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Introduction

Depuis une dizaine d’années, la lIégalisation du cannabis pour une utilisation médicale
et récréative se répand en Amérique du Nord (Canada, Mexique et 11 états des Etats-Unis),
et la question souléve de nombreux débats en Europe et en France. Et en effet, de plus en
plus d’études montrent l'intérét du cannabis notamment dans le traitement de la douleur
chronique ainsi que dans I'épilepsie (Hill et Palastro, 2017). Mais cette utilisation n’est pas
sans risques, comme l'indiquent les rapports de la Mission Interministérielle de Lutte contre
les Drogues Et les Conduites Addictives (MILDECA) : dépendance, troubles de la cognition et
troubles psychiques sont associés a une consommation fréquente de cannabis, et cette
consommation est un facteur de risque pour le cancer, la schizophrénie et des troubles cardio-
vasculaires (MILDECA, 2017). C’est pourquoi l'attention de la société se porte sur le
cannabidiol, ou CBD, un composé extrait du cannabis n’ayant pas de propriétés

psychoactives.

Ce composé, dont la commercialisation est légale et trés peu contrblée, aurait des
propriétés bénéfiques pour le soulagement de la douleur chronique, des crises d’épilepsie
ainsi que des troubles psychologiques (Bonaccorso et al., 2019 ; Boyaiji et al., 2020). Mais ses
mécanismes d’action et ses cibles moléculaires ne sont pas entierement élucidés. Une de ses
cibles potentielles serait le récepteur opioide 6. Ce récepteur aurait également des propriétés
analgésiques, anxiolytiques et antidépressives (Filliol et al., 2000 ; Pradhan et al., 2011). Le
CBD et ce récepteur opioide 0 interagissent-ils ? Leurs mécanismes moléculaires sont-ils liés
? Est-ce qu’une interaction entre eux, directe ou indirecte, est nécessaire pour observer ces

propriétés du CBD ?

C’est a ces questions que tente de répondre ma these vétérinaire. L’objectif de mon
travail était (1) d’identifier les effets d’un traitement chronique au CBD chez des souris (Mus
musculus) souffrant de douleur neuropathique et de ses comorbidités (notamment les signes
cliniques de type anxio-dépressif) ; (2) d’identifier 'implication potentielle du récepteur opioide
0 dans les phénomeénes observés. Cette thése a été réalisée en tant que stage de recherche
de Master 2, et s’est intégrée au sein d’un projet de plus grande ampleur : la thése universitaire
de Marion Gaborit (doctorante) supervisée par Dominique Massotte de [I'équipe
Neuroanatomie, Douleur et Psychopathologie de I'Institut des Neurosciences Cellulaires et

Intégratives (INCI) de Strasbourg.
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Premiere partie : bibliographie

1. La douleur neuropathique

1.1 Définition

Selon I'Association Internationale de I'Etude de la Douleur (IASP), la douleur est définie
comme « une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable associée ou ressemblant a
celle associée a une Iésion tissulaire réelle ou potentielle» (Raja et al., 2020). La douleur est
a différencier de la nociception qui représente le processus neural d’encodage d’un stimulus
nociceptif (IASP Task Force on Taxonomy, 2017). La douleur comprend donc trois
composantes : sensitive (nociception), émotionnelle et cognitive. Il existe de nombreuses
manieres de classifier les différents types de douleur, 'un deux étant de prendre en compte la
durée de cette expérience désagréable ; ainsi une douleur aigué est une douleur de courte
durée, ponctuelle et une douleur sera qualifiée de chronique lorsqu’elle persiste plus de trois
mois (Merskey et Bogduk, 1994).

La douleur chronique peut étre de trois types : douleur inflammatoire, fibromyalgie ou
douleur neuropathique. La douleur neuropathique était précédemment définie comme étant
« une douleur causée par une Iésion primaire ou une dysfonction dans le systéme nerveux »
(Treede et al., 2008). Cependant, des Iésions ou dysfonctions du systemes nerveux peuvent
créer d’'autres types de douleur tels que la douleur associée aux spasmes et a la rigidité
musculaire. De plus le terme « dysfonction » ne paraissait pas approprié au Groupe d’Intérét
Spécial envers la Douleur Neuropathique (NeuPSIG) de I'lASP car il pouvait inclure une
plasticité normale du systéme nerveux. C’est pourquoi en 2010, 'lASP a publié une définition
révisée de la douleur neuropathique, la qualifiant de « douleur apparaissant en conséquence
directe d’'une Iésion ou d’'une maladie affectant le systéme somatosensoriel » (Treede et al.,
2008 ; Haanpaa et Treede, 2010).

1.2 Diagnostic

La douleur neuropathique touche 7 a 8 % de la population générale, et 20 a 25 % des
personnes souffrant de douleurs chroniques (van Hecke et al., 2014 ; Bouhassira, 2019). La
prévalence de cette affection peut varier de 1 % a 18 % selon les publications (van Hecke et
al., 2014). Cela est d( a la difficulté de la décrire cliniquement et a la variabilité des méthodes
de diagnostic utilisées dans ce but. Le groupe NeuPSIG recommande une méthode

diagnostique en deux étapes, comme décrit en figure 1, se basant sur des questionnaires,
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suivi d’'un examen clinique plus approfondi (Haanpéaa et Treede, 2010). Ces méthodes, comme
par exemple I'évaluation de Leeds des signes et symptdmes neuropathiques (LANSS, Leeds
Assessment of Neuropathic Symptoms and Signs) ou le Douleur Neuropathique 4 Questions
(DN4) prennent en compte tout d’abord des symptdmes spontanés rapportés par les patients,
puis examinent les symptbmes apparaissant dans I'examen clinique (Bennett, 2001 ;

Bouhassira et al., 2005). Ces symptoémes sont regroupés dans le tableau 1.

Figure 1 : Traduction de la méthode diagnhostique de la douleur neuropathique
proposée dans |'article de Treede et al., (2008).

Motif de consultation

Douleur

Anamnése ¢

Distribution neuroanatomique de la douleur plausible

+

Anamneése suggérant une lésion ou une maladie pertinente

Non

) L Douleur neuropathique peu
Oui probable
Douleur neuropathique <
possible : a confirmer
Examen clinigque
Tests de confirmation :
a. Symptomes sensoriels positifs ou négatifs, limités a
la région innervée de la structure nerveuse lésée aucun
Douleur neuropathique non
| + | >:t confirmée
b. Test diagnostique confirmant une lésion ou maladie
expliquant une douleur neuropathique
un
les deux des
deux
Douleur neuropathique Douleur neuropathique

confirmée probable
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Tableau 1 : Définition des symptémes associés au diagnostic de la douleur
neuropathiqgue (Haanpaa et Treede, 2010).

Symptomes
Spontanés
Picotements

Fourmillements
Chocs électriques

Bralures
Provoqués

Hypoesthésie
(Fréquent)
Hyperesthésie
(Rare)
Hypoalgésie

Hyperalgésie
Allodynie

Spontanés ou provoqués
Paresthésie
Dysesthésie

Définitions

Diminution de la sensibilité & la stimulation
tactile ou thermique

Augmentation de la sensibilité a la
stimulation tactile ou thermique

Réponse douloureuse diminuée a un
stimulus douloureux

Réponse douloureuse augmentée a un
stimulus douloureux

Réponse douloureuse a un stimulus
normalement non nociceptif

Sensation anormale
Sensation désagréable

Les symptbmes spontanés sont également classés selon leur durée d’apparition. Les

sensations peuvent étre soit continues (concernant en général les brilures ou les picotements
et fourmillements) soit intermittentes / paroxystiques (concernant par exemple les chocs
électriques). Un symptome isolé n’est pas pathognomonique de la douleur neuropathique mais

une combinaison de plusieurs de ces symptomes oriente le diagnostic vers celle-ci.

De plus, le diagnostic de la douleur neuropathique est complexifié par la grande
variabilité d’expression de cette douleur, ainsi que par ses multiples causes possibles. Ainsi,
les symptémes sont un moyen de classifier les différents types de douleurs neuropathiques. Il
est également possible de les classer selon leur localisation (périphérique ou centrale), et

selon leur étiologie (figure 2) (Finnerup et al., 2021).
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Figure 2 : Classifications des types de douleurs neuropathiques en fonction de
leur localisation et de leurs causes, associées a des exemples de localisation
neuroanatomique des sensations anormales et douloureuses, adapté de Finnerup
et al., (2021).
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1.3 Comorbidités

Les douleurs chroniques, incluant la douleur neuropathique, sont associées a des
comorbidités qui altérent de maniére non négligeable la qualité de vie des patients qui en
souffrent. Les comorbidités les plus fréquentes sont les troubles du sommeil et les troubles de

’humeur tels que l'anxiété et la dépression.

Cinquante a quatre-vingts pourcents des patients atteints de douleur chronique
déclarent avoir un sommeil perturbé. La douleur neuropathique et les troubles du sommeil sont
liés de maniére bidirectionnelle en formant un cercle vicieux : la douleur augmente la
probabilité de développer des troubles du sommeil et le manque de sommeil intensifie

I'expérience douloureuse (Ferini-Strambi, 2017).

L’Association Psychiatrique Américaine définit 'anxiété comme un niveau excessif de
peur et d’inquiétude et la dépression comme des épisodes d’au moins deux semaines
comprenant au moins cing symptémes parmi les suivants : humeur dépressive, anhédonie,
troubles du sommeil, perte/gain de poids, perte d’énergie, concentration altérée, sentiments
de dévalorisation ou culpabilité et idées suicidaires (American Psychiatric Association, 2013).

La cinquieme version du Manuel Diagnostic et Statistique des Troubles Mentaux (DSM-V)
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décrit des troubles de l'anxiété tels que les troubles de l'anxiété sociale, de l'anxiété
généralisée et les troubles de panique, et des troubles dépressifs tels que les troubles
dépressifs majeurs et la dysthymie (dépression persistant plus de deux ans) (American
Psychiatric Association, 2013). Ces troubles de 'humeur sont présents chez 50 % des patients
souffrant de douleur chronique (Bair et al., 2003) et chez 30 % des patients souffrant de
douleur neuropathique. La douleur neuropathique est a la fois un facteur prédictif et un facteur
de complication des troubles de I'humeur, et ces derniers sont en retour également des
facteurs prédictifs et des facteurs de complication de la douleur neuropathique (Maletic et
Raison, 2009). Il est donc essentiel de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents a ces
maladies, de confirmer I'existence de mécanismes communs ainsi que de développer des
traitements polyvalents et efficaces pour ces maladies handicapantes. Dans ce contexte,

I'utilisation de modéles animaux s’avére particulierement utile.

1.4 Modeéles animaux

A ce jour, en France et dans le monde, I'étude et la compréhension des maladies
humaines et animales ne peut se passer entierement de l'utilisation de modéles animaux. En
effet, 'expérimentation sur I'étre humain est strictement réglementée par la législation
(Ministere de la santé, 2016) ainsi que par I'éthique. La philosophie des « 3 Rs » (Remplacer,
Réduire, Raffiner) impose a la recherche biomédicale de favoriser les alternatives aux modéles
animaux (modeles moléculaires, cellulaires, bio-informatiques ...), de n’utiliser ces derniers
que lorsqu’aucune approche alternative ne peut leur étre substituée, et a réduire et optimiser
cette utilisation autant que possible. Il est donc essentiel de s’assurer que le modéle choisi
pour comprendre I'étiologie, la physiopathologie et les traitements de la maladie étudiée soient

adaptés. Pour cela, des critéres de validation ont été établis (Willner, 1984) :

e Principe d’isomorphie (Construct validity): a quel point le mécanisme
d’'induction de la maladie dans le modéle reflete-t-il I'étiologie connue de la
maladie humaine ?

e Principe de prédiction (Predictive validity) : a quel point le modéle prédit-il
correctement les aspects encore inconnus de la maladie humaine ?

e Principe d’homologie (Face validity) : & quel point le modéle reproduit-il le

phénotype de la maladie humaine ?

Dans le cas de la douleur neuropathique, il existe divers modeéles animaux. Des
exemples de modeles de douleurs neuropathiques en fonction des étiologies sont présentés

dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Présentation de plusieurs modeles animaux associés a différentes
causes de douleur neuropathique (Jaggi et al., 2011).

Nom du modele Principe Espéces

Lésion nerveuse

traumatique périphérique

Quatres ligatures laches ou pose d’un

manchon de polyéthyléne (cuff) autour du Rongeurs
nerf sciatique.

Ligature serrée des nerfs spinaux L5, L6 ou Rongeurs,
L7. Primates
Axotomie Section compléte du nerf sciatique. Rongeurs
Lésion induite par des

agents pharmacologiques

Lésion de constriction
chronique

Ligature de nerf spinaux

Injection directe des agents causant des

oo . L K Rongeurs,

Chimiothérapie (paclitaxel) lésions sur le systeme nerveux g
L Lagomorphes
périphérique.
Lésion induite par le
diabéte
Streptozotocine Changements des nerfs causés par une RONGEUrS
Geénétique hyperglycémie persistante. g
Lésion infectieuse
Virus de 'lmmunodéficience Injection de la protéine VIH-1 gp120 dans
. L Rongeurs
Humaine le nerf sciatique.
. : Injection llules infecté rle vir

Virus Varicelle-Zona jection de cellules infectees par le virus Rongeurs

dans les pieds.

Le modele utilisé dans le cadre de cette étude était un modele murin consistant en la
pose d’un manchon de polyéthyléne (appelé « cuff ») autour du nerf sciatique de la patte
arriére droite, et comprimant ce dernier. Ce modéle induit la mise en place d’une hyperalgésie
thermique transitoire (disparition a 10 jours post-chirurgie) ainsi qu’'une allodynie mécanique
qui persiste environ entre deux et trois mois (Benbouzid et al.,, 2008). De plus, des
comportements de type anxieux apparaissent a partir de quatre semaines, et des
comportements de type dépressif apparaissent a partir de huit semaines (Yalcin et al., 2011).
Ainsi ce modéle permet par une chirurgie simple d’établir des lésions standardisées et
réversibles, d’observer une allodynie mécanique de longue durée et de mettre en évidence les
mécanismes moléculaires induits par la Iésion. Par ailleurs, il répond bien aux traitements de
la douleur neuropathique et permet d’étudier les conséquences comportementales de cette
maladie avec les troubles de type anxio-dépressif (Yalcin et al., 2014). Il est également
applicable a des lignées de souris génétiquement modifiées (Ceredig et al., 2020 ; Kremer et
al., 2020).
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1.5 Mécanismes

Les neuropathies périphériques causées par des lésions nerveuses ou des
perturbations métaboliques représentent les deux tiers des affections neuropathiques
rapportées par les patients (Kremer et al., 2021). Les mécanismes physiopathologiques des
maladies neuropathiques sont variés mais dans le cadre de cette thése, le choix est fait de
présenter comme exemple ceux des neuropathies périphériques liées a des Iésions
nerveuses. Les modéles animaux présentés précédemment ont permis de comprendre les

perturbations qui se mettent en place a différentes échelles dans les neuropathies.

La neuropathie se caractérise par un systéeme somatosensoriel déséquilibré
engendrant des douleurs excessives par rapport au stimulus sensitif initial. Une lésion
chronique périphérique entraine la mise en place de processus réparateurs et d’inflammation
(libération continue de molécules inflammatoires et nociceptives telles que la substance P, les
bradykinines, les prostaglandines, les cytokines et des facteurs de croissances). Elle entraine
également une modification de I'expression des canaux ioniques des nocicepteurs : une
augmentation des canaux sodiques voltage-dépendants (Nav1.8 par exemple) et des canaux
calciques (avec notamment la sous-unité a2d de ces canaux) et une diminution des canaux
potassiques. Cela entraine un phénomeéne persistant de sensibilisation des nocicepteurs
(neurones afférents primaires). Cette sensibilisation se caractérise par une baisse du seuil de
décharge des membranes plasmiques neuronales expliquant les symptdomes d’allodynie et
d’hyperalgésie par exemple. Elle se caractérise également par des décharges ectopiques
(trains de potentiels d’actions spontanés) et par une transmission éphaptique (communication
non synaptique entre deux fibres nerveuses indépendantes) expliquant les symptdmes de

douleur spontanée (Cohen et Mao, 2014 ; Meacham et al., 2017).

Au niveau des synapses, la chronicité d’'une Iésion entraine une augmentation de
I'expression et de l'activation des récepteurs au glutamate excitateurs (ioniques avec les
récepteurs NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique) et AMPA (acide a-amino-3-hydroxy-5-
méthylisoxazol-4-propionate) et métabotropiques avec les récepteurs métabotropiques 2 au
glutamate (MGIuR2) par exemple). Cela entraine également une diminution de l'activité des
transporteurs au glutamate. Ce phénomene est en partie causé par la prolifération des cellules
gliales, notamment du type microglie, qui altére le fonctionnement cellulaire en libérant des

molécules inflammatoires (Cohen et Mao, 2014 ; Meacham et al., 2017).
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Apparait alors le phénomene appelé wind up : une augmentation progressive de la
transmission nociceptive, dépendante de la fréquence du signal afférent (Herrero et al., 2000),
devenant un phénoméne de sensibilisation centrale : une augmentation de la réponse
nociceptive des neurones du systéme nerveux central (SNC) par rapport au signal afférent
(IASP Task Force on Taxonomy, 2017). Cela induit une plasticité au niveau de I'encéphale.
Les perceptions nociceptives et émotionnelles sont modifiées, ainsi que la modulation
descendante de la douleur, facilitant une diminution de l'inhibition nociceptive au niveau spinal
(via l'inhibition des interneurones inhibiteurs GABA intervenant dans les synapses spinales).
La figure 3 représente la transmission normale du signal nociceptif (A) ainsi que les

changements provoqués en conditions neuropathiques (B).
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1.6 Traitements

Le traitement de la douleur neuropathique est un processus long et complexe. En effet
les analgésiques classiques tels que les opiacés (morphine, méthadone, oxycodone) ne
fonctionnent que modérément pour la douleur neuropathique. Le groupe NeuPSIG a ainsi
publié en 2007 des recommandations de traitements pharmacologiques (Dworkin et al., 2010).
Ces recommandations proposent comme traitements de premiére ligne une administration
chronique d’antidépresseurs tels que les antidépresseurs tricycliques (TCAs) ou les inhibiteurs
sélectifs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (SSNRIS) ou
d’anticonvulsivants tels que les gabapentinoides (tableau 3). Malheureusement, les effets
indésirables de ces molécules entrainent I'arrét du traitement chez 15 a 20 % des patients
(Kremer et al., 2016). Dans le cas de douleurs neuropathiques périphérigues avec une
localisation précise, une application topique d’analgésiques locaux tels que la lidocaine est
recommandée. Dans le cas de névralgie trigéminale, des antiépileptiques tels que la

carbamazépine sont recommandés, soulageant la douleur chez 90 % des patients.

Tableau 3 : Principaux traitements de premiere ligne de la douleur neuropathique

et leurs propriétés (Dworkin et al., 2010 ; Kremer et al., 2016).

L : Doses Durée du o
Classe Effet Mécanismes d'actions ) . Effets indésirables
recommandées traitement
TCAs
Amitriptyline “Allodynie mécanique 252150 mg/jour 6a8semaines  Somnolence, vertiges, asséchement
“wHyperalgie thermique de la bouche, constipation, nausée,
HIHEEL ! ° Transporteurs de la sérotonine et de la P
i rétention urinaire, sudation, maux
noradrénaline
de téte, vision floue, palpitations,
o Récepteurs adrénergiques o / 3, et
irritabilité et ataxie
sérotoninergique 5-HT
SSNRIs
3 0 Systéme opioide (|, §) B .
Duloxétine “vHyperalgie mécanique 60-120 mg/jour 4 semaines Nausée, asséchement de la bouche,
L o Inflammation neurogénique . . . . L
Venlafaxine “vAllodynie mécanique 150-225 mg/jour 43 6semaines maux de téte, libido réduite,
vertiges, somnolence ou insomnie,
appétit réduit, hypertension.
Gabapentinoides
Gabapentine ‘wAllodynie mécanique QSGUS—unité a28 des canaux Ca2+ voltage- 10031200 mg 3a8semaines  Somnolence et vertiges, troubles de
Prégabaline ‘“Hyperalgie thermique  dépendants 503200 mg 4 semaines la cognition chez les personnes
3 fois par jour agées
TCAs : antidépresseurs tricycliques. © inhibe

SSNRIs : Inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline.

active
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Lorsque ces traitements échouent ou ne sont plus pris par les patients, il est alors
possible de leur proposer des traitements de deuxiéme ligne tels que le tramadol (opiacé
faible), les patchs de lidocaine ou les patchs de capsaicine fortement concentrée. Les opiacés
forts (oxycodone, morphine, méthadone) et la toxine botulinique de type A sont considérés
comme des traitements de troisieme ligne. Ces recommandations sont faites aprés une méta-
analyse de la littérature pour chaque traitement, en utilisant 'approche GRADE (Grading of
Recommendations, Assessment, Development and Evolution, soit le classement des
recommandations, leurs évaluation, développement et évolution) pour déterminer le niveau de
gualité de résultats présentés dans les publications scientifiques, avec une gradation allant de
trés faible, faible, modérée a élevée (Finnerup et al., 2015). D’autres traitements sont encore
en cours d’étude et de développement, avec notamment des combinaisons de traitements
permettant de réduire les doses (par exemple une combinaison de gabapentinoides et
d’opiaceés) ou encore les phytocannabinoides, ces derniers nous intéressant dans le cadre de

ce travail de these (Dworkin et al., 2010).
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2. Etude d’un phytocannabinoide : le cannabidiol

2.1 Le cannabis et ses dérivés

La premiére description d’une utilisation médicinale du cannabis (Cannabis sativa,
Figure 4) se trouve dans un manuscrit datant d’environ 2350 avant J.C en Egypte Antique
(Russo, 2007). Depuis, pendant des siécles, cette plante a été utilisée a travers le monde pour
ses propriétés psychotropes, analgésiques, anti-inflammatoires, anticonvulsives, orexigénes

et bien d’autres encore (Zuardi, 2006).

