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> La majorité des nouvelles molécules 
à visée analgésique développées au 
cours des deux dernières décennies a 
échoué au stade des essais cliniques 
de phase 2. Les recherches précliniques 
ont identifié de très nombreux fac-
teurs essentiels pour la transmission de 
l’information douloureuse. Cependant, 
parmi les molécules efficaces pour 
bloquer le développement de douleurs 
chroniques chez les rongeurs, très peu 
ont conservé leurs propriétés analgé-
siques chez les patients [1]. Le constat 
de ces échecs est que, à quelques 
exceptions près, les traitements contre 
les douleurs chroniques n’ont fonda-
mentalement pas changé, et ne visent 
que très peu de cibles  biologiques.
Les douleurs neuropathiques sont des 
douleurs chroniques survenant suite à 
une atteinte du système nerveux, notam-
ment une lésion du système somato-
sensoriel1. Les patients souffrant de 
douleurs neuropathiques présentent des 

1 Système sensoriel gérant les informations provenant de la 
surface du corps : toucher, chaud/froid, douleur.

symptômes dits « négatifs » (perte du 
tact fin) ainsi que « positifs » (hype-
ralgésie2, allodynie3 et douleurs spon-
tanées, permanentes ou bien paroxys-
tiques). À l’heure actuelle, la première 
ligne de médication pour traiter ces 
douleurs est constituée par les anticon-
vulsivants (pregabalin/gabapentin), les 
antidépresseurs (inhibiteur de recapture 
spécifiques ou mixtes) ou encore les 
opiacés (morphine). Ces traitements 
présentent une efficacité modérée et 
sont associés à de très nombreux effets 
secondaires indésirables, à tel point 
que les patients sont parfois obligés 
d’arrêter leur prise médicamenteuse. 
La morphine, particulièrement, pose un 
grave problème de santé publique, sur-
tout aux États-Unis, où le nombre de 
cas d’addiction ou de décès par dépres-
sion respiratoire à la suite d’overdose 
médicamenteuse a explosé au cours des 
dernières années.

2 Sensation douloureuse accrue lors d’une stimulation nocive.
3 Perception douloureuse provoquée par l’application d’un 
stimulus normalement non douloureux.

Il est donc extrêmement important 
de développer de nouvelles stratégies 
 médicamenteuses dirigées contre des 
cibles biologiques inédites.

Une variation génétique protectrice
Afin d’augmenter les chances de succès 
sur le plan translationnel, nous nous 
sommes basés sur des résultats géné-
tiques chez des patients pour choisir une 
cible cellulaire potentielle [2]. Notre 
hypothèse était que des variations géné-
tiques, possédant un effet modeste mais 
bien représentées dans la population, 
étaient plus susceptibles de conduire à 
des traitements médicamenteux rédui-
sant les douleurs pathologiques tout en 
conservant la nociception4.
En 2006, des analyses d’associations 
génétiques, réalisées par les labo-
ratoires de Clifford Woolf et Mitchell 
Max aux États-Unis, ont identifié un 

4 Réponse protectrice déclenchée lors de l’exposition à des 
stimuli potentiellement nocifs. Cette réponse nociceptive est 
primordiale : l’analyse de patients souffrants d’insensibilité 
congénitale à la douleur montre en effet qu’ils peuvent 
s’exposer involontairement à des situations dangereuses.
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surexpriment ce gène,  engageant la 
cascade synthétique de BH4 après une 
lésion nerveuse: les neurones sensoriels 
axotomisés7 et les macrophages « acti-
vés » qui infiltrent le site de lésion. De 
façon intéressante, la protéine GCH1 
synthétisée par les neurones sensoriels 
est transportée le long de l’axone vers 
la périphérie, donc vers la lésion. Les 
neurones et les macrophages participent 
ainsi à l’augmentation de BH4 au niveau 
du tissu nerveux lésé. En revanche, 
aucun changement dans la voie de pro-
duction de BH4 n’est décelé dans la 
moelle épinière ou le cerveau après une 
lésion nerveuse, suggérant que le rôle de 
BH4 dans le développement des douleurs 
neuropathiques a une origine principa-
lement périphérique.
Pour tester ceci nous avons utilisé une 
approche par gain/perte de fonction, en 
développant des souris transgéniques, 
tissu-spécifiques et inductibles, avec 
la technique de 
recombinaison Cre-
lox [6] (➜).
L’utilisation de ces 
souris nous a per-
mis de démontrer qu’une élévation des 
niveaux intracellulaires de BH4, uni-
quement dans les neurones sensoriels, 
induit une hypersensibilité aux stimulus 

7 Ayant subi une lésion de leur axone.

Gch1 a depuis été confirmé dans plus de 
10 cohortes indépendantes de patients 
souffrant de douleurs chroniques aux 
étiologies variées [4, 5], confirmant 
que GCH1, et les niveaux de BH4, étaient 
pertinents au niveau clinique. En paral-
lèle de ces études, des analyses d’ex-
pression génétique du génome entier, 
réalisées chez le rat à partir de gan-
glions des racines dorsales6 dans diffé-
rents modèles précliniques de douleurs 
neuropathiques, ont confirmé que, chez 
cette espèce, il y avait une surproduc-
tion de GCH1 ainsi que d’autres enzymes 
responsables de la production de BH4 
dans ce tissu [3].

La tétrahydrobioptérine influence 
les douleurs neuropathiques 
périphériques chez le rongeur
Afin de mieux caractériser le rôle de 
BH4 dans les douleurs neuropathiques, 
et tester si cibler la production de ce 
cofacteur représentait une stratégie 
viable pour traiter cette pathologie, 
nous nous sommes tournés vers les outils 
génétiques disponibles chez la souris. En 
utilisant des souris rapportrices pour 
la transcription de Gch1, nous avons 
découvert que deux types cellulaires 

6 Ganglion de la racine dorsale ou ganglion spinal : regrou-
pement des corps cellulaires des neurones périphériques 
sensitifs dont l’axone va entrer dans la moelle épinière au 
niveau d’une racine dorsale ou postérieure.

 haplotype5 situé dans le locus du gène 
GTP cyclohydrolase 1 (Gch1), présent à 
l’état  homozygote dans environ 2 % de 
la population générale, qui conférait 
aux porteurs une certaine protection 
contre les douleurs chroniques après une 
chirurgie pour traiter leur hernie discale 
[3]. Alors que la majorité des patients 
nécessitaient un suivi post-opératoire 
pour traiter une douleur persistante, les 
porteurs de l’haplotype « protecteur » 
récupéraient beaucoup plus rapidement 
(Figure 1).
GCH1 est la première enzyme (et l’en-
zyme limitante) de la cascade synthé-
tique pour la production de la tétra-
hydrobioptérine (BH4), un cofacteur 
essentiel pour le fonctionnement de 
nombreuses autres enzymes : les trois 
isoformes de la monoxyde d’azote syn-
thase (NOS), la phénylalanine hydroxy-
lase (PheOH), la tyrosine hydroxylase 
(TyrOH), les deux isoformes de la tryp-
tophane hydroxylase (TrpOH), ainsi que 
l’alkyl glycérol mono-oxygénase (AGMO) 
(Figure 1). Les niveaux cellulaires de BH4 
sont de fait critiques pour la production 
d’oxyde nitrique, dopamine, noradré-
naline, sérotonine et des éthers de gly-
cérol. Cet haplotype « protecteur » de 

5 Ensemble de séquences génétiques (combinaison de poly-
morphismes ou gènes) situées sur un même chromosome et 
habituellement transmis ensemble.

Figure 1. Découverte d’un haplotype dans le 
locus du gène Gch1 chez des patients après 
une lésion nerveuse. Les patients porteurs de 
cet haplotype, présent à l’état homozygote 
dans environ 2 % de la population générale, 
développent moins de douleurs chroniques. 
GCH1 fait partie de la voie de synthèse de 
la tétrahydrobioptérine (BH4), un cofacteur 
essentiel pour le fonctionnement des NOS, 
tryrosine-, tryptophane- et phénylalanine 
hydroxylase ainsi que l’enzyme AGMO. Les 
porteurs de l’haplotype « protecteur » de 
GCH1 produisent moins de BH4 in vitro, sug-

gérant qu’une réduction des niveaux de BH4 pourrait réduire les manifestations douloureuses. GCH1 : GTP cyclohydrolase 1; PTPS : pyruvoyl-
tétrahydrobioptérine synthase; SPR : sépiaptérine réductase ; AR : aldokéto réductase ; CR : carbonyl réductase; DHFR : dihydrofolate réductase; 
PCBD : ptérine-4α-carbinolamine déhydratase; QDPR : quinoïde dihydroptéridine réductase ; NOS : monoxyde d’azote synthase ; TyrOH : tyrosine 
 hydroxylase ; TrpOH : tryptophane hydroxylase ; PheOH : phénylalanine hydroxylase ; AGMO : alkyl glycérol mono-oxygénase.
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tion de son inhibiteur N-acétyl-séro-
tonine (NAS) permettrait d’augmenter 
son affinité pour l’enzyme [7]. De plus, 
des analyses génétiques ont récemment 
montré que, même en absence de SPR, 
la plupart des cellules sont capables 
de produire un niveau minimum de BH4, 
permettant aux enzymes nécessitant ce 
cofacteur de fonctionner. Cette produc-
tion alternative est le fruit de plusieurs 
enzymes collectivement regroupées dans 
la voie dite de « sauvetage » [8, 9] 
(Figure 2C). Chez des patients défi-
cients en SPR, les cellules hépatiques 
produisent ainsi suffisamment de BH4 
pour que la phénylalanine hydroxylase 
fonctionne, permettant d’éviter l’ac-
cumulation de phénylalanine dans le 
sang (hyperphénylalaninémie)[8]. Ces 
cascades cellulaires de « sauvetage » 
pourraient donc représenter un filet de 
sécurité pour éviter une sur-inhibition 
de la production de BH4.
Nous avons créé un inhibiteur de SPR, 
SPRi3 (SPR inhibitor 3), en modifiant 

qui pourrait limiter l’apparition d’effets 
secondaires centraux.

La sépiaptérine réductase : 
une nouvelle cible pharmacologique
L’enzyme GCH1, que nous avons visée 
jusqu’à présent, ne représente pas une 
cible pertinente pour une inhibition 
pharmacologique systémique. En effet, 
GCH1 étant l’enzyme limitante dans 
la cascade de production de BH4, son 
inhibition présenterait un risque élevé 
de bloquer toute synthèse de BH4, ce 
qui précipiterait l’apparition d’effets 
secondaires, liés à une perte de NO ou de 
la production de monoamines. Une autre 
cible pharmacologique possible est la 
sépiaptérine réductase (SPR), dernière 
enzyme de la voie de production de novo 
de BH4 (Figures 1 et 2A). Cette enzyme 
présente deux avantages notoires. Tout 
d’abord, son site actif est relativement 
accessible pour des petites molécules. 
Des prédictions cristallographiques 
suggèrent d’ailleurs qu’une modifica-

nocifs thermiques et chimiques. Cette 
hypersensibilité est principalement pro-
duite par une surproduction d’oxyde 
nitrique NO (probablement via la NOS 
neuronale, NOS1), qui pourrait sensibi-
liser les canaux de type TRPV1 (transient 
receptor potential cation channel subfa-
mily V member 1). Bloquer la production 
de BH4 dans ces cellules peut prévenir, 
mais aussi inverser, le développement de 
symptômes d’hypersensibilité mécanique 
(allodynie mécanique) causés par une 
lésion nerveuse, sans altérer la douleur 
nociceptive. Ces résultats représentent 
la preuve formelle que BH4, produit par 
les neurones sensoriels, joue un rôle clé 
dans le développement mais également 
la maintenance des douleurs neuropa-
thiques [2]. L’utilisation d’outils géné-
tiques, permettant une modulation de la 
production de BH4 restreinte à des tissus 
périphériques, indique également qu’une 
approche thérapeutique systémique 
serait efficace sans franchissement de 
la barrière hémato-encéphalique, ce 

Figure 2. Sélection de SPR comme cible pharmacologique pour réduire la production de BH4. A. SPR est la dernière enzyme de la voie de novo de 
synthèse de BH4. B. SPRi3 a été créé à partir de N-acétyl-sérotonine pour mieux occuper le site catalytique de l’enzyme (en violet), ce qui a été 
confirmé par l’analyse du co-crystal SPR-SPRi3. SPR est représenté en gris. SPRi3 est représenté en vert, et sa structure est présentée dans la par-
tie basse (en vert carbones, en rouge oxygènes et en bleu azotes). C. Lorsque SPR est bloquée, plusieurs enzymes regroupées dans la voie de « sau-
vetage » permettent la production d’un niveau minimal de BH4. L’une des cascades implique la formation de 2-amino-4-hydroxyl-6-lactyl-7,8 
dihydroptéridine, aussi appelée sépiaptérine (en vert). D. Les niveaux de sépiaptérine dans le plasma sont corrélés aux taux d’inhibiteur, ce qui 
fait de sépiaptérine un excellent biomarqueur de l’inhibition de SPR in vitro et in vivo. La sensibilité obtenue permet de distinguer les souris ayant 
reçu une dose efficace (qui inhibe l’enzyme, encadré vert) d’une dose inefficace car trop faible (encadré rouge). Concentration en [sépiaptérine] 
en nmol/l, [SPRi3] en µM. GCH1 : GTP cyclohydrolase 1 ; PTPS : pyruvoyl-tétrahydrobioptérine synthase; SPR : sépiaptérine réductase ; AKR1B1/
C3 : aldokéto réductase (AR) family 1 member b1/c3 ; CR : carbonyl réductase; DHFR : dihydrofolate réductase ; N.E. : non-enzymatique ; BH4 : 
tétrahydrobioptérine.
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tolérance rapide. Le métabolite sépiap-
térine constitue de plus un biomar-
queur extrêmement fiable pour mesurer 
l’inhibition de SPR in vitro mais égale-
ment in vivo [2]. Le développement d’un 
inhibiteur de SPR représente donc une 
approche pharmacologique viable afin 
de développer de nouvelles stratégies 
médicamenteuses pour le traitement 
des douleurs  neuropathiques. ‡
Sepiapterin reductase as a novel  
target to treat neuropathic pain
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facilement mesurable, contrairement à 
BH4 qui est extrêmement labile. Effec-
tivement, nous avons détecté ce méta-
bolite dans les nerfs lésés et les DRG 
après injection de SPRi3, confirmant 
ainsi l’inhibition de l’enzyme dans les 
tissus cibles. De façon inattendue, nous 
avons également été capables de mesu-
rer la sépiaptérine dans le surnageant 
provenant de cultures primaires de neu-
rones sensoriels traités avec l’inhibiteur, 
indiquant que ce métabolite est libéré 
par les neurones. Nous avons donc testé 
si la sépiaptérine pouvait être détec-
tée dans le plasma de souris traitées 
avec l’inhibiteur de SPR, et nous avons 
trouvé une très forte corrélation entre la 
concentration plasmatique en inhibiteur 
et celle de la sépiaptérine (Figure 2D). 
La concentration en sépiaptérine repré-
sente de fait un excellent biomarqueur 
de l’inhibition de l’enzyme SPR. Ainsi, 
les niveaux plasmatiques de ce méta-
bolite, qui est non détectable chez des 
animaux naïfs, permettent de distinguer 
des animaux ayant reçu une dose anti-
allodynique de l’inhibiteur de ceux qui 
ont reçu une dose non efficace. Il est 
tentant d’envisager que ce biomarqueur 
pourrait représenter un outil très utile 
pour titrer le degré d’inhibition de SPR 
nécessaire pour réduire les symptômes 
neuropathiques, tout en évitant de trop 
inhiber la production de BH4 et ainsi 
limiter le risque d’effets secondaires.

Conclusions
De nombreuses études génétiques chez 
l’humain ont montré l’importance de 
BH4 dans les douleurs neuropathiques en 
se basant sur des variations génétiques 
du gène Gch1 codant pour une enzyme 
de production de BH4. Nous montrons 
que cibler une autre enzyme de la cas-
cade synthétique de BH4, SPR, permet 
de réduire significativement la produc-
tion de BH4 et les manifestations d’hy-
persensibilité mécaniques causées par 
une lésion nerveuse, en agissant sur les 
neurones sensoriels et les macrophages 
infiltrant le nerf lésé, et ceci sans cau-
ser d’effets secondaires majeures ou de 

NAS pour améliorer son occupation du 
site actif, ce que nous avons confirmé 
en analysant le co-crystal SPR-SPRi3 
(Figure 2B) [2]. L’administration systé-
mique de cet inhibiteur réduit de façon 
dose-dépendante les signes d’allo-
dynie mécanique dans deux modèles 
précliniques de douleur neuropathique. 
Cette réduction de l’hypersensibilité 
est concomitante avec une réduction, 
chez les animaux traités, de l’activité 
de SPR et des niveaux cellulaires de 
BH4 dans les tissus à l’origine des dou-
leurs neuropathiques : les nerfs lésés 
et les ganglions des racines dorsales 
(DRG, dorsal root ganglia). L’inhibi-
tion systémique de SPR ne cause pas 
d’effets secondaires comportementaux, 
y compris pour des tests sensibles à des 
changements des niveaux cérébraux de 
sérotonine et dopamine, et ne produit 
aucune altération du rythme ou de la 
pression cardiaque. En outre, l’adminis-
tration de ce composé chez des animaux 
ayant reçu une lésion nerveuse plusieurs 
semaines auparavant conserve la même 
efficacité. Ce résultat confirme que la 
surproduction de BH4 dans les nerfs/
DRG participe à la maintenance des 
symptômes d’allodynie mécanique, et 
que réduire cette surproduction est effi-
cace pour réduire la douleur même long-
temps après leur apparition. Enfin, un 
régime de deux injections quotidiennes 
à la dose maximale testée, pendant trois 
ou quatre jours, conserve son efficacité, 
suggérant que ce traitement ne cause 
pas de tolérance rapide, un profil très 
différent des composés opiacés.
Nous avons ensuite cherché à identifier 
un marqueur de l’activité de l’inhibi-
teur SPRi3. L’inhibition de SPR enga-
geant la voie de « sauvetage », nous 
avons analysé les différents métabolites 
formés, notamment la 2-amino-4-hy-
droxyl-6-lactyl-7,8 dihydroptéridine 
(également appelée sépiaptérine), qui 
est produite à partir de 1’-oxo-2’-OH 
propyltétrahydroptérine de façon non-
enzymatique, et ce uniquement lorsque 
SPR est bloquée [10, 11] (Figure 2C). 
La sépiaptérine est très stable et donc 
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