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Résumeé :

La répétition des crises de migraine entraine une plasticité neuronale inadaptée et conduit a
la chronicisation de la maladie. La sensibilisation des réseaux de la douleur joue un réle
important dans la transition vers les formes chroniques de la migraine. Il est reconnu que les
astrocytes sont activés dans le noyau spinal caudal du trijumeau (Sp5C) en réponse a une
Iésion du tissu périphérique et sont impliqués dans la sensibilisation centrale. Nous faisons
I’hypothése que les astrocytes et la D-Sérine, un gliotransmetteur co-agoniste des récepteurs
NMDA, participent a la sensibilisation centrale sous-jacente dans un modele de migraine
induite par un donneur d'oxyde nitrique (NO) chez le rat. En combinant des approches
comportementales, immunohistochimiques, et électrophysiologiques in vivo, notre étude a
montré le réle de l'activité des astrocytes dans I'hypersensibilité cutanée céphalique et
I'activation neuronale au sein du Sp5C. L'administration systémique répétée d'isosorbide
dinitrate (ISDN), donneur de NO, induit une surexpression de p-ERK et de GFAP dans le Sp5C,
une allodynie céphalique mécanique persistante et une facilitation des réponses liées a
I"activation des fibres C des neurones du Sp5C. Nous démontrons pour la premiéere fois que
I'application intracisternale d'acide L-a-aminoadipique (gliotoxine) et de D-Amino-Acid-
Oxidase (enzyme dégradant la D-sérine) empéche I'allodynie et la sensibilisation du Sp5C. Cet
effet préventif était supprimé par I'administration de D-sérine. Nos résultats suggerent que
les astrocytes contribuent a la sensibilisation centrale du trijumeau et a I'hypersensibilité
cutanée céphalique qui caractérisent la progression de la migraine. lls montrent que
I'altération de I'activité des astrocytes pourrait constituer un nouvel élément clé dans les
mécanismes physiopathologiques de la migraine.

Abstract :

Repeated migraine attacks are associated with maladaptive neural plasticity and lead to
chronic headache. Sensitization of pain networks play an important role in the transition to
the chronic forms of the disorder. It is increasingly recognized that astrocytes are activated in
the spinal trigeminal nucleus caudalis (Sp5C) in response to peripheral tissue injury and are
involved in central sensitization. Here, we hypothetized that astrocytes and D-Serine, an
astroglial neurochemical and NMDA co-agonist, participate in the central sensitization
underlying a NO-donor-induced migraine model in the rat. Combining behavioral,
immunohistochemical and in vivo electrophysiological approaches, our study proved the
contribution of astrocytes activity in cephalic cutaneous hypersensitivity and neuronal
activation within the MDH. Recurrent systemic administration of isosorbide dinitrate (ISDN),
a nitric oxide donor, induce an overexpression of p-ERK and GFAP in Sp5C, a persistent
cephalic mechanical allodynia and facilitated C-fiber-electrically-evoked responses of Sp5C
neurons. We demonstrate for first time that intracisternal application of L-a-Aminoadipic acid
(gliotoxin) and D-Amino-Acid-Oxidase (D-Serine degrading enzyme) prevented allodynia and
trigeminal sensitization, but this preventive effect was abolished by D-serine administration.
Our results suggest that astrocytes contribute to the trigeminal central sensitization and
cephalic cutaneous hypersensitivity that characterize the migraine progression. They show
that altération of astrocyte activity could be a new key element in the pathophysiological
mechanisms of migraine.
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Chapitre 1 : Introduction
générale







La migraine

Généralités
A. Prévalence

La migraine est une des atteintes neurologiques les plus fréquentes touchant pres de
13% de la population générale, et plus particulierement les femmes (17% de femmes contre
8% d’homme en Europe) (Lipton et al., 2007). Son impact sur la qualité de vie et le colt sociétal
qu’elle engendre sont tres importants avec prés de 18.5 milliards d’euros par an en Europe
(Olesen et al., 2012). L’étude « Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors » a évalué
et classé la migraine parmi les pathologies causant le plus d’invalidité au monde. La derniere
étude en date, la GBD de 2016 la classe méme en 2°™¢ position (Steiner et al., 2018). Elle

constitue ainsi un enjeu de santé publique majeur.

B. Tableau clinique

Les crises de migraine sont définies et caractérisées par des céphalées, d’intensité
modérée a sévére, unilatérale, pulsatile, pouvant durer prés de 72h en I|'absence de
traitement. Elles sont en plus accompagnées de signes végétatifs (nausée et/ou vomissement)
et d’hypersensibilité aux stimulations sensorielles comme une phonophobie, une
photophobie ou encore une osmophobie. On retrouve chez certains patients une sensibilité
cutanée anormale pendant et également entres les crises de migraine. Cette hypersensibilité,
appelée allodynie, entraine la perception d’un stimulus non douloureux (comme le contact du
visage sur l'oreiller) comme étant douloureux. L'apparition de ce symptome est considérée
comme un facteur de risque de progression de la migraine vers le stade chronique, que nous

définirons plus précisément dans le paragraphe suivant (Louter et al., 2013).

Il est également intéressant de noter qu’en amont des crises de migraines, il existe un
ensemble de symptomes précédant de plusieurs heures les crises de migraine, appelés
prodromes. Ces symptémes peuvent étre variés : fatigue, euphorie, dépression, irritabilité,
constipation, raideur de la nuque, sensibilité anormale aux sons et lumiéres (tout comme
pendant la crise de migraine) (Schoonman et al., 2006). Cette phase de prodrome précede
I’aura, rencontrée chez environ 20% des patients, qui apparait quelques minutes avant et/ou

pendant la crise de migraine.



1.1 Migraine sans aura

A : Au moins cinq crises répondant aux criteres Ba D

oo}

: Crises de céphalées durant 4 a 72 heures (sans traitement)

C : Céphalées ayant au moins deux des caractéristiques suivantes :

J topographie unilatérale

U type pulsatile

. intensité modérée ou sévere

. aggravée par ou entrainant I'évitement des efforts physiques de routine

(marcher, monter les escaliers)

D : Durant la céphalée, au moins I'un des suivants :

. nausées et/ou vomissements
photophobie et phonophobie

m

: N’est pas mieux expliquée par un autre diagnostic de I'lCHD-3

1.2 Migraine avec aura typique

A : Au moins deux crises répondant aux critéres B et C

B : Aura comprenant des troubles visuels, sensitifs et/ou de la parole ou du langage, tous
entierement réversibles, mais pas de symptéme moteur, basilaire ou rétinien

C : Au moins deux des quatre caractéristiques suivantes :

. au moins un symptome de I’aura se développe progressivement en 2 5 minutes
et/ou les différents symptomes de I’aura surviennent successivement

J chaque symptome de I’'aura dure 5-60 minutes

J au moins un symptome de I'aura est unilatéral

o I’aura est accompagnée, ou suivie dans les 60 minutes, par une céphalée

D: N’est pas mieux expliquée par un autre diagnostic de I'lCHD-3 et un accident
ischémique transitoire a été exclu

Tableau 1: Critéres diagnostiques de la migraine sans ou avec aura, d’apres ICHD-3




L'aura migraineuse qui est une manifestation de symptémes neurologiques est la
plupart du temps visuelle, avec I'apparition de taches lumineuses ou au contraire sombres
dans le champ visuel. Des déficits sensitifs et/ou moteurs (langage) peuvent également étre

associés (ICHD, 3éme édition, 2018).

C. Criteres de diagnostic

Les criteres de diagnostic de la migraine ont été établis par I'Internationnal Headhache
Society (IHS) pour la premiere fois en 1988 dans I'International Classification of Headache
Disorders, et ont été réactualisés en 2004 puis en 2018, sous la forme de I'lCHD-3. Ils sont
représentés dans le Tableau 1. Ces critéres permettent de différencier la migraine d’autres
types de céphalées, comme les céphalées de tension ou les névralgies primaires. Au sein des
patients migraineux, on va également différencier ceux présentant des auras dites
« typiques » des autres patients. La fréquence de ces crises va également définir les patients
en 2 catégories : les patients migraineux épisodiques et les patients migraineux chroniques.
Les migraines classées chroniques sont définies comme des céphalées survenant au moins 15
jours par mois pendant plus de 3 mois et se caractérisant par des migraines pendant au moins

8 jours par mois.

D. Facteurs déclencheurs de la crise de migraine

La majorité des patients migraineux (72,5%, Baldacci et al., 2013) mentionnent un
certain nombre de facteurs liés au déclenchement de leurs crises. Ces facteurs sont tres variés,

les principaux reportés sont :

e Les émotions fortes, le stress, I'anxiété

e Des changements dans les habitudes de vie, notamment le manque de
sommeil ou au contraire le fait de dormir plus qu’a la normale.

e La déshydratation et le jelin

e Laprise de certains aliments : I'alcool (notamment ceux contenant des sulfites)

e Des stimulations sensorielles, comme une forte lumiére, certaines odeurs, le
bruit

e Les facteurs hormonaux, sur lequel nous reviendrons en tant que facteur de

risque.






E. Facteurs de risques

Sous certaines conditions, la prévalence de la migraine est supérieure a celle observée
dans la population générale. Les causes qui sous-tendent le lien entre la migraine et ces
facteurs n’est pas toujours établis, mais ils peuvent amener des éléments de compréhension

supplémentaires de la physiopathologie. .

» Facteurs hormonaux

Etant donné la large prévalence de la migraine chez la femme par rapport a ’homme
(3/1), il devient évident qu’il existe un lien trés fort entre variations hormonales sexuelles et
risque migraineux. Il est intéressant de noter d’ailleurs qu’il y a autant de garcons que de filles
touchés par la migraine avant la puberté, et que c’est seulement apres la puberté que la
différence entre homme/femme se dessine (Stewart et al., 1991). Chez les femmes souffrant
de migraine, les crises arrivent plus fréquemment autour du premier jour des régles (+ ou — 2
jours) ce qui correspond a la chute du taux d’cestrogenes (Stewart et al., 2000). Lorsque les
crises de migraines sont associées au cycle menstruel, le terme de « migraine cataméniale »
est utilisé. Aprés la puberté, 50% des femmes imputent leur crise de migraine a leur cycle
menstruel (Couturier et al., 2003) mais nous retrouvons peu de femmes (3 a 12,5%) souffrant
de migraines cataméniales « pures » (Brandes, 2006). La fréquence des crises va diminuer a la
ménopause (Faubion et al., 2018) ou encore pendant la grossesse (Faubion et al., 2018;
Goadsby et al, 2008). Ces éléments montrent I'importance des hormones, et plus

particulierement des cestrogénes, dans la migraine (Chai et al., 2014a).

» Facteurs génétiques
Il a été démontré clairement que la migraine avait une composante génétique
importante, les études familiales ou chez les jumeaux ont permis d’estimer son caractére
héréditaire a 42% (Polderman et al., 2015), sans pour autant qu’un marqueur universel ne soit
identifié (Russell, 1997). Cependant dans le cas de la migraine hémiplégique familiale (MHF*),
une forme rare de migraine, caractérisée par des auras motrices qui provoquent une faiblesse
musculaire pouvant aller jusqu’a la paralysie compléte (Pietrobon, 2007), 3 mutations

autosomiques dominantes ont été identifiées :



Presynaptic
terminal
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Figure 1: Localisation des différentes mutations impliquées dans la migraine
hémiplégique familiale. Toutes ces mutations vont tendre a augmenter I’excitabilité neuronale via
un déreglement de I’homéostasie ionique. D’aprés Pietrobon et al. , 2007.
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° La premiere est une mutation du géne CACNA1A, qui code pour la sous-unité alpha 1
du canal Cav 2.1 et entraine un gain de fonction de ce canal. Ce canal, largement
exprimé dans I’ensemble du systéme nerveux central, est trés important dans les
les mécanismes de libération présynaptique des neurotransmetteurs et dans
I’excitabilité neuronale postsynaptique (Pietrobon and Brennan, 2019).

° La deuxieme mutation est celle du géne ATP1A2, qui code pour la sous-unité alpha 2
d’une pompe Na+/K+ astrocytaire, qui entraine une perte de fonction de celle-ci. Plus
particulierement, au niveau cortical cette pompe co-localise avec les transporteurs du
glutamate GLAST et GLT-1 au niveau des prolongements astrocytaires, indiquant son
implication dans la régulation des synapses excitatrices glutamatergiques (Cholet et
al., 2002). La pompe Na+/K+ astrocytaire est trés peu présente autour des synapses
inhibitrices, indiquant que la perte de fonction liée a la mutation du gene ATP1A2 va
plutdt favoriser la transmission glutamatergique excitatrice, via une diminution de la
clairance du glutamate et des ions K+ (Capuani et al., 2016; Cholet et al., 2002;
Pietrobon and Brennan, 2019).

° Enfin la mutation du géne SCN1A, codant la sous-unité alpha 1 du canal Nav 1.1
entraine un gain de fonction du canal. Il est exprimé majoritairement par les
interneurones inhibiteurs, au niveau du segment initial de leur axone. Il joue un role
clef dans I'excitabilité de ces neurones, et une perte de fonction de ce canal est
d’ailleurs corrélée a I'épilepsie (Schutte et al., 2016). Or dans le cas de la migraine
hémiplégique familiale, c’est une mutation de type gain de fonction, indiquant que
cette forme de migraine est associée a une hyperexcitabilité des interneurones
inhibiteurs. Les résultats entre épilepsie et migraine semblent en opposition et restent
difficiles a interpréter, d’autant que I'épilepsie est une comorbidité courante chez les
patients migraineux montrant qu’il y a un lien entre les mécanismes sous-tendant ces

2 pathologies.

Les 3 mutations identifiées dans la cadre de la MHF concernent toutes des genes
impliqués dans la régulation ionique (canaux ou transporteur), suggérant que la migraine,

dans certaines conditions, serait plutot une canalopathie.

Outre les mutations impliquées dans ce type de migraine, des études sur de grandes

bases de données génomiques ont tenté d’identifier des marqueurs génétiques de la migraine






qui pourraient apporter des éléments de réponse pour mieux comprendre sa
physiopathologie. Notamment, une étude de « genome-wide association » (GWA*) a été
publiée en 2016 dans Nature Genetics. (Gormley et al., 2016). Ce travail a mis en lumiére 38
loci associés a un risque plus élevé de migraine. Cependant, la conclusion de I'étude était que
la migraine, en dehors des MHF, n’est pas une canalopathie, puisque les mutations concernant
des canaux ne représentaient que 2 loci parmi les 38 identifiés. En revanche, I'analyse détaillée
des loci identifiés a mis en évidence une présence de ces polymorphismes dans les tissus
vasculaires, ce qui conforte le role important joué par la composante vasculaire dans la
migraine (Gormley et al., 2016). En s’appuyant sur ces résultats, une étude plus poussée sur
des données de séquencage ARN sur cellule unique (signe-cell RNA sequencing, Renthal, 2018)
a permis de montrer que ces mutations touchaient tous les types cellulaires présents dans le
cerveau (neurones, astrocytes, microglie, oligoendrocytes, cellules endothéliales), et que 40%
du polymorphisme des génes associés a la migraine était spécifique d’un sous-type de cellule.
Ainsi, il convient de considérer que tous les types de cellules (neuronales, gliales ou
endothéliales) peuvent jouer un réle significatif dans la physiopathologie de la migraine
(Renthal, 2018).
» L'obésité

Ce facteur de risque a été plus récemment mis en cause dans la migraine (Pavlovic et
al., 2017). En effet, la prévalence de la migraine est plus élevée dans la population de patients
présentant un IMC > 30 (Scher et al., 2003). L'obésité peut augmenter la fréquence et la
gravité des crises de maux de téte (céphalée de tension) et semble augmenter le risque de
développer une migraine (Chai et al., 2014b). Des résultats expérimentaux indiquent de
multiples zones de chevauchement entre la physiopathologie de la migraine et les
mécanismes liés a un exces de graisse corporelle (Chai et al., 2014c). L'obésité qui a été
caractérisée comme étant un état inflammatoire a bas bruit permanent peut étre relié a la
migraine olU la composante inflammatoire est importante (cf paragraphe inflammation
neurogéne). Enfin, il a été montré que le taux de CGRP, neuropeptide jouant un réle central
dans la migraine, était supérieur chez le sujet obése et que la prise de lipides entrainait

I'augmentation de la libération de CGRP (Recober and Goadsby, 2010).






» Anxiété et dépression
Les réponses inadaptées (pathologiques) au stress que sont I'anxiété et la dépression
sont les principales comorbidités associées a la migraine (Baskin et al., 2006). Elles constituent
un facteur important de la progression vers le stade chronique de la maladie (cf paragraphe

dédié a la migraine chronique).

La dépression est I'une des comorbidités psychiatriques les plus courantes chez les
patients migraineux. Trois études différentes ont montré que les migraineux avaient 2,5 fois
plus de risques de souffrir de dépression que les non-migraineux (Lipton et al., 2000; Minen
et al.,, 2016; Zwart et al.,, 2003). La relation entre migraine et dépression semble étre
bidirectionnelle (Breslau et al., 2000). Les troubles anxieux (anxiété généralisée, panique,
troubles compulsifs et phobies) sont quant a eux 2 a 5 fois plus fréquents chez les patients
migraineux que dans la population générale (Buse et al., 2013; Minen et al.,, 2016). Ces
symptomes sont également retrouvés dans les modeles de migraine chez I'animal,
notamment dans le modele par injection de soupe inflammatoire sur les méninges chez le rat

(Melo-Carrillo and Lopez-Avila, 2013; Zhang et al., 2017).

ll. La nociception trigéminale

Touchant la sphere céphalique, la migraine est liée aux messages nerveux véhiculés
par les fibres du nerf trijumeau (nerf cranien V) et ses 3 branches mandibulaire, maxillaire et
ophtalmique qui assurent I'innervation sensitive des territoires oraux, péri-oraux et méningés.
Ces fibres relient les tissus périphériques (peau, muscles, muqueuses, dents, parois vasculaires
méningées...) au premier relais central (segmentaire) localisé dans le complexe sensitif du
trijumeau (CST*). A partir de ce premier relais, les messages seront véhiculés via des voies
ascendantes vers des relais supraspinaux tels la formation réticulée, le thalamus afin
d’accéder ensuite aux aires corticales pour intégrer les composantes sensori-discriminatives

et cognitivo-émotionnelles de la douleur.

A. Anatomie

» Périphérie : nerf et branches trigéminales
Le nerf cranien V est composé de fibres qui correspondent aux axones des neurones
en T dont les corps cellulaires se trouvent dans le ganglion de Gasser (ou autrement appelé

Ganglion trigéminal). Chaque neurone sensoriel possede un prolongement axonal au contact
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Figure 2 : Les différents types de fibres sensitives. D’aprés Smith and Lewin, 2009
nf : fibre nerveuse, ms : gaine de myéline, CV : vitesse de conduction, RAM: mécanorécepteur a
adaptation rapide, SAM : mécanorécepteur a adaptation lente, AM : AS-mécanonocicepteur, CM:
C-mécanonocicepteur, CMH : C-mecano-thermo-nocicepteur au chaud, CMC : C- mecano-
thermo-nocicepteur au froid CH: C-nocicepteur thermique; CLT: fibre C a bas seuil d’activation



des tissus périphériques et un autre au contact des neurones de second ordre, situés dans le
CST. Au niveau des tissus, nous retrouvons différents types de fibres capables de détecter les
stimuli périphériques via les mécanorécepteurs, thermorécepteurs, récepteurs polymodaux,
et nocicepteurs. Il existe 3 grand types de fibres (Figure 2, Smith and Lewin, 2009): Les fibres
AB sont des fibres de gros diametre, richement myélinisées, elles proviennent
majoritairement de la peau et acheminent les stimuli mécaniques non nociceptifs.Les fibres
Ab sont plus petites et moins myélinisées, elles acheminent I'information douloureuse. Les
fibres C, encore plus petites et non myélinisées, transmettent, elles-aussi, I'information
nociceptive mais également les informations thermiques non douloureuses. Ces deux derniers
types de fibres sont donc celles transportant la majorité des informations nociceptives. Les
propriétés respectives de ces fibres, notamment a travers la vitesse de conduction de
I'information nerveuse, aboutissent a une discrimination temporelle dans la détection du
stimulus douloureux. Les fibres A permettent une détection rapide et aiglie du stimulus
douloureux a sa perception consciente du stimulus alors que les fibres C, dont la conduction

est plus lente, apportent une réponse différée et plus diffuse.

Ces différentes fibres vont donc constituer le nerf V, qui va se diviser en 3 branches en

fonction de la zone innervée (Cf Figure 3) :

e La branche ophtalmique, nommée V1, innerve la région péri-orbitale (y compris le
globe oculaire et la cornée), la peau au-dessus de I'ceil (paupiere, sourcil), le nez et la
muqueuse nasale, les sinus frontaux, les méninges (principalement autour des
vaisseaux sanguins) ainsi que la peau du front et du cuir chevelu.

e La branche maxillaire V2 innerve quant a elle la paupiére inférieure, les ailes du nez, la
joue, les narines, le maxillaire supérieur, la levre supérieure, la bouche avec les dents
et les gencives comprises, le sinus ethmoide et sphénoide, ainsi qu’une partie des
méninges

e La branche mandibulaire V3 innerve le reste de la sphére céphalique a savoir la levre
inférieure, le menton, le maxillaire inférieur, les dents et les gencives inférieures ainsi

gu’une grande partie de la langue.

Les méninges étant le seul tissu intra-cranien innervé, jouent un réle central dans la
migraine. La transmission des messages nociceptifs issus des méninges se fait de maniere

similaire a ceux d’origine viscérale. La majorité des récepteurs méningés sont des nocicepteurs
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Figure 3 : Organisation du complexe sensitif du trijumeau ; adapté et modifié d’aprés Dallel et
al., 2003.

Le nerf V innerve la sphére céphalique (méninges comprises) via ses 3 branches: V1
(ophtalmique) V2 (maxilaire) et V3 (mandibumaire). Ces 3 branches se rejoignent au niveau du ganglion
de Gasser. Les fibres afférentes rejoingnent ensuite, au niveau central, le complexe sensitif du trijumeau
(CST). Il est divisé en 2 noyaux : le noyau principal et le noyau spinal, lui-méme divisé en 3 sous-noyaux
(oral, interpolaire et caudal). Notez qu’en fonction du type de fibres, les projections sur le CST vont étre
différentes : les fibres Adelta vont projeter sur 'ensemble du noyau spinal, alors que les fibres C vont
projeter en trés grande majorité sur le sous-noyau caudal (Sp5C)

Figure 4 : Somatotopie et organisation laminaire du Sp5C.
Les fibres afférentes primaires composant le nerf V vont projeter au niveau du Sp5C avec une
organisation somatotopique. On notera aussi que le Sp5C a une organisation laminaire
similaire a celle retrouvé dans la corne dorsale spinale (il est en effet dans le prolongement).



polymodaux de fibres peu myélinisées Ad et de fibres non myélinisées C. Ils répondent a des
stimuli de natures variée (Strassman et al., 1986, 1996). Ces afférences sont en majorité
peptidergiques, exprimant la substance P (SP*) et le Calcitonin-Gene Related Peptide (CGRP*)
(Strassman and Levy, 2006). Les afférences méningées proviennent principalement de la
branche ophtalmique V1, avec certaines afférences provenant des branches V2 et V3 ainsi que
des branches cervicales C1 et C2 (Arbab et al., 1986).0n retrouve ces afférences en grand
nombre autour des vaisseaux de gros ou de petits calibres, mais également au niveau des
zones peu vascularisées. Ces fibres font relais au niveau des couches superficielles du sous-
noyau caudal. De plus, les méninges recoivent des efférences du systéme nerveux autonome

(sympathique et parasymphatique) (Arbab et al., 1986).

Les 3 branches du nerf V se rejoignent au niveau du Ganglion de Gasser. Et de la les
fibres projettent vers le CST. Celles provenant de la branche V1 et V2 sont difficilement
dissociables, tandis que la branche mandibulaire est nettement séparée des 2 autres, au

niveau postéro-latéral.

Il est a noter que les somas des neurones ganglionnaires sont entourés de cellules
satellites (SGC*) qui forment une « gaine » composée de 2 a 20 SGCs par neurone (Thalakoti

etal., 2007).

» Premier relais central : les noyaux du CST

Les fibres primaires parviennent, via le faisceau trigéminal latéral, jusqu’au niveau du
CST qui s’étend le long du tronc cérébral depuis la limite caudale du mésencéphale jusqu’aux
premieres vertébres cervicales. Ces projections sont organisées selon le calibre des fibres,
celles myélinisées larges (Abeta) étant en position médiane du faisceau alors que les fibres
peu ou pas myélinisées (C et Adelta) se trouvent plutot dans la partie latérale du faisceau
(Crissman et al., 1996). Les projections vont ensuite soit se diviser en 2 collatérales et projeter
d’une part sur le noyau principal du CST (Pr5*) et d’autre part sur le noyau spinal (Sp5*), soit
directement sur le noyau spinal (Waite and Ashwell, 2012). Ce dernier est lui-méme divisé en

3 sous-noyaux :

Le sous-noyau oral (Sp50%*), situé dans le prolongement caudal du noyau principal. Il

recoit les afférences orales et péri-orales non-nociceptives et nociceptives.






Le sous-noyau interpolaire (Sp51*), situé entre le Sp50, et le Sp5C, recoit les afférences
intra et péri-orales non nociceptives (notamment des vibrisses), mais qui sont moins
denses que pour le Sp50 (Waite and Ashwell, 2012).

. Le sous-noyau caudal (Sp5C*) s’étend de I'obex jusqu’aux premiers segments
de la moelle cervicale C1-C2. C'est le relais majeur des informations thermiques et
nociceptives provenant de la face. Le Sp5C a une organisation fonctionnelle
comparable a celle de la moelle épiniere avec une organisation laminaire (couches I-V)

visible sur la Figure 3.

Il est a noter que les afférences du nerf V vont projeter selon une organisation
somatotopique sur ces différents noyaux : Les afférences de la branche V1 se projetant dans
I'aire ventrale du Sp5C, celles de la V2 dans l'aire intermédiaire, et celles de V3 dans I'aire

dorsale (Figure 4).

Au niveau du CST, sont intégrés les messages des différentes modalités qu’elles soient
nociceptives ou non. Ici, nous traiterons plus particulierement I'intégration des messages

nociceptifs.

B. Intégration des informations nociceptives

» Intégration segmentaire au niveau du Sp5C

Les informations nociceptives périphériques via les fibres C et AS arrivent presque
exclusivement au niveau du Sp5C ou elles activent des neurones de projection qui vont ensuite
transmettre le message nociceptif aux structures supra-spinales. Ces neurones de projection
sont principalement situés au niveau des couches superficielles (I) et profondes (V) du Sp5C,
et sont représentés par deux types: les neurones nociceptifs spécifiques et les neurones
nociceptifs non-spécifiques. Les neurones nociceptifs spécifiques (NS*) sont situés au niveau
des couches superficielles (I-11) et sont uniquement activés par des stimulations nociceptives.
Les neurones nociceptifs non-spécifiques (Wide Dynamic Range, WDR* neurons), situés dans
les couches profondes (V), sont activés par une large gamme de stimulations nociceptives et
non-nociceptives, notamment mécaniques comme le tact léger, le brossage, ou le pincement.
Les neurones WDR recoivent non seulement des messages véhiculés par les fibres C
(indirectement, via les interneurones situés dans la couche 1), mais également via les fibres

de types AB et AS ce qui leur permet de répondre a une grande variété de stimuli.



Figure 5 : Voies ascendantes des informations nociceptives trigéminales. D’apres Noseda et
Villanueva, 2017
Cg : cortex cingulaire, Ins : cortex insulaire, LH ; noyau hypothalamique médial, PAG : Substance
grise périaqueducale, PBel : noyau parabrachial, partie latérale externe, Po : Noytaux thalamiques
postérieurs, POH : Noyau hypothalamique préoptique, PoT : noyau hypothalamique triangulaire
postérieur, PVN : Noyau hypothalamique paraventriculaire, QVL: Quadrant ventrolatéral, S1 :
Cortex somatosensoriel primaire, S2: cortex somatosensoriel secondaire, VMH: Noyau



Les neurones NS sont plus particulierement impliqués dans lintégration de la
composante émotionnelle de la douleur alors que les non-spécifiques WDR seraient plus
spécialisés dans sa composante sensori-discriminative, en particulier dans la discrimination de
I'intensité du stimulus nociceptif.D’autre part, les neurones WDR recoivent a la fois des
afférences provenant des méninges et de la peau (Davis and Dostrovsky, 1988). Cette
convergence entre territoire viscéral/cutané explique la douleur référée au niveau cutané au
moment des crises de migraine, ce qui fait des neurones WDR un élément central dans la

physiopathologie de la migraine.

» Intégration supra-segmentaire
A partir des neurones de second ordre, le message nociceptif va étre transmis aux
relais et centres supra-spinaux. Les principales voies de transmission sont résumées sur la
Figure 5, d’apres une revue de Noseda and Villanueva, 2017. En fonction du type de neurone
activé, le message va transiter viag différentes voies participant aux différentes composantes

de la douleur.

Les neurones de la couche | vont projeter majoritairement (50%) sur le noyau
parabrachial latéral (PBL*), ainsi que sur le noyau salivaire supérieur (SuS*) et le tractus du
noyau solitaire (TNS*). Ces projections permettent d’expliquer le réflexe cardiorespiratoire
induit par une stimulation nociceptive (Andrew et al., 2003). Les projections du PBL vont
ensuite atteindre les noyaux de I'amygdale (Jasmin et al., 1997) et également I’hypothalamus
(Ilversen et al., 1989), ce dernier recevant également des projections directes via la voie

trigémino-hypothalamique (Malick et al., 2000).

L'intégration somato-sensorielle des informations trigéminales se fait dans le
thalamus, au niveau des noyaux ventro-postero-médian VPM* et postérieur Po* (Guy et al.,
2005; Noseda et al., 2014). Les neurones de la couches V vont principalement projeter via
cette voie spinothalamique (Burstein et al., 1990). Ces structures vont ensuite transmettre les
informations tactiles et nociceptives jusqu’aux cortex somato-sensoriels primaire et
secondaire, permettant I'intégration de la composante sensori-discriminative de la douleur
(Noseda et al., 2011), c’est-a-dire la localisation, I'intensité, la nature ou encore la durée de la
douleur. Le thalamus médian participe a l'intégration de la composante cognitivo-
émotionnelle de la douleur. En effet, il posséde des efférences vers les aires corticales

insulaire, cingulaire antérieure, le systéme limbique dont I'amygdale (Le Bars and Willer, 2004.
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Tolle et al., 1999). Enfin, les structures limbiques comme le cortex orbito-frontal participent a

I'apprentissage et la mémorisation du contexte lié a la nociception.

La nociception ne peut pas étre résumée a un seul systeme de voies ascendantes. En
effet, les messages ascendants sont capables de mettre en jeu au niveau de relais supra-
spinaux des controles dit descendants de la nociception. Ces contrdles agissent sur différents
relais et en particulier sur le relais segmentaire c’est-a-dire dans le cas trigéminal au niveau

du Sp5C. Ils sont résumés sur la Figure 6, tirée de la revue de Noseda et Villanueva, 2017.

C. Contréles supra spinaux de la transmission du Sp5C

L'intégration du message nociceptif au niveau trigéminal dépend en définitive, de
nombreux controéles, facilitateurs ou inhibiteurs, provenant de structures supra-spinales. Un
déséquilibre dans ces boucles de régulation de la nociception peut jouer un réle clef dans
I'apparition et le maintien des douleurs chroniques (cf migraine chronique). Ces controles

descendants sont constitués de voies issues de différentes structures.

» Contréles provenant du tronc cérébral
La substance grise périaqueducale (PAG*), I'aire bulbaire ventro-médiane (RVM*) et le

locus coeruleus (LC*) sont des structures clefs dans les controles descendants de la douleur.

e Lasubstance grise périagueducale PAG

C’est une structure qui joue un role important dans le traitement de I'information
nociceptive aussi bien ascendante que descendante. En effet, elle recoit des afférences de la
moelle épiniere et du CST via le noyau parabrachial (Dallel et al., 2004) et des informations

provenant de I'amygdale et de I’ACC (Gauriau and Bernard, 2002).

Elle contient des neurones exprimant des enképhalines, des peptides (Substance P,
CGRP) et du GABA (Beitz, 1982b, 1982a). Elle est sous-divisée en 4 régions : dorso-médiane ;
dorso-latérale, latérale et ventro-latérale. C'est la partie ventro-latérale qui recoit
principalement les afférences nociceptives du CST (Menétrey et al., 1982). La PAG a un effet

a la fois pro et anti-nociceptif :

° L'activation de neurones glutamatergiques ou l'inhibition des neurones

GABAergiques a un effet antinociceptif (Samineni et al., 2017).
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Figure 6 : Les contrdles descendants de la nociception trigéminale. D’aprés Noseda et
Villanueva, 2017.
A1l : Noyau dopaminergique Al11l, LC : Locus Coeruleus, LH : Noyau hypothalamique latéral, PAG :
Substance grise périaqueducale, RVM: Aire bulbaire ventromédiane, PVN: Noyau
hypothalamique paraventriculaire, S1: Cortex somatosensoriel primaire, S2: cortex
somatosensoriel secondaire, SRD : noyau spino-réticulaire dorsal ; SSN : Noyau salivaire supérieur



° A linverse l'inhibition glutamatergique et |'activation GABAergique est pro-

nociceptive (Samineni et al., 2017).

L'action de la PAG sur la nociception trigéminale n’est pas directe mais passe

principalement via la RVM*.

e |’aire bulbaire ventromédiane ou RVM
La RVM est constituée des noyaux médians du raphé magnus et de la formation
réticulée adjacente. Elle constitue le relais majeur des contréles descendants (inhibiteurs ou
facilitateurs) en provenance de la PAG, mais elle regoit également des afférences du noyau
parabrachial latéral (Chen et al., 2018). La RVM est composé de 3 types de cellules distinguées
en fonction de leur réponse a une stimulation nociceptive : les neurones qui s’activent
(cellules « ON »), les neurones qui sont inhibés (cellules « OFF ») et les cellules qui ne

répondent pas (cellules « NEUTRES ») (Fields et al., 1995).

° Les cellules « OFF » sont anti-nociceptives, et projettent sur les couches |, Il et V
du Sp5C (Fields et al., 1995).

° Les cellules « ON » sont pro-nociceptive, et projettent également sur les couches
Il et V du Sp5C (Fields et al., 1995) . Une étude récente a permis de montrer que
les cellules « ON » GABAergiques étaient pro-nociceptives en inhibant des
interneurones enképhalinergiques (Francois et al., 2017).

° Le rble des cellules « NEUTRES » dans le contrble de la nociception n’est pas
clairement identifié. Cependant une étude, en 2000, a suggéré que les cellules
« NEUTRES » étaient en fait des cellules « ON/OFF » répondant a un territoire
différent (Ellrich et al., 2000), résultats qui depuis été confirmés (Khasabov et al.,

2015).

Il est a noter qu’une étude réalisée par Edelmayer et collaborateurs en 2009 a permis
de montrer que dans un modéle de migraine chez le rat il y avait une augmentation du
contréle facilitateur provenant de la RVM via I'activation des cellules « ON » et I'inactivation

des cellules « OFF » (Edelmayer et al., 2009).

e Le Locus coeruleus
Ce noyau (LC*) a un réle clef dans le systeme nerveux central puisqu’il constitue la

principale source de noradrénaline de I’encéphale. Son activité est liée a des fonctions
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homéostatiques (Aston-Jones and Waterhouse, 2016; Berridge and Waterhouse, 2003). Il est
d’ailleurs connecté avec toutes les zones d’intégration sensorielles, et va donc influencer des
fonctions comme I'audition, la vision, la gustation, I’olfaction et dans le cas qui nous intéresse :
la somesthésie (McBurney-Lin et al., 2019; Waterhouse and Navarra, 2019). Il est
particulierement reconnu pour son réle dans les contréles descendants de la nociception. Les
informations sensorielles qui projettent sur le LC passent principalement par le noyau
paragigantocellulaire, méme s’il existe également des projections directes provenant des
couches profondes (V) de la moelle épiniére et du Sp5C (Craig, 1992). Ces projections sont
majoritairement excitatrices (Ennis et al., 1992). |l recoit également des informations de la
PAG, du cortex préfrontal, de 'amygdale et également de la RVM. Ces projections peuvent
étre glutamatergiques, cholinergiques, sérotoninergiques, opioidergiques ou corticotrophin
release factor (Waterhouse and Navarra, 2019). Le LC est capable de moduler les informations
nociceptives au niveau du Sp5C via des projections directes (Fritschy and Grzanna, 1990;
Simpson et al., 1997), et il établit des projections au niveau des vaisseaux intra- et extra-
craniens, pouvant ainsi réguler la vasomotricité des vaisseaux méningés qui jouent un réle
important dans la migraine.

Certains controles descendants inhibiteurs de la nociception peuvent étre mis en jeu
expérimentalement, chez I’'homme comme chez le rongeur, par des stimulations nociceptives
dites hétérotopiques. Il s‘agit de contrdles inhibiteurs diffus induits par stimulation

nociceptive (CIDN).

e Les Controles Inhibiteurs Diffus de la Nociception (CIDN)

Une stimulation nociceptive sur une partie du corps peut moduler l'intégration d
message nociceptif provenant d’une autre partie du corps. En effet, selon Hippocrate < deux
souffrances survenant en méme temps, mais sur des points différents, c’est la plus forte qui
fait taire la plus faible >>. Ces contr6les sont donc mis en jeu par une stimulation dite
« conditionnante », nociceptive et d’une intensité élevée, qui va alors inhiber la douleur
provoquée par la premiére stimulation sur un autre territoire. Il y a d’ailleurs une corrélation
entre I'intensité du stimulus conditionnant et le degré d’inhibition réalisé par les CIDN (Willer
et al., 1999). Ces contrbles sont dits « diffus » car a partir d’une stimulation nociceptive
appliquée sur un territoire (par exemple une patte postérieure), c’est tout le reste du corps

qui sera soumis a l'inhibition et méme pour des territoires éloignés (par exemple la face).
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Les CIDN affectent I'activité nociceptive des neurones WDR, au niveau de la corne
dorsale de la moelle ou du noyau trigéminal. lls mettent en jeu des structures supra-spinales
puisqu’ils ne sont plus efficaces chez I'lanimal spinalisé (Willer et al., 1999). Ces contréles sont

liés a I'activation du noyau spino-réticulaire dorsal (SRD*) (Bouhassira et al., 1992), le noyau

parabrachial (Lapirot et al., 2009), le noyau raphé magnus (Chebbi et al., 2014) et le noyau
A1l (Lapirot et al., 2011).

Il est a noter que dans le contexte d’'un modele de migraine chronique chez le rat
induite par injection répétée de soupe inflammatoire au niveau des méninges, Boyer et
collaborateurs ont montré que les CIDN étaient altérés et que leur affaiblissement pouvait
donc constituer un facteur de progression de la migraine (Boyer et al., 2014). Des données
cliniques suggerent aussi que la migraine et plus particulierement dans sa phase chronique

est associée a une altération des controles inhibiteurs (Sandrini et al., 2006).

» Contréles a partir de I’hypothalamus

L’hypothalamus est une structure importante pour I’homéostasie de fonctions telles
que les cycles éveil/sommeil, digestion-nutrition, circulation, reproduction ou encore gestion
du stress. C’est pour ces raisons que I’hypothalamus a été étudié dans le cadre de la migraine
car son implication pourrait expliquer un certain nombre de prodromes (fatigue, difficulté a
se concentrer, faim...) (Goadsby et al., 2017). Il est constitué d’un ensemble de sous-noyaux,
mais ceux impliqués dans le contréle de la nociception sont les noyaus Al1, paraventriculaire
(PVN*) et l'aire perifornicale (PeF*) qui envoient des projections au niveau spinal et

trigéminal.

La lésion ou linhibition du noyau A11 (situé dans la partie postérieure de
I’hypothalamus), source dopaminergique sur le Sp5C (Abdallah et al., 2013), provoque une
analgésie trigéminale (Abdallah et al., 2015). Enfin, I'activation du noyau A1l inhibe Ia

transmission nociceptive provenant des méninges (Charbit et al., 2009).

A partir du PVN et PeF hypothalamique, d’autres contréles descendants viennent
moduler les messages nociceptifs au niveau segmentaire. Ces voies descendantes libérent
différents neuromédiateurs (antinociceptifs) tels que I'ocytocine (Kubo et al., 2017), la
vasopressine (Honda and Takano, 2009; Kubo et al., 2017) ou les orexines (Date et al., 2000).

Par exemple, I'Orexine A via I'activation du récepteur orexin 1, est capable d’inhiber les
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courants post-synaptiques excitateurs au niveau des couches superficielles de la corne dorsale
(Jeon et al., 2015). L’injection intrathécale d’orexine A a un effet analgésique dans des
modeéles de douleurs inflammatoires comme le formol ou la carragénine (Bingham et al., 2001;

Yamamoto et al., 2002).

L'implication de I’hypothalamus dans les contréles descendants passe aussi
indirectement via ses connections avec les structures décrites précédemment a savoir la PAG

et la RVM (Millan, 1999).

» Contréle cortical
Trés tot, une étude menée par Dubner a permis de mettre en évidence un contréle
inhibiteur du cortex somatosensoriel sur I’activité trigéminale (Dubner, 1967). Les projections
du cortex a la fois sur les couches superficielles et profondes du Sp5C mises en jeu lors de
cette régulation ont été mises en évidence plus récemment. Elles vont exercer un contrdle
excitateur lorsqu’elles proviennent de I'insula, inhibitrice lorsqu’elles proviennent du cortex

somatosensoriel S1 (Haque et al., 2012; Noseda et al., 2010; Zhang et al., 2010).

Ill.  Physiopathologie de la migraine

Malgré les avancées réalisées depuis les années 70 jusqu’a nos jours, la
physiopathologie de la migraine reste encore en grande partie méconnue, notamment les
mécanismes entrainant le déclenchement des crises de migraine ou encore ceux a |'origine de
la progression vers le stade chronique. L'explication du déclenchement des crises a reposé

sur deux théories basées sur différentes données cliniques ou expérimentales.

A. La théorie vasculaire

La premiére théorie avancée par I'américain Harold Wolff date des années 1940. Elle
a été élaborée d’aprés I'observation de la dilatation de I'artere temporale chez certains
patients migraineux lors d’une crise (Wolff, 1948). D’apres cette théorie, la douleur
migraineuse serait due a la vasodilatation des vaisseaux intracraniens situés dans les méninges
(dure-mére et pie-mére). Cette vasodilatation entrainerait une activation des fibres
trigéminales innervant les vaisseaux déclenchant la sensation douloureuse caractéristique de
la migraine. Des données d’imageries obtenues par Angiographie Par Résonnance Magnétique
Haute Résolution chez I'homme sont venus renforcer cette théorie, puisque une

vasodilatation des vaisseaux extra et intracranien a pu étre observée durant la crise dans
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I’hémicrane concerné (Asghar et al., 2011). De plus, des substances connues pour étre
vasodilatatrices comme les donneurs de NO (Nitroglycérine : NTG*) provoquent une céphalée
immédiate chez les patients, et une crise de migraine caractéristique, apparaissant aprées un
certain délai, chez les patients migraineux (Iversen et al., 1989). Enfin |'origine vasculaire des
crises a aussi été attestée par |'efficacité des triptans (agonistes de certains récepteurs 5HT1
développés dans les années 1990), traitement spécifique de la crise migraineuse y compris
celle induite par un donneur de NO (Flores Ramos et al.,, 2017). Ces derniers ciblent les
vaisseaux méningés, méme si on sait aujourd’hui que leur efficacité passe aussi par une action

neuronale (Levy et al., 2004). .

Cependant, des données d’imageries réalisées chez 'homme montrent des résultats
contradictoires. En effet, le Sildénafil (inhibiteur de la phosphodiestérase de type 5,
augmentant la concentration en Guanidine MonoPhosphate cyclique ou GMPc*) est capable
d’induire une migraine sans pour autant entrainer de vasodilatation méningée (Kruuse et al.,
2003), tandis que le peptide intestinal vasoactif (VIP*) est capable d’induire une dilatation des
arteres méningées sans entrainer de crise de migraine (Rahmann et al., 2008). Enfin, la
vasodilatation des vaisseaux provoquée par les donneurs de NO apparait a distance de la
céphalée migraineuse, ce qui ne permet pas de faire un lien direct entre les 2 événements
(Schoonman et al., 2008). Se pose donc la question de savoir si la vasodilatation est un
déclencheur clef ou un épiphénomene lors d’'une attaque de migraine. Cependant, comme
évoqué dans le paragraphe sur la composante génétique de la migraine, les études de
génomique a tres large échelle ont mis en évidence des polymorphismes associés aux tissus
vasculaire qui sont corrélés a un risque plus élevé de migraine. Ces données remettent en
perspective I'hypothése vasculaire dans la physiopathologie de la migraine (Gormley et al.,

2016).
B. La théorie de I'inflammation neurogene

Une revue récente de Ashina et collaborateurs (2019) permet de faire le point sur cette
théorie qui repose en partie sur la découverte et I'étude du réle de peptides dans un
mécanisme, appelé l'inflammation neurogéne. Au niveau des afférences méningées du
systeme trigéminovasculaire, ont été mis en évidence 3 neuropeptides : la substance P (SP*),
le calcitonin-gene-related peptide (CGRP*) et le Pituitary Adenylate Cyclase-Activating
Polypeptide (PACAP*).
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La SP est exprimée dans une grande partie du systéme nerveux central mais également
a la périphérie (May and Goadsby, 2001). Impliquée dans la transmission des messages

douloureux, elle est libérée par les fibres C au niveau des couches superficielles du Sp5C et

agit en se fixant sur le récepteur Neurokinin 1 (NK1). Elle est aussi libérée a la périphérie
(réflexe d’axone) ou elle participe a la sensibilisation des afférences primaires en situation
d’inflammation. La stratégie thérapeutique ciblant le récepteur NK1, prometteuse d’apres les
données obtenues chez I'animal, s’est cependant montrée décevante en clinique dans le cas

de la migraine (Diener, 2003) et dans le traitement d’autres types de douleur (Hill, 2000).

Le CGRP a été le deuxieme neuropeptide identifié dans le systeme trigéminal. Un grand
nombre de fibres C exprimant ce peptide sont retrouvées au niveau des méninges (avec une
co-localisation avec la SP pour une petite partie d’entre elles). Il est a noter que les fibres A
n’expriment pas le CGRP alors qu’elles sont pourvues de récepteurs au CGRP (Calcitonin-
receptor like CRL* et receptor activity-modifying protein 1 RAMP1*). Ce résultat suggéere que
la libération de CGRP par les fibres C peut également influencer (sensibiliser) les fibres Ad se

trouvant a proximité.

Le PACAP, découvert en 1989, est également retrouvé autour des fibres trigéminales
entourant les vaisseaux méningés, dans le ganglion trigéminal et dans le Sp5C (Uddman et al.,
2002). Alors que sa concentration plasmatique augmente en réponse a la stimulation
électrique des méninges (Zagami et al., 2014), elle diminue au niveau du ganglion trigéminal
lors d’une inflammation méningée (Vollesen et al., 2018). Ces résultats suggérent une

implication du PACAP différente en fonction de la nature du stimulus.

Ces neuropeptides, libérés au niveau des méninges, vont pouvoir activer la libération
de substances pro-inflammatoire telles que I’histamine, la sérotonine, les prostaglandines ou
encore le monoxyde d’azote par les cellules se trouvant au niveau des vaisseaux méningés a
savoir les cellules endothéliales, les macrophages et les mastocytes (Messlinger and Dux,
2017). Cette inflammation pourrait donc entrainer le déclenchement des crises de migraine
en activant et/ou sensibilisant les nocicepteurs méningés (Strassman et al.,, 1996). Des
modeles de migraine chez I’'animal viennent conforter cette hypothése : en effet, I'injection
de substances telles que les donneurs de monoxyde d’azote NO (nitroglycérine, isosorbide
dinitrate) est capable d’induire la dégranulation de mastocytes au niveau des méninges

(Ferrari et al., 2016). De plus, ce méme modéle provoque une inflammation chez I’animal qui
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Figure 7 : La dépression corticale envahissante D’aprés Karatas et al. 2013.

(1)Dépression Corticale Envahissante (Libération ion K+/H+, glutamate...);(2) Ouverture
canaux pannexinl (Panx1) neuronaux, entraine activation de la caspase- ;(3) Libération de médiateurs
pro-inflammatoires (par exemple, HMGB1, IL-1);(4) Activation astrocytes (via NF-kB) qui vont
exprimer COX2 et de iNOS. ;(5) Cytokines, Prostanoides et le NO sont ensuite libérés favorisant
activation prolongée des fibres trigéminales. ;(6) Inflammation durale stérile accompagnée d'une
dégranulation des mastocytes Les barres en T rouges indiquent les étapes ou la cascade a été
interrompue par des inhibiteurs.



se produit 2h apres l'injection, ce qui correspond au délai observé avant I'arrivée de la crise

de migraine chez le patient (Reuter et al., 2001).

L’allodynie (hypersensibilité cutanée), retrouvée chez un grand nombre de patients
pendant la crise de migraine (Louter et al., 2013) est également un élément en faveur d’un
mécanisme inflammatoire dans la migraine qui entraine I'activation et la sensibilisation des
afférences trigéminales périphériques (allodynie d’origine périphérique) mais aussi peut
induire la sensibilisation des neurones de second ordre (allodynie d’origine centrale) situés au
niveau de Sp5C. En effet, ces neurones recoivent a la fois des afférences méningées et des
afférences cutanées. L'importance de la composante inflammatoire dans la migraine est
aujourd’hui admise comme un élément clef dans la douleur liée a la crise migraineuse.
Cependant, la cascade d’évenements amenant au déclenchement de cette inflammation
demeure inconnue, et c’est justement l'identification de ce « générateur » de migraine qui
serait une grande avancée dans la compréhension de la migraine. La dépression corticale
envahissante, la contribution du systéme nerveux parasympathique ou encore un
dysfonctionnement du tronc cérébral sont actuellement discutés en tant que déclencheurs de

cette inflammation et donc de la migraine.

C. La dépression corticale envahissante

La dépression corticale envahissante (DCE*) est un phénomene précédant la crise
migraineuse chez le patient. Elle a été mesurée pour la premiére fois en 1944 par Leao chez le
lapin (Leao, 1944). La DCE débute par une onde de dépolarisation neuronale et gliale,
accompagnée d’importantes modifications ioniques, qui se propage lentement (2 a 6
mm/min) a la surface du cortex. Cette vague de dépolarisation est suivie d’'une chute de
I'activité neuronale, d’ou son nom de DCE. Elle a pour conséquence une augmentation de
I’afflux sanguin et une extravasation de substances algogénes comme des ions H+ et K+, du
monoxyde d’azote (NO*), la protéine High Mobility Group Box 1 (HMGB1*) ou l'interleukine
1B (IL-1B*) qui vont aller activer et sensibiliser les afférences trigéminales (Bolay et al., 2002,
Karatas et al., 2013). Les astrocytes ont été impliqués dans les mécanismes de la CSD, étant
donné leur role essentiel dans la régulation du K + extracellulaire et la génération d'ondes de
Ca2+ in vitro (nous décrirons plus en détail ces mécanismes dans la partie dédiée aux
astrocytes). Ces ondes se propagent lentement dans le réseau des astrocytes, via leurs

jonctions communicantes, a une vitesse similaire a celle de la CSD (Rovegno and Saez, 2018).
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Cette DCE peut étre reproduite expérimentalement via différentes stimulations : un
stimulus chimique (application de KCL sur le cortex), des stimulations électriques ou
mécaniques sur le cortex ou méme une vasodilatation. La DCE constitue un modele de
migraine couramment utilisé. Chez le rongeur, de nombreuses études ont montré que la DCE
entrainait une activation immédiate et différée des neurones périphériques (ganglion
trigéminal) et centraux (Sp5C) (Bolay et al., 2002; Zhang et al., 2010, 2011c). Par ailleurs, des
études réalisées dans des modéles de migraine génétique (Pietrobon and Brennan, 2019) ou
par injection d’'un donneur de NO (Bates et al., 2010) chez la souris ont montré un abaissement

du seuil de déclenchement de la DCE.

Une étude présentant le mécanisme et la cascade des événements se produisant a la
suite de la DCE a été publiée par Karatas et collaborateurs en 2013. (Figure 7). En réponse a la
DCE, notamment au relargage de K+ et de glutamate, s’effectue une ouverture transitoire des
canaux pannexinl (Panx1*) neuronaux, avec activation ultérieure de la caspase-1 et la
libération de médiateurs pro-inflammatoires (par exemple, HMGB1, IL-1). Les astrocytes sont
activés (via NF-kB) et expriment COX2 et iNOS. Les cytokines, les prostanoides et le NO sont
ensuite libérés dans |'espace sous-arachnoidien, favorisant ainsi I'activation prolongée des
fibres trigéminales. S’installe ensuite une inflammation durale stérile-accompagnée d'une
dégranulation des mastocytes, alors que le réflexe trigémino-parasympathique provoque le
relargage de CGRP ou encore de NO (Reuter et al., 1998) et ainsi une dilatation tardive et

soutenue des artéres méningées.

La DCE est associée a I'aura rapportée chez environ un tiers des patients, qui a lieu
spontanément dans le cortex chez les patients migraineux juste avant la crise de migraine
(Bowyer et al., 2001). Il n’existe toujours pas de lien direct entre la DCE et la migraine chez
I’lhomme, et la question de savoir comment la DCE elle-méme est déclenchée. En outre, la
majorité des patients migraineux ont des crises de migraine sans aura (70%) pour lesquels n’a

pas été mise en évidence de DCE.

D. La contribution du systeme parasympathique

Chez un grand nombre de patients, existent des symptomes liés a I'activation du
systeme nerveux autonome comme le larmoiement, la congestion nasale, la transpiration

etc...(Lai et al., 2009)
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Ces manifestations suggérent I'implication du systeme parasympathique dans la migraine. Les
déclencheurs de migraine, tels que le stress, peuvent activer de multiples zones
hypothalamiques, limbiques et corticales, capables de mettre en jeu les neurones
parasympathiques du noyau salivaire supérieur (SSN*)(Burstein and Jakubowski, 2009). Le
SSN établit des contacts avec les neurones parasympathiques du ganglion sphénopalatin
(SPG*), qui envoie des projections au niveau des vaisseaux méningés. La vasodilatation et la
libération locale de molécules inflammatoires par ces derniers activent les nocicepteurs
méningés (Suzuki and Hardebo, 1993). Ainsi I'activation du SSN est capable de moduler
I'activité des neurones trigéminaux (Akerman et al., 2012). L’hypothése de I'intervention du
systéme parasympathique est également soutenue par I'efficacité du blocage de I'activité du

ganglion sphénopalatin dans le traitement de la céphalée migraineuse (Yarnitsky et al., 2003).

IV. Traitements

Les traitements anti-migraine peuvent se résumer a deux catégories : les traitements
de crise, qui doivent étre pris dés le début des symptémes de la crise migraineuse pour étre
efficaces, et les traitements de fond dont I'objectif est de diminuer la fréquence (et aussi

I'intensité) des crises.

A. Traitements de crise

» Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et paracétamol
L'aspirine, et autres AINS (Ketoprofene, flurbiprofene, naproxen etc..) sont les
traitements le plus couramment utilisés, avec le paracétamol, pour le traitement aiglie des
crises de migraine (Pardutz and Schoenen, 2010). Plusieurs études ont démontré contre

placebo I'efficacité de I'aspirine (Chabriat et al., 1994; Taneri and Petersen-Braun, 1995)

» Le paracétamol
Le paracétamol est trés largement utilisé dans la migraine, en particulier en
automédication, car son potentiel toxique est peu connu des patients. Son efficacité, seul ou
en association avec codéine, caféine ou encore aspirine a été montré lors d’études cliniques

(Derry and Moore, 2013; Moore et al., 2015).
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» Triptans

Les triptans sont les premiers médicaments spécifiquement développés pour traiter la
migraine. lls ciblent les récepteurs sérotoninergiques 5HT1g/p présents au niveau des
méninges et ainsi provoquent une vasoconstriction de ces vaisseaux. lls ont aussi une affinité
plus faible pour d’autres récepteurs sérotoninergiques, comme le 5-HT14, 5-HT1e et 5-HT1¢.
Des études ont montré également une action sur la transmission trigéminale, en agissant sur
les récepteurs présynaptiques 5-HT1p (Ho et al., 2014). Cependant ils peuvent avoir des effets
indésirables cardiovasculaires via leur liaison au récepteur 5-HT1g qui peuvent limiter leur
prescription. Les triptans sont tres efficaces s’ils sont pris dés le début de la crise de migraine
(Burstein and Jakubowski, 2004), mais lorsque la crise est installée, ils perdent de leur

efficacité.

» Ditans

Les ditans sont des agonistes des récepteurs sérotoninergiques tout comme les
triptans, mais avec une spécificité pour les récepteurs 5-HT1:. La fixation de I'agoniste au
récepteur présynaptique va permettre de diminuer le relargage de peptide et ainsi de prévenir
I'activation et la sensibilisation a la fois des nocicepteurs périphériques mais également au
niveau central. Ils ont été développés pour convenir aux patients ayant des contre-indications
aux triptans qui présentent un risque cardiovasculaire. Le Lasmiditan est actuellement en
phase lll et les premiers résultats semblent prometteurs, offrant une nouvelle molécule

thérapeutique efficace pour traiter la crise de migraine (Moreno-Ajona et al., 2019).
B. Traitements de fond

Les traitements de fonds de la migraine sont pris de de fagcon continue afin de diminuer
le nombre et I'intensité des crises. Plusieurs classes thérapeutiques sont indiquées, méme si
le mécanisme d’action n’est pas toujours clair. Elles permettraient de « normaliser »

I’hyperexcitabilité neuronale décrite dans la migraine.

» Béta-bloquants
Le traitement de premiere intention lors de la mise en place d’un traitement de fond
sont les béta-bloquants. De nombreuses études ont validé leur efficacité, notamment le
propranolol qui permet une réduction de prés de 50% des crises (Nadelmann et al., 1986;
Rosen, 1983; Shimizu, 2009). La découverte de I'action antimigraineuse des béta-bloquants

est fortuite, et a été constatée chez un patient migraineux traité pour un angor (Wykes, 1968).
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A I'heure actuelle les mécanismes précis de I'efficacité des béta-bloquants dans la
migraine restent peu connus. Les béta-bloquants sont des molécules trés lipophiles, qui
peuvent donc passer la barriere hémato-encéphalique et avoir un effet sur les récepteurs au
niveau central. Une étude réalisée dans un modele de migraine chez le rat par injection
répétée de soupe inflammatoire a permis de montrer que le propranolol en traitement de
fond permettait d’éviter la sensibilisation des neurones du CST et de diminuer I'expression de

c-fos dans la RVM et également dans le Locus Coeruleus (Boyer et al., 2017).

» Antiépileptiques
Les antiépileptiques sont utilisés lorsque le patient a une contre-indication a
I"utilisation de béta-bloquants ou lorsque celui-ci est inefficace. Ils ont prouvé leur efficacité
contre placebo et sont couramment utilisés en traitement de fond de la migraine. Le principal

antiépileptique utilisé dans le traitement de la migraine est le topiramate (Silberstein, 2015).

lIs sont efficaces dans la réduction de la durée et de I'intensité des crises (Linde et al.,
2013). lls peuvent agir a différents niveaux : inhiber les canaux calciques et ainsi limiter la

libération de neurotransmetteurs excitateurs, ou augmenter la libération de GABA-

» Antidépresseurs
Certains antidépresseurs ont démontré une efficacité dans le traitement
prophylactique de la migraine, mais ils restent des molécules de second choix de par leurs
effets indésirables non négligeables. Ainsi I'amitriptyline, un antidépresseur tricyclique(Xu et
al., 2017), ou la venlafaxine (Silberstein, 2015) ont démontré leur efficacité comme
traitements préventifs. Ces traitements présentent également I'avantage de réduire les
troubles psychiatriques (anxiété/dépression) associés au stade chronique de la migraine.
» La toxine botulinique
La toxine botulinique de sérotype A (onabotulinumtoxin A) est un traitement utilisé
uniguement dans le traitement de la migraine chronique puisqu’elle n’a montré aucune
efficacité chez les patients épisodiques. L’étude clinique PREEMPT-2 a montré qu’une
injection trimestrielle de toxine botulinique de type A permettait de réduire significativement
le nombre de jours de céphalée par rapport aux contréles (Diener et al., 2010). Son mode
d'action n'est pas completement connu. Cependant, certaines études suggérent que son
efficacité pourrait ne pas étre uniquement périphérique, limitée au site d'injection, mais

également avoir un effet central via un transport axonal. Les mécanismes sous-jacents aux
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effets sur la migraine chronique pourraient ainsi inclure une modulation de la libération de
neurotransmetteurs ainsi qu’une modifications de I'expression de récepteurs présent a la

membrane synaptique au niveau central (Do et al., 2018).

» Les anti-CGRP

La stratégie visant a cibler le CGRP provient des découvertes concernant son
implication dans linflammation neurogéne lors de la migraine. La premiére classe
thérapeutique ciblant le CGRP a été celles des antagonistes du récepteur au CGRP, les gépants.
Ces composés avaient démontré une efficacité prometteuse en tant que traitement de crise,
notamment le telcegepan (Ho et al.,, 2008), mais ont cependant été retirés des études
cliniques apres des premiéres données montrant une hépato-toxicité chez I’"homme (Ho et al.,
2014). De nouvelles molécules ont été développées en essayant d’éviter cet effet

hépatotoxique, notamment le Rimegepant et I’'Ubrogepant.

Le potentiel thérapeutique des anti-CGRP étant important, une nouvelle stratégie
visant son récepteur a I'aide d’anticorps a été testée. Ainsi I'eptinezumab, I'erenumab, le
galcanezumab, et le fremanezumab ont fait I'objet d’études cliniques (Han et al., 2019). Leur
efficacité en tant que traitement de crise et traitement de fond a été approuvée par les Etats-
Unis et par I'Europe, avec 'autorisation de commercialiser I'Erenumab. En Europe, il reste
cependant réservé aux patients en échec thérapeutique et souffrant d’au moins 4 crises de
migraines par mois (Markham, 2018). D’'une maniére intéressante, les anti-CGRP ont
démontré leur efficacité non seulement chez les patients souffrant de migraine épisodique,
mais également chez les patients souffrant de migraine chronique, et méme chez ceux
souffrants de migraine chronique avec abus médicamenteux, réputés pour étre les cas les plus

difficiles a traiter (Han et al., 2019; Lipton et al., 2019; Tepper et al., 2019)

Les anti-CGRP étant des anticorps, ils ne peuvent pas passer la barriere hémo-
encéphalique (Edvinsson and Warfvinge, 2019), ce qui signifie que leur efficacité passe
uniguement par un mécanisme périphérique, au niveau du ganglion trigéminal notamment.
Cet élément dans un contexte de migraine chronique est trés intéressant, puisque jusqu’a
présent la migraine chronique était considérée comme une pathologie « centrale » et que
I’élément périphérique n’était que secondaire. L'efficacité de I'Erenumab chez les patients
chroniques prouve que méme a un stade avancé de la pathologie, les éléments périphériques

jouent un rodle significatif dans le déclenchement des crises de migraine.

23



Episodic Migraine

Evolving, Intermediate State

Chronic Migraine

Clinical characteristics

Lower frequency headaches (lasting 4-72
hours on <15 days/month)*

Associated symptoms include lateralized
pulsating pain, pain made worse by
routine physical activity, nausea,
photophobia, and/or phonophobia

More severe pain

Approximately 3%
evolve per year

Higher frequency headaches (=15
days/month for >3 months; meet criteria for
episodic migraine on >8 days/month or
believed by patient to be a migraine and
relieved by acute migraine medication)*
Fewer associated symptoms

Less severe pain

Often, acute analgesic overuse

Quality of life

Disability associated with acute attacks

More disabling

Prolonged, pervasive disability

Pathology and
functional correlates

Alterations in periaqueductal gray matter
iron homeostasis”

Increased blood flow and activity in pons
and other areas during migraine®’

Some baseline cortical hyperexcitability®
Alteration in brain processing of
cutaneous pain’

More pervasive, severe,
or enduring changes

Alterations in periaqueductal gray matter
iron homeostasis possibly progressive”
Increased activity in pons, other areas in
interictal period®

Excessive baseline cortical hyperexcitability®
More substantial alteration in brain
processing of cutaneous pain’

Treatment

Triptans often effective
Topiramate often effective

Presence of risk factors for progression
may influence treatment

Attempt to prevent
chronification

Difficult to treat; triptans frequently
ineffective
Topiramate may be effective

OnabotulinumtoxinA proven efficacious and
tolerable

Tableau 2 : Vue d'ensemble des caractéristiques associées a la migraine épisodique et
chronique ; D’aprés Aurora et al. ; 2017




V.

La migraine chronique
A. Généralités

La progression de la migraine est un phénoméne qui se caractérise par une
augmentation de la fréquence des crises. La migraine peut évoluer selon un stade dit
épisodique (ME*) qui se traduit par des crises s’étageant du stade a basse fréquence (0 a 9
jours de crises/mois) jusqu’au stade dit a haute fréquence (9-14 jours de crises/mois). Enfin le
stade de migraine chronique proprement dit (MC*) est défini selon IHS lorsque le patient subit
plus de 15 jours de crises de céphalée par mois (dont au moins 8 crises de migraine). Au stade
de MC, les crises sont également plus longues et plus intenses, et I'efficacité des traitements
est tres réduite voire nulle (Bigal and Lipton, 2008). Cette évolution d’'un stade épisodique,
épisodique a haute fréquence puis migraine chronique peut évoluer sur plusieurs mois ou

années, et est bi-directionnelle.

La prévalence de la migraine chronique est d’environ 1-2% dans la population générale et
8% chez les migraineux, avec une prévalence maximale entre 18 et 29 ans et entre 40 et 50
ans (Buse et al., 2012). Chaque année, 2 a 3% de patients souffrant de migraine épisodique
voient une progression de la pathologie vers le stade chronique (Bigal and Lipton, 2008). La
transformation de la migraine vers une forme chronique entraine une altération conséquente
de la qualité de vie du patient, aussi bien sur sa vie de famille que d’un point de vue
professionnel ce qui entraine également un co(t sociétal important (Bigal et al., 2008; Buse et
al., 2012). En effet, méme si la prévalence dans la population générale semble assez faible,
cette proportion de patients représente une grande partie de I'impact sociétal associé a la
migraine. Les mécanismes qui sous-tendent cette transformation de la pathologie sont
aujourd’hui encore peu connus. La mauvaise connaissance de cette transformation
(progression) explique sans doute pourquoi la migraine chronique est aujourd’hui
insuffisamment prise en charge et manque de traitements spécifiques. Cependant des
facteurs de risque de progression ont été identifiés, nous allons les décrire dans le paragraphe

suivant.
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B. Les facteurs de risque

> La répétition des crises
Le premier facteur de chronicisation est la fréquence des crises de migraine (Bigal and
Lipton, 2008). En comparant le nombre de crise des patients entre ceux devenus chroniques
ou non que Scher et al., 2003 ont montré que le nombre de crises par mois est un des facteur
les plus importants dans la transformation de la migraine. La fréquence pourrait ainsi étre un

marqueur de |'évolution de la maladie et donc plutét vu comme une conséquence.

Cette observation peut aussi étre interprétée comme la cause : la répétition des crises
et donc I'activation répétée des différentes aires cérébrales lors d’une crise de migraine vont
amener a la sensibilisation des circuits et des relais nociceptifs, comme par exemple la PAG
(Knight and Goadsby, 2001; Mainero et al., 2011; Solstrand Dahlberg et al., 2018; Welch et al.,
2001). Ce processus conduirait a une prédisposition plus importante a une future douleur,

expliquant la récurrence des crises.

» L’abus médicamenteux

Le deuxiéme facteur de risque est I'abus médicamenteux. L’abus médicamenteux est
défini par I'lHS comme la prise de plus de 10 médicaments anti-migraineux par mois pendant
plus de 3 mois consécutifs. Ce facteur est a prendre en considération puisque pres de 80% des
patients MC présentent une surconsommation de médicaments (Tepper, 2017). Cette forte
proportion de migraineux sous abus médicamenteux est méme considérée comme une
population a part entiere sous le terme de «Medication Overuse Headache » (MOH*). Dans le
cas de migraine chronique par abus médicamenteux, le sevrage médicamenteux se révele

efficace pour diminuer la fréquence des crises (Evers and Marziniak, 2010).

Cependant, I'abus médicamenteux en lui-méme ne semble pas suffisant pour induire
une migraine chronique, puisque des études cliniques ont montré qu’une consommation
importante et réguliere d’antalgiques chez des sujets non migraineux n’entrainait pas

I"apparition de MOH (Bowdler et al., 1988)

» L’allodynie cutanée
L'allodynie cutanée, définie comme la perception d’une douleur a la suite d’une

stimulation non nociceptive, comme le tact léger, est présente chez les patients migraineux
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chronique dans une proportion pouvant aller jusqu’a 80% (Bigal and Lipton, 2008b; Bigal et
al.,, 2008). De plus, il a été démontré que ce symptome, présent aussi aux stades aigus
(épisodiques), était un excellent facteur prédictif de la transformation de la migraine vers le

stade chronique (Buse et al., 2012; Guy et al., 2010; Louter et al., 2013).

L'apparition d’une allodynie cutanée céphalique témoigne de la sensibilisation
centrale du CST, mais elle peut s’étendre aux territoires extracéphaliques, ce qui suggere une
sensibilisation de structures supra-segmentaires, comme le thalamus (Burstein et al., 2010).
L'activation de ces structures peut entrainer également une aggravation de l’allodynie
céphalique qui peut perdurer entre les crises de migraine (Bernstein and Burstein, 2012;

Burstein et al., 2010).

» Anxiété/dépression
La dépression et I'anxiété sont des comorbidités associées a la migraine d’'une maniere
générale (Peres et al., 2017). Cependant, elles sont plus présentes chez les patients atteints
de migraine chronique par rapport a ceux souffrant de migraine épisodique. La dépression est
d’ailleurs un facteur prédictif significatif de I'apparition de la migraine chronique (OR = 1,65,
ICa95% de 1,12 a 2) (Ashina et al., 2012). Enfin, plus la dépression dont souffre le patient est
importante plus le risque de transformation vers une migraine chronique augmente (Ashina

et al.,, 2012).
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Les cellules gliales

Historigue de la glie

Le terme de « neuroglie » a été évoqué pour la premiére fois par le scientifique Rudolf
Virchow en 1848 qui décrit un tissu connectif, contenant peu ou pas de cellule. La conception
d’un tissu bien distinct et « moins » important que la partie neurale a proprement parler, s’est
peu a peu répandue et a été admis au sein de la communauté scientifique. Il faudra attendre
la fin du 19™e siécle et le développement de techniques d’histologies plus performantes pour
pouvoir observer pour la premiere fois les cellules gliales, avec notamment les travaux de
Camillo Golgi et de Santiago Ramon y Cajal [pour revue voir Haydon 2016; Kettenmann et

Verkhratsky 2008].

En 1893, le terme d’ « astrocyte » est proposé pour la premiére fois par Mihaly
Lenhossék, anatomiste et histologiste hongrois, qui décrit des cellules gliales en forme
d’étoile. Entre 1889 et 1893, Rudolf von Kélliker et William L. Andriezen distinguent une glie
fibreuse (dans la substance blanche) et une glie protoplasmique (dans la substance grise), d’ou
la notion d’astrocyte fibreux et protoplasmique. En 1913 Santiago Ramdn y Cajal, en mettant
au point une nouvelle coloration, décrit un troisieme élément qui n’est ni un neurone ni un
astrocyte. Ces travaux sont repris par Pio del Rio Hortega qui démontre que ce troisieme
élément est en fait constitué de deux types cellulaires : les oligodendrocytes et la microglie. Il
publie deux articles entre 1919 et 1920 intitulés « The Third Element of the Central Nervous
System”, suivis ensuite par un 3eme article en 1921 « Histogenesis and Normal Development:
Exodus and Regional Distribution of Microglia » [voir pour revue Sierra et al. 2016]. Pour Pio
del Rio Hortega les oligodendrocytes appartiennent a la famille des cellules gliales d’origine
ectodermique alors que les cellules microgliales sont d’origine mésodermique et ont des
propriétés migratoires et de phagocytose. Les différents types de cellules gliales sont donc liés
a leurs caractéristiques morphologiques, leurs fonctions physiologiques et leur origine
embryologique. A I'heure actuelle, on distingue la macroglie de la microglie. La macroglie
regroupe les différents types d’astrocytes, les oligodendrocytes, les épendymocytes, ainsi que
les cellules gliales du systéme nerveux périphérique a savoir cellules de Schwann et les cellules

satellites. La microglie est représentée par les cellules microgliales.
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Figure 8 : Dessin des différents types de cellules microgliales illustrées par Rio Hortega en 1932.
A : Une cellule bipolaire en forme de tige; B: cellule allongée a deux noyaux; C: cellule
multipolaire ramifié ; D : cellule multipolaire avec appendices épineux; E : couple isogénique
[«microglie en division»]; F : cellule bipolaire a appendices fourchus.

Figure 9 : Dynamique de la réponse de la microglie en réponse a une lésion (Davalos et al., 2005)
Aprés la création d’une lésion localisée dans le cortex par un laser bi-photonique (au centre de I'image),
les cellules microgliales environnantes vont immédiatement étendre leurs prolongements en direction
de la zone lésée. Ces prolongements vont entourer la zone détruite. En méme temps que I'extension des
prolongements vers la [ésion, on peut observer une rétraction des prolongements microgliaux se situant
du c6té opposé a celui de la lésion (fleches en d et e). La barre d’échelle représente10 um.



Les différents types de cellule gliales

A. La microglie

Les cellules microgliales ont fait I'objet de nombreuses études qui montrent
I'importance de ces cellules dans la physiologique du systéme nerveux central et notamment

dans le développement de douleurs chroniques.

Les cellules microgliales sont les macrophages résidents du systeme nerveux central.
Elles représentent environ 10 % des cellules gliales du cerveau (Perry, 1998). Depuis leur mise
en évidence par Pio del Rio-Hortega (Figure 8), de nombreux travaux ont démontré leur
fonction macrophagique dans le tissu nerveux. Ces cellules proviennent de progéniteurs
macrophagiques qui migrent dans le systeme nerveux central dans la période péri-natale
(Alliot et al., 1999). Ces progéniteurs macrophagiques vont ensuite se multiplier et donner
naissance a des progéniteurs microgliaux qui se différencieront en cellule microgliales matures
in situ. L’hypothése de I'origine mésodermique, avancé par Pio del Rio-Hortega, a longtemps
été débattue avant qu’une étude relativement récente n’en apporte la preuve. En effet, il a
été montré que chez des souris, I'absence du facteur de transcription Pu.l (Iwasaki et al.,
2005), un régulateur clef du développement des cellule hématopoiétiques, entrainait la perte

totale de cellules microgliales (Beers et al., 2006; Smolders et al., 2019).

Il a été considéré pendant longtemps qu’en condition physiologique, ces cellules
étaient seulement « quiescentes » et ne participaient pas au fonctionnement du SNC. Ce n’est
gue plus récemment que leur role dans les conditions physiologiques a été montré. En effet,
les cellules de la microglie sont tres dynamiques et interagissent continuellement avec leur

environnement (Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005,Figure 9).

» Physiologie
En tant que macrophages, les cellules microgliales possédent les récepteurs impliqués
dans la reconnaissance des agents infectieux comme les Toll-Like réceptors (TLR*), les
récepteurs du complément (Récepteur du complément 3 (CR3*) encore appelé Cluster of
differenciation Molecule 11 (CD11b*)), le Macrophage-1 antigene ou encore Intégrine alpha
M. Ces différents récepteurs permettent a la microglie d’étre immédiatement activée en cas
d’infection touchant le SNC, de détecter également les éléments étrangers présents dans le

SNC et de les phagocyter.
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Figure 8 : Mécanismes de communication entre la microglie et les neurones (d’aprés Yok et al.,
2018)

La microglie détecte |'activité synaptique via les récepteurs au glutamate (métabotropique :
mMGIuR et ionotropiques iGIuR) ainsi les taux d'ATP / ADP via les récepteurs P2YR et A1A/A2A. En réponse
a la stimulation de P2Y12, la microglie étend rapidement des prolongements vers la synapse, tandis que
la signalisation par I'adénosine déclenche leur rétractation. Le contact cellule-cellule peut freiner I'activité
des neurones via un remodelage de la matrice extracellulaire, une phagocytose des composants
synaptiques ou encore une libération locale de modulateurs synaptiques. Les niveaux de glutamate et
d'ATP régulent également la production microgliale de TNF-a, IL-1B, BDNF et ROS, qui va en retour
moduler l'activité de la synapse. Abréviations: ATP, adénosine triphosphate; ADP, adénosine
diphosphate; iGIuR, récepteur ionotropique du glutamate; mGIuR, récepteur métabotropique du
glutamate; TNF-a, facteur de nécrose tumorale a; IL-1B, interleukine-1B; IL-1R, récepteur de
I'interleukine-1; BDNF, facteur neurotrophique dérivé du cerveau; TrkB, récepteur de la tropomyosine
kinase B; ROS, espéces réactives de I'oxygene



Les cellules microgliales participent a I'homéostasie du SNC. Pour remplir cette
fonction, elles possedent une grande variété de récepteurs, canaux ioniques et transporteurs
leur permettant d’étre en permanence connectées avec le milieu environnant comme les
neurones, les astrocytes ou les vaisseaux sanguins (Hickman et al., 2013; Zhang et al., 2014).
Plus récemment, des études ont également montré que la microglie était en contact avec les
synapses, aussi bien au niveau pré- que post-synaptique et donc capables de moduler la
transmission des messages synaptiques (voir York et al., 2018 pour revue, Figure 10). Parmi
les récepteurs présents a la surface des cellules microgliales, nous pouvons citer les
récepteurs purinergiques (P2R), activés par I’ATP, et exprimés trés fortement par ces cellules
en comparaison d’autres types cellulaires. On distingue 2 sous-classes de récepteurs
purinergiques, les récepteurs P.Y qui sont des récepteurs métabotropiques et les P2X qui sont
des récepteurs ionotropiques. Les récepteurs de type P2X se lient spécifiqguement a I'ATP,

permettant I'ouverture de canaux sodiques, potassiques et/ou calciques.

» Physiopathologie
Les premieres observations de réactivité microgliale en condition pathologique
remontent aux années 70 (Adrian et al., 1978). Depuis, le réle clé des cellules microgliales dans
les mécanismes d’activation et de sensibilisation neuronale a été identifié et analysé dans le
développement des douleurs neuropathiques (Beggs et al., 2012; Calvo and Bennett, 2012; Ji
and Suter, 2007; Tsuda, 2016, 2016; Tsuda and Inoue, 2016) et inflammatoires (Hua et al.,
2005; Taves et al., 2016; Xu et al., 2016).

Les cellules microgliales, une fois activées, passent par des états différents dits M1 ou
M2 (Kabba et al.,, 2018). Le premier type M1, conduit a la production de médiateurs de
I'inflammation comme les espéces réactives de I'oxygéne (ROS*) et des cytokines/chimiokines
proinflammatoires, molécules potentiellement cytotoxiques pour les neurones et les autres
cellules gliales environnantes (Kabba et al., 2018). M2, qui succede a M1, conduit a la
production de cytokines anti-inflammatoires et de facteurs de croissance pour stimuler la
réparation tissulaire (Cherry et al., 2014). L'équilibre entre ces deux phénotypes de microglie

est souvent altéré en contexte pathologique.
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B. Les oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont les cellules qui assurent la myélinisation des axones au sein
du SNC Un oligodendrocyte, grace a ses prolongements cytoplasmiques qui s’enroulent
plusieurs fois autour de I'axone, forme une gaine de myéline qui permet d’isoler I'axone. En
effet la composition biochimique membranaire, tres lipidique, des oligodendrocytes empéche
le passage des ions comme un isolant électrique. Ainsi, la conduction électrique se fait
uniquement via les canaux présents au niveau des nceuds de Ranvier ce qui augmente la
vitesse de propagation des signaux électriques (conduction saltatoire des potentiels d’action)

le long d’'un axone et donc dans un réseau.

Les oligodendrocytes sont également essentiels pour le fonctionnement et la survie de I'axone
(Nave, 2010). En effet, les oligodendrocytes sécretent des facteurs tels que I'« insulin-like
growth factor » (IGF-1*), le « brain derived neurotrophic factor » (BDNF*) ou la neurotrophine
3 (NT-3*) qui augmentent la survie et I’activité neuronale (Wilkins et al., 2001; Dai et al., 2003).
De plus, la conduction de l'influx nerveux le long des axones, sous forme de potentiels
d’actions (PA*), consomme de I’ATP lié a I'activité de pompes comme la Na+/K+/ATPase. La
régulation ionique et le réapprovisionnement en métabolites tels que le lactate sont donc
essentiels pour le fonctionnement de I’axone (Nave, 2010). Les oligodendrocytes participent,
avec également I'aide des astrocytes, a cet approvisionnement. En effet, les oligodendrocytes
expriment des transporteurs au glucose de type 1 (GLUT1*) et des transporteurs aux
monocarboxylates de type 1 et 2 (MCT1 *et MCT2*), permettant le transport du glucose qui

sera métabolisé en lactate puis redistribué au niveau de I'axone.

C. Les cellules gliales périphériques

» Les cellules de Schwann
Elles constituent I'équivalent fonctionnel des oligodendrocytes au niveau du systeme
nerveux périphérique. Elles vont donc assurer la myélinisation des axones et dendrites des
neurones situés a la périphérie. De plus, ces cellules sont capables de secréter des facteurs
neurotrophiques, comme le NGF (nerve growth factor), qui participent et permettent la

repousse axonale en cas de lésion.
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Figure 9 : Modele de communication mixte « directe et paracrine » dans le systéme nerveux

périphérique.

Ce modeéle illustre la double communication mise en place dans le systeme nerveux
périphérique entre les cellules gliales satellites et les neurones sensoriels ganglionnaires. Il montre
gu’en condition physiologique, il existe un nombre restreint de jonctions communicantes (« GJCs»)
entre les cellules gliales satellites et d’hémi-canaux (« HCs » et « Pannexon ») ouverts sur le milieu
extracellulaire, permettant des échanges paracrines (notamment d’ATP, via le récepteur P2X).
Cependant, en condition pathologique, comme lors d’'une migraine, ce nombre de jonctions
communicantes et d’hémi-canaux augmente, pour permettre un taux d’échange et une mobilisation
cellulaire plus importante.



» Les cellules satellites

Ce sont les astrocytes du systeme nerveux périphérique, retrouvées au niveau des
ganglions spinaux et du ganglion de Gasser. Elles entourent les corps cellulaires des neurones
ganglionnaires en formant une « gaine » autour de ceux-ci. Contrairement aux astrocytes du
systéeme nerveux central, les cellules satellites ne sont pas ou peu ramifiées, collées les unes
aux autres sans avoir de territoire propre, comme c’est le cas au niveau des astrocytes
centraux. En revanche, comme ces derniers, les cellules satellites (SGCs*) ont un réle dans le
métabolisme des neurones, ainsi que dans le maintien du micro-environnement neuronal en
régulant les concentrations d’ions potassium, de glutamate, de neurotransmetteurs et de
métabolites extracellulaires (Hanani, 2005; Scemes and Spray, 2012). Elles sont aussi capables
d’exprimer la protéine des jonctions communicantes, la Connexine 43 (Cx43*). Les jonctions
communicantes relient les cellules satellites entre elles en un vaste réseau facilitant la
communication intercellulaire (Hanani, 2005). Ces connexines expriment des « hémi-canaux »
permettant de libérer divers messagers dans I'environnement immédiat des neurones.
(Retamal et al., 2017), qui, en se fixant sur leurs récepteurs neuronaux peuvent moduler
I'activité de celui-ci. Certaines études ont montré des modifications d’expression de ces
connexines en condition pathologique, comme apres une lésion nerveuse, suggérant un réle
de ces cellules dans les mécanismes physiopathologiques (Cairns et al., 2015; Donegan et al.,

2013; Fan et al., 2019; Retamal et al., 2017), Figure 11.

Les astrocytes centraux sont traités dans la partie suivante qui sera plus développée
compte tenue de la problématique de la sensibilisation centrale et du réle que ces cellules
peuvent jouer, entre autres, dans la plasticité synaptique en condition physiologique et

physiopathologique comme la migraine.

lll. Les astrocytes

Les astrocytes représentent entre 40 et 60% du total des cellules gliales du
SNC (Herculano-Houzel, 2014). Dans cette partie, nous ferons un bref rappel historique et
présenterons les caractéristiques morpho-physiologiques ainsi que leurs principales fonctions
neurobiologiques. Nous traiterons plus particulierement de la communication neurone-
astrocyte, avec notamment la synapse tripartite. Enfin nous terminerons sur le réle des

astrocytes dans la douleur.
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A. Historique

Contrairement aux neurones électriquement excitables et capables de générer des
potentiels d’actions, les astrocytes ne présentent pas la méme concentration en canaux
ioniques. Puisqu’elles semblaient « silencieuses », les astrocytes ont longtemps été considérés
que comme des cellules nourriciéres pour les neurones. |l faudra attendre les travaux d’Ann
Cornell-Bell et Steve Finkbeiner en 1990, pour qu’on découvre que les astrocytes sont dotés
d’une excitabilité, reposant sur des variations intracellulaires de calcium (Cornell-Bell et al.,
1990). Cette signalisation calcique astrocytaire est au centre de nombreuses fonctions que
nous décrirons par la suite. Plus tard (Araque et al., 1999), a été proposé la conception de la
synapse tripartite ou, par opposition a la vision bipartite (incluant uniqguement les éléments
pré- et post-synaptiques), I'astrocyte devenait un élément fondamental et incontournable de
la physiologie synaptique. Cette remise en question du modele purement neuronal a permis
d’ouvrir des opportunités de recherche aussi bien dans les mécanismes physiologiques, mais
également dans la physiopathologie et les cibles thérapeutiques pour les maladies
neurologiques. Depuis, I'essor des études portant sur I'implication des astrocytes n’a cessé de

croitre au cours des 20 derniéres années.

B. Caractéristiques des astrocytes

» Différents types

Chez les mammiféres, il existe une grande hétérogénéité des phénotypes astrocytaires
et leur classification fait encore débat (Kimelberg, 2004). Au niveau morphologique, les
astrocytes se caractérisent par I'expression de la protéine de I'acide glial fibrillaire (GFAP*),
une protéine de filament intermédiaire présente presque exclusivement dans ces cellules et
responsable de leur architecture cytosquelettique et de leur résistance mécanique (Yang and
Wang, 2015). Méme si des études immunohistochimiques rapportent que 40% des astrocytes
n’expriment pas cette protéine, ce pourcentage varie en fonction des structures cérébrales
(Walz and Lang, 1998). De plus, la GFAP n’est pas exprimée au niveau des prolongements
distaux des astrocytes, soit environ 15% du volume total d’un astrocyte. D’autres marqueurs
d’astrocytes peuvent également étre utilisés comme la protéine S100B ou le transporteur du
glutamate GLT1*. Cependant la protéine GFAP reste le marqueur astrocytaire le plus

largement utilisé.
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Figure 11 : Comparaison de la taille et complexité des astrocytes d’un rongeur et d’un
humain : (A) Astrocyte protoplasmique d’une souris marquée avec GFAP (B) Le méme type chez
I’'homme, avec la méme échelle. (D’aprés Oberheim et al. ; 2009)

Figure 103 : Les domaines des astrocytes (Bushong et al.,2002).
(A) Les astrocytes ont été remplis avec des marqueurs fluorescents des différentes couleurs
(Alexa488 et Alexa564). La zone en jaune correspond a la colocalisation entre les 2 couleurs, ce
qui signifie qu’il y a recouvrement des prolongements des astrocytes. (B) Modélisation 3D des
images obtenues a gauche. Cette reconstruction 3D permet de visualiser le domaine propre a
I'astrocyte vert au centre, et la zone de chevauchement a la périphérie de celui-ci en jaune.



Ce marquage permet de visualiser et de différencier la morphologie des différents astrocytes
présents dans le SNC. Deux types principaux d’astrocytes ont été mis en évidence grace a leurs

caractéristiques morphologiques et a leur localisation.

Un type dit « protoplasmique », présent dans la substance grise du SNC, se caractérise
par un corps cellulaire de petite taille et une morphologie trés complexe avec de nombreux
prolongements qui font contact a la fois avec les synapses et les vaisseaux sanguins (Bushong
et al., 2002; Halassa et al., 2007). lIs participent aussi a la « glie limitans » au niveau de la
surface de la pie mere. Ces astrocytes possedent aussi des zones de contact entre eux (cf

paragraphe sur le domaine des astrocytes).

Un second type dit « astrocyte fibreux », présent dans la substance blanche, se
caractérise par des prolongements de tres grande taille (jusque 100um) orientés dans le
méme sens que les axones (Lundgaard et al., 2014). Les prolongements des astrocytes fibreux
sont moins nombreux que pour le type protoplasmique mais ils peuvent également contacter
les vaisseaux et participent ainsi a la barriére hémato-encéphalique. D’autres prolongements
dits péri-nodaux contactent les axones des neurones myélinisés au niveau des nceuds de

Ranvier.

Outre ces 2 types d’astrocytes largement majoritaires, existent aussi des sous-types
d’astrocytes particuliers comme ceux retrouvés au niveau de la rétine de la glie radiaire,
appelés « cellule de Miiller » (Ramirez et al., 1996). La glie radiaire est impliquée dans le
développement du cerveau et notamment dans la migration neuronale. Cette glie radiaire va
ensuite se diviser et se différencier pour donner des oligodendrocytes et des astrocytes, en
dehors de la rétine ou elle subsiste sous la forme de cellule pluripotente. On retrouve un autre
type d’astrocytes au niveau du cervelet : les cellules de Bergmann, qui sont localisées au
niveau de I'arbre dendritique des cellules de Purkinje (Yamada and Watanabe, 2002). Il existe
aussi des astrocytes inter-laminaires corticaux, situés dans la couche 1 du cortex, et les
astrocytes a projection variqueuse, situés principalement dans les couches 5—6.(Tabata,
2015). Il est a noter cependant que ces astrocytes a projection variqueuse sont retrouvés dans

le cerveau humain mais pas chez le rat ou la souris (Oberheim et al., 2009)
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Figure 12 : Organisation du réseau astrocytaire (d’aprés Giaum et al. ; 2010)

(a) Localisation et structure des connexine (Cx) dans les astrocytes. Dans un astrocyte
individuel, un prolongement peut entrer en contact avec un autre et former des jonctions avec celui-
ci. Alternativement, les Cx peuvent également fonctionner comme des hémi-canaux a la surface de la
membrane cellulaire pour échanger des informations avec l'espace extracellulaire. Comme les
astrocytes expriment principalement deux Cx, plusieurs combinaisons de Cx43 (bleu) et de Cx30
(rouge) peuvent étre rencontrées. (b) a (d) Exemples d’organisation de différents réseaux astrogliaux.
(b) Dans I'hippocampe, la couche de neurones pyramidaux (en rouge) limite le nombre d'astrocytes
dans ce compartiment et affecte leur morphologie (c) Dans le cortex somatosensoriel, la distribution
des astrocytes est homogene, mais Cx30 et Cx43 sont exprimées de maniere différentielle dans des
tonneaux et des septa: elles sont fortement exprimées dans des astrocytes de tonneau (bleu foncé) et
faiblement exprimées dans des astrocytes septaux (bleu clair) (d) Dans le bulbe olfactif, les corps
cellulaires des astrocytes glomérulaires sont situés a la périphérie alors que leurs processus ont une
orientation centripéte. En (c) et (d) la communication est centrée sur le centre de I'unité fonctionnelle,
ce qui améliore la communication dans les compartiments neuronaux. Les triangles ou cercles rouges
indiquent I'emplacement du soma neuronal dans les structures indiquées, mais ne refletent pas leur
densité ou leur taille.



» Domaine des astrocytes

L'astrocyte protoplasmique est le type d’astrocyte le plus étudié car il présente des
contacts a la fois avec les vaisseaux sanguins et les neurones. Il a été montré qu’un seul
astrocyte, dans le cortex de rongeurs, pouvait contacter jusqu’a 140 000 synapses, entre 4 et
6 somas de neurones et entre 300 et 600 dendrites (Halassa et al., 2007). Cette arborisation
tres riche des astrocytes est de plus limitée a un territoire qui lui est propre, avec tres peu de
recouvrement des domaines astrocytaires entre eux (environ 5% seulement) (Bushong et al.,
2002, Figure 13). La connectivité importante des astrocytes corticaux des rongeurs donne un
apercu de la complexité et de 'importance de ces cellules dans la régulation et le contréle du
fonctionnement des neurones. Cette complexité et connectivité est encore plus importante
chez 'lhomme : les astrocytes sont 3 a 6 fois plus larges, présentent environ 10 fois plus de

branches et peuvent ainsi contacter jusqu’a 2 millions de synapses (Oberheim et al., 2009).

Les différences de morphologie et de connectivité observées entre les astrocytes
murins et humains ont permis d’avancer I’hypothéese que ces cellules pourraient participer au
développement et a la performance des fonctions nerveuses, notamment cognitives. Pour
tester cette hypothése, une étude a été réalisée par I'équipe de Goldman et Nedergaard en
2013 qui a créé des souris chimeéres a partir de progéniteurs d’astrocytes humains (plus gros
et plus connectés) injectés dans I'hippocampe. Les résultats ont montré que les astrocytes
humains ont pu se développer, coloniser et établir des contacts avec les neurones murins dans
I’hippocampe des souris. Mais surtout, les souris chiméres présentaient une facilitation de
I'induction de LTP et des performances cognitives améliorées par rapport aux animaux

témoins (Han et al., 2013).

» Réseau astrocytaire

Nous savons que les astrocytes ont chacun leur propre domaine qui ne présente que
trés peu de recouvrement avec le réseau des astrocytes voisins. Cependant, les astrocytes
sont reliés entre eux avec un couplage, comme le montre I'injection de jaune Lucifer, dans un
astrocyte (Gutnick et al., 1981). Ce travail a permis de révéler un marquage se diffusant a
d’autres cellules voisines présentant une morphologie caractéristique d’astrocyte. Le support
physiologique de ce couplage est lié a des jonctions communicantes entre astrocytes. Ces
jonctions sont assurées par des protéines transmembranaires appelées connexines. Elles

peuvent s’assembler en hétéro ou homo-hexamere, pour former un « hémi-canal » appelé
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connexon. Deux connexons peuvent ensuite s’associer pour former une jonction
communicante. Les jonctions communicantes permettent un passage direct d’ions et de
petites molécules de cellule a cellule (entre 1 et 1,2 kDa). Ce mécanisme permet par exemple
de redistribuer le potassium suite a sa recapture (Scemes and Spray, 2012) ou le passage de

molécules de signalisation comme I'ATP, I'IP3 ou le glutamate (Harris, 2007) .

Les connexines peuvent aussi s’assembler et former des « hémi-canaux » directement
ouverts sur le milieu extracellulaire qui permettent de libérer les ions et les molécules au
niveau extracellulaire directement, permettant une communication autocrine ou paracrine
(Bennett et al., 2003). Les connexines exprimées par les astrocytes sont la Connexine 30 et la

Connexine 43 (Sohl et al., 2004)

Depuis la découverte du couplage des astrocytes entre eux via les jonctions
communicantes, le terme de syncytium a été utilisé pour décrire ce réseau. Cependant
récemment ce terme a été revu, puisque tous les astrocytes ne sont pas reliés entre eux de
maniére uniforme, mais d’un systéme régulé de maniere plus complexe (Figure 14, Giaume et
al., 2010). Par exemple, au niveau du cortex, les astrocytes appartenant a un méme barrel (ou
tonneau) cortical vont étre connectés entre eux (Houades et al.,, 2008) alors que ceux se
trouvant au niveau du septum ne seront que peu connectés aux astrocytes environnants
(Houades et al., 2008). L’étendue de ce couplage varie en fonction de la structure mais aussi
au cours du développement et en fonction de I'état physiologique (pour revue voir Giaume et

al., 2010).

» Mode de communication des astrocytes : les vagues calciques

Ann Cornell-Bell et Steve Finkbeiner en 1990 montrent, sur une préparation
d’astrocytes hippocampiques en culture, des augmentations intracellulaires de calcium lors
de stimulations des astrocytes par le glutamate. Cette augmentation en Ca?* entraine
également une augmentation calcique dans les neurones adjacents, d’'ou I'émergence du
concept de « gliotransmission » (Nedergaard, 1994; Parpura et al.,, 1994). Ces « vagues
calcigues » sont révélées par imagerie via I'utilisation de senseurs sensibles au calcium tel que
GCaMP2. Les vagues calciques des astrocytes se propagent de cellules en cellules via le

couplage décrit précédemment (connexines).
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Figure 13 : Induction et propagation des vagues calciques astrocytaire (D'aprés Benarroch 2016)
Il existe une compartimentation de la signalisation du (Ca2 +) dans les astrocytes. Au niveau des
prolongements, les signaux spontanés de Ca2 + se produisent au niveau des microdomaines
membranaires. Ces vagues sont induites par les canaux de potentiel transitoire (TRP), tels que les
canaux TRP ankyrine de type 1 (TRPA1) dans les processus péri-synaptiques et les canaux de TRP
récepteur de vanilloide type 4 (TRPV4) aux pieds astrocytaires, ainsi que les récepteurs purinergiques
P2X7 activés par l'adénosine triphosphate (ATP). Un influx de Ca2 + se produit également via
I'échangeur de sodium Na + / Ca2 + (NCX). Au niveau du soma, la libération de Ca2 + se fait a partir des
réserves intracellulaires du réticulum endoplasmique, via des canaux de type inositol triphosphate (IP3)
de type 2 (IP3R2), en réponse a l'activation de la phospholipase C (PLC). La PLC est activé par le
récepteur métabotropique du glutamate (mGIuR) 5, le purinergique P2Y1, les récepteurs al
adrénergiques (a1AR) activés par la noradrénaline (NE)



Cette augmentation du calcium intracellulaire permet la libération de
gliotransmetteurs tels que du glutamate (Araque et al., 1998; Pasti et al., 1997) I'ATP (Kang et
al., 1998; Newman, 2003), la D-serine (co-agoniste des récepteurs NMDA (Mothet et al., 2000;
Panatier et al., 2006; Yang et al., 2003)) ou le GABA (Chai et al., 2014a; Liu et al., 2000). C'est
via la libération de ces gliotransmetteurs que les astrocytes vont réguler I'activité synaptique

des neurones.

En fonction de la localisation des vagues calciques, soit au niveau du soma, soit au
niveau des prolongements astrocytaires, le mécanisme et la dynamique de ces variations

calciques va étre différent (voir pour revue Bazargani and Attwell, 2016).

Au niveau du soma, les variations de Ca?* intracellulaires sont liées a I'activation de
récepteurs tels que le récepteur métabotropique du glutamate mGIuR5 ou le récepteur
purinergique P2Y1 (Figure 15). L’activation de ces 2 récepteurs entraine une activation de la
phospholipase C qui active I'lnositol Phosphate 3 (IP3*). Ce dