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Inflammation

et douleur:
thérapie génique
> Récemment, plusieurs équipes ont montré I'in- expérimentale

térét potentiel des transferts de genes, a I'aide Alice Meunier, Joao Braz, Frangois Cesselin,
Michel Hamon, Michel Pohl

de divers vecteurs, dans des modeles animaux de
douleurs chroniques. Le transfert de genes
codant pour des précurseurs de peptides opioides
endogénes, conduisant a la production - dans la
moelle épiniere ou les neurones sensoriels pri-
maires - de grandes quantités de peptides phy-
siologiquement actifs qui en dérivent, se traduit
par une diminution marquée des douleurs chro-
niques d’origine inflammatoire ou neurologique.
D’autres molécules, comme les cytokines, impli-
quées dans I'induction ou la persistance des dou-

leurs, représentent des cibles potentielles de ces
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approches. Bien que des progres importants aient
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été réalisés dans le développement des vecteurs RN
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utilisés, leur innocuité reste a démontrer chez gendse et le transfert  Pitié-Salpétridre,

’homme avant d’envisager la thérapie génique des messages nocicep- 91, boulevard de I’Hépital,
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maires), que la corne dorsale de la moelle épiniére, ol ces
neurones établissent leurs premiers relais synaptiques, et
certaines structures cérébrales (Figure 1).

Médiateurs chimiques et douleur

I 1 . _ Un grand nombre de médiateurs chimiques jouent un

role dans I'induction, la transmission et la modulation
des messages nociceptifs. Lors d’une inflammation péri-
phérique, des molécules synthétisées et libérées dans le
foyer inflammatoire, comme les prostaglandines, la bra-
dykinine, la sérotonine, certaines cytokines et le NGF
La douleur aigué, douleur-symptdme, peut étre consi-  (nerve growth factor), agissent directement sur les ter-
dérée par le clinicien (et percue par I'organisme) comme  minaisons des neurones sensoriels primaires pour les
un signal d’alarme utile. €n revanche, la douleur chro-  stimuler, les sensibiliser a I’action d’autres molécules,
nique, douleur-maladie, persistant au cours du temps, ou encore modifier leur phénotype. C’est ainsi que I'ex-
ne peut étre simplement assimilée a une douleur aigué pression de nombreux neuropeptides tels que la sub-
qui perdure. lle est associée a de profondes altérations  stance P (SP), le CGRP (calcitonin gene-related pep-
des systémes neuronaux impliqués dans le traitement de ~ tide), les peptides opioides ou la galanine, est altérée
Pinformation nociceptive'. Ces changements affectent au sein méme de ces neurones et/ou dans des neurones
aussi bien les premiers maillons intervenant dans la  spinaux. De plus, la synthese, le transport et la densité
des récepteurs de certaines de ces molécules sont pro-

. - - — — : fondément modifiés (Figure 1).
! Information donnée par des récepteurs spécialisés dans la détection de stimulus . . 3
douloureux. Cytokines pro-inflammatoires et douleur
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Limportance des cytokines pro-inflammatoires dans la
genese et la persistance de la douleur ne cesse de s’affir-
mer. La libération de nombreux médiateurs «hyperalgé-
siques» (prostaglandines, sérotonine, noradrénaline...)
est secondaire a la mise en jeu de cytokines pro-inflam-
matoires telles que Iinterleukine 1 (IL-1c et IL-13), les
interleukines 6 et 8 (IL-6, IL-8) et le TNFou (tumor necro-
sis factor a). Les cytokines peuvent exercer leur activité
sur de nombreux types cellulaires qui, en situation phy-
siologique «normale», n’ont pas nécessairement de rela-

adénoviral contenant uniquement la séquence codant
pour la B-endorphine sous contréle du méme promoteur,
ont été administrés par voie intrathécale dans la région
lombaire de la moelle épiniére [4, 5]. Bien que faible et
limitée dans le temps, la production locale de 3-endor-
phine (notamment par les cellules de la pie-mére)
réduit I’allodynie? ou ’hyperalgésie induites chez le rat
par une lésion du nerf sciatique ou une inflammation
périphérique.

