
inspinalcord

- -
Glutamate

2 -
Calcium ~ 4
ions ® %o Sodium ion Pain-transmitting
- = R . dorsal horn nerve cell
- Calciumion
Calcium
channel

Target: NMDAreceptors

Inhibitors could impede transmission of
pain signals bydorsalhorn nerve cells and
combat hypersensitivity of those cells.

Target: Calcium channels
on nociceptors

Some existing drugs, such as
gabapentin [Neurontin) and

NMDA receptor
-

- - Target: NK-1 receptors
0d Researchers hope thatsubstance Pcan be
o used to ferry a toxin intodorsal horn cells
v 2" - bearing NK-1 receptors, thuskilling the

- - . cells and halting their pain signaling.

ziconotide (Prialt], ease pain
by inhibiting specific calcium
channels on nociceptors; Opioid
otherblockers are being receptor
considered.




Structure du canal calcique
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Weiss Norbert, De Waard Michel.

*La Gabapentine et la Prégabaline

se fixent sur la sous-unité régulatrice
a2-0 du canal calcigue et en bloque le
fonctionnement.

*L’w-conotoxine blogue le pore du
canal calcique et le rend imperméable
au calcium

Les canaux calciques dependants du voltage au cceur de la douleur.

Médecine/Sciences 2006 ; 22 : 396-404.



LA PREGABALINE SE FIXE A LA SOUS-UNITE a.2-8

pregaballne

Arikkath and Campbell 2003



‘pregaballne




Peripheral modifications in neuropathic pain

Dorsal horn

ECTOPIC DISCHARGES

Na*PN3/ K*/ Ca**

LESION




Antinociceptive and anti-allodynic effects of oral PL37, a
complete inhibitor of enkephalin-catabolizing enzymes, in a rat
model of peripheral neuropathic pain induced by vincristine

Thibault K et al - European J. of Pharmacology 600 (2008) 71-77
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Veh p.o. + Naloxone-methicdide i.p.
PL37 100mg/kg p.o. = NaCl i.p.

PL37 100ma/kg p.o. + Naloxone-methiodide i.p.



SOURIS TRANSGENIQUE EXPRIMANT UN
PEPTIDE ISSU DU SV40 : UN MODELE DE
CANCER DU PANCREAS CHEZ LA SOURIS

o A ET A Pancreatic Volume B Macrophages
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Changements histopathologiques (HP) associés au

développement du cancer du pancréas: Quantific_ation des ch_angements histo-
A-C: pas de changements HP majeurs avant 14-24  Pathologiques associes au developpement
s. malgré la présence de nodules palpables plus du cancer pancreatique.

précoces (9-12s.)

D-F: augmentation de la densité des capillaires et
des fibres sensorielles (CGRP) (9-12s.) suivie d’'une
nécrose tissulaire (14-24s.)



PHASES PRECOCES DE DOULEURS
PANCREATIQUES DANS CE MODELE DE
CANCER DU PANCREAS CHEZ LA SOURIS

= O-12 s. Effet revélateur de la naloxone, la
naltrexone, mais pas de la naloxone-
methiodide (3 mg/kg s.c.) sur le
comportement douloureux visceral
spontane (« hunching », posture de

- - voutement du dos) associe au cancer;

B - 14245 Comportement spontane
Important, non affecte par le loperamide
" Minutes postinjection” (agoniste opioide peripherigue) mais

i wr réduit par la morphine(10 mg/kg s.c.), un

l DD effet antagoniseé par la naloxone (3 mg/kg
J D S.C.).

Endogenous Opioids Inhibit Early Stage Pancreatic Pain in
a Mouse Model of Pancreatic Cancer - Sevcik M.A. et al
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Gastroenterology. (2006) 131(3): 900-910
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CONCLUSION (l)

= | 'etude des modeles animaux de douleurs
neuropathiqgues devraient permettre de
resoudre I'une des enigmes majeure de la
douleur du cancer :

« pourquol I'intensité de la douleur est-€elle
tellement variable d’'une tumeur a |I'autre,
ou meme d'un patient a I'autre portant la
meme tumeur ? »



CONCLUSION (Ii)

« La Cle du succes dans ce champ de
recherche repose certainement sur la prise
en compte de la biologie des tumeurs, en
association avec notre meilleure
comprehension des evenements a l'origine
de la douleur cancereuse, aux niveaux
d'organisation de la biologie moleculaire et
cellulaire, et de son prolongement dans le
temps »

Patrick W. MANTYH - Pain: 96 (2002) 1-2.