Figure 4 : Planche botanique de Cannabis sativa (Masclef, 1891).
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De cette plante sont extraits les phytocannabinoides, dont on peut citer les deux
composés majoritaires : le A9-tétrahydrocannabinol (THC) et le cannabidiol (CBD). Le THC
est le premier agent a avoir été découvert et étudié a la fin du XX® siécle. C’est le composé
principalement responsable des effets psychotropes du cannabis. Le CBD, molécule ne
présentant pas d’effets psychotropes, a été identifié pour la premiére fois en 1940 par Adams
et collaborateurs (1940). Toutefois ce n’est qu’a partir des années 1970 que ses propriétés
pharmacologiques furent étudiées par Mechoulam et collaborateurs (Mechoulam et al., 1970).

C’est a cette période que I'on découvre le systéme endocannabinoide.

2.2 Systeme endocannabinoide

Le systéeme endocannabinoide est composeé de deux récepteurs, CB: et CB;, de deux
ligands endogénes, 'anandamide (AEA) et le 2-arachidonoylglycérol (2-AG), ainsi que leurs
enzymes de dégradation, I'hydroxylase d’acides gras (FAAH) et la lipase des
monoacylglycérols (MAGL). Les récepteurs CB; et CB2sont des récepteurs a sept domaines
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transmembranaires, couplés a des protéines G (RCPG). Le récepteur CB; est le récepteur
majoritaire dans I'organisme. On le retrouve principalement a la membrane des structures
présynaptiques des neurones présents dans le systéme nerveux central ainsi que
périphérique ; en périphérie dans les muscles, la peau et le foie par exemple ; et trés rarement
a la surface de cellules immunitaires. Le récepteur CB; se retrouve majoritairement dans des
cellules immunitaires (microgliales par exemple) mais aussi, plus rarement, dans des
neurones. Leurs ligands endogénes sont des dérivés de lipides, qui sont produits a la demande
a la membrane plasmique et dégradés rapidement aprés leur action (Pertwee, 2008 ; Donvito
et al., 2018). La figure 5 présente un exemple de mécanismes du systéme endocannabinoide
au sein d'une synapse. D’autres molécules non endogenes, extraites du cannabis ou
completement synthétiques, ont depuis été associées au systeme endocannabinoide ; des
exemples de ces molécules sont présentés dans la figure 6.

Figure 5 : Fonctionnement du systéme endocannabinoide au sein d’une synapse
(Blankman et Cravatt, 2013 ; Donvito et al., 2018).

Elément pré-synaptique
o)
Neuro-®¢
transmetteurs

Pl ”

<
<

Elément post-synaptique

(1) Transmission synaptique. (2) Activation de la production d’endocannabinoides. Le phosphatidylinositol (PI) est
transformé en diacylglycérol (DAG) par la Phospholipase C (PLC) puis en 2-arachidonoylglycérol par la diacylglycérol lipase
(DAGL). Le N-arachidonoyl phosphatidylethanolamine (NAPE) est transformé en anandamide par un processus encore
non élucidé impliquant probablement les phospholipases A et D. (3) Activation du récepteur CB1 par I'un des ligands. (4)
Dissociation de la protéine G i qui, par cascade de signalisation, diminue la concentration en AMP cyclique (AMPc) qui va
ensuite (5) diminuer la concentration en calcium intracellulaire (Ca?*). (6) Inhibition de la libération vésiculaire de

neurotransmetteurs (glutamate ou GABA) et de la transmission synaptique. (7) Dégradation de I'AEA en acide arachidonique

(AA) par I'hydroxylase d’acides gras (FAAH) et du 2-AG par la lipase des monoacylglycérols (MAGL).
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Figure 6 : Exemples de ligands endo- et exogéenes des récepteurs cannabinoides
et de leur action (IUPHAR/BPS, 2021).

Endocannabinoides

—Jp action agoniste
—-l action antagoniste

Cannabinoides
synthétiques

Phytocannabinoides

2-AG : 2-arachidonylglycérol. ACEA : arachidonyl-2'-chloroethylamide. AEA : anandamide. CBi2 : récepteurs
cannabinoides 1 et 2. CBD : cannabidiol. THC : A9-tetrahydrocannabinol.

2.3 Produits dérivés du cannabis commercialisables

A ce jour, les hautes autorités de santé n’ont donné leur autorisation de mise sur le marché
qu’a quatre principes actifs dérivés du cannabis (NHS, 2018 ; Commissioner office of the FDA,
2020) :

- Le dronabinol (commercialisé sous le nom de MARINOL™), analogue synthétique du
THC administré oralement sous forme de capsules et indiqué en tant qu’orexigéne pour
patients anorexiques atteints du SIDA et en tant qu'antiémétique pour des patients
suivant des chimiothérapies.

- Le nabilone (commercialisé sous le nom de CESAMET™), analogue synthétique du
THC administré oralement sous forme de capsules et indiqué en tant qu'antiémétique

pour des patients suivant des chimiothérapies.
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- Le CBD (commercialisé sous le nom de EPIDIOLEX™), solution orale contenant moins
de 0,01 % de THC qui est indiquée en tant que traitement des crises épileptiques
associées aux syndromes de Lennox-Gastaut, de Dravet, et de la sclérose tubéreuse
de Bourneville.

- Le nabiximol (commercialisé sous le nom de SATIVEX™), un spray buccal contenant
un mélange de THC et de CBD (environ 1 : 1) qui est indiqué en cas de spasticité due

a la sclérose en plaque en cas d’absence de réponse a d’autres traitements.

Ainsi, le CBD n’est autorisé a la prescription médicale par les autorités que sous la forme
du médicament EPIDIOLEX™. Le CBD est une molécule trés liposoluble (coefficient de
partition Kow = 6-7) qui passe facilement la barriere hématoencéphalique et reste stockée dans
le cerveau et les tissus adipeux. Sa biodisponibilité orale est faible (<20 %), il est donc
recommandé de l'ingérer avec de la nourriture. Son temps de demi-vie dans I'organisme
dépend de la voie d’administration, il est d’'une a onze heures pour les spray buccaux ; de deux
a cing heures pour une administration orale chronique ; 24 heures par voie intraveineuse et
jusqu’a 31 heures lorsqu’il est fumé (Garcia-Gutiérrez et al., 2020). Les principaux effets
indésirables rapportés de 'EPIDIOLEX™ sont de la somnolence, des diarrhées, de la fatigue,
de la nausée et des fonctions hépatiques anormales. Enfin, le CBD est un inhibiteur compétitif
de certaines formes du cytochrome P450, ce qui peut induire des interactions

médicamenteuses (Huestis et al., 2019).

Cependant, si les effets de ce médicament sont connus, le manque de régulation a propos
de la vente de produits contenant du CBD entraine une grande variabilité de qualité dans les
produits que les personnes peuvent se procurer. En effet, des entreprises commercialisent sur
internet des produits a base de CBD sous de nombreuses formes (huiles, infusions, sprays,
fleurs, etc.). Ces produits sont censés contenir uniguement du CBD avec un taux de THC
inférieur a 0,2 % d’aprés la MILDECA (MILDECA, 2021). Une étude comparant 84 produits
vendus en ligne en tant que CBD a établi que seulement 30 % étaient effectivement composés
de ce que leur étiguette annongait. Le reste surestimait ou sous-estimait la quantité de CBD
présente, et la présence d’autres cannabinoides tels que le THC a été détectée dans 40 %
des produits (Bonn-Miller et al., 2017).

Cela peut étre un fort biais dans les études cliniques évaluant I'effet du CBD chez des
patients se le procurant par eux-mémes. Face a la demande croissante des patients, a la
diversité de formes pharmaceutiques et au manque d’informations sur les doses a prescrire,
les médecins ont besoin de recommandations claires concernant le CBD pour pouvoir
conseiller leurs patients. lls peuvent toutefois déja poser ces trois questions concernant le

produit de CBD concerné (VanDolah et al., 2019) : Est-ce qu’il répond aux standards de qualité
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des hautes autorités de santé ? Est-ce que I'entreprise a un programme de signalisation des

effets secondaires ? Est-ce que le taux de THC inférieur a 0,2 % a été testé par un laboratoire
?

2.4 Le CBD et autres cannabinoides dans les études cliniques et pré-cliniques.

Les Académies Nationales américaines des Sciences, de I'Ingénierie et de la Médecine
ont publié en 2017 un compte rendu faisant état des preuves actuelles concernant les effets
sur la santé du cannabis et des cannabinoides (National Academies of Sciences, Engineering,
and Medicine, 2017). lls rapportent les résultats de méta-analyses et de revues systématiques
concernant les effets des dérivés du cannabis vis-a-vis de maladies humaines variées,
notamment la méta-analyse de Whiting et collaborateurs (Whiting et al., 2015). Leurs résultats

sont présentés dans la figure 7.

Figure 7 : Evaluation selon I’'approche GRADE des effets des dérivés du cannabis
présentés dans les études cliniques (National Academies of Sciences,
Engineering, and Medicine, 2017).
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- Maladie de Parkinson
» Stress post-trumatique

« Schizophrénie

Approche GRADE : Grading of Recommendations, Assessment, * Troubles de l'addiction

Development and
Evolution, soit le classement des recommandations, leur évaluation, développement et

évolution.

Néanmoins, cette revue ne présente pas les effets du CBD seul. En effet, dans les études
évaluées le CBD n’est pas la seule molécule testée mais il est souvent en combinaison avec
d’autres cannabinoides. En 2019, White a présenté une revue centrée sur les effets
thérapeutiques du CBD et leur niveau GRADE de preuve (White, 2019). Cette revue détermine
gue le CBD est efficace pour traiter les crises épileptiques de certains syndromes patrticuliers

(en cohérence avec les indications d’EPIDIOLEX™) ; qu’il est prometteur (mais non prouvé

33



efficace) en tant que prémédication pour des événements anxiogénes et en tant que traitement
chronique de la schizophrénie. Son efficacité chez 'hnumain pour I'anxiété chronique n’a pas
encore été évaluée et les données sur la douleur, les spasmes et la maladie de Parkinson sont

encore trop limitées.

Il est donc nécessaire de continuer de tester si les effets du CBD observés chez I'animal
se transposent a 'humain de maniéere rigoureuse, a l'aide d’essais cliniques randomisés en
double aveugle ayant des protocoles d’administration de CBD cohérents et des effectifs larges.
En effet, si on s’intéresse particulierement a la douleur chronique et ses comorbidités, le CBD
offre des résultats prometteurs chez l'animal (Ligresti et al.,, 2016). Par exemple, dans
différents modeles de douleur neuropathiques, tels que la neuropathie induite par la
chimiothérapie, une compression nerveuse chronique ou une section partielle du nerf
sciatique, des injections chroniques de CBD ont induit une diminution de I'hyperalgésie
thermique ou mécanique et de l'allodynie mécanique (Costa et al., 2007 ; King et al., 2017 ;
De Gregorio et al., 2019).

Concernant I'anxiété, le CBD a montré des résultats parfois mitigés mais semble dans la
majorité des études présenter des propriétés anxiolytiqgues (Campos et al., 2012). Notamment
chez le rongeur, le CBD diminue I'aversion a explorer des zones trés exposées et éclairées
(test du labyrinthe surélevé en croix ou elevated plus maze, EPM) (Guimarées et al., 1990 ;
Onaivi et al., 1990), diminue les comportements de freezing face a une menace de prédateur
(Uribe-Marifio et al., 2012) et diminue la peur conditionnée par la punition (test du conflit de
Vogel) (Moreira et al., 2006).

Enfin, les modéles animaux de dépression évaluent souvent ce trouble en utilisant le test
de nage forcée (forced swim test, FST) ou de suspension par la queue (tail suspension test,
TST) qui sont interprétés comme un renoncement face a un stress inévitable. Dans le FST, le
CBD diminue les comportements de résignation mais cela n’a pas été montré pour le TST (El-
Alfy et al., 2010 ; Zanelati et al., 2010). Il a également été montré que le CBD induisait une
résistance au stress chronique imprévisible (Campos et al., 2012). Néanmoins, il est important
de se rappeler que ces tests et modeles ne peuvent représenter parfaitement I'anxiété et la
dépression humaine et donc il faut uniguement utiliser les termes de comportements de type

anxio-dépressif chez I'animal dans ce contexte. Ces études sont resumées dans le tableau 4.

Les mécanismes et effecteurs moléculaires sous-jacents a ces effets du CBD sont tres
étudiés et encore débattus, et ce n'est qu’en comprenant les cibles de cette molécule et a

quelles doses les atteindre qu’on pourra maitriser son utilisation thérapeutique.
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Tableau 4 :

Référence

Résultats de plusieurs études précliniques étudiant les effets du CBD.

Maladie modélisée

Test

(Costa et al., 2007)

(King et al., 2017)

(De gregorio et al., 2019)

(Guimarges et al., 1990)

(Uribe-marifio et al.,
2012)

(Moreira et al., 2006)

(El-alfy et al., 2010)

(Zanelati et al., 2010)

Douleur neuropathique
(compression
chronique du nerf
sciatique)
Douleur neuropathique
(injection d'agent de
chimiothérapie
paclitaxel)
Douleur neuropathique
(lesion nerveuse
partielle), Anxiété

Anxiété

Anxiété

Anxiété

Depression

Depression

Animal Doses et voie d"administration Effet
Chronique (7 jours) Antihyperalgique
Rat Winstar 2,5a 20 mg/kg (thermigue et
orale mécanique)
Chronique (1 jours sur 2, une
. semaine) Antiallodynique
Souris C578L/6) 0,625 3 20 mg/kg (mécanique)
i.p.
Chronique (7 jours) Antiallodynique
Rat Winstar 5 mg/kg (mécanique)
s.C. Anxiolytique
Aigu
Rat Winstar 2,5a20mg/kg Anxiolytique
i.p.
Aigu
Souris Swiss 0,3 3 30 mg/kg Panicolytique
i.p.
Aigu
Rat Winstar 2,5320mg/kg Anxiolytique
i.p.
Sz:g;:t‘:'rss Aigu Antidépresseur
200 mg/kg
Souris DBA/2 i.p. Pas d'effet
Aigu
Souris Swiss 0,3 330 mg/kg Antidépresseur
i.p.

Appareil de Randall-Selitto
et de Hargreaves

Test des filaments de Von
Frey

Test des filaments de Von
Frey

Elevated Plus Maze (EPM),

EPM

Exposition & un prédateur

Test du Conflit de Vogel
Forced Swim Test (FST)

Test de suspension par la
queue

FST

i.p. : voie intrapéritonéale, s.c. : voie sous cutanée. CBD : cannabidiol

35



3. Les cibles moléculaires du CBD

Plus de 76 cibles moléculaires du CBD ont été identifiées, comptant parmi elles des
RCPGs, des récepteurs ionotropiques, des transporteurs, des enzymes et des facteurs
nucléaires (Mlost et al., 2020). On peut donc en déduire que les mécanismes d’action du CBD
sont divers et complexes, et qu’il est nécessaire de mieux comprendre le réle de ces cibles

dans les effets physiologiques du CBD et leurs interactions.

3.1 Le CBD et les récepteurs cannabinoides

Le CBD a longtemps été décrit comme un ligand antagoniste du récepteur CB1 et un
agoniste inverse du récepteur CB2 (pour les définitions des termes pharmacologiques, voir
tableau 5). Cependant, des études ultérieures ont montré que le CBD était en fait un
modulateur allostérique négatif (NAM) des récepteurs cannabinoides (Laprairie et al., 2015).
En effet, contrairement au THC qui a une affinité pour ces récepteurs importante (Ki d’'un ordre
de grandeur nanomolaire), celle du CBD est moindre (Ki d’un ordre de grandeur micromolaire).
Cela peut s’expliquer par une différence de conformation : le THC est une molécule plane alors
gue le CBD est une molécule angulaire (figure 8), ce qui crée un encombrement stérique
'empéchant de se loger parfaitement dans le site orthostérique des récepteurs (Garcia-
Gutiérrez et al.,, 2020). Cette faible affinité et ce role de NAM est I'hypothése principale

expliquant 'absence d’effets psychotropes du CBD.

Figure 8 : Structure moléculaire et conformation spatiale du A9-
tétrahydrocannabinol (gauche) et du cannabidiol (droite) décrite par Baracovic¢
(2021).

H
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Tableau 5 : Définitions de concepts pharmacologiques (Brown et Ragozzino, 2010
; Atack et Lavreysen, 2010).

Terme Définition

Agoniste Substance qui se lie a un récepteur et altére son
état, résultant en une réponse biologique

Agoniste complet Substance activant la réponse biologique
maximale d’un récepteur

Agoniste partiel Substance activant la réponse biologique d’un
récepteur sans jamais atteindre sa capacité
maximale

Agoniste inverse Substance provoquant une réponse opposée a
celle d’'un agoniste

Antagoniste Substance qui se lie & un récepteur mais n’altére

pas son état, résultant en une absence de
réponse biologique

Site orthostérique Site d’'un récepteur ou se lie le ligand endogéne
pour produire son effet

Site allostérique Site régulateur d’'un récepteur différent du site
orthostérique

Modulateur allostérique Substance qui augmente ou diminue I'action d’'un

agoniste ou d’'un antagoniste en se liant au site
allostérique du récepteur

La littérature est mitigée sur le rble des récepteurs cannabinoides dans les actions
antinociceptives, anxiolytiques et antidépressives du CBD. L'utilisation d’antagonistes des
récepteurs cannabinoides (rimonabant par exemple) ne fait disparaitre I'effet du CBD que
dans certains cas, suggérant que ces récepteurs ne soient pas toujours impliqués (Mlost et
al., 2020 ; Garcia-Gutiérrez et al., 2020 ; Almeida et Devi, 2020). Bien que le CBD soit un
NAM, l'implication des récepteurs endocannabinoides peut s’expliquer par une activation
indirecte de ces récepteurs : le CBD inhibe I'hydroxylase d’acides gras (FAAH) augmentant
ainsi les taux d’anandamide qui peut activer CB; et CB- (Bisogno et al., 2001). Cette
modulation des taux d’endocannabinoides semble impliquée notamment dans l'effet anti-

inflammatoire et antinociceptif du CBD (Almeida et Devi, 2020).

Il existe un RCPG orphelin, trés répandu dans le SNC mais dont le réle physiologique
n’est pas encore identifié, et que la littérature propose comme un potentiel troisieme récepteur
cannabinoide : le GPR55. Ce récepteur est activé par le THC, ou encore le HU210
(cannabinoide synthétique), et le CBD en est un antagoniste (Ryberg et al., 2007). D’autres
études sont nécessaires pour savoir si le GPR55 est une cible moléculaire intéressante pour
I'effet thérapeutique du CBD. On peut également mentionner les RCPG orphelins GPR3 et
GPR6, également affiliés phylogénétiquement aux récepteurs cannabinoides, qui
sembleraient étre impliqués dans les comportements de réponse au stress et a 'anxiété, ainsi

que dans l'apprentissage (Vitale et al., 2021).
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3.2 CBD et ses cibles impliquées dans la douleur, I'anxiété et la dépression

a. Le récepteur sérotoninergique 5-HT1a

L’une des cibles moléculaires centrales des effets du CBD semble étre le récepteur 5-
HT1a. Ce RCPG fait partie du systéme sérotoninergique composeé de : son ligand, la sérotonine
ou 5-hydroxytriptamine (5-HT), synthétisée a partir du tryptophane dans le SNC dans les
noyaux du raphé et en périphérie par les cellules entérochromaffines de lintestin ; ses
récepteurs, classés en 6 familles de RCPG et une famille de récepteurs ionotropiques (les 5-
HTs) ; le transporteur membranaire sélectif de la sérotonine (SERT) ; et son enzyme de
dégradation, la monoamine-oxydase de type A (MAO-A). Ce systéme est notamment impliqué
dans la régulation de ’humeur, de la mémoire, de la prise alimentaire, des comportements
sexuels, de la nociception mais aussi dans des maladies (dépression, anxiété, migraine,
anorexie, schizophrénie). Au sein de ce systéme, le récepteur 5-HT14 est couplé a une protéine
Gj et il peut étre situé au niveau pré- et post-synaptique, permettant un rétrocontréle négatif
de la libération de 5-HT (David et Gardier, 2016).

Avec le SERT, le 5-HTia est une cible préférentielle des traitements anxiolytiques et
antidépresseurs. Russo et collaborateurs ont montré que le CBD était un agoniste de ce
récepteur (Russo et al.,, 2005). Dans des modéles rongeurs, des traitements aigus ou
chroniques du CBD semblent réduire les comportements de type anxieux et/ou dépressif dans
des tests tels que 'EPM ou le FST (Zanelati et al., 2010 ; Wright et al., 2020). L’implication
mécanistique du récepteur 5-HT1a dans ces phénomenes a été montrée avec l'injection d’un
antagoniste sélectif du récepteur, le WAY-100635, provoquant une disparition des effets du
CBD (Garcia-Gutiérrez et al., 2020). De plus ce récepteur, présent dans la corne dorsale de
la moelle épiniére, est également impliqué dans le soulagement de la douleur chronique
(Haleem, 2019). Son activation par le CBD entraine par exemple une réduction de I'allodynie
et de I'hyperalgie dans des modéles de douleur neuropathique causée par la chimiothérapie
(Ward et al., 2011 ; King et al., 2017), le diabéte (Jesus et al., 2019), ou une lésion nerveuse

périphérique (De Gregorio et al., 2019).

b. Autres récepteurs connus

Le récepteur vanilloide a potentiel transitoire 1 (TRPV1 ou Transient Receptor Potential
Vanilloid 1) est 'une des autres cibles du CBD sur lagquelle son effet agoniste est bien identifié.
Ce récepteur ionotropique est présent notamment a la membrane des nocicepteurs des
ganglions spinaux, et permet la transduction de stimuli nociceptifs aprés activation par une
température supérieure a 34 °C, un pH acide inférieur a 5,9 et certaines molécules telles que
la capsaicine (présente dans le piment) ou I'anandamide (endocannabinoide) (Benitez-

Angeles et al., 2020). Une activation par un agoniste du TRPV1 le fait passer en conformation
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ouverte et laisse passer de maniére non sélective les ions Na® et Ca?*, dépolarisant la
membrane et déclenchant des potentiels d’action mais étant rapidement désensibilisé ensuite
(Yang et Zheng, 2017). Le CBD, et non le THC, est un agoniste de ce récepteur (Wright et al.,
2020). On pense que l'effet anti-épileptique du CBD passe principalement par le récepteur
TRPV1 (Vitale et al., 2021). De plus, dans des modéles de douleur chronigue, neuropathique
et d’'inflammation, I'effet antinociceptif et anti-inflammatoire TRPV1-dépendant du CBD a été
mis en évidence plusieurs fois, en inhibant I'effet analgésique du CBD par linjection de
capsazépine (CPZ), un antagoniste de TRPV1 (Bisogno et al., 2001 ; Costa et al., 2004 ;
Hassan et al., 2014 ; De Gregorio et al., 2019).

Le CBD interagit également avec les récepteurs ionotropiques a la glycine (GlyR) en ayant
une action anti-inflammatoire, avec les récepteurs ionotropiques GABAa (action
potentiellement anxiolytique) ainsi qu’avec les récepteurs a la dopamine D2 (RCPGs) et les
récepteurs gamma activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR,), en ayant un effet
neuroprotecteur potentiel (Almeida et Devi, 2020 ; Mlost et al., 2020 ; Vitale et al., 2021). Ces
différentes cibles cellulaires et leurs actions potentielles sont présentées dans la figure 9. I

reste néanmoins une cible & mentionner : les récepteurs opioides.

Figure 9 : Action du CBD sur ses principales cibles cellulaires (Almeida et Devi,
2020 ; Mlost et al., 2020 ; Vitale et al., 2021).
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Les cibles moléculaires du cannabidiol (CBD) : I'hydrolase des acides gras (FAAH), les récepteurs cannabinoides 1 et 2
(CB:1 et CB»), le récepteur vanilloide a potentiel transitoire 1 (TRPV1), le récepteur sérotoninergique 5-HT1A, le récepteur
opioide delta (3), les récepteurs a la glycine (GlyR), le récepteur a I'acide y-aminobutyrique de type A (GABAA\), le récepteur
dopaminergique 2 (D2) et le récepteur de type cannabinoide GPR55, les récepteurs orphelins GPR3/6 et les récepteurs

gammas activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPARy). Endocannabinoide : 'anandamide (AEA).
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c. CBD et récepteur opioide & : une interaction trop peu étudiée

En 2006, Kathmann et collaborateurs ont montré qu’une forte dose de CBD (100uM)
exerce une modulation allostérique sur les récepteurs opioides p et & (Kathmann et al., 2006).
Ces récepteurs font partie du systéme opioide. Ce dernier est composé de quatre peptides
opioides endogenes : B-endorphine, dynorphine et les enképhalines (met-enképhaline et leu-
enképhaline). lls sont synthétisés a partir de précurseurs distincts nommés, pro-
opiomeélanocortine, prodynorphine et proenképhaline, clivés en peptides actifs par des
peptidases. Il comprend également trois récepteurs couplés a des protéines G;, les récepteurs
opioides mu (), delta (8) et kappa (k) (Abdallah et Gendron, 2018). Le récepteur Orphanin
FQ/naociceptine est classé parmi les récepteurs opioides car il a une forte homologie de
séquence avec les trois autres récepteurs mais a pour ligand endogene la
nociceptine/orphanine FQ. Ce systéme régule de nombreuses fonctions telles que la douleur,
la récompense et la motivation, la cognition, 'humeur ainsi que des fonctions respiratoires,

gastrointestinales et immunitaires (Pradhan et al., 2011).

Le récepteur opioide & est tres largement exprimé dans le SNC principalement dans les
bulbes olfactifs, le cortex, 'amygdale et le striatum mais on le retrouve également dans le tronc
cérébral et en périphérie au niveau des nocicepteurs, des DRG et de la corne dorsale de la
moelle épiniere (Erbs et al., 2015 ; Abdallah et Gendron, 2018). Ce schéma d’expression est
en cohérence avec les fonctions physiologiques de ce récepteur. En effet, contrairement au
récepteur L, le récepteur opioide & n’est que trés peu impliqué dans le contréle de la douleur
aigué mais est un acteur principal du soulagement de la douleur chronique. Chez des souris
knock-out (KO) pour le récepteur opioide & ou en présence d'un antagoniste de ce dernier,
I'allodynie mécanique est atténuée. De plus, les traitements antidépresseurs pour la douleur
chroniques ont également des effets diminués en absence du récepteur opioide d ou lorsqu'’il
est inactivé par un antagoniste. || semble notamment que ce soit les récepteurs opioides &
périphériques exprimés dans les nocicepteurs Nav1.8* (canaux sodiques voltage-dépendants)
qui jouent un réle déterminant dans ce phénoméne (Gavériaux-Ruff et Kieffer, 2011 ; Ceredig
et al., 2020). De plus, les souris 6-KO ont des comportements de type dépressif exacerbeés,
permettant de montrer I'implication des récepteurs opioides & dans la dépression (Filliol et al.,
2000). Cela fait donc de ce récepteur une cible thérapeutique de choix pour la douleur
neuropathique et ses comorbidités. On peut ainsi se demander si les effets du CBD passent

en partie par ce récepteur.
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3.3 La découverte d’une nouvelle entité pharmacologique : les hétéromeres
5-CB1

Les récepteurs couplés a une protéine G sont souvent présentés en tant qu’unité
monomeérique. Mais de plus en plus de données convergent sur le fait que ces récepteurs
puissent former des oligomeéres. Si plusieurs récepteurs identiques se lient, on parlera
d’homoméres, et s’ils sont différents, d’hétéroméres. Une définition plus précise d’un
hétéromére indique qu’il s’agit d’au moins deux récepteurs fonctionnels différents qui
interagissent physiqguement et qui ont des propriétés fonctionnelles et pharmacologiques
différentes des récepteurs individuels (Massotte, 2015). La formation d’hétéroméres, comme
par exemple I'hétéromére opioide p-0, a été fréquemment observée in vitro (Filizola et al.,
2002) mais cette hétéromérisation n’est pas forcément reflétée in vivo. L'Union Internationale
de Pharmacologie Basique et Clinique (IUPHAR) a donc établi des critéres auxquels les

potentiels hétéromeres doivent répondre pour étre acceptés en tant que tels (Pin et al., 2007) :

- Preuve doit étre faite d’'une association physique au sein de tissus natifs
o Les récepteurs doivent étre physiquement proches, ce qui est par exemple
vérifiable par coimmunoprécipitation avec des anticorps spécifiques, par un
essai de liaison de proximité (PLA) ou par un transfert par résonnance d’énergie
fluorescente (FRET). (Pour le détail des techniques citées précédemment, voir
Annexe 1)
- Preuve doit étre faite d’'une modification de fonction par rapport aux récepteurs
indépendants (modification pharmacologique, de la signalisation ou du trafic).
- Preuve doit étre faite d’'une perte de fonction significative lors de I'utilisation d’animaux
knock-out ou d’ARN interférent.

Si au moins deux de ces criteres sont remplis, alors la nouvelle unité fonctionnelle peut
étre qualifiee d’hétéromere. En 2012, Rozenfeld et collaborateurs ont montré que le récepteur
opioide 0 et le récepteur CB; remplissaient ces conditions (Rozenfeld et al., 2012). La méme
année, Bushlin et collaborateurs ont observé qu’'un modele de douleur neuropathique (ligature
et transsection partielle du nerf L5) chez le rat induisait des modifications de I'expression des
récepteurs opioides & et CB; ainsi qu'une augmentation des hétéroméres 8-CB; dans le
cerveau (visible via l'utilisation d’anticorps spécifique de cet hétéromére). lls ont montré qu’au
sein de membranes de cortex issues d’animaux neuropathiques, des doses non signalisantes
de ligands du récepteurs CB; augmentaient l'activité des récepteurs opioides &. Plus
précisément, I'ajout de faibles doses d’HU-210 (agoniste de CB1, 1 pM) ou de PF-514273
(antagoniste de CB31, 1 uM) a I'administration d’enképhaline synthétique (DPDPE, agoniste de

0, 10 uM), augmentait l'activité du récepteur opioide & de maniére plus importante que
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'enképhaline synthétique seule. Cet effet est, de plus, bloqué spécifiguement par des
anticorps anti-hétéroméres &6-CB; (Bushlin et al., 2012). Dans un modele de douleur
neuropathique induite par des molécules de chimiothérapie (ici le paclitaxel) chez la souris,
I'expression des hétéromeéres 6-CB; est augmentée dans la moelle épiniére. De plus, I'injection
d'une combinaison de faibles doses d’agoniste des récepteurs opioides & et CB;:
(respectivement le SNC80 et le HU-210, 1 nM) réduit I'allodynie mécanique dans cette étude,
et cet effet n’est pas visible avec les ligands administrés individuellement, ou lorsque que des
anticorps anti-hétéroméres 6-CB; sont injectés (Sierra et al., 2019). Cela suggére que ces
hétéroméres peuvent étre une cible thérapeutique intéressante pour le traitement de la douleur

neuropathique.
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Deuxiéme partie : Etude expérimentale

1. Introduction

L’étude bibliographique nous apprend que les traitements de la douleur neuropathique
sont encore imparfaits et met donc en évidence le besoin de rechercher des innovations
thérapeutiques. Elle nous apprend aussi que le CBD, une molécule a laquelle on attribue une
multitude d’effets bénéfiques, ne remplit pas toutes ces promesses. Cependant, chez I'animal,
elle fait preuve de potentiel pour le soulagement de la douleur neuropathique et de ses
comorbidités. Comme mentionné précédemment, le premier objectif du projet dans lequel
s’inscrit cette thése est de comprendre I'effet d’un traitement chronique au CBD sur des souris
souffrant de douleur neuropathique et de signes cliniques de type anxio-dépressif, et de
déterminer I'implication potentielle du récepteur opioide & dans cet effet. Le second objectif
est de mieux caractériser I'existence et la fonction des hétéroméres 6-CB: dans ce contexte
neuropathique. La premiére étape de cette caractérisation fut de cartographier la co-

localisation neuronale des récepteurs opioides & et CB;.

Ainsi, les questions auxquelles j’ai tenté de répondre dans ce travail de theses sont :

- Chez des souris neuropathiques (modéle du cuff), est-ce qu’un traitement chronique de
CBD réduit I'allodynie mécanique ? Est-ce qu’il réduit les comportements de type anxio-
dépressif ?

- Est-ce que ces effets dépendent du récepteur opioide & ?

- Dans quelles régions de I'encéphale sont co-localisés les récepteurs opioide & et CB1 ?

Le récepteur opioide & étant impliqué dans la régulation de la douleur et de 'humeuir,
nous avons fait 'hypothése que I'effet anti-allodynique, anxiolytique et antidépresseur du CBD
ne sera pas observable (ou le sera de maniére réduite) chez des souris n’exprimant pas ce
récepteur. De plus, nous avons fait I'hypothése que nous allions observer une co-localisation
neuronale des récepteurs opioides & et CB; au sein de régions impliquées dans la modulation

de la douleur ainsi que de 'humeur.

Personnellement, j’ai participé en collaboration avec Marion Gaborit au premier objectif
concernant le CBD, en assistant pour la chirurgie et en effectuant ensemble tests
comportementaux et traitements. Pour le second objectif, concernant la co-localisation des
récepteurs, nous avons travaillé ensemble jusqu’'a 'achévement des immunohistochimies,
puis jai analysé seule les images acquises d’encéphales. Cette analyse a été vérifiée et

répliquée par Dominique Massotte.

43



2. Matériels et méthodes

2.1 Démarche expérimentale

Pour répondre au premier objectif, nous avons utilisé le modéle murin du cuff, un
manchon de polyéthylene comprimant le nerf sciatique. Ce modéle, trés utilisé dans ce
laboratoire, entraine une apparition rapide d’allodynie mécanique chez la souris qui persiste
environ trois mois, ainsi qu’'une apparition au bout de quatre et huit semaines respectivement
de comportements de type anxieux et dépressif qui persistent plusieurs semaines (figure 10)
(Benbouzid et al., 2008 ; Yalcin et al., 2011). Cela permet de tester I'effet de traitements

chroniques et d’étudier les comorbidités de la douleur neuropathique.

Figure 10 : Suivi temporel d'apparition des signes cliniques causés par la pose
d'un cuff sur le nerf sciatique de souris (Benbouzid et al., 2008 ; Yalcin et al.,
2011).
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allodynie mécanique

comportements de type dépressif

Plus précisément, cela a consisté a établir une réponse basale a un test évaluant la
sensibilité des souris a un stimulus mécanique (test des filaments de Von Frey), puis de poser
un cuff sur les pattes droites des souris (création d’'un groupe lésé « Cuff » et d’'un groupe
contrble « Sham »). Le choix de cette latéralisation n’a pas de justification physiologique
particuliére, il serait possible de le faire sur la patte gauche. Puis nous avons évalué a nouveau
I'allodynie mécanique sur la patte lésée. A partir de huit semaines (date choisie pour maximiser
les chances d’'observer les comportements recherchés), différents tests ont été effectués (test
de nidification ou nesting ; test d’éclaboussement ou splash ; test d’interaction sociale). En
effet il est préférable d’associer plusieurs tests pour des résultats plus robustes. Ensuite les
souris furent traitées tous les jours avec une solution de CBD ou une solution contréle.

L’évolution de 'allodynie mécanique fut été mesurée un jour sur deux pendant deux semaines.

44



Enfin, pendant la derniere semaine de traitement, les tests de comportements de type anxio-
dépressif furent répétés, avec I'ajout du test de la nage forcée (FST). Ce test n’a pas été répété
car il est trop stressant pour les souris et constitue un point limite de I'étude. Répéter les tests
avant et apres traitement a permis gque chaque souris soit son propre contréle. Ce protocole

est présenté dans la figure 11.

Ce projet a été réalisé sur des souris males et femelles. Bien que ce modéle ait été
développé chez les méales et qu’il est supposé que les femelles soient plus résilientes aux
comportements de type anxio-dépressif, cela n'a pas encore été démontré dans une
publication pour ce modéle, justifiant notre choix d’étudier les deux sexes. De plus, les souris
furent séparées en deux groupes de génotype différent : le premier étant le groupe contréle

(wildtype, WT) et le second étant des souris knock-out (KO) pour le récepteur opioide 8.

Figure 11 : Frise temporelle du programme expérimental pour ['étude
comportementale.
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Pour répondre au second objectif, des souris méles et femelles furent utilisées,
appartenant aux groupes Cuff ou Sham pour mettre en évidence de potentielles différences
de co-localisation en fonction du sexe et induites par la douleur neuropathique. Les étapes du
protocole furent les suivantes : la réponse basale des souris a été testée, la chirurgie réalisée,
puis la sensibilité mécanique évaluée pendant quatre semaines. Au bout de ces quatre
semaines, une fois I'allodynie mécanique installée, les souris furent euthanasiées dans le but

de récupérer leur encéphale.

Pour cela, nous avons injecté tout d’abord un agoniste du récepteur CB,, I'arachidonyl-
2-chloroethylamide (ACEA) et un agoniste du récepteur opioide 8, le SNC80. L’activation de
ces deux récepteurs par leur ligand induit une internalisation de ces récepteurs vers le soma
du neurone. Cette étape permet de s’assurer que les deux récepteurs sont bien co-localisés
au sein d'un méme neurone. Aprés cette injection, les souris furent perfusées avec du
formaldéhyde. Ensuite, des coupes de I’ encéphale furent réalisées au vibratome (des bulbes
olfactifs au tronc cérébral), suivi d’'une immunohistochimie. Enfin, les images furent acquises

en microscopie de fluorescence et analysées. Ce protocole est résumé en figure 12.

Figure 12 : Frise temporelle du programme expérimental pour ['étude
neuroanatomique.
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Cette expérience a également été réalisée sur des souris males et femelles, la moitié étant
Iésée (Cuff) et 'autre moitié étant un groupe contréle (Sham). Cela a permis de déterminer de
potentielles différences d’expression et de co-localisation des récepteurs entre ces deux
conditions. De plus, toutes ces souris étaient génétiguement modifiées pour exprimer le
récepteur opioide ® fusionné avec la protéine fluorescente verte intensifiee (eGFP). Ce choix
a été fait car il n'existe pas d’anticorps spécifique du récepteur opioide & pour

'immunohistochimie.

2.2 Animaux

Les souris utilisées pour ce projet étaient des souris males et femelles génétiguement
modifiées :
- Des souris de génotype sauvage pour les récepteurs opioide d (d-WT) et )

des souris de génotype knock-out (6-KO) de fonds génétique C57BI/6J
Etude

comportementale

ou exprimant le récepteur opioide & en fusion avec la protéine
fluorescente verte intensifiée (6-eGFP knock-in) ou déficiente pour cette
construction (6-eGFP knock-out) de fonds génétique C57BI/6J:
129svPas (50 : 50 %).

- Des souris ayant un fonds génétique C57BI/6J : 129svPas (50 : 50 %) de

Etude

neuroanatomique

génotype d-eGFP knock-in, qui expriment le récepteur opioide & en fusion

avec la protéine fluorescente verte intensifiée (eGFP).

Les souris débutaient le protocole lorsqu’elles atteignaient un age entre six et huit
semaines. Les effectifs ont été gérés de maniére a ce que chaque condition expérimentale
soit & terme représentée par un effectif minimal de six souris pour la partie comportementale
et de quatre souris pour la partie neuroanatomique. Le protocole expérimental de
comportement étant long (12 semaines), les animaux étaient répartis dans le temps en vagues
d’environ 30 animaux selon les naissances et répartis entre les différentes conditions (le détail
du programme expérimental en fonction des groupes est présenté en Annexe 2).

Les souris étaient hébergées dans une animalerie avec un cycle lumineux jour/nuit de 12
heures/12 heures, une température ambiante de 23 °C (+/- 2 °C) et une humidité de 45 % (+/-
5 %). A leur arrivée a 'animalerie, les souris furent habituées a la manipulation pendant 2
séances. Les manipulations furent réalisées en accord avec le protocole expérimental
approuvé par le comité régional d'éthique en matiére d'expérimentation animale de Strasbourg
(CREMEAS) et ont regu 'agrément ministériel APAFIS#23672-2020011418165945 v3.
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2.3 Chirurgie de pose du manchon

Les souris ont été anesthésiées avec un mélange de kétamine (Zolétil®50 ; 50 mg/kg) /
xylazine (Rompun® ; 20 mg/kg) dans du NaCl 0,9 %, administré en intrapéritonéal. L’absence
de réflexe de retrait de la patte fut vérifiée par pincement. Une fois en condition d’asepsie, la
patte postérieure droite fut rasée et une incision cutanée pratiquée au niveau de la cuisse ; a
l'aide de deux cure-dents préalablement stérilisés (autoclave) le tronc commun du nerf
sciatique droit fut dégagé. Un manchon de polyéthylene (longueur 2 mm, diamétre interne 0,38
mm et diamétre externe 1,09 mm) fut posé unilatéralement autour de la branche principale du
nerf sciatique (figure 13 ). La plaie fut ensuite suturée. Les animaux ainsi opérés constituent
le groupe « Cuff ». Les autres animaux ayant subi la méme procédure chirurgicale mais sans

pose du manchon constituent le groupe contréle « Sham ».

Les souris furent ensuite placées sous lampe chauffante pendant la période de réveil. Un
suivi post-opératoire fut mis en place ou furent vérifiés quotidiennement pendant une semaine
le poids des souris (point limite : une perte de poids supérieure a 20 % du poids original) ainsi
que la cicatrisation de la plaie (point limite : une plaie ouverte et infectée) et I'état général des
souris (point limite : abattement, poil piqué, marque de morsures). De plus, le poids et I'état
général furent suivis tout le long de la procédure. Cette procédure a été réalisée par les
ingénieurs de la plateforme comportement, Mélanie Kremer et Quentin Leboulleux, avec mon

aide et celle de Marion Gaborit.

Figure 13 : Photographies des étapes principales de la chirurgie de pose du cuff
(Benbouzid et al., 2008).

2.4  Tests comportementaux

Les tests comportementaux permettant I'évaluation de lallodynie mécanique et les
comportements de type anxio-dépressif sont nombreux. Nous avons choisi les tests en

fonction des critéres suivants : la maitrise technique du test par I'expérimentateur, ainsi que
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I'aspect peu invasif du test pour les souris car nous avions besoin de tests répétables dans la

durée. Des tests trop invasifs et stressants auraient potentiellement compromis les résultats.

2.4.a Evaluation comportementale de la nociception mécanique

Test des filaments de Von Frey

Le test de filaments de Von Frey a été réalisé a partir de la méthode décrite dans
I'article de Yalcin et al. (2014) : les filaments de Von Frey sont des fils en plastique de diamétre
calibré (indiqué en grammes) de 5 cm de long, fixés a des applicateurs. Chez la souris, les
tailles de filaments utilisées vont de 0,16 g a 10 g. Dans le cadre de ce protocole nous avons

utilisé les tailles 0,49 ;0,6 g;19;149;29;49;69et8g.

Les souris furent tout d’'abord habituées a la salle d’expérimentation pendant une
heure. Elles furent ensuite placées sur I'appareil décrit en figure 14 et laissées 15 minutes pour
une phase d’habituation. Ensuite, en commencant par le filament avec le diamétre le plus
faible, ce dernier fut appliqué sur la surface plantaire de la patte arriere non lésée (gauche)
jusqu’a ce que le filament se courbe. Cette action fut répétée trois a cing fois puis
recommenceée avec la patte Iésée (droite). Une fois les deux pattes testées, I'animal suivant
fut testé en alternant aléatoirement la patte testée en premier. La réponse attendue est un
retrait de la patte, un tressaillement ou un léchage de la patte. La réponse est considérée

comme positive si on observe au moins trois réponses attendues sur cing applications.

Figure 14 : Appareil mis en place pour effectuer le test des filaments de Von Frey
(Yalcin et al., 2014).
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Toutes les souris furent testées avec une taille de filament, puis avec un filament de la
taille supérieure, jusqu’a ce que toutes les souris eussent répondu positivement a deux

filaments consécutifs. La valeur du filament avec le plus petit diamétre entre les deux est
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considérée comme le seuil de retrait de la patte, soit le seuil de sensibilité mécanique. Un
abaissement du seuil de la patte |ésée par rapport & la patte non lésée est un signe d’allodynie
mécanique. Sachant que la lecture de la réponse des souris peut étre difficile pour un ceil non
entrainé, dans le cadre de cette thése les tests de Von Frey sont réalisés par les ingénieurs
de la plateforme comportement, Mélanie Kremer et Quentin Leboulleux. Cela nous a en outre
permis d’effectuer ces tests en aveugle car ils ne connaissaient pas les conditions des gro

upes des souris testées.

2.4.b Evaluation comportementale des états de type anxio-dépressif

Test de nidification (nesting)

La construction d’'un nid est un comportement inné tant chez les souris males que chez
les souris femelles. Le test du nesting est souvent utilisé pour évaluer les états de stress et de
mal-étre chez la souris (Jirkof, 2014). C’est un test facile a mettre en place, trés peu stressant

et non invasif pour la souris.

Les souris furent placées dans des cages individuelles pendant une heure pour
I'habituation. Puis un carré de coton fut placé au centre de la cage, entouré de quatre
morceaux de nourriture. Quatre heures plus tard, les souris furent retirées de la cage et une
photo de l'intérieur de la cage fut prise (figure 15.A). La qualité de la fabrication du nid fut
évaluée sur les photographies en aveugle par trois observateurs différents, avec I'attribution
d’un score allant de zéro a quatre (figure 15.B). Une diminution de la qualité de fabrication du
nid est un révélateur de mal-étre (Deacon, 2006).

Figure 15 : Mise en place du test de nesting (A) et méthode d'évaluation de la
qualité de fabrication du nid (B) (Deacon, 2006).
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Test d’éclaboussement (splash)

Le toilettage est également un comportement inné chez les souris. C'est un
comportement orienté vers soi, et une diminution du temps passé a se toiletter suggere un

comportement de type anxio-dépressif (Kremer et al., 2021).

Les souris furent placées dans la salle de test une heure avant pour I'’habituation. Puis
une souris fut placée dans une cage individuelle vide et une solution de 20 % de saccharose
dilué dans de I'eau distillée pulvérisée sur son pelage. Le temps total passé a se toiletter la
téte et le corps furent chronométrés pendant cing minutes puis la souris fut replacée dans sa

cage habituelle (figure 16). La cage de test fut changée entre deux souris.

Figure 16 : Méthode de réalisation du test du splash (Kremer et al., 2021).
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Test d’interaction sociale

L’interaction sociale est également un comportement murin inné et spontané. Une
souris présentant des comportements de type anxio-dépressif aura tendance a moins interagir

avec d’autres individus (Kremer et al., 2021).

Pour mettre cela en évidence, l'interaction entre nos souris fut flmée(appelées souris
« test ») et des souris « naives » auxquelles elles n’avaient jamais été exposées. Ces
derniéres furent appelées « interacteurs ». Pour différencier les deux souris, le jour précédent
la manipulation, la queue des « interacteurs » fut marquée au feutre noir par des traits. Toutes
les souris furent placées dans la salle de test une heure avant pour I'habituation. Puis, comme
décrit en figure 17, une souris « test » fut placée dans une cage propre simultanément avec
un « interacteur » du méme sexe et du méme poids (pour éviter des comportements agressifs
ou des relations de dominance). Immédiatement, une caméra fut déclenchée pour filmer leurs

interactions pendant cing minutes. Cette caméra fut connectée au logiciel ANY-maze
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(Stoelting, UK) qui permet & un observateur de mesurer en temps réel avec un clavier
éthologique certains comportements d’intérét : ici, le temps passé par la souris «test» a
renifler I'« interacteur » (ou sniffing). Ces vidéos étant conservées, d’autres comportements
peuvent potentiellement étre analysés ultérieurement. Apres les cing minutes, les souris furent
remises dans leur cage d’origine et une nouvelle cage fut utilisée pour le couple de souris
suivant. Le temps d’interaction pouvait étre raccourci si une des deux souris exprimait des
comportements d’agression envers l'autre (point limite). Enfin, comme nous n’avions pas
assez de souris « interacteur » par rapport au nombre de souris « test », les « interacteurs »
interagirent avec deux (voire trois exceptionnellement) souris « test ». Nous avons espacé au
maximum dans le temps ces interactions (au moins 30 minutes avant que I'« interacteur » ne
passe une seconde fois). L’association de deux souris « test » et « interacteur » s’est faite au
hasard parmi des groupes de méme sexe et de méme poids. Lors de la répétition de la
manipulation apres le traitement au CBD, nous nous sommes assurées que les souris
rencontrent un « interacteur » différent de la premiére fois.

Figure 17 : Méthode de réalisation du test d'interaction sociale a I'aide du
logiciel éthologique ANY-maze (Faeste et al., 2019).
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Le FST est I'un des tests les plus utilisés pour évaluer I'effet antidépresseur d'un
médicament. Il mesure la résilience d’'un rongeur face a un stress inévitable. Face au stress
d’étre plongé dans de l'eau et de ne pouvoir sortir, la souris va d’abord tenter de s’échapper
en nageant mais va peu a peu s’'immobiliser. Cette immobilisation est interprétée comme un

comportement de désespoir, de résignation face au stress. Ainsi, une augmentation de ce
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temps passé immobile est révélateur de comportements de type dépressif (Yankelevitch-
Yahav et al., 2015 ; Kremer et al., 2021). Ce test est facile & mettre en place et a analyser
mais le stress provoqué chez la souris est treés important. C’est pourquoi c’est le dernier test a

avoir été effectué dans notre étude avant I'euthanasie et il n’a pas été répété.

Un bécher d’une contenance de deux litres fut rempli a 75 % d’eau a une température
comprise entre 24 et 25 °C. La souris fut placée dans I'eau, et immédiatement filmée par une
caméra connectée au logiciel ANY-maze (Stoelting, UK) permettant de mesurer en temps réel
avec le clavier éthologique le temps total passé immobile dans 'eau sur une durée totale de
six minutes (figure 18). Le critére d’'immobilité fut défini dans notre étude comme « flotter sans
mouvements sauf ceux nécessaires pour garder le museau hors de I'eau » (Yankelevitch-
Yahav et al., 2015). La souris fut sortie du bécher, séchée et replacée dans sa cage d’origine
a proximité d’'une lampe chauffante. L’eau du bécher fut changée entre deux souris. Les souris
se noyant (museau sous l'eau pendant cing secondes) furent retirées prématurément du

bécher et le test fut terminé (point limite).

Figure 18 : Méthode de réalisation du test de la nage forcée (FST) a l'aide du
logiciel éthologigue ANY-maze (Yankelevitch-Yahav et al., 2015).
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2.5  Traitement chronique au CBD

Neuf semaines apres la chirurgie et pendant 21 jours, les souris ont recu le matin une
injection intrapéritonéale (i.p.) quotidienne (10 mg/kg soit un volume d’injection de 33 pl/10g)
de CBD ou de solution contr6le. Le CBD en poudre a été dissout dans une solution de NaCl
0,9 % et de 2 % de Tween 80. La solution contrdle ou véhicule est composée uniquement de
NaCl 0,9 % et de 2 % de Tween 80. La latéralisation du site d’injection a été alternée tous les
jours. Les tests comportementaux ont été réalisés entre 45 minutes et une heure aprés les

injections pour respecter la cinétique d’action du CBD.

2.6 Analyse statistique

Les données ont été analysées avec le logiciel GraphPad Prism v 9.1.0 (GraphPad, San
Diego, CA). Les résultats sont présentés sous la forme de moyennes et d’erreurs types a la
moyenne (SEM). La normalité des résultats a été vérifiée avec le test Shapiro-Wilk et les
données du test des filaments de Von Frey ont été analysées par une analyse ANOVA a deux
facteurs (2f) avec mesures répétées suivi d'un test post-hoc de Tukey ou de Sidak. Pour les
données des tests d’évaluation des comportements de type anxio-dépressif, les effectifs
étaient encore trés faibles mais nous avons tout de méme essayé de réaliser des tests t de
Student pour données non appariées et ANOVA a 2f avec mesures répétées pour les tests de
splash et d’interaction sociale ; des tests exacts de Fisher ou des tests de McNemar pour
données appariées pour le test du nesting et enfin une ANOVA a un facteur (1f) sans mesures
répétées pour le FST ; les ANOVAs ont été suivies de tests post-hoc de Tukey ou de Sidak

selon ce qui était recommandé dans le contexte.

2.7  Etude neuroanatomique

L’intérét de cette étude est non seulement de mieux comprendre l'interaction entre CB; et
0 et leur potentielle hétéromérisation mais aussi d’obtenir des données permettant de
cartographier I'expression neuronale du récepteur CB: dans [I' encéphale par
immunohistochimie. Cette cartographie existe déja pour le récepteur opioide & (ainsi que le p)
(Erbs et al., 2015).

Cette manipulation a été effectuée sur des souris de fonds génétique C57BI/6J : 129svPas
(50: 50 %), knock-in &-eGFP. Un groupe de condition Cuff et un groupe de condition
Sham comportaient chacun huit souris males (n = 4) et femelles (n = 4). Au bout de quatre
semaines post-chirurgie, les souris furent isolées de l'animalerie pour I'euthanasie et la

perfusion.
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2.7.a Perfusion et prélevement des encéphales

Avant de pouvoir commencer la perfusion intracardiaque, les souris ont recu une
injection i.p. de SNC80 (agoniste du récepteur &) a 10 mg/kg et d’ACEA (agoniste du récepteur
CB1) a 3 mg/kg respectivement une heure et 30 minutes avant. Elles ont ensuite été injectées
en i.p. avec un mélange de kétamine (Zolétil®50 ; 50 mg/kg) /xylazine (Rompun® ; 20 mg/kg)
dans du NaCl 0,9 %, puis avec du pentobarbital (Euthasol® ; 18 mg/kg) (Centravet, France).
Aprés vérification de I'absence totale de reflexes en pingant les pattes, une perfusion
intracardiaque a été réalisée pendant cing minutes a 20 ml/min avec une solution de
formaldéhyde a 4 % dans du tampon phosphate salin (PBS) (0,1 M; pH 7,4)a 4 °C. Les
encéphales et les moelles épiniéres ont été extraits et post-fixés a 4 °C dans du formaldéhyde

a 4 % pendant 24 heures. Le programme d’injection et de perfusion est présenté en figure 19.

Figure 19 : Frise temporelle de la préparation a la perfusion des souris dans le
but d'extraire leur encéphale et moelle épiniére.
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2.7.b Préparation des coupes d’encéphales : coupes et immunohistochimie

Les encéphales ont ensuite été rincés dans du PBS (0,1 M ; pH 7,4) puis inclus dans
de I'agar (2 %). Des coupes coronales de 30 um d’épaisseur (taille optimale pour l'infiltration
des anticorps) ont ensuite été réalisées au vibratome (Leica, Wetzar, Allemagne) et
récupérées dans du PBS dans des boites de 24 puits. Les coupes flottantes ont été transférées
pendant une heure dans du milieu de blocage composé de PBST (PBS ; Tween 20, 0,2 %) et
de sérum de chevre (1,5 %) et d’ane (1,5 %), sous agitation a température ambiante. Les
coupes ont été incubées dans la solution de blocage en présence d’un anticorps primaire de
lapin anti- CB; (1 : 1000 ; ClonTech-10006590) et d’'un anticorps primaire de poulet anti-GFP
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(1 :1000 ; AVES GFP-1020) pendant une nuit & 4 °C. Trois ringages de 10 minutes ont ensuite
été réalisés dans du PBST puis les coupes ont été incubées dans du PBST en présence d’un
anticorps secondaire de chévre anti-poulet couplé au fluorophore vert AlexaFluor 488 (1 :
2000 ; Molecular Probes — A11039) et d’'un anticorps secondaire d’ane anti-lapin couplé au
fluorophore rouge lointain AlexaFluor 647 (1 : 500 ; Molecular Probes — A31576) pendant deux
heures a température ambiante, sous agitation et a I'abri de la lumiere. Elles ont été rincées
trois fois 10 minutes puis ont été transférées dans du PBS et montées entre lame et lamelle
en milieu MOWIOL® 4-88 (475904, Merck, France) en ajoutant une solution de 4’,6’-diamino-
2-phenylindole (DAPI; 0,5 pg/ml; Roche Diagnostique, Mannheim, Allemagne) pour la
visualisation des noyaux. Cette démarche est représentée dans la figure 20.

Figure 20 : Schéma représentant la préparation des coupes d’encéphales et
I'immunohistochimie réalisée.
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2.7.c Acquisition et analyse des images

L’acquisition des images a été effectuée a un grossissement 40X a I'aide du scanner de
lames NanoZoomer S60 et du module de fluorescence L11600-21 (Hamamatsu Photonics,
Japan) ou au microscope confocal Leica SP5 équipé d’un objectif a immersion 63X (N.A. 1.4).
Les images obtenues a 'aide du scanner de lames ont été analysées avec le logiciel NDP.view
2 Pro (Hamamatsu Photonics, Japan). Chaque coupe a été analysée en identifiant les somas
des neurones exprimant & la fois les récepteurs opioides & (colorés en vert) et les récepteurs
CB: (colorés en blanc). Les différentes régions de I'encéphale ont été identifiées a l'aide de
atlas de Paxinos et Franklin (2012). Une région spécifique a été choisie pour compter le
pourcentage de neurones dans lesquels récepteurs opioides & et CB; étaient co-localisés : le
bulbe rachidien rostral ventromédial (RVM). Il a été défini a partir de I'atlas de I'encéphale de
souris (Bregma -5,5a -6,5; incluant le noyau raphé postérieur avec les noyaux pallidus,
magnus, obscurus et interpositus ; le noyau parapyramidal, la partie alpha du noyau réticulaire
gigantocellulaire et le noyau paragigantocellulaire latéral) (Franklin et Paxinos, 2012 ; Pierre
etal., 2019). Cette région a été choisie pour son rble dans le contréle descendant de la douleur

et son intérét dans le cadre de la douleur neuropathique.

2.8 Création des figures

Toutes les figures ont été réalisées a 'aide du logiciel BioRender (BioRender, 2017), a

part les figures 4, 8, 13 et les figures 21 a 55.
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3. Résultats

Cette thése s’étant inscrite dans un projet de plus grande envergure, les résultats
présentés dans les parties suivantes sont partiels et préliminaires. Toutes les conditions
expérimentales n’étant pas encore a ce jour représentées par des effectifs suffisants pour une
interprétation et analyse statistique solide, nous avons fait le choix de présenter ici les premiers
résultats que nous avons, avec des groupes d’au moins six animaux. Ces résultats et leur

analyse seront a compléter et confirmer par les travaux encore en cours.

3.1 Etude comportementale

3.1.a Résultats du test des filaments de Von Frey

Le seuil de sensibilité mécanique des souris a été mesuré en aveugle par le test des
filaments de Von Frey. Son évolution a été mesurée de facon hebdomadaire, séparée en une
premiére phase pré-chirurgie nommée baseline, une phase post-chirurgie nommeée test et une
derniére phase nommeée traitement ou les souris ont recu soit du CBD soit une solution

contrble dite véhicule (Veh).
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3.1.a.1 Effet de la chirurgie chez les males

La figure 21 représente les résultats des souris males ayant subi la chirurgie de pose
du cuff (courbe rouge) ou la chirurgie sham (courbe bleue), avant qu’ils soient traités au CBD.
Chez les souris Sham, pour la patte gauche (non Iésée) comme la patte droite (Iésée), nous
n’avons pas vu de différence significative dans I'évolution du seuil de sensibilité de chaque
patte (seuils variant entre 3 et 4 g) ni de différence de seuil en comparant les pattes entres
elles. Chez les souris Cuff, le seuil de sensibilité de la patte droite était significativement
inférieur & celui de la patte gauche ainsi que ceux des pattes des souris Sham. De la troisiéme
a la septieme semaine (S3 a S7, seuil variant entrel,4 et 2 g), le seuil de la patte droite était
significativement inférieur a celui de la premiére semaine (baseline 1 ou B1, seuil d’environ 3
g) (ANOVA 2f ; interaction pattes-temps, Fgs, 414)= 7,023 et p < 0,0001 ; effet patte F, 84 =
77,28 et p < 0,0001). Ces résultats montrent qu’'apres la chirurgie, une allodynie mécanique
est apparue au niveau de la patte droite Iésée des souris Cuff, mais pas sur la patte droite des

souris Sham ni sur les pattes gauches des deux groupes.

Figure 21 : Effet de la chirurgie sur le seuil de sensibilité mécanique des pattes
postérieures de souris males.
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Représentation des résultats du test des filaments Von Frey mesurant I'évolution de la force (en g) du stimulus nécessaire pour
induire un retrait de la patte postérieure (patte droite = patte Iésée, patte gauche = patte non lésée) au cours du protocole. La
moyenne * I'erreur type a la moyenne (SEM) est représentée. Les données sont analysées avec un test ANOVA a deux facteurs
(mesures répétées), et un test post-hoc de Tukey.
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3.1.a.2 Effet du génotype chez les males

La figure 22 représente les résultats des souris méales exprimant soit un génotype &-
KO (courbe orange) soit un génotype 6-WT (courbe violette) aprés chirurgie et avant qu’ils ne
soient traités au CBD. Les seuils nociceptifs des pattes gauches n’étaient pas significativement
différents (figure 21) nous avons donc fait le choix de ne représenter que les pattes droites
dans les figures suivantes. Nous avons pu observer que pour les deux génotypes, apres la
chirurgie, il y avait une diminution significative du seuil de sensibilité mécanique par rapport a
la baseline (seuil de 3 g au temps B1 et variant entre 1.4 et 2 g de S3 & S5 pour les 6-WT et
jusqu’a S7 pour les 5-KO). De plus, les seuils des souris 6-KO avant et aprés chirurgie n’étaient
pas significativement différents de ceux des souris 8-WT (ANOVA 2f ; interaction génotype-
temps, Fe, 115 = 2,233 et p = 0,0448 ; effet génotype F ,24)= 1,241 et p = 0,2764 ; effet temps
Fa, 75 = 15,10 et p < 0,0001). Ces résultats montrent qu’aprés la chirurgie, une allodynie
mécanique est apparue au niveau de la patte droite |ésée des souris Cuff sans effet observable

du génotype présent (6-KO ou 6-WT).

Figure 22 : Effet du génotype sur le seuil de sensibilité mécanique des pattes
postérieures droites de souris males.
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Représentation des résultats du test des filaments Von Frey mesurant I'évolution de la force (en g) du stimulus nécessaire pour
induire un retrait de la patte postérieure (patte droite = patte Iésée, patte gauche = patte non lésée) au cours du protocole. La
moyenne * I'erreur type a la moyenne (SEM) est représentée. Les données sont analysées avec un test ANOVA a deux facteurs
(mesures répétées), et un test post-hoc de Tukey.
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3.1.a.3 Effet du CBD chez les males

La figure 23 représente les résultats des souris males des groupes Cuff ayant recu du
CBD et exprimant soit un génotype 8-KO (courbe rouge) soit un génotype &-WT (courbe
violette). On peut observer que le seuil de sensibilité des pattes droite de souris Cuff 8-WT a
diminué de maniére significative pendant la phase test (valeur comprise entre 1,5 et 2 g),
montrant la mise en place de I'allodynie mécanique. Lors de la phase traitement, ce seuil a
augmenté a partir du sixieme jour de traitement (contrairement aux souris 8-KO ou
'augmentation apparait & T13) avec une valeur d’environ 3 g. Le seuil était significativement
plus élevé que celui de la patte Iésée des souris 6-KO (ANOVA 2f ; interaction génotype-
temps, Fs, 36 = 3,6 et p = 0,0085 ; effet génotype F¢,11y= 35,0 et p < 0,0001 ; effet temps F,
290= 3,2 et p = 0,03). Ces résultats suggérent que le récepteur opioide & était nécessaire au
soulagement de l'allodynie mécanique par le CBD. Mais cela reste a confirmer notamment

avec un groupe contréle 5-WT recevant la solution contrdle.

Figure 23 : Effet du traitement au CBD sur le seuil de sensibilité mécanique des
pattes postérieures droites de souris males Cuff de génotype 6-WT ou 8-KO.
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Représentation des résultats du test des filaments Von Frey mesurant I'évolution de la force (en g) du stimulus nécessaire pour
induire un retrait de la patte postérieure (patte droite = patte lIésée, patte gauche = patte non Iésée) au cours du protocole. La
moyenne + I'erreur type a la moyenne (SEM) est représentée. Les données ont été analysées avec un test ANOVA a deux
facteurs (mesures répétées), et un test post-hoc de Tukey. (CBD : cannabidiol)
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La figure 24 représente les résultats des souris méales des groupes Cuff exprimant un
génotype 6-KO et ayant recu soit du CBD (courbe marron) soit la solution contrdle (courbe
verte). Nous avons pu observer que pendant la phase test, le seuil de sensibilité de la patte
Iésée des souris 8-KO Cuff traitées avec du CBD était similaire a celui de la patte |ésée des
souris traitées avec une solution contréle (valeur comprise entre 1,5 et 2 g). Pendant la phase
traitement avec la solution contrdle, ce seuil a augmenté (valeur comprise entre 1,5 et 2,5 g)
de maniére non significative (ANOVA 2f ; interaction traitement-temps, Fgas, 182 = 3,7 et p <
0,0001 ; effet traitement F, 249= 90,3 et p < 0,0001 ; effet temps Fq1,88 = 5,7 et p < 0,0001).
Ces résultats montrent que dans ces groupes-la, une allodynie mécanique s’était mise en
place aprés la chirurgie mais nous n’avons pas pu observer de différence d’effet du traitement

CBD face au Véhicule sur le seuil de sensibilité des souris 8-KO Cuff.

Figure 24 : Effet du traitement sur le seuil de sensibilité mécanique des pattes
postérieures droites de souris males Cuff 8-KO.
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Représentation des résultats du test des filaments Von Frey mesurant I'évolution de la force (en g) du stimulus nécessaire pour
induire un retrait de la patte postérieure (patte droite = patte lIésée, patte gauche = patte non Iésée) au cours du protocole. La
moyenne + I'erreur type a la moyenne (SEM) est représentée. Les données sont analysées avec un test ANOVA & deux facteurs
(mesures répétées), et un test post-hoc de Tukey. (CBD : cannabidiol, Veh : solution véhicule)
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3.1.a.4 Effet de la chirurgie chez les femelles

La figure 25 représente les résultats des souris femelles ayant subi la chirurgie de pose
du cuff (courbe rouge) ou la chirurgie sham (courbe bleue) avant qu’elles soient traitées au
CBD. Chez les souris Sham, pour la patte gauche (non lésée) comme la patte droite (Iésée),
nous n'avons pas vu de différence significative dans I'évolution du seuil de sensibilité de
chaqgue patte (seuils variant entre 2 et 3,5 g) ni de différence de seuil en comparant les pattes
entres elles. Chez les souris Cuff, le seuil de sensibilité de la patte droite était significativement
inférieur a celui de la patte gauche de S3 a S7 ainsi que des pattes des souris Sham de S4 a
S5. De plus, de la troisieme a la cinquiéme semaine (S3 a S5, seuil variant entre 1 et 1,4 g),
le seuil de la patte droite était significativement inférieur a celui de la premiére semaine
(baseline 1 ou B1, seuil d’environ 2,5 g) (ANOVA 2f ; interaction pattes-temps, Fs , 258) =
5,42 et p < 0,0001 ; effet patte F, 2569 = 50,93 et p < 0,0001). En prenant en compte la
différence de taille des échantillons et la variabilité des résultats du groupe Sham, ces résultats
suggérent qu’apres la chirurgie, une allodynie mécanique est apparue au niveau de la patte
droite lésée des souris Cuff, mais ne semblait pas apparaitre sur la patte droite des souris

Sham ni sur les pattes gauches des deux groupes.

Figure 25 : Effet de la chirurgie sur le seuil de sensibilité mécanique des pattes
postérieures de souris femelles.
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Représentation des résultats du test des filaments Von Frey mesurant I'évolution de la force (en g) du stimulus nécessaire pour
induire un retrait de la patte postérieure (patte droite = patte lIésée, patte gauche = patte non Iésée) au cours du protocole. La
moyenne + I'erreur type a la moyenne (SEM) est représentée. Les données ont été analysées avec un test ANOVA a deux
facteurs (mesures répétées), et un test post-hoc de Tukey.
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3.1.a.5 Effet du génotype chez les femelles

La figure 26 représente les résultats des souris femelles exprimant soit un génotype &-
KO (courbe orange) soit un génotype &-WT (courbe violette) aprés chirurgie et avant qu’elles
soient traitétes au CBD. Les seuils nociceptifs des pattes gauches n’étaient pas
significativement différents (figure 21), nous avons donc fait le choix de ne représenter que les
pattes droites dans les figures suivantes. Nous avons pu observer que pour le génotype 6-KO,
apres la chirurgie, il y avait une diminution significative du seuil de sensibilité mécanique par
rapport a la baseline (seuil de 2 g au temps B1 et variant entre 1 et 1,4 g de S3 & S7). Pour le
génotype &-WT, il y avait une diminution du seuil mais elle n’était pas statistiquement
significative (seuil de 2,5 g au temps B1 et variantentre 1 et 1,4 g de S3a S6 et étanta2 g a
S). De plus, les seuils des souris 6-KO avant et aprés chirurgie n’étaient pas significativement
différents de ceux des souris 6-WT (ANOVA 2f ; interaction génotype-temps, Fe,102)= 1,615 et
p = 0,1505 ; effet génotype F( , 102 = 4,55 et p = 0,0353 ; effet temps F , 37y = 13,29 et p <
0,0001). Nous avons donc pu conclure qu’apres la chirurgie, nous n’avons pas observé d’effet

du génotype sur I'allodynie mécanique.

Figure 26 : Effet du génotype sur le seuil de sensibilité mécanique des pattes
postérieures droites de souris femelles.
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Représentation des résultats du test des filaments Von Frey mesurant I'évolution de la force (en g) du stimulus nécessaire pour
induire un retrait de la patte postérieure (patte droite = patte Iésée, patte gauche = patte non Iésée) au cours du protocole. La
moyenne + I'erreur type a la moyenne (SEM) est représentée. Les données ont été analysées avec un test ANOVA a deux
facteurs (mesures répétées), et un test post-hoc de Tukey.
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3.1.a.6 Effet du CBD chez les femelles

N’ayant pas de groupe Véhicule avec des effectifs suffisamment grands pour les
comparer avec les groupes recevant du CBD, nous ne pouvons pas conclure sur I'effet du
CBD sur l'allodynie mécanique chez les femelles par rapport au contréle. La figure 27
représente cependant les résultats des souris femelles des groupes Cuff ayant recu du CBD
et exprimant soit un génotype 8-KO (courbe rouge) soit un génotype &-WT (courbe violette).
On peut observer que le seuil de sensibilité des pattes droite de souris Cuff 8-WT a diminué
de maniére significative jusqu’a la sixiéme semaine de la phase test (valeur comprise entre 1
et 1,4 g), montrant la mise en place de I'allodynie mécanique. Elle a augmenté de maniére
non significative a la septieme semaine. Lors de la phase traitement, ce seuil a augmenté a
partir du premier jour de traitement (contrairement aux souris 8-KO chez lesquelles nous
n'avons pas observé d’augmentation du seuil) avec une valeur qui variait entre 2,5 et 3 g et
n’était pas significativement différente du seuil de B1. Les seuils des pattes Iésées des souris
O-WT étaient significativement plus élevés que ceux de la patte Iésée des souris 8-KO (ANOVA
2f ; interaction génotype-temps, Faz, 146)= 2,931 et p = 0,0011 ; effet génotype Fq 13 = 16,48
et p = 0,0014 ; effet temps F, 31y = 4,43 et p = 0,0144). Ces résultats suggerent que chez les
femelles, le récepteur opioide & serait également nécessaire au soulagement de I'allodynie
mécanique par le CBD (dans I'hypothése ou le CBD aurait un effet par rapport au contréle).
Mais cela reste a confirmer notamment avec des groupes 6-KO et 8-WT recevant la solution
contréle.

Figure 27 : Effet du traitement au CBD sur le seuil de sensibilité mécanique des
pattes postérieures droites de souris femelles Cuff de génotype d-WT ou 6-KO.
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Représentation des résultats du test des filaments Von Frey mesurant I'évolution de la force (en g) du stimulus nécessaire pour
induire un retrait de la patte postérieure (patte droite = patte Iésée, patte gauche = patte non lésée) au cours du protocole. La
moyenne + I'erreur type a la moyenne (SEM) est représentée. Les données ont été analysées avec un test ANOVA a deux

facteurs (mesures répétées), et un test post-hoc de Tukey. (CBD : cannabidiol)

66




Pour résumer, la chirurgie de pose du Cuff a effectivement entrainé chez les
souris l'apparition d’une allodynie mécanique sur les pattes lésées et ce,
indifféremment du sexe ou de la présence ou non du récepteur 6. L’allodynie n’a pas
été soulagée chez les souris males et femelles 5-KO recevant le traitement au CBD. En
revanche, une diminution de I’allodynie a été observée chez les souris 8-WT males et
femelles recevant un traitement au CBD, suggérant la nécessité de I’expression du

récepteur opioide d pour observer I'effet anti-allodynique du CBD.
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3.1.b Résultats du test du splash

Les comportements de type anxio-dépressif ont été évalués par la mesure du temps
de toilettage dans le test du splash (une diminution du temps de toilettage est interprétée
comme un signe de comportements de type anxio-dépressif). Ce paramétre a été évalué une

fois avant le traitement (CBD ou Véhicule) et une fois aprés le traitement.

3.1.b.1 Effet de la chirurgie chez les males

La figure 28 représente les résultats des souris males ayant regu la chirurgie de pose
du cuff (rouge) ou la chirurgie sham (bleu), avant qu'ils soient traités au CBD. Nous avons pu
remarquer que les souris Cuff avaient un temps de toilettage moyen de 87 + 6 secondes. Ce
temps moyen était significativement inférieur a celui des souris Sham (109 + 6 secondes) (test
t de Student non apparié, p = 0,0167). Ces résultats suggérent que la chirurgie semblait
diminuer le temps de toilettage chez les souris méles et donc entrainer un comportement de

type anxio-dépressif.

3.1.b.2 Effet du génotype chez les males

La figure 29 représente les résultats des souris Cuff males exprimant soit un génotype
0-KO (orange) soit un génotype &-WT (violet) apres chirurgie et avant qu'ils soient traités au
CBD. Nous avons pu remarquer que les souris 8-KO Cuff avaient un temps de toilettage
moyen de 84 * 8 secondes. Ce temps moyen était inférieur a celui des souris 6-WT Cuff (92
+ 10 secondes), de maniére statistiguement non significative (test t de Student non apparié, p
= 0,5107). Ces résultats suggerent que le génotype ne semblait pas avoir d’effet observable

sur le temps de toilettage chez les souris males Cuff aprés la chirurgie.

3.1.b.3 Effet du CBD chez les males

La figure 30 représente les résultats des souris Cuff males exprimant soit un génotype
0-KO (vert et rouge) soit un génotype &-WT (violet) avant et aprées traitement au CBD (rouge
et violet) ou a la solution contrdle (vert). Nous avons pu remarquer que pour les trois groupes,
apres traitement, le temps de toilettage augmentait de maniére non significative : les temps
moyens étaient, respectivement avant et apres traitement, de 91 + 15 secondes et de 103 +
10 secondes pour les souris 8-KO Véhicules ; de 79 + 9 secondes et de 89 + 9 secondes pour
les souris 8-KO CBD et de 102 + 10 secondes et de 108 + 8 secondes pour les souris 3-WT
CBD (ANOVA 2f, interaction traitement-temps, F(,20)= 0,07 et p = 0,9306 ; effet traitement F,,
20= 1,92 et p = 0,1726). Ces résultats suggérent que le test du splash n’a pas révélé d’effet

significatif du CBD sur les comportements de type anxio-dépressif chez les males.
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Figure 28 : Effet de la chirurgie sur le temps de toilettage de souris males.
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Figure 29 : Effet du génotype sur le temps de toilettage de souris males.
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Figure 30 : Effet du CBD sur le temps de toilettage de souris méales de génotype
0-KO ou &-WT.
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3.1.b.4 Effet de la chirurgie chez les femelles

La figure 31 représente les résultats des souris femelles ayant subi la chirurgie de pose
du cuff (rouge) ou la chirurgie sham (bleu), avant qu’elles soient traitées au CBD. Nous avons
pu remarquer que les souris Cuff avaient un temps de toilettage moyen de 93 + 7 secondes.
Ce temps moyen était inférieur a celui des souris Sham de maniére non significative (111 + 18
secondes) (test t de Student non apparié, p = 0,2516). Ces résultats suggerent que la chirurgie

ne semblait pas avoir d’effet sur le temps de toilettage chez les souris femelles.

3.1.b.5 Effet du génotype chez les femelles

La figure 32 représente les résultats des souris Cuff femelles de génotype 6-KO
(orange) ou &-WT (violet) aprés chirurgie et avant qu’elles soient traitées au CBD. Nous avons
pu remarquer que les souris 6-KO Cuff avaient un temps de toilettage moyen de 103 = 9
secondes. Ce temps moyen était supérieur a celui des souris 6-WT Cuff (80 £ 7 secondes),
de maniere statistiquement significative (test de Student non apparié, p = 0,025). Ces résultats
suggeérent que le génotype semblait avoir un effet observable sur le temps de toilettage chez
les souris femelles Cuff aprés la chirurgie et que les femelles 8-WT Cuff se toilettaient moins

que les femelles 6-KO Cuff.

3.1.b.6 Effet du CBD chez les femelles

La figure 33 représente les résultats des souris Cuff femelles exprimant soit un
génotype 06-KO (rouge) soit un génotype d-WT (violet) avant et aprés traitement au CBD. Nous
avons pu remarquer que chez les femelles 8-KO Cuff recevant du CBD, le temps moyen de
toilettage diminuait non significativement aprés traitement, passant de 115 + 9 secondes a 90
+ 11 secondes. Les femelles 6-WT Cuff recevant du CBD avaient un temps moyen augmenté
(non significativement) aprés traitement, passant de 80 + 7 secondes a 97 = 5 secondes
(ANOVA 2f, effet traitement F(, 13y= 2,84 et p = 0,1158). Nous n’avons donc pas pu conclure
sur I'effet du CBD chez les femelles dans le contexte du test du splash et des comportements

de type anxio-dépressif associés.

Pour résumer, le test du splash a révélé I'apparition significative de
comportements de type anxio-dépressif chez les souris males Cuff mais pas chez les
souris femelles. Chez les femelles, le génotype 8-WT semblait étre associé a une
augmentation de comportements de type anxio-dépressif et cette association n’a pas
été observée chez les males. Le traitement au CBD n’a pas été associé avec une

modification significative du temps de toilettage.
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Figure 31 : Effet de la chirurgie sur le temps de toilettage de souris femelles.
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Figure 32 : Effet du génotype sur le temps de toilettage de souris femelles.
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Figure 33 : Effet du CBD sur le temps de toilettage de souris femelles de
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3.1.c Résultats du test du nesting
L’état de bien-étre a été évalué en utilisant la qualité de fabrication du nid dans le test
de nesting (un score faible étant le reflet d’'un état de mal-étre). Le score allait de 0 & 4 et nous
avons décidé de qualifier de « nid de bonne qualité » les nids qui avaient recu des scores de
3 ou 4 et de « nid de mauvaise qualité » les nids qui avaient recu des scores de 0 a 2. Ce
parametre a été évalué une fois avant le traitement (CBD ou Véhicule) et une fois aprées le

traitement.

3.1.c.1 Effet de la chirurgie chez les males

La figure 34 représente les résultats des souris males ayant subi la chirurgie de pose
du cuff (droite) ou la chirurgie sham (gauche), avant qu’ils ne soient traités au CBD. Nous
avons pu observer que la proportion des males Sham faisant des nids de bonne qualité était
de 9/15 (60 %), équivalente a celle des méles Cuff qui était de 14/25 (56 %) ; la différence
entre ces pourcentages n’était pas significative (test exact de Fisher, p > 0,9999). Ces résultats
suggerent qu’il ne semblait pas y avoir d’association entre la chirurgie et la qualité de

fabrication du nid chez les méles.

Figure 34 : Effet de la chirurgie sur la qualité de fabrication du nid de souris males.
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Représentation des résultats du test de nesting mesurant le score de qualité du nid des souris. Les pourcentages d’animaux en
fonction du score, ainsi que les pourcentages globaux de la qualité des nids au sein des groupes sont représentées. Les données
sont analysées avec un test exact de Fisher.
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3.1.c.2 Effet du génotype chez les males

La figure 35 représente les résultats des souris males ayant subi la chirurgie de pose
du cuff, de génotype 8-KO (gauche) ou &-WT (droite), avant qu’ils ne soient traités au CBD.
Nous avons pu observer que la proportion des males 6-KO Cuff faisant des nids de bonne
qualité était de 9/15 (60 %), équivalente a celle des méales 8-WT Cuff qui était de 6/11 (55 %)
; la différence entre ces pourcentages n’était pas significative (test exact de Fisher, p > 0,9999).
Ces résultats suggérent qu’il ne semblait pas y avoir d’association entre le génotype et la
gualité de fabrication du nid chez les males.

Figure 35 : Effet du génotype sur la qualité de fabrication du nid de souris males.
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Représentation des résultats du test de nesting mesurant le score de qualité du nid des souris. Les pourcentages d’animaux en

fonction du score, ainsi que les pourcentages globaux de la qualité des nids au sein des groupes sont représentées. Les données
sont analysées avec un test exact de Fisher.
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3.1.c.3 Effet du traitement chez les males

La figure 36 représente les résultats avant et apres traitement des souris méales Cuff
de geénotype 6-KO recevant la solution contréle (A), de génotype 6-KO recevant la solution
CBD (B) et de génotype 6-WT recevant la solution CBD (C). Nous avons pu observer en (A)
que la proportion avant traitement des males 8-KO faisant des nids de bonne qualité était de
5/6 (82 %), supérieure a celle apres traitement qui était de 4/6 (66 %) ; cependant la différence
entre ces pourcentages n’était pas significative (test de McNemar, p > 0,9999). En (B), la
proportion avant traitement des males 6-KO faisant des nids de bonne qualité était de 4/9 (45
%), équivalente a celle aprés traitement qui était de 4/9 (44 %) ; cependant la différence entre
ces pourcentages n’était pas significative (test de McNemar, p > 0,9999). En (C), la proportion
avant traitement des males &-WT faisant des nids de bonne qualité était de 3/8 (37 %),
supérieure a celle apres traitement qui était de 1/8 (13 %) ; cependant la différence entre ces
pourcentages n’était pas significative (test de McNemar, p > 0,9999). Ces résultats suggerent
gu'’il ne semblait pas y avoir d’association entre le traitement au CBD et la qualité de fabrication

du nid chez les méales.

De plus, nous pouvons observer une différence de qualité de nid avant traitement pour
les souris 6-KO Cuff Véhicule (82% de bons nids) et les souris 8-KO Cuff CBD (45% de bons
nids). Or, avant traitement, ces pourcentages devraient étre similaires pour des souris 6-KO
Cuff. Mais comme expliqué dans le matériel et méthode, nous avons utilisé des souris de deux
fonds génétiques différents, et il se trouve que le groupe de souris présenté en (A) est
composé de souris qui avaient un fonds génétique différent de celui du groupe de souris
présenté en (B). Nous avons étudié I'influence de ce parameétre et les résultats sont présentés

dans le chapitre 3.1.f.
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Figure 36 : Effet du traitement sur la qualité de fabrication du nid de souris méales
Cuff et de génotype 6-KO recevant la solution contréle (A), de génotype 6-KO
recevant la solution CBD (B) et de génotype 8-WT recevant la solution CBD (C).
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Représentations des résultats du test de nesting mesurant le score de qualité du nid des souris. Les pourcentages d’animaux

en fonction du score, ainsi que les pourcentages globaux de la qualité des nids au sein des groupes sont représentées. Les
données sont analysées avec un test de McNemar. (CBD = cannabidiol)
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3.1.c.4 Effet de la chirurgie chez les femelles

La figure 37 représente les résultats des souris femelles ayant subi la chirurgie de pose
du cuff (droite) ou la chirurgie sham (gauche), avant qu’elles ne soient traitées au CBD. Nous
avons pu observer que la proportion des femelles Sham faisant des nids de bonne qualité était
de 3/7 (43 %), supérieure a celle des femelles Cuff qui était de 5/18 (28 %) ; cependant la
différence entre ces pourcentages n’était pas significative (test exact de Fisher, p = 0,6396).
Ces résultats suggéerent qu’il ne semblait pas y avoir d’association entre la chirurgie et la
gualité de fabrication du nid chez les femelles.

Figure 37 : Effet de la chirurgie sur la qualité de fabrication du nid de souris
femelles.
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Représentation des résultats du test de nesting mesurant le score de qualité du nid des souris. Les pourcentages d’animaux en

fonction du score, ainsi que les pourcentages globaux de la qualité des nids au sein des groupes sont représentées. Les données
sont analysées avec un test exact de Fisher.
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3.1.c.5 Effet du génotype chez les femelles

La figure 38 représente les résultats des souris femelles ayant subi la chirurgie de pose
du cuff, de génotype 6-KO (gauche) ou &-WT (droite), avant qu’elles soient traitées au CBD.
Nous avons pu observer que la proportion des femelles d-KO Cuff faisant des nids de bonne
qualité était de 1/10 (10 %), inférieure a celle des femelles 8-WT Cuff qui était de 4/8 (50 %),
et les proportions de femelles faisant des nids de mauvaise qualité étaient respectivement
de 9/10 (90 %) et de 4/8 (50 %) ; la différence entre ces pourcentages n’était pas significative
(test exact de Fisher, p = 0,1176). Ces résultats suggérent qu’il ne semblait pas y avoir

d’association entre le génotype et la qualité de fabrication du nid chez les males.

Figure 38: Effet du génotype sur la qualité de fabrication du nid de souris femelles.
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Représentation des résultats du test de nesting mesurant le score de qualité du nid des souris. Les pourcentages d’animaux en
fonction du score, ainsi que les pourcentages globaux de la qualité des nids au sein des groupes sont représentées. Les données
sont analysées avec un test exact de Fisher.
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3.1.c.6 Effet du traitement chez les femelles

La figure 39 représente les résultats avant et aprés traitement des souris femelles Cuff
recevant la solution CBD de génotype 6-KO (A), ou de génotype 6-WT (B). Nous avons pu
observer en (A) que la proportion avant traitement des femelles faisant des nids de bonne
qualité était de 1/7 (14 %), inférieure a celle apres traitement qui était de 0/7 (0 %) ; la
différence entre ces pourcentages n’était pas significative (test de McNemar, p > 0,9999). En
(B), la proportion avant traitement des femelles faisant des nids de bonne qualité était de 4/8
(50 %), inférieure a celle apres traitement qui était de 5/8 (63 %), et les proportions de femelles
faisant des nids de mauvaise qualité étaient respectivement de 4/8 (50 %) et de 3/8 (37 %) ;
la différence entre ces pourcentages n’était pas significative (test de McNemar, p > 0,9999).
Ces résultats suggeérent qu’il ne semblait pas y avoir d’association entre le traitement au CBD

et la qualité de fabrication du nid chez les femelles
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Figure 39 : Effet du traitement sur la qualité de fabrication du nid de souris

femelles Cuff et de génotype 6-KO recevant la solution CBD (A) ou de génotype
O0-WT recevant la solution CBD (B).
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Représentations des résultats du test de nesting mesurant le score de qualité du nid des souris. Les pourcentages d’animaux

en fonction du score, ainsi que les pourcentages globaux de la qualité des nids au sein des groupes sont représentées. Les
données sont analysées avec un test de McNemar. (CBD = cannabidiol)
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3.1.d Résultats du test de I'interaction sociale

Les comportements de type anxio-dépressif ont également été évalués en estimant le
temps de reniflement (ou sniffing) dans un test d’interaction sociale (une diminution du temps
étant associé a une anhédonie, un marqueur de comportement de type anxio-dépressif). Ce
parameétre a été évalué une fois avant le traitement (a la solution CBD ou contrdle) et une fois

apres le traitement.

3.1.d.1 Effet de la chirurgie chez les males

La figure 40 représente les résultats des souris males ayant recu la chirurgie de pose
du cuff (rouge) ou la chirurgie sham (bleu), avant qu'’ils ne soient traités au CBD. Nous avons
observé que le pourcentage moyen de temps de sniffing des souris Cuff (13,7 £ 2 %) était
supérieur a celui des souris Sham (11,5 + 1 %) mais de maniére non statistiquement
significative (test de Student non apparié, p =0,3112). Ces résultats suggérent que la chirurgie

ne semblait pas provoquer de modification significative de I'interaction sociale chez les males.

3.1.d.2 Effet du génotype chez les males

La figure 41 représente les résultats des souris Cuff males exprimant soit un génotype
0-KO (orange) soit un génotype &-WT (violet) apres chirurgie et avant qu’ils ne soient traités
au CBD. Nous avons observé que le pourcentage moyen de temps de sniffing des souris &-
KO (14,7 + 2 %) était supérieur a celui des souris 6-WT (12,2 £ 3 %) mais de maniére non
statistiguement significative (test de Student non apparié, p = 0,4485). Ces résultats suggérent
que le génotype ne semblait pas provoquer de modification significative de I'interaction sociale

chez les méales.

3.1.d.3 Effet du traitement chez les males

La figure 42 représente les résultats des souris Cuff males exprimant soit un génotype
0-KO (vert et rouge) soit un génotype 6-WT (violet) avant et aprés traitement au CBD (rouge
et violet) ou a la solution contrdle (vert). Nous avons observé qu’entre avant et aprées
traitement, le pourcentage moyen de temps de sniffing des souris 8-KO Cuff recevant du
véhicule diminuait (passant de 13,6 + 4 % a 10,7 + 3 %), celui des souris 6-KO Cuff recevant
du CBD restait constant (passant de 15,5 + 2 % a 15,4 + 2 %) et celui des souris 6-WT Cuff
recevant du CBD diminuait (passant de 9,8 £+ 3 % a 5,4 + 1 %). Ces évolutions n’étaient pas
statistiguement significatives (ANOVA 2f, effet traitement F(, 43 = 1,60 et p = 0,2130). Ces
résultats suggérent que le test de I'interaction sociale n’a pas révélé d’effet significatif du CBD

sur les comportements de type anxio-dépressif chez les méles.
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Figure 40 : Effet de la chirurgie sur le temps d’interaction sociale de souris males.
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Figure 41 : Effet du génotype sur le temps d’interaction sociale de souris males.
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Figure 42 : Effet du CBD sur le temps d’interaction sociale de souris males de
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3.1.d.4 Effet de la chirurgie chez les femelles

La figure 43 représente les résultats des souris femelles ayant subi la chirurgie de pose
du cuff (rouge) ou la chirurgie sham (bleu), avant qu’elles ne soient traitées au CBD. Nous
avons observé que le pourcentage moyen de temps de sniffing des souris Cuff (8,9 £ 2 %)
n’était pas différent de celui des souris Sham (8,5,5 = 3 %), la différence de moyenne entre
les deux groupes était non statistiquement significative (test de Student non apparié, p =
0,9165). Ces résultats suggérent que la chirurgie ne semblait pas provoquer de modification

significative de l'interaction sociale chez les femelles.

3.1.d.5 Effet du génotype chez les femelles

La figure 44 représente les résultats des souris Cuff femelles exprimant soit un
génotype 8-KO (orange) soit un génotype 8-WT (violet) aprés chirurgie et avant qu’elles soient
traitées au CBD. Nous avons observé que le pourcentage moyen de temps de sniffing des
souris 8-KO (4,9 + 0,7 %) était significativement inférieur a celui des souris 6-WT (13,9 + 4 %)
(test de Student non apparié, p = 0,0255). Ces résultats suggerent que chez les femelles, les
souris avec le génotype 6-KO sont caractérisées par une interaction sociale moindre par

rapport a celles au génotype 8-WT.

3.1.d.6 Effet du traitement chez les femelles

La figure 45 représente les résultats des souris Cuff femelles exprimant soit un
génotype 06-KO (rouge) soit un génotype d-WT (violet) avant et aprés traitement au CBD. Nous
avons observé qu’entre avant et aprés traitement, le pourcentage moyen de temps de sniffing
des souris 8-KO Cuff recevant du CBD augmentait [égérement (passantde5+1% a6,4+1
%) et celui des souris -WT Cuff recevant du CBD diminuait (passantde 13,9+4 % a 8,1+ 3
%). Ces évolutions n’étaient pas statistiquement significatives (ANOVA 2f, effet traitement F,
13)= 0,87 et p = 0,3666). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus chez les méles. Ces
résultats suggerent que le test de l'interaction sociale n’a pas révélé d’effet significatif du CBD

chez les femelles.

Pour résumer, le test d’interaction sociale n’a pas révélé d’apparition
significative de comportements de type anxio-dépressif chez les souris méles et les
souris femelles Cuff aprés la chirurgie. Nous n’avons pas observé de différence de
comportement entre les méales de génotype WT ou KO, alors que pour les femelles, le
génotype 8-KO semblait associé a une diminution des comportements sociaux Le
traitement au CBD n’a pas été associé avec une modification significative du temps de

sniffing chez les males comme chez les femelles.
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Figure 44 : Effet du génotype sur le temps d’interaction sociale de souris femelles.
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Représentation des résultats du test d’interaction sociale
mesurant le pourcentage de temps passé par une souris
a interagir (sniffing) avec une souris inconnue. La
moyenne + SEM est représentée. Les données ont été

analysées avec un test t de Student non apparié.

Figure 45 : Effet du CBD sur le temps d’interaction sociale de souris femelles de
génotype 8-KO ou d-WT.
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Représentation des résultats du test d’interaction sociale
mesurant le pourcentage de temps passé par une souris a
interagir (sniffing) avec une souris inconnue. La moyenne +
SEM est représentée. Les données ont été analysées avec
un test ANOVA a deux facteurs (mesures répétées), et un
test post-hoc de Tukey. (CBD : cannabidiol)
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3.1.e Résultats du test de la nage forcée (FST)
Les comportements de type dépressif ont été évalués en utilisant la résignation face a
un stress inévitable, modélisée par le temps d’immobilité pendant le test de FST (une
augmentation du temps reflétant un comportement de type dépressif). Ce paramétre n’a été

évalué qu’apres le traitement (a la solution CBD ou contréle).

3.1.e.1 Effet de la chirurgie chez les males

La figure 46 représente les résultats des souris males ayant subi la chirurgie de pose
du cuff (vert et rouge) ou la chirurgie sham (rose et bleu), aprés le traitement au CBD ou avec
la solution contrdle. Nous avons observé que les souris males 6-KO traitées avec la solution
contrble et ayant recgu la chirurgie sham (en rose) avaient un temps moyen d’immobilité de 156
+ 10 secondes, plus élevé que celui les males Cuff ayant recu le méme traitement contrle (en
vert) de 138 = 10 secondes, cette différence n’était pas significative (test de Student non
apparié, p = 0,2251). Les souris méales 6-KO traitées avec le CBD et ayant recu la chirurgie
sham (en bleu) avaient un temps moyen d’immobilité de 116 + 13 secondes, plus élevé que
celui des méles Cuff ayant recu le méme traitement au CBD (rouge) de 102 + 18 secondes,
cette différence n’était pas significative (test de Student non apparié, p = 0,536). Ces résultats
suggérent que la chirurgie ne semblait pas associée avec une modification des

comportements de type dépressifs dans le contexte du FST.

3.1.e.2 Effet du génotype chez les males

La figure 47 représente les résultats des souris Cuff males de génotype 3-KO (rouge)
ou O-WT (violet) aprés chirurgie le traitement au CBD. Nous avons observé gue les souris
males 0-KO Cuff traitées au CBD (en rouge) avaient un temps moyen d’immobilité de 102 +
18 secondes, moins élevé que celui des souris males &-WT Cuff traitées au CBD (en vert) de
145 + 8 secondes, cet écart de moyenne était significativement différent (test de Student non
apparié, p = 0,0488). Ces résultats suggerent que le génotype 8-KO semblait associé a une

diminution des comportements de type dépressif dans ce contexte.

3.1.e.3 Effet du traitement chez les males

La figure 48 représente les résultats des souris Cuff méles de génotype 6-KO aprés
traitement au CBD (rouge) ou a la solution contréle (vert). Nous avons observé que les souris
males 6-KO Cuff traitées au CBD (en rouge) avaient un temps moyen d’immobilité de 102 +
18 secondes, moins élevé que celui des souris méales 5-KO Cuff traitées a la solution controle
(en vert) de 138 + 10 secondes, cet écart de moyenne n’étant pas significativement différent
(test de Student non apparié, p = 0,1442). Nous n’avons donc pas observé d’association entre

le traitement au CBD et les comportements de type dépressif dans ce contexte.
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Figure 46 : Effet de la chirurgie sur le temps d’immobilité de souris males Sham
ou Cuff recevant un traitement au CBD ou a la solution controle dans le FST.
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Représentation des résultats du test de la nage forcée (FST)
mesurant le temps d’'immobilité (en seconde) passé par une
souris au lieu de nager, sur une durée de 6 minutes. La
moyenne + SEM est représentée, les points noirs
représentant les données individuelles des animaux. Les
données ont été analysées avec un test t de Student non
apparié. (CBD : cannabidiol)

Figure 47 : Effet du génotype sur le temps d’immobilité de souris méales Cuff.
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Représentation des résultats du test de la nage forcée (FST)
mesurant le temps d'immobilité (en seconde) passé par une
souris au lieu de nager, sur une durée de 6 minutes. La
moyenne * SEM est représentée, les points noirs
représentant les données individuelles des animaux. Les
données ont été analysées avec un test t de Student non
apparié. (CBD : cannabidiol)

Figure 48 : Effet du traitement sur le temps d’immobilité de souris males.
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Représentation des résultats du test de la nage forcée (FST)
mesurant le temps d'immobilité (en seconde) passé par une
souris au lieu de nager, sur une durée de 6 minutes. La
moyenne + SEM est représentée, les points noirs
représentant les données individuelles des animaux. Les
données ont été analysées avec un test t de Student non
apparié. (CBD : cannabidiol)
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3.1.e.4 Effet du génotype chez les femelles

La figure 49 représente les résultats des souris Cuff femelles de génotype 6-KO (rouge)
ou &-WT (violet) apres chirurgie le traitement au CBD. Nous avons observé que les souris
femelles 6-KO Culff traitées au CBD (en rouge) avaient un temps moyen d’immobilité de 129
+ 20 secondes, plus élevé que celui des souris femelles 8-WT Cuff traitées au CBD (en violet)
de 115 + 23 secondes, cet écart de moyenne n’était pas significativement différent (test de
Student non appari€, p = 0,6765). Nous avons donc pu en conclure que chez les femelles le
génotype ne semblait pas associé a une modification des comportements de type dépressif

dans ce contexte.

Figure 49 : Effet du génotype sur le temps d’'immobilité de souris femelles Cuff.
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qE, données ont été analysées avec un test t de Student non
= apparié. (CBD : cannabidiol)

Pour résumer, le test du FST n’a pas révélé d’apparition significative de
comportements de type dépressif chez les souris méles. Chez les males Cuff, le
génotype 8-KO était associé a des comportements de type dépressifs moins marqués
(contrairement a ce qu’on attendait), mais ce phénoméne n’a pas été observé chez les
femelles. Le traitement au CBD n’a pas été associé a une modification significative du
temps d’immobilité mais il serait intéressant de vérifier son effet chez les souris
n’exprimant pas le récepteur opioide & avec une expérience qui a plus de puissance

statistique.
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3.1.f Effet du fonds génétique sur les résultats des tests comportementaux des

souris mdles.

Parmi les souris utilisées, il y avait des souris de deux fonds génétiques : des souris
« C57 » avec un fonds C57BI/6J et des souris « 50 : 50 » avec un fonds C57BI/6J : 129svPas
(50 : 50 %). Nous avons donc souhaité déterminer la potentielle influence du fonds génétique

sur nos résultats.

3.1.f.1 Test des filaments de Von Frey
La figure 50 représente les résultats de souris males Cuff « C57 » (courbe verte) de
souris males Cuff « 50 : 50 » (courbe bleue). On observe que le seuil de sensibilité des pattes
droites entre elles n’était pas significativement différent (seuils variant entre 1,5 et 2,5 g).
(ANOVA 2f ; effet fonds génétique F(, 24y = 41,5 et p = 0,5484). Ainsi, on peut conclure que
dans ce contexte et pour le groupe male Cuff, nous n’avons pas observé d’association entre

le fonds génétique et le seuil de sensibilité mécanique.

Figure 50 : Effet du fonds géneétique sur le seuil de sensibilité mécanique des

pattes postérieures droites de souris males Cuff.
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Représentation des résultats du test des filaments Von Frey mesurant I'évolution de la force (en g) du stimulus nécessaire pour
induire un retrait de la patte postérieure (Patte droite = patte Iésée) au cours du protocole. La moyenne + SEM est représentée.
Les données ont été analysées avec un test ANOVA a deux facteurs (mesures répétées), et un test post-hoc de Tukey. (C57 :
fonds génétique C57BI/6J ; 50:50 : fonds génétique C57BI/6J : 129svPas)
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3.1.f.2 Test du splash

La figure 51 représente les résultats de souris méles Cuff « C57 » (en vert) et de souris
males Cuff « 50 : 50 » (en bleu). Avant traitement, les souris males Cuff « C57 » avaient un
temps de toilettage de 92 + 9 secondes, et les méles Cuff « 50 : 50 » avaient un temps de
toilettage de 82 + 8 secondes. Apres traitement, les « C57 » avaient un temps de toilettage de
103 £+ 7 secondes et les « 50 : 50 » avaient un temps de toilettage de 82 + 10 secondes. Ainsi
le temps de toilettage des souris « 50 : 50 » était plus faible que celui des « C57 », avant et
aprés traitement mais cette différence n’était pas significative (ANOVA 2f, interaction
traitement — fonds génétique Fu 24y = 0,89 et p = 0,355 ; effet traitement Fu  24)= 0,66 et p =
0,426 ; effet fonds génétique F ,24y= 1,97 et p = 0,173). Ainsi, le fonds génétique ne semblait
pas étre associé a des modifications du temps de toilettage des souris males Cuff.

Figure 51 : Effet du fonds génétique sur le temps de toilettage de souris males
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Représentation des résultats du test du splash mesurant le temps (en secondes) de toilettage total des souris sur une durée de
5 minutes. La moyenne + SEM est représentée, les points noirs représentant les données individuelles des animaux. Les
données ont été analysées avec un test ANOVA a deux facteurs (mesures répétées). (C57 : fond génétique C57BI/6J ; 50:50 :
fond génétique C57BI/6J : 129svPas)
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3.1.f.3 Test du nesting

La figure 52 représente les résultats de souris males Cuff « C57 » (en haut) et de souris
males Cuff « 50 : 50 » (en bas) avant et aprés traitement. Nous avons pu observer que la
proportion des males « C57 » Cuff faisant des nids de bonne qualité avant traitement était de
3/13 (23 %), supérieure a celle observée aprés traitement qui était de 1/13 (8 %), et les
proportions de méles « C57 » Cuff faisant des nids de mauvaise qualité étaient respectivement
de 10/13 (77 %) et de 12/13 (92 %) ; la différence entre ces pourcentages n’était pas
significative (test de McNemar, p = 0,4795). De méme nous avons pu observer que la
proportion des méles « 50 : 50 » Cuff faisant des nids de bonne qualité avant traitement était
de 12/13 (92 %), supérieure a celle observée apres traitement qui était de 9/13 (75 %), et les
proportions de males «50: 50 » Cuff faisant des nids de mauvaise qualité étaient
respectivement de 1/13 (8 %) et de 3/13 (25 %) ; la différence entre ces pourcentages n’était
pas significative (test de McNemar, p = 0,4795). Ces résultats suggerent qu'il n’y avait pas
d’association entre le traitement et la qualité de fabrication du nid chez les souris « C57 »
comme chez les «50: 50 », ce qui est en cohérence avec nos résultats trouvés
précédemment. Cependant, nous avons également observé qu’avant traitement, la proportion
de males Cuff faisant des nids de bonnes qualités des souris «50: 50 » (92 %) était
significativement supérieure a celle chez les souris « C57 » (23 %) et de méme aprés
traitement (75 % contre 8 %) (test exact de Fisher, p = 0,001). Nous en avons donc conclu
gue le fonds génétique « 50 : 50 » était associé a une meilleure qualité de fabrication des

nids.

Nous avons voulu vérifier ce résultat avec le groupe de souris méales 6-KO Cuff
recevant du CBD (figure 53). Nous avons pu observer que 5/5 (100 %) des souris « C57 » &-
KO Cuff faisaient des nids de mauvaise qualité avant et aprés traitement et que 4/4 (100 %)
des souris « 50 : 50 » 6-KO Cuff faisaient des nids de bonne qualité avant et aprés traitement.
De plus, avant et aprés traitement, la proportion de méales 6-KO Cuff faisant des nids de bonne
qualité chez les souris « 50 : 50 » (100 %) était significativement supérieure a celle des souris
« C57 » (0 %) (test exact de Fisher, p = 0,0079). Cela confirme les résultats présentés en

figure 52.

89



Figure 52 : Effet du fonds génétique sur la qualité de fabrication du nid de souris
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Représentations des résultats du test de nesting mesurant le score de qualité du nid des souris. Les pourcentages d’animaux
en fonction du score, ainsi que les pourcentages globaux de la qualité des nids au sein des groupes sont représentées. Les
données sont analysées avec un test de McNemar pour la comparaison des pourcentages avant et apres traitement et avec un
test exact de Fisher pour la comparaison des fonds génétiques entre eux avant traitement puis aprés traitement.

(C57 : fonds génétique C57BI/6J ; 50:50 : fonds génétique C57BI/6J : 129svPas ; CBD : cannabidiol)
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Figure 53 : Effet du fonds génétique sur la qualité de fabrication du nid de souris

males 6-KO Cuff.
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Représentations des résultats du test de nesting mesurant le score de qualité du nid des souris. Les pourcentages d’animaux
en fonction du score, ainsi que les pourcentages globaux de la qualité des nids au sein des groupes sont représentées. Les
données sont analysées avec un test exact de Fisher pour la comparaison des fonds génétiques entre eux avant traitement puis
apres traitement. (C57 : fonds génétique C57BI/6J ; 50:50 : fonds génétiqgue C57BI/6J : 129svPas ; CBD : cannabidiol)
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3.1.f.4 Test de I'interaction sociale

La figure 54.A représente les résultats de la comparaison de méles Cuff de fonds
génétique différents avant et aprés traitement. Avant traitement, les souris males Cuff « C57 »
(en vert) avaient un pourcentage de temps de sniffing moyen de 11,5 + 2 %, inférieur a celui
des males Cuff «50 : 50 » (en bleu, 15,8 + 2%). Cette différence n’était pas significative
(ANOVA 2f (modeéle d’effet mixtes), effet du fonds génétique : p = 0,0086 ; test post-hoc de
Sidak : pavant raitement = 0,239). Apres traitement, ils avaient respectivement des moyennes de
7,7+ 1 % et de 15,3 £ 2 %. Cette différence était significative (ANOVA 2f (modéle d’effet
mixtes), effet du fonds génétique : p = 0,0086 ; test post-hoc de Sidak : papres traitement = 0,028).
Nous avons donc observé une association significative entre le fonds génétique et le temps
d’interaction sociale aprés traitement au CBD. Ainsi les souris C57BI/6J : 129svPas passaient

globalement plus de temps a interagir avec leurs congéneres que les souris C57BI/6J.

Nous avons donc voulu étudier le temps d’interaction sociale de souris méales 6-KO
Cuff CBD en prenant en compte le fonds génétique pour voir si cela modifiait les résultats
(figure 54.B). On peut voir que le pourcentage moyen d’interaction sociale des souris « C57 »
avant traitement (14,3 £ 3 %) était inférieur (de maniére non significative) a celui des souris
«50:50» (17 £ 1 %), et que le pourcentage moyen des souris « C57 » apres traitement (11,4
+ 1 %) était inférieur (de maniere significative) a ceux des souris « 50 : 50 » (20,5 £ 3 %),
(ANOVA 2f, effet fonds génétique F1,7y= 9,2 et p= 0,019 ; test post-hoc de Sidak : pavant traitement
= 0,678 et papres raitement = 0,033). Cela était cohérent avec les résultats trouvés en figure 46.A.
On observe également qu’aprés traitement le pourcentage de temps de sniffing des souris
« C57 » et des souris « 50 : 50 » variaient peu et ces évolutions n’étaient pas statistiquement
significatives (ANOVA 2f, effet traitement Fu ,7)= 0,01 et p = 0,92). Ces résultats suggerent
gue le fonds génétique était associé avec une modification de l'interaction sociale chez les
males Cuff (les souris « 50 : 50 » interagissant plus avec leurs congénéres aprés traitement
au CBD) et il s’agit donc la d’un paramétre qui doit étre pris en compte dans I'analyse des

résultats.
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Figure 54 : Effet du fond génétique sur le temps de toilettage de souris males Cuff (A)

et des souris males du groupe Cuff de génotype 6-KO et recevant un traitement au
CBD (B).
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(sniffing) avec une souris inconnue. La moyenne + SEM est représentée, les points noirs représentant les données individuelles
des animaux. Les données ont été analysées avec un test ANOVA a deux facteurs (mesures répétées) et un test post-hoc de
Sidak. (C57 : fond génétique C57BI/6J ; 50:50 : fond génétique C57BI/6J : 129svPas ; CBD : cannabidiol)
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3.1.f£.5 Test du FST

La figure 55 représente les résultats de la comparaison de méales Cuff de fonds
génétiques différents apres traitement. Nous avons pu observer qu’il n’y avait pas de différence
significative entre le temps moyen d’'immobilité des méales Cuff de fonds génétique « C57 »
(en vert, 121 + 14 secondes) et celui des méles Cuff de fonds génétique « 50 : 50 » (en bleu,
131 + 12), (test t de Student non apparié : p = 0,591) aprés traitement au CBD. Ainsi, le fonds
génétique ne semblait pas avoir d’effet significatif sur le temps d'immobilité des souris males
Culff.

Figure 55 : Effet du fonds génétique sur le temps d’'immobilité de souris males
Cuff traitées au CBD.
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Représentation des résultats du test de la nage forcée (FST) mesurant le temps d’immobilité (en seconde) passé par une souris
au lieu de nager, sur une durée de 6 minutes. La moyenne + SEM est représentée, les points noirs représentant les données
individuelles des animaux. Les données ont été analysées avec un test ANOVA a un facteur. (C57 : fonds génétique C57BI/6J ;
50:50 : fonds génétique C57BI/6J : 129svPas ; CBD : cannabidiol)

Pour résumer, les résultats des tests des filaments de Von Frey, du splash et du
FST ne semblaient pas étre modifiés par des différences de fonds génétique. Par contre,
les souris avec un fonds génétique pur C57BI/6J faisaient des nids de moins bonne
qualité avant et apres traitement et avaient moins d’interactions sociales apres
traitement que les souris de fonds génétique C57BI/6J : 129svPas. C’est donc un
paramétre a prendre en compte et a contréler pour de futurs protocoles

comportementaux dans ce contexte.
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Pour conclure I’analyse des résultats de I’étude comportementale, nous pouvons

dire que :

- la chirurgie de pose du cuff entrainait une allodynie mécanique, et le
soulagement de celle-ci semblait avoir été associé au traitement au CBD uniquement
chez les méles et les femelles exprimant le récepteur opioide 8, suggérant la nécessité

de I'expression du récepteur opioide & pour observer I’effet anti-allodynique du CBD ;

- les tests des comportements de type anxio-dépressif ne semblaient pas révéler
I’apparition de ces signes cliniques chez les souris Cuff avant le traitement a part chez
les males dans le test du splash, et Pexpression du récepteur opioide & ainsi que le
traitement au CBD n’ont pas été associés significativement a des modifications de ces

comportements dans un sens ou dans I'autre ;

- le test du nesting et le test de linteraction sociale semblaient avoir été
influencés par le fonds génétique des souris, avec des souris C57BI/6J :129svPas qui
avaient des nids de meilleure qualité et qui interagissaient plus que leurs congénéres
C57BI/6J.
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3.2 Etude neuroanatomique

Afin de mieux comprendre les interactions entre les récepteurs CB; et & dans un
contexte de douleur neuropathique, nous avons cartographié les structures cérébrales dans
lesquelles ces deux récepteurs sont co-localisés au niveau neuronal par immunohistochimie
chez des souris montrant des signes d’allodynie mécanique a quatre semaines post-chirurgie,
(Cuff, n = 4 méles et 4 femelles) et des souris contrdles (Sham, n = 4 méales et 4 femelles).
Les figures 56.A et 56.B représentent des images de co-localisation neuronale visualisées

dans les encéphales de souris analysés.

Figure 56 : Co-expression neuronale des récepteurs opioide & et CB1 dans un (A)
ou plusieurs (B) neurones du bulbe rachidien rostral ventromeédial.

Noyaux *

Noyaux

Images confocales montrant la co-localisation des deux récepteurs au sein du soma de neurones. Les noyaux sont marqués
a l'aide du DAPI. En (B), les fleches blanches indiquent les neurones coexprimant les récepteurs opioide d et CB; et la fleche

orange désigne un neurone exprimant uniquement le récepteur 8. Merged : superposition des trois images.

Deux encéphales de souris Cuff et deux encéphales de souris Sham (un male et une
femelle a chaque fois) ont été analysés. Une appréciation qualitative de la quantité de
neurones dans lesquels les récepteurs CB; et d étaient co-localisés a été réalisée, en fonction
des différentes structures cérébrales. Nous avons arbitrairement décidé de qualifier la co-
localisation de faible (+, moins de cing neurones dans la structure d’'une coupe), modérée (++,
entre cing a dix neurones) ou élevée (+++, plus de dix neurones). Les résultats exhaustifs sont
présentés en annexe (Annexe 3, tableau supplémentaire 1). Pour plus de clarté, les résultats
présentés en figure 57 et tableau 6 correspondent aux structures cérébrales ou la co-

localisation entre les récepteurs opioides & et CB; était la plus importante.
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Figure 57 : Coupe sagittale d’un encéphale de souris montrant les structures dans lesquelles
la co-localisation neuronale des récepteurs opioide & et CB1 était la plus élevée, ainsi que
la principale fonction cérébrale associée a ces structures.
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effectuée sur deux encéphales Cuff (patte postérieure |ésée) et deux encéphales Sham (patte postérieure non lésée).

Tableau 6 :

cérébrale associée (Franklin et Paxinos, 2012).

Structure cérébrale

Cortex

Cortex piriforme

Prosencéphale

Noyau ventral de la bande diagonale de Broca

Noyau horizontal de la bande diagonale de

Broca
Noyau latéral de la bande diagonale

Noyau septal médial

Zone septale lambdoide
Formation hippocampale
Champs CA1 et 3 de I'hippocampe
Tronc cérébral

Systeme auditif

Noyau cochléaire ventral
Lemnisque latéral

Noyau du corps trapézoide
Noyaux des nerfs craniens
Noyau facial

Oculomoteur

Noyau préposé

Noyau parabrachial pigmenté

Raphé

Noyau du raphé magnus, obscurus, pallidus
Noyau du raphé dorsal

Noyau du raphé médian

Abréviation

pir

VBD
HDB

LDB

MS
Ld

CA1/3
VC
LL
Tz
7N
Pr
PBP
RMg/Ob/Pa

DR
MnR

Structure cérébrale

Noyau duraphé rostromédian

Noyau rouge

Noyau rouge (partie magno- parvocellulaire)
Formation réticulée

Noyau cunéiforme

Noyau  réticulaire du  pont
orale/caudale)

Noyau réticulé parvicellulaire
Noyau gigantocellulaire

Noyau paragigantocellulaire latéral
Tectum

Cortex externe du collicule inférieur
Tegmentum

Noyau réticulotegmental du pont
Noyau tegmental pedonculopontin
Trigéminé

Noyau trigéminé principal/spinal
Vestibulaire

Noyau vestibulaire
supérieur

Cervelet

Noyau latéral (denté) du cervelet
Noyau médial du cervelet

Noyau interposé du cervelet

Autres

Noyaux du pont

Bulbe rachidien rostral ventromédial.

(partie

médial/latéral/spinal/

Liste des abréviations utilisées dans la figure 33 et leur structure

Abréviation
RMnR

RMC/RPC

CnF

PnO/C

PcRtA
Gi
LPGi
ECIC

RtTg
PTg

5m /Pr5/Sp5

M/L/Sp/SuVe

Lat
Med
Int

Pn
RVM
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Parmi ces structures cérébrales, nous avons identifié la RVM, impliquée notamment
dans les voies descendantes de la douleur. Une premiére estimation indiquait que 50 % des
neurones CB1 exprimaient également le récepteur opioide d et qu’environ 30 % des neurones
0 exprimaient le récepteur CB;. Les autres régions incluaient les noyaux du pont, les noyaux
de la bande diagonale de Broca, I'hippocampe, les noyaux du raphé, les noyaux du cervelet,
le noyau rouge (systeme sensorimoteur), ainsi que des noyaux des systemes vestibulaire,
trigéminal et auditif. Lors de cette cartographie, nous n’avons pas observé de différence
marquante entre male et femelle. Les encéphales en attente d’analyse nous permettront de
mieux évaluer une possible influence du sexe sur la co-localisation des récepteurs opioides &
et CBa.

De plus, la plupart des structures ou les récepteurs étaient co-localisés chez les souris
Cuff étaient similaires chez les souris Sham avec quelques exceptions : la zone septale et le
noyau septal, 'hippocampe, le noyau du raphé médian (fonction de mémorisation) et le noyau
réticulé parvicellulaire (fonction motrice) étaient des structures ou la co-localisation était élevée
uniqguement chez les Sham ; le noyau parabrachial pigmenté (fonction de récompense), le
noyau du raphé rostromédian (fonction nociceptive) et le noyau cunéiforme (fonction
sensorielle) étaient des structures ou la co-localisation était élevée uniquement chez les Cuff.
L’analyse des quatre encéphales restants apportera sans doute plus d’information et de

précision sur cette analyse qualitative de la co-localisation des récepteurs opioides & et CB;.
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4. Discussion

4.1. Etude comportementale

4.1.a. Allodynie mécanique

Le premier objectif de cette thése était de déterminer I'effet d’'un traitement
chronique au CBD sur I'allodynie mécanique, et de déterminer la potentielle implication du

récepteur opioide & dans cet effet.

Effet des parametres étudiés sur I'allodynie mécanique

Les premiers résultats obtenus suggeérent que l'allodynie mécanique apparaissait au
niveau des pattes lésées apres la chirurgie, tant pour les méales que pour les femelles. Ce
résultat est cohérent avec ce qui est connu du modéle du Cuff (Benbouzid et al., 2008 ; Yalcin
et al., 2011), mais aussi d’autres modéles de Iésion du nerf sciatique (Jaggi et al., 2011) ou
une allodynie mécanique apparait rapidement et persiste au moins deux mois. llIs suggeéerent
également que I'absence du récepteur opioide & n‘'empéche pas la mise en place de cette
allodynie post-chirurgicale chez les males comme les femelles, ce qui est cohérent avec le fait
que ce récepteur n’est pas impliqué dans la transmission nociceptive mais plutét dans sa
modulation (Abdallah et Gendron, 2018). De plus nos résultats suggéraient de maniére non
statistiguement significative que l'allodynie mécanique tendait a étre plus marquée en
I'absence du récepteur opioide & par rapport au génotype sauvage, ce qui est cohérent avec

ce qui a été décrit dans la littérature (Gavériaux-Ruff et Kieffer, 2011)

Nos résultats suggerent que le traitement chronique au CBD soulageait I'allodynie
mécanique causée par la compression du nerf sciatique chez les males et les femelles
exprimant le récepteur opioide & (6-WT). Ceci est en accord avec la littérature. En effet,
'administration systémique de CBD a diminué I'allodynie mécanique dans un modéle de lésion
partielle du nerf sciatique chez le rat méale (De Gregorio et al., 2019) et le CBD a prévenu
'apparition de I'allodynie mécanique chez des souris femelles traitées avec une molécule de
chimiothérapie (Ward et al., 2011). Néanmoins, Woller et collaborateurs (2015) ont montré que
les femelles pouvaient avoir un soulagement de l'allodynie mécanique plus précoce que les
males, il est donc nécessaire de contrdler nos résultats avec un groupe de males et de

femelles WT recevant la solution controle.
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De plus, I'étude de De Gregorio et collaborateurs ne mentionnent que I'implication des
récepteurs 5HT1A et TRPV1 dans cet effet du CBD. Nos résultats suggérent cependant que
le récepteur opioide & serait également impliqué dans cet effet anti-allodynique car nous
n’avons pas observé de soulagement de I'allodynie mécanique chez les souris de génotype 6-
KO recevant du CBD. Cela va dans le sens d’autres études montrant I'implication de ce
récepteur dans les mécanismes d’actions de molécules anti-allodyniques tels que les
antidépresseurs (duloxetine) ou les béta-mimétiques (formoterol) (Gavériaux-Ruff et Kieffer,
2011 ; Ceredig et al., 2018 ; Ceredig et al., 2020).

Limitations méthodologiques

Ces résultats n’étant que préliminaires, ils sont a relativiser. lls doivent bien entendu
étre confirmés par le reste des groupes contrdles ainsi que des effectifs plus importants. En
effet, il manque particulierement le groupe des souris &-WT recevant la solution contrdle, pour
vérifier si on observe une persistance de l'allodynie mécanique pendant le traitement.
Seulement dans ce cas-la pourrons nous conclure que le CBD a bien un effet anti-allodynique.
Concernant I'aspect technique, ces résultats ayant été obtenus en aveugle par des techniciens
de laboratoire trés habitués au test et a la lecture des réactions des souris, le risque de biais

technique a été réduit.

4.1.b. Comportements de type anxio-dépressif

Le deuxiéme objectif de cette thése était de déterminer I'effet d’'un traitement chronique
au CBD sur les comportements de type anxio-dépressif liés a la douleur neuropathique, et de

déterminer la potentielle implication du récepteur opioide d dans cet effet.

Effet des parametres étudiés sur les comportements de type anxio-dépressif

Les résultats des différents tests réalisés exceptés ceux du splash ne nous permettent
pas de conclure que les souris atteintes de douleur neuropathique ont exprimé les
comportements de type anxio-dépressif attendus aprés la chirurgie. Cela n’est pas en
cohérence avec la littérature, notamment avec les travaux précédents sur le modéle du cuff
de notre laboratoire (Benbouzid et al., 2008 ; Yalcin et al., 2011 ; Kremer et al., 2021), dans
lesquels les tests utilisés dans notre protocole ont montré une apparition de comportements

de type anxio-dépressif associés a une douleur neuropathique.
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De plus, nos résultats préliminaires, avec leurs effectifs limités, n’ont pas montré chez
les males d’association entre la présence ou non du récepteur opioide & et des changements
dans les comportements de type anxio-dépressif. Ceci differe des résultats obtenus dans
I'étude de Filliol et collaborateurs (2000). Cet article a montré que les souris déficientes pour
le récepteur opioide & exprimaient plus de comportements de type anxio-dépressif que les
souris 8-WT, dans les tests de I'elevated plus maze, light-dark box test et du FST. Ce récepteur
estimpliqué dans la fonction de régulation de 'humeur (Pradhan et al., 2011) mais les premiers
résultats de cette thése ne suffisent pas pour pouvoir conclure que ce rble du récepteur opioide

O soit lié¢ aux mécanismes d’action du CBD.

Nos résultats chez les femelles suggerent que le génotype 8-KO était associé a un
temps d’interaction plus faible et a des nids de moins bonne qualité que ceux des 6-WT mais
a un temps de toilettage plus élevé que celui des 5-WT. Néanmoins cela ne nous permet pas
de conclure clairement sur les comportements de type anxio-dépressif chez les souris
femelles. Il est difficile de comparer ces résultats a la littérature car trop peu d’études incluent
des femelles dans les tests réalisés. Il est pourtant communément admis que chez I'humain,
les troubles anxio-dépressifs sont plus fréquents et plus sévéres chez la femme (Cover et al.,
2014). L'utilisation majoritaire de souris males dans les protocoles entraine I'un des plus gros
biais des études précliniques sur 'anxiété et la dépression. Dans les études testant les deux
sexes, le niveau d’anxiété des femelles est généralement plus bas que celui des méles (Lovick
et Zangrossi, 2021). Ces auteurs font I'hypothése que ce niveau est plus bas car les femelles
expriment peut-étre difféeremment leurs états d’anxiété, d’'une maniére qui n’est pas détectée
par les tests comportementaux développés et congus pour les méles. L’influence du cycle
hormonal sur ces tests est également trés débattue. Le probléme réside dans le fait qu’il
n’existe pas encore de méthode uniformément utilisée pour prendre en compte ce parameétre
dans les protocoles anxio-dépressifs. |l est néanmoins essentiel de continuer d’inclure les
femelles dans ces tests pour que le modele animal puisse étre considéré comme valide et

réellement représentatif des troubles psychiatriques humains.

Enfin, nos résultats actuels n’ont pas non plus montré d’association du CBD avec une
variation de comportement de nos souris. De Gregorio et collaborateurs (2019) avaient
pourtant observé un effet anxiolytique du CBD dans un modele de douleur neuropathique chez
le rat (Spared nerve injury), notamment dans le test de I'elevated plus maze ou du novelty-

suppressed feeding test.
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Limitations méthodologiques

Plusieurs hypotheses peuvent expliquer que nous ne puissions pas tirer de conclusions
certaines a propos de nos résultats préliminaires. Déterminer un comportement de type anxio-
dépressif chez la souris n’est pas une tache simple, et il n’existe pas un unique test parfait. Il
faut souvent une combinaison de plusieurs tests pour pouvoir étre confiant dans ses
conclusions. Il existe de nombreux tests a la disposition des chercheurs pour étudier ce type
de comportement. Nous avons fait le choix des tests du nesting, du splash et de l'interaction
sociale parce que ces tests impliqguent des comportements innés de la souris, sont facilement
répétables et ne sont pas les plus stressants. Ce point était important car notre protocole était
long et chaque souris devait passer de nombreux tests. Nous avons fait le choix du FST plutot
gue du test de suspension par la queue pour des raisons éthiques principalement. Une
hypothése est que nos souris n’exprimaient réellement pas de comportements de type anxio-
dépressif ; une autre est que les tests n’ont pas réussi a les révéler ou bien révélaient autre
chose. Par exemple, le test de nesting est généralement considéré comme un révélateur du
mal-étre de l'animal (Jirkof, 2014). Ainsi, la qualité du nid est diminuée chez les animaux
souffrant de douleur postopératoire et s’améliore apreés injection d’analgésiques (Oliver et al.,
2018). Néanmoins, une amélioration du score de nesting chez les méles a également été
observée dans notre équipe dans un protocole d'exposition a la mycotoxine déoxynivalénol,
une molécule induisant entre autres des comportements de type anxio-dépressif (Faeste et
al., 2019). Dans nos conditions, ce test pourrait donc avoir préférentiellement reflété des
comportements différents tels qu’une activité compulsive, comme décrit par Greene-Schlosser
et collaborateurs (2011). Dans le futur, une possibilité sera de tester les souris avec I'elevated
plus maze ou le test de clair-obscur (light-dark box test) et de voir si on observe d’autres

résultats.

Une autre explication a nos résultats non concluants repose sur des facteurs
expérimentaux et environnementaux. En effet les tests de comportement sont trés sensibles
a I'environnement et aux conditions dans lesquels ils sont réalisés. Nos souris n’étaient pas
en cycle inversé. Nous les avons testées au maximum le matin (entre 8h et 11h) mais parfois
la logistique nous en empéchait. Le fait que certains tests aient été réalisés pendant leur phase
habituelle de sommeil peut amener un biais. De plus lors de la période de manipulation, il y a
eu parfois des passages inhabituels au sein de la zone d’animalerie et des salles de tests,
perturbant 'environnement de calme nécessaire et augmentant le stress des souris. Il faut
aussi prendre en compte le biais de I'expérimentateur : comme nous étions deux a réaliser les
tests, malgré les précautions que nous avons prises, cela a pu étre un élément perturbateur.
Nous avons analysé les tests en aveugle lorsque c’était possible (utilisation de vidéos

analysées une fois en direct pendant le test puis a posteriori par quelqu’'un d’autre) mais le
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splash par exemple n’a pas pu étre évalué en aveugle, ce qui apporte un biais supplémentaire.
Enfin, la durée de notre protocole était longue (entre neuf et onze semaines). Or, le modéle
du cuff induit des signes cliniques transitoires qui disparaissent spontanément au bout d’'un
certain temps (figure 11, (Yalcin et al., 2011)). Il se peut que lors de la seconde semaine de
tests pendant le traitement chronique, on soit arrivé a la période ou les signes cliniques sont

réduits.

4.1.c. Effet du fonds génétique

Les circonstances logistiques du laboratoire nous ont conduit a travailler avec des
souris de deux fond génétique différents. Nous avons donc voulu vérifier I'influence de ce
paramétre sur nos résultats. Nous n’avons pas observé de différence de niveau d’allodynie
mécanique entre le fonds « C57 » et le fonds « 50 : 50 ». Pourtant, des études décrivent le
fonds génétiqgue C57 comme plus sensible a la nociception thermique et chimique, mais
comme moins sensible que le fonds 129 a l'allodynie mécanique. De plus, les souris C57
seraient moins sensibles aux molécules analgésiques que les souris 129 (Mogil, 1999 ;
Lariviere et al., 2001). Des études précédentes dans notre laboratoire ont montré un effet anti-
allodynique des antidépresseurs et des béta-mimétiques chez des souris de fonds génétique
« 50 : 50 », justifiant notre choix d’utiliser ce fond génétique dans notre étude (Ceredig et al.,
2018 ; Ceredig et al., 2020).

Nous n’avons pas observé de différence significative de toilettage entre les deux fonds
génétiques, mais la diminution non significative du temps moyen de toilettage des souris « 50 :
50 » tendait a aller dans le sens de I'étude de (Kalueff et Tuohimaa, 2004), qui indique que les
souris 129 montraient une activité de toilettage réduite par rapport aux C57. Néanmoins, nos
résultats suggeérent que les « 50 : 50 » faisaient des meilleurs nids et interagissaient plus que
les « C57 », ce qui laisse penser qu’elles exprimeraient moins de mal-étre et d’anxiété. Cela
contraste avec la littérature qui décrit les souris 129 comme plus anxieuses notamment dans
les test de I'elevated plus maze et du test clair-obscur (Rodgers et al., 2002a ; Rodgers et al.,
2002b). Il est intéressant de noter que dans ces deux études, les souris 129 ont également
montré une résistance aux molécules anxiolytiques. Cette différence de résultat peut peut-étre
s’expliquer par le fait que les souris « 50 : 50 » ne soient pas d’un fonds génétique 129 « pur »
et que leur profil éthologique soit moins typique que les fonds C57 ou 129. En tout cas, le
fonds génétique est un paramétre capital a prendre en compte dans les études

comportementales sur la douleur neuropathique car c’est un facteur de biais.
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4.2 Etude neuroanatomique

Le troisieme objectif de cette these était de cartographier co-localisation neuronale des
récepteurs opioides & et CB; pour identifier les structures cérébrales dans lesquelles ces

récepteurs pourraient s’hétéromériser.
4.2.a Structures et leurs fonctions

Nous avons cartographié la co-localisation neuronale des récepteurs opioides & et CB;
dans I'encéphale de deux souris souffrant de douleur neuropathique. La co-localisation était
particulierement visible dans les noyaux de la bande diagonale de Broca qui servent de relais
bidirectionnel entre le cortex et I'hippocampe, le thalamus, I'’hypothalamus, 'amygdale et le
tronc cérébral (Semba, 2000). La co-localisation neuronale était également importante dans
les structures impliquées dans le systeme auditif, vestibulaire (role dans la posture et
I'équilibre), ainsi que dans le systéme trigéminé, les noyaux du pont et le cervelet, impliqués
dans le contréle sensorimoteur (Watson et al., 2012). De plus, elle était présente dans le noyau
rouge, principalement impliqué dans la posture et la motricité volontaire. Ce dernier recoit de
nombreuses afférences (cortex, cervelet, noyaux du raphé, noyaux parabrachiaux) et émet
des projections rubro-olivaires, rubro-spinales et sur les noyaux précérebelleux (Watson et al.,
2012). Le noyau rouge aurait également une fonction anti-nociceptive car sa stimulation
électrique provoquerait de I'analgésie chez le rat (Peschanski et Mantyh, 1983 ; Kumar et al.,
1995), et le facteur de croissance transformant béta (TGF-B) jouerait un role a la fois pro et
anti-nociceptif dans ce noyau (Wang et al., 2015). Quant au noyau parabrachial pigmenté, il
joue notamment un rdle dans la nociception et dans le systéme de la récompense (Yamamoto
et al., 2009). Enfin, une autre structure d’intérét était le noyau du raphé dorsal, au centre du
systéme sérotoninergique et jouant un rdle important dans la régulation de I'humeur
(notamment I'anxiété et la dépression) (Michelsen et al., 2007 ; Huang et al., 2019) ; le fait que
nos deux récepteurs d’intérét colocalisent dans cette région serait peut-étre associé a leurs
éventuelles fonctions anxiolytique et antidépressive.

La co-localisation neuronale des récepteurs CB; et opioide & était particulierement
abondante dans le noyau gigantocellulaire et les noyaux du raphé postérieur de la RVM. Cette
région est impliquée dans le contrdle descendant de la douleur. Elle recoit des afférences de
l'aire grise périaqueducale, du thalamus, du noyau parabrachial et du locus coeruleus et
envoie des efférences au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere (Ossipov et al.,
2014). La RVM module positivement ou négativement la douleur, via respectivement une

activité sérotoninergique et noradrénergique. De plus, la libération de peptides opioides
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endogenes (B-endorphine et met-enképhaline) dans cette région supprime [allodynie
mécanique en conditions neuropathiques (De Felice et al., 2011 ; Stagg et al., 2011).

En résumé, les récepteurs CB; et opioide & étaient colocalisés dans des régions
impliquées dans des fonctions sensorielles, liées a la régulation de I'équilibre et de la motricite,
ainsi que dans des fonctions nociceptives et émotionnelles. Nos résultats de cartographie ont
identifié par exemple les hoyaux de la zone septale, les noyaux latéral, médial et interposé du
cervelet ou encore des noyaux spécifigues des structures tegmentales, trigéminées et
vestibulaire du tronc cérébral. Ces résultats concordent avec I'étude de Bushlin et
collaborateurs (2012), qui ont identifié des hétéromeres 6-CB; chez des rats atteints de
douleur neuropathique dans le cervelet, I'hypothalamus et le tronc cérébral a I'aide d’anticorps
spécifiqgues. Nous avons retrouvé ces mémes régions ainsi que d’autres structures de
I'encéphale. Ces différences peuvent s’expliquer par le fait que les auteurs ont étudié moins
de régions mais ont vérifié la présence d’hétéromeéres, alors que notre cartographie est plus
étendue mais nous n’avons vérifié que la co-localisation. Par la suite nous devrons également
vérifier la co-localisation des récepteurs dans la corne dorsale de la moelle épiniére ou Sierra
et collaborateurs (2019) ont détecté I'’hétéromérisation des récepteurs opioides & et CB; chez
la souris en conditions neuropathiques. Nous devrons vérifier I'hétéromérisation des
récepteurs (par un test de liaison de proximité (PLA) par exemple).

4.2.b Effet de la chirurgie et du sexe

Nous n’avons pas détecté de différence males et femelles pour l'instant ; et la plupart
des régions trouvées chez les Cuff étaient similaires a celles identifiées chez les Sham, a
I'exception par exemple du noyau parabrachial pigmenté ou la co-localisation n’était visible
qgue chez les Cuff et I'hippocampe ou la co-localisation était principalement visible chez les
Sham. Il faudra attendre I'analyse des quatre cerveaux restant pour voir si d’autres différences
émergent. De plus, les cerveaux ayant été récoltés quatre semaines aprées la chirurgie, tous
les comportements de type anxio-dépressif n‘ont pas eu le temps d’apparaitre. Il serait
intéressant de voir s’il y a des différences dans des cerveaux fixés huit semaines apres la

chirurgie, notamment dans les structures impliquées dans les troubles du comportement.
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4.2.c Limitations méthodologiques

Nous avons analysé des encéphales entre males et femelles, ainsi que Sham et Cuff
dans le but d’identifier des différences de co-localisation. Tout d’abord, le signal fluorescent
associé aux CB; était d’intensité variable selon les régions : essentiellement présynpatique et
trés visible dans le cortex ou I'hippocampe , il était beaucoup plus faible dans le cerveau
postétieur rendant difficile I'identification des neurones positifs. De plus, I'objectif était de faire
une cartographie compléte allant des bulbes olfactifs a la fin du tronc cérébral et du cervelet.
Sur un encéphale individuel, il se peut qu’une structure n’ait pas été visible sur les coupes. La
réplication de I'analyse sur huit encéphales en tout devrait réduire ce biais. Enfin, I'étude se
poursuit déja par la quantification dans I'hippocampe et la RVM du nombre de neurones co-

localisant les deux récepteurs.
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Conclusion

Ce travail de thése vétérinaire aura donc permis d’apporter des éléments de réponses

préliminaires aux objectifs de notre projet.

En effet, concernant l'effet d’'un traitement chronique au CBD sur la douleur
neuropathique, on a vu que chez des souris exprimant le récepteur opioide 8, le seuil de
sensibilité mécanique (représentatif de I'allodynie mécanique) est passé d’un seuil bas apres
Iésion du nerf sciatique (retrait de la patte aprés un stimulus de 1,4 g) a un seuil plus élevé
(environ 3 g), similaire & celui des pattes non lésées, a partir de quatre jours de traitement
guotidien au CBD. Cette augmentation du seuil n’était pas visible chez les souris n’exprimant
pas le récepteur opioide 8. Cela suggere une nécessité de la présence de ce récepteur pour
I'action antinociceptive du CBD. Par contre, les tests comportementaux évaluant les états de
type anxio-dépressif n‘ont pas été concluants. lls n'ont pas révélé d’apparition des signes
cliniques recherchés et le traitement au CBD n’a pas été associé significativement a des

variations de comportements.

La suite de ce projet prévoit de poursuivre les manipulations et les analyses pour les
groupes contrdles restants. L’implication des récepteurs opioides & centraux ou périphériques
dans la réponse antinociceptive sera déterminée en les bloquant par un traitement préalable
avec l'antagoniste naloxone méthiodide, qui ne passe pas la barriere hématoencéphalique.
Les travaux antérieurs du laboratoire ont en effet montré dans notre modéle que I'effet
antinociceptif des antidépresseurs (duloxétine) ou des béta-mimétiques (formotérol) implique
exclusivement les récepteurs opioides & périphériques (Gavériaux-Ruff et Kieffer, 2011 ;
Ceredig et al., 2018 ; Ceredig et al., 2020). Enfin dans un projet futur, il serait intéressant de
vérifier I'effet anxiolytique du CBD avec les tests du champ ouvert, de clair-obscur ou du

labyrinthe en croix surélevé.

Deuxiémement, la cartographie de la co-localisation neuronale des récepteurs opioides
0 et CB1a révélé la présence de cette co-localisation au sein de régions impliquées dans des
fonctions sensorielles, liées a la régulation de I'équilibre et de la motricité, ainsi que dans des
fonctions nociceptives et émotionnelles. Cette co-localisation dans des régions d’intérét pour
les signes cliniques de la douleur neuropathique est prometteuse pour I'étude des
hétéroméres et du CBD en tant que cible thérapeutique. Leur présence devra maintenant étre
confirmée et leur inactivation dans des structures cérébrales spécifiques que nous avons
identifiées nous permettra de mieux comprendre les phénomeénes qui se mettent en place en

cas de douleur neuropathique et ses comorbidités.
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Notre étude se poursuivra donc par I'analyse des encéphales restants. Notre analyse
gualitative pourra étre complétée par une quantification des neurones co-exprimant les
récepteurs dans les régions d’intérét telles que la RVM et par l'identification de la nature de
ces neurones a l'aide de marqueurs neuronaux. L’interaction physique entre les deux
récepteurs, parametre nécessaire a I'hétéromérisation, devra également étre confirmée
notamment par co-immunoprécipitation ou PLA. Enfin, nous pourrons déterminer la co-
localisation et l'interaction des récepteurs opioides & et CB; dans la moelle épiniére et les
ganglions spinaux pour creuser I’hypothése du réle des récepteurs périphériques. Pour finir,
je ne m’attendais pas au niveau important de co-localisation des deux récepteurs dans de
nombreuses structures a fonction sensorimotrice. Notre modéle induisant une Iésion nerveuse
chronique sur une patte postérieure, un autre axe de recherche intéressant serait de
déterminer si cette co-localisation 8-CB: est modifiée dans les structures cérébrales
sensorimotrices des souris neuropathiques, et si cela se reflete concrétement par des

changements du contrble de la motricité.
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Annexe 1

(Schémas personnels)

Annexe 1.1 : Schéma présentant le principe de la technique de co-
immunoprécipitation.

Co-immunoprecipitation

) ® ® ® ®

Lysat cellulaire Complexe Complexe Complexe Visualisation
(protéines totales) antigéne-anticorps antigéne-anticorps-billes antigéne-anticorps-billes (Western blot)
(avec d'autres protgines) (sans autres protéines)
LN % Y L]
A ()

Ajout d'anticorps
et incubation

Ajout de billes de
protéine A/G

Ringage et
élution

Protéines
d'intérét

Annexe 1.2 : Shéma présentant le principe de la technique de transfert d'énergie
par résonance de fluorescence (Fluorescence Resonance Energy Transfer -
FRET).

Fluorophore "Donneur” :
. Cyan Fluorescent Protein

Transfert d'énergie par

résonance de fluorescence © Flsorophore Recereur
(F R ET) Yellow Fitorescent Protein
Absorption Emission Absorption Emission
\ : / \ FRET

v P

~_ 7 A4

Distance Proximité physique
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Annexe 1.3 : Schéma présentant le principe de la technique de test de liaison de

proximité (Proximity Ligation Assay - PLA).

Test de liaison de proximité

(PLA)
Fixation des anticorps La proximité physique des LADN-polymérase (e)
fusionnés a des sondes protéines permet amplifie par un "cercle
d'oligonucléotides (a) sur les I'hybridaticn d'oligoméres roulant" la duplication
protéines d'intérét (b) connecteurs (c) sur les d’ADN de la sonde
sondes. (Rolling Circle
L'ADN-ligase (d) lie les Amplification)

connecteurs entre eux.
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Annexe 2

Annexe 2.1 : Programme expérimental effectué sur les différentes groupes de
souris en fonction des mois de 'année 2021.

Programme Expérimental

Février Mars Avril Mai Juin Juillet

Semaines

Le détail de la composition des groupes est présenté dans la figure supplémentaire 5.
Baseline : établissement de la réponse basale des souris au test des filaments de Von
Frey. Chirurgie : pose du cuff. Von Frey : test des filaments de Von Frey réalisé une
fois par semaine puis un jour sur deux pendant le traitement. Traitement : traitement
guotidien au CBD (10 mg/kg) ou a une solution contréle (véhicule). Tests AD : tests des
comportements de type anxio-dépressif (nesting, splash, interaction sociale, test de la

nage forcée (FST)).
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Annexe 2.2 : Détail de la composition des groupes de souris dans chaque groupe
d’animaux en fonction des conditions expérimentales.

Ccower Y cower I coves

cuff

uff

Ci

e

8-WT : souris exprimant le récepteur opioide &. 8-KO : souris n’exprimant pas le récepteur
opioide 8. Sham : pendant la chirurgie, souris ayant eu le nerf sciatique mis a nu sans
pose d’un cuff. Cuff : pendant la chirurgie, souris ayant eu le nerf sciatique comprimé par
la pose d’un cuff. Véhicule : groupe de souris ayant recu comme traitement une solution
contrdle. CBD : groupe de souris ayant regu comme traitement une solution de CBD (10
mg/kg). n : effectif des groupes.
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Annexe 3

Annexe 3 : Structures cérébrales dans lesquelles les récepteurs opioide & et CBi sont co-
localisés au sein des neurones (Franklin et Paxinos, 2012).

Co-localisation faible (+, moins de 5 neurones dans la structure d’une coupe), modérée (++, entre 5 a 10 neurones) et élevée (+++,
plus de 10 neurones) ; Cuff : groupe avec la patte postérieure droite Iésée ; Sham : groupe avec la patte postérieure droite non lésée.

Co-localisation &

Structure cérébrale Abréviation et CB1
Cuff Sham

Cortex cérébral

Aire motrice 2 M2 +

Cortex piriforme pir +

Cortex insulaire granulaire et dysgranulaire GI/DI +

Télencéphale basal

Noyau de la bande diagonale, branche verticale VBD +++ +

Noyau de la bande diagonale, branche horizontale HDB +++ +

Noyau latéral de la bande diagonale LDB +++ +

Noyau septal médial MS +

Zone septale lambdoide Ld +

Amygdale étendue

Noyau interstitiel de la branche postérieure de la commissure antérieure IPAC +

Formation hippocampale

Champs CA1 de I'hippocampe, couche lacunosul moleculare CA1 Imol +

Champs CA3 de I'hippocampe couche lacunosul moleculare et oriens CA3 Imol/or + ++

Thalamus ventral

Noyau thalamique réticulaire Rt ++

Hypothalamus

Noyaux mamillaires latéral, médial et retromamillaire L/RIMM ++

Aire hypothalamique latérale LH ++

Noyau hypothalamique périventriculaire Pe +

Cervelet

Noyau latéral (denté) du cervelet Lat +++ +

Noyau interposé du cervelet Int +

Noyau médial du cervelet Med +++ +

Tronc cérébral

Systéme auditif

Noyau périolivaire médioventral/latéroventral MV/LV/PO +++

Noyau paraolivaire supérieur SPO ++

Noyau intermédiaire/ventral du lemnisque latéral I/VLL +++ ++

Noyau paralemniscal PL ++

Noyau du corps trapézoide Tz +++ +

Noyau cochléaire ventral antérieur VCA ++ ++

Noyaux des nerfs craniens

Noyau facial 7N ++ ++

Sous-noyau dorsal du noyau facial 7D ++

Racine du nerf vestibulocochléaire 8N +

Noyau interpédonculaire IP ++

Oculomoteur

Noyau oculomoteur 3N ++

Noyau paratrochléaire Pa4 +

Noyau préposé Pr + +
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Annexe 3 (suite) : Structures cérébrales dans lesquelles les récepteurs opioide ® et CB; sont
co-localisés au sein des neurones (Franklin et Paxinos, 2012).

Co-localisation &

Structure cérébrale Abréviation
et CB1

Cuff Sham

Aire grise périaqueducale
Aire grise périaqueducale ventrolatérale VLPAG +

Noyau parabrachial

Noyau parabrachial médian MPB ++

Raphé

Noyau du raphé magnus, obscurus RMg/Ob +++ +/+
Noyau du raphé pallidus, interpositus RPa/lp ++ +

Partie caudale/dorsale du noyau du raphé dorsal DRC/D +++ +

Noyau du raphé médian MnR ++
Noyau raphé rostromédian RMnR ++

Noyau rouge

Noyau rouge partie magno/parvocellulaire RMC/RPC +++ +

Formation réticulée

Noyau (pré)cunéiforme (Pr)CnF +

Noyau réticulaire du pont (partie orale et caudale) PnO/C ++++ ++
Noyau réticulaire parvicellulaire PcRtA +
Noyau réticulaire latéral LRt +
Noyau réticulaire médullaire, partie ventrale MdV +
Noyau gigantocellulaire (partie alpha) Gi(A) +++ +
Noyau paragigantocellulaire latéral LPGi +
Tectum

Noyau prétectal antérieur APT +

Noyau prétectal médial MPT +
Couche intermédiaire grise/blanche du collicule supérieur InG/Wh +

Couche profonde grise du collicule supérieur DpG +

Cortex externe du collicule inférieur ECIC + +
Noyau subbrachial SubB ++

Tegmentum

Noyaux tegmentaux antérieur et ventral ANTg +++

Noyau tegmental latérodorsal LDTg +
Noyau réticulotegmental du pons RtTg +++ ++
Noyau tegmental microcellulaire MiTg ++

Noyau tegmental pedonculopontin PTg +
Aire tegmentale dorsomédiale DMTg +

Trigéminé

Noyau mésencéphalique trigéminé Me5 +++ +
Noyau trigéminé principal/partie dorsomédiale Pr5/Pr5DM + +/+
Noyau trigéminé spinal/partie dorsomédiale Sp5/Sp5DM ++ +/[+
Noyau trigéminé interfasciculaire IF5 +
Vestibulaire

Noyau vestibulaire médial magno/parvocellulaire MVeMC/PC ++/++ ++
Noyau vestibulaire supérieur SuVe +++ +
Noyau vestibulaire spinal SpVe +
Noyau vestibulaire latéral LVe +
Autres

Noyaux du pont Pn +++ +
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IMPACT DU CANNABIDIOL SUR LA DOULEUR NEUROPATHIQUE
ET LES SIGNES CLINIQUES DE TYPE ANXIO-DEPRESSIF CHEZ LA
SOURIS

AUTEUR : Coline SAGOT
RESUME :

La douleur neuropathique est définie comme une douleur persistante causée par une lésion
ou une maladie du systeme somatosensoriel. Elle est associée a de nombreuses comorbidités
telles que des troubles anxio-dépressifs. Les traitements de premiéere ligne échouant chez 15
a 20 % des patients a cause des effets indésirables, la recherche de traitements alternatifs est
donc essentielle.

L e cannabidiol (CBD) posséde des propriétés analgésiques, anxiolytiques et antidépressives,
mais ses mécanismes d’actions ne sont pas tous élucidés. Dans ce contexte, cette thése
vétérinaire s’inscrit dans le projet de thése universitaire de Marion Gaborit, avec deux objectifs.
Le premier est de déterminer si le récepteur opioide & est nécessaire a I'observation de ces
propriétés chez la souris souffrant de douleur neuropathique (modéle de compression du nerf
sciatique) en utilisant des souris males et femelles génétiguement modifiées pour exprimer ou
non ce récepteur. Des tests comportementaux furent réalisés pour mesurer l'allodynie
mécanique et les comportements de type anxio-dépressif. Le second objectif était de
cartographier par immunohistochimie la co-localisation neuronale des récepteurs opioide o et
cannabinoide CB; dans des cerveaux de souris neuropathiques afin de mieux comprendre
leurs interactions fonctionnelles dans ce contexte neuropathique.

Nos résultats préliminaires chez les males suggérent que l'effet analgésique du CBD
nécessiterait le récepteur opioide d car I'effet n’était pas observable en son absence. Nous ne
pouvons conclure a ce jour sur I effet du CBD sur les comportements de type anxio-dépressif.
Enfin, nous avons observé une co-localisation des récepteurs opioides & et cannabinoide CB:
au sein notamment de la moelle rostrale ventromédiale (RVM), une structure impliquée dans
la modulation descendante de la douleur, et du noyau dorsal du raphé impliqué dans la
régulation de 'humeur.
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IMPACT OF CANNABIDIOL ON NEUROPATHIC PAIN AND
ANXIODEPRESSIVE-LIKE SYMPTOMS IN MICE

AUTHOR: Coline SAGOT
SUMMARY:

Neuropathic pain is defined as a long-lasting pain caused by an injury or a disease of the
somatosensory system. It is associated with numerous comorbidities such as anxiety and
depressive disorders. First-line treatments fail in 15-20 % of patients due to adverse effects,
so the search for alternative treatments is essential.

Cannabidiol (CBD) has analgesic, anxiolytic and antidepressant properties, but the
mechanisms of action are not fully elucidated. In this context, this veterinary thesis is part of
Marion Gaborit's university thesis, a project with two objectives. The first goal was to determine
whether the &-opioid receptor is required to observe these properties in mice suffering from
neuropathic pain (sciatic nerve compression model) using genetically modified male and
female mice expressing this receptor or not. Behavioral tests were performed to measure
mechanical allodynia and anxio-depressive-like behaviors. The second goal was to map by
immunohistochemistry the neuronal co-localization of the &-opioid and CB;-cannabinoid
receptors in neuropathic mouse brains. This will provide a better understanding of their
functional interactions in the neuropathic context.

Our preliminary results in males suggest that the analgesic effect of CBD requires the &-opioid
receptor because the effect was not observable in its absence. For now, we cannot conclude
whether CBD has an effect on anxio-depressive-like behaviors or not. Finally, we observed co-
localized & and CB; receptors in the rostral ventromedial medulla (RVM), a structure involved
in the descending modulation of pain, and in the dorsal raphe nucleus, involved in mood
regulation.
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