tions fonctionnelles (cellules immunitaires, neurones sensoriels, cellules
endothéliales...). Aprés le déclenchement du processus inflammatoire,
les cytokines sont capables de maintenir I'activation de cellules non

Surexpression du gene de la proenképhaline A
Une stratégie différente a été utilisée par deux autres
groupes [6, 7] pour surexprimer la pEnkA dans les neu-

immunitaires. Elles entretiennent le processus inflammatoire, et appa-

raissent ainsi comme un lien possible entre diverses maladies (inflam-

mation, infection, [ésions tissulaires, can-
cer...) et les douleurs qui leur sont asso-
ciées.

Thérapie génique expérimentale
de la douleur

Alors que de nombreux protocoles cli-
niques de thérapie génique, appliqués
notamment aux cancers, a certaines
maladies monogéniques ou a des patho-
logies infectieuses, sont en cours (la plu-
part en phase ) [1], les premiéres tenta-
tives expérimentales de transfert de
génes chez 'animal dans des modeles de
douleurs chroniques n'ont été publiées
que trés récemment [2, 3] (Tableau ).
Leurs premieres cibles ont été le gene de
la proenképhaline A (pEnkA), & 'origine
principalement de la synthese des enké-
phalines, et celui de la proopiomélano-
cortine (POMC), codant en particulier
pour la P-endorphine. Lidée paralt
séduisante de produire en grandes quan-
tités ces peptides opioides, dont les
effets analgésiques s’exercent, entre
autres, par I'intermédiaire des récep-
teurs des opioides de la corne dorsale de
la moelle épiniere, a I’endroit méme ol
s'effectuent les premiers controles des
messages nociceptifs.

Surexpression du géne

de la pro-opiomélanocortine

LUADN plasmidique «nu» exprimant la
POMC sous contrdle du promoteur fort du
cytomégalovirus (CMV), ou un vecteur
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? Douleur survenant pour des stimulations normalement non douloureuses.
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Figure 1. Voies de transmission des messages douloureux. Les neurones sensoriels primaires,
dont les corps cellulaires sont localisés dans les ganglions rachidiens dorsaux, transmettent les
signaux nociceptifs vers leur premier relais central, la corne dorsale de la moelle épiniére. Outre
les acides aminés excitateurs (AAE), les neurones sensoriels primaires contiennent de nombreux
neuropeptides: calcitonin gene-related peptide (CGRP), substance P (SP), galanine (Gal), neu-
ropeptide Y (NPY). Les signaux nociceptifs sont ensuite acheminés, au travers de certaines
structures supraspinales «relais», vers le cortex cérébral ou I'information «douloureuse» est
intégrée. Dans la moelle épiniére, la transmission des signaux est modulée, entre autres, par des
neurones descendants (notamment & partir de la région bulbomésencéphalique) et des inter-
neurones spinaux, mettant en jeu de nombreux neuromédiateurs : sérotonine (5-HT), noradré-
naline (NA), cholécystokinine (CCK), acide y-aminobutyrique (GABA). Lors d’une inflammation
périphérique, certaines molécules présentes dans «la soupe inflammatoire» : prostaglandines
(PG), nerve growth factor (NGF), cytokines, bradykinine peuvent agir directement sur les termi-
naisons des neurones sensoriels pour les sensibiliser et méme pour modifier, a plus long terme,

leur phénotype.



rones sensoriels primaires. Des vecteurs dérivés du virus
herpes de type 1 (VHS-1) ont été choisis, notamment en
raison du fort tropisme neurologique du VHS et de sa
capacité a s’établir de maniere latente dans les neurones
infectés. Ces vecteurs permettent I'introduction du trans-
geéne dans les corps cellulaires des neurones sensoriels a
la suite d’une infection périphérique. Chez des souris dont
les neurones sensoriels ont été préalablement sensibilisés
par des agents chimiques, mimant les conditions rencon-
trées dans les douleurs inflammatoires prolongées, la
surexpression de la pEnkA humaine (sous contrdle du pro-
moteur CMV) dans ces neurones atténue I’hyperalgésie
consécutive a I'inflammation [6]. La méme approche a
montré un effet antinociceptif dans des modeles expéri-
mentaux de douleur de type inflammatoire ou neuropa-

o

thique chez le rat, et dans un modele de douleur associée

au cancer osseux chez la souris [7-9]. Toutefois, Ieffet

antinociceptif disparait rapidement, probablement du

fait de Iutilisation du promoteur CMV dont 'activité est

bréve.

Pour notre part, apres avoir réalisé les premiers travaux

visant a surproduire des peptides opioides dans les neurones senso-
riels a I'aide de vecteurs herpétiques recombinants [10], nous avons
opté pour exploitation du promoteur de latence du VHS qui permet
une expression prolongée du transgene dans les cellules nerveuses.
Nous avons transféré la séquence codant pour la pEnkA de rat dans les
neurones sensoriels de la région lombaire de rats rendus polyarthri-
tiques [11] (Figure?2). A Pinstar des patients souffrant de polyarthrite
rhumatoide, le rat polyarthritique présente une réduction importante
des mouvements au niveau des articulations atteintes par la maladie.
La surproduction de met-enképhaline, principal dérivé
de la maturation de la p€nkA, dans les neurones senso-
Q riels primaires se traduit chez les rats polyarthritiques
par une disparition des vocalisations spontanées et une
diminution de leur réaction a une stimulation nocicep-
tive aigué, associées a une amélioration nette de leur
incapacité fonctionnelle. Les rats polyarthritiques trai-
tés avec les vecteurs permettant I’expression forte et
prolongée de la pEnkA sont ainsi capables de se redres-
ser sur leurs pattes postérieures et récuperent 70 % de
la mobilité spontanée enregistrée chez des animaux
sains (Figure 3).

La surexpression de la pEnkA a une action anti-inflam-

Figure 2. Transfert et surexpression de la proenképhaline A dans les ganglions
rachidiens dorsaux du rat. A. Uinfection périphérique des pattes postérieures
du rat avec des vecteurs herpétiques recombinants contenant la séquence
nucléotidique codant pour le précurseur des enképhalines sous contrdle du
promoteur de latence du virus herpés conduit a une accumulation massive de
metenképhaline (produit principal de maturation de la proenképhaline A) dans
les corps cellulaires et les axones des neurones sensoriels primaires (coloration
rouge). B. Aucun matériel immunoréactif de type metenképhaline n’est décelé

dans les ganglions sensoriels de rats témoins infectés avec un vecteur témoin.

matoire se manifestant par une réduction de I’cedéme et
des lésions ostéoarticulaires des pattes postérieures
des rats polyarthritiques. Cet effet s’accompagne d’une
baisse de la concentration des ARNm codant pour les
cytokines pro-inflammatoires, particulierement I’lL-6
et 'IL-1B, dans les tissus périphériques (osseux et
cutanés) des pattes postérieures, cette concentration
étant fortement accrue chez les rats polyarthritiques
témoins [12]. La réduction de la synthése de ces cyto-
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Modeéle de douleur Effets Références
Inflammatoire Anti-hyperalgésie [23]
Neuropathique Anti-hyperalgésie [4]
Inflammatoire Anti-hyperalgésie [5]
Inflammatoire Anti-hyperalgésie [6,7,11]
Neuropathique Anti-allodynie? [8]

Cancer osseux Analgésie [9]
Neuropathique Anti-hyperalgésie [21]
Inflammatoire Anti-hyperalgésie [22]
Neuropathique Anti-hyperalg./-allod. [24]

Tableau I. Résultats des essais de thérapie génique expérimentale des douleurs chroniques. POMC : pro-opiomélanocortine ; pEnkA : proenképhaline
A ; BDNF : brain derived neurotrophic factor ; neur. sens. prim. : neurones sensoriels primaires ; anti-hyperalg./-allod. : antihyperalgésie et anti-

allodynie.
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kines résulterait de la modulation exercée par les pep-
tides opioides sur I'expression des génes concernés
[13]. Les cytokines pro-inflammatoires, en agissant sur
leurs récepteurs spécifiques, sensibilisent les neurones
sensoriels, favorisant ainsi I’hyperalgésie, et potentiali-
sent la libération des neuropeptides pronociceptifs (SP,
CGRP) impliqués dans I'inflammation neurogene [14,
15]. Ainsi, la réduction de la synthése des cytokines pro-
inflammatoires pourrait étre a I’origine non seulement
de la composante anti-inflammatoire, mais aussi de la
composante anti-hyperalgésique des effets observés
apres surproduction des enképhalines dans les neurones
sensoriels primaires du rat polyarthritique.

Cytokines et thérapie génique de la douleur

Les cytokines ne sont pas seulement produites a la péri-
phérie, mais aussi par des cellules gliales de la moelle épi-
niére ou elles pourraient jouer un réle important dans la
modulation de 'information nociceptive [16]. €n réponse
a des stimulus nociceptifs appliqués de maniéere prolon-
gée, les astrocytes et les cellules microgliales de la moelle
épiniere sont activés et liberent, parmi d’autres média-
teurs nociceptifs, des cytokines pro-inflammatoires. Ces
dernieres peuvent agir non seulement sur les terminaisons
spinales des neurones sensoriels primaires, mais aussi sur
les neurones spinaux de «deuxieme ordre», c’est-a-dire
ceux qui transmettent I'information nociceptive vers les
structures supraspinales. U'activation des cellules gliales
spinales a été mise en évidence dans des modeles expéri-
mentaux de douleurs, tant inflammatoires que neuropa-
thiques (liées a une lésion du systéme nerveux périphé-
rique), ces douleurs étant trés distinctes chez I’lhomme sur
le plan sémiologique et thérapeutique. Aussi, Iétude de la
production et de la libération des cytokines par ces cel-
lules pourrait permettre I'identification de nouvelles
cibles thérapeutiques particulierement pertinentes quel
que soit le type des douleurs.

Ces cibles ont été en partie explorées dans le domaine
des maladies inflammatoires, notamment de la polyar-
thrite rhumatoide [17, 18]. Dans le but d’inhiber I"ac-
tion des cytokines pro-inflammatoires (TNFor, IL-1, IL-
6), des expériences de transfert de génes codant pour
les récepteurs solubles ou les antagonistes protéiques
de ces molécules ont été réalisées, qui ont montré des
degrés d’efficacité anti-inflammatoire variables. A
Iinverse, les séquences codantes des cytokines aux
propriétés anti-inflammatoires (TGF(, IL-4, IL-10, IL-
13) ont été également transférées pour accroftre la
synthése de ces protéines. Bien que peu d’études aient
recherché I’efficacité de telles stratégies sur I’hyperal-
gésie, leurs résultats semblent prometteurs. Dans les
modeles de douleur inflammatoire comme neurolo-
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gique, I’hyperalgésie décrite est atténuée par "applica-
tion locale (au site d’inflammation ou de lésion) d’IL-
10 ou d’IL-4 [19, 201, ou encore par I’introduction dans
’espace intrathécal de vecteurs plasmidiques ou adé-
noviraux permettant la production d’IL-2 ou d’IL-10
[21, 22].

Le contrdle ciblé de leur production et de leur libération
par les cellules gliales spinales activées pourrait repré-
senter une voie thérapeutique dans le traitement des
douleurs chroniques chez I"homme.
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Figure 3. Restauration de la mobilité spontanée chez les rats
polyarthritiques surproduisant des peptides opioides. La mobi-
lité spontanée (déplacements horizontaux et redressements
sur les pattes postérieures) des animaux polyarthritiques est
extrémement réduite par rapport a celle des rats sains. Cette
incapacité fonctionnelle des rats polyarthritiques reflete d’une
part la progression des destructions inflammatoires des arti-
culations, notamment des pattes postérieures et, d’autre part,
les douleurs spontanées associées a ces Iésions. Quinze jours
apres I'induction de la polyarthrite, les rats ont été infectés, au
niveau de la volite plantaire des pattes postérieures avec le
vecteur herpétique recombinant portant la séquence codant
pour la proenképhaline A (VHSEnk). Les rats polyarthritiques
contréles sont des animaux non infectés, ou infectés avec des
vecteurs recombinants exprimant le géne de la B-galactosi-
dase. Trois semaines apres infection des animaux avec le vec-
teur VHSEnk, conduisant a la surproduction de metenképhaline
dans les neurones sensoriels primaires de la région lombaire,
les animaux polyarthritiques sont capables de se redresser sur
leurs pattes postérieures et récuperent environ 70 % de la
mobilité horizontale des animaux témoins sains. Cet effet a
persisté durant les 8 semaines d’observation. Les valeurs repré-
sentent les moyennes (+ erreur standard de la moyenne) obte-

nues chez 8 a 10 animaux ; *p < 0,01; **p < 0,001.



Conclusions

Les approches par transfert de génes, qui permettent un
ciblage de plus en plus sélectif de différents tissus, associés
a la production d’une protéine-médicament agissant au
sein méme d’une catégorie cellulaire visée, représentent
une stratégie possible en matiere de recherche expérimen-
tale dans le domaine de la thérapie génique de la douleur.
De nombreux problemes liés a I’utilisation de ces techniques
restent néanmoins posés, en particulier celui de I'innocuité
des vecteurs utilisés, qui doit encore étre démontré. La
cytotoxicité de la plupart des vecteurs viraux, due a la
réponse immune de I’organisme, reste un probleme majeur
qui nécessite des améliorations importantes dans la
conception de ce type de vecteurs. Cependant, les progres
substantiels accomplis ces derniéres années dans ce
domaine et I'identification de nouvelles cibles thérapeu-
tiques permettent d’espérer ’obtention de résultats expéri-
mentaux susceptibles d’étre transférés en clinique dans le
traitement de douleurs chroniques rebelles a toute théra-
peutique existante. ¢

SUMMARY

From inflammation to pain :

experimental gene therapy

Chronic pain is frequently associated with profound
alterations of neuronal systems involved in pain pro-
cessing and should be considered as a real disease
state of the nervous system. Unfortunately, some
forms of chronic pain remain difficult to be satisfac-
torily treated. In the search for new therapeutic stra-
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tegies, the gene-based approaches are of potential
interest as they offer the possibility to introduce a the-
rapeutic protein into some relevant structures and to
drive its continuous production in the near vicinity of
targeted cells. Recently, these techniques have been
experimented in several animal models of chronic pain,
showing that transfer at the spinal level of some genes,
in particular those of opioid precursors proopiomelano-
cortin or proenkephalin A, leading to the overproduc-
tion of products that they encode, attenuated persis-
tent pain of both inflammatory and neuropathic origin.
Thus, in polyarthritic rat, a model of chronic inflamma-
tory pain, we demonstrated that herpes simplex virus
vector mediated overexpression of proenkephalin A in
primary sensory neurons at the lumbar level elicited
both antihyperalgesic and anti-inflammatory activi-
ties. Apart from opioids, numerous other molecules
involved in pain processing are of potential therapeutic
interest for gene-based protocols. For instance, targe-
ting some molecules involved in pain induction and per-
petuation, such as proinflammatory cytokines, raises
an interesting possibility to block the «development»
of pain. The clinical application of these approaches
remains to be established, and, presently, one of the
main problems to be solved is the innocuity of virus-
derived vectors. However, the experimental use of
gene-based techniques might be particularly useful for
the evaluation of the therapeutic interest of some
recently identified molecules involved in pain proces-
sing and might finally lead to the development of new

|JJ

“classical” pharmacological tools. ¢
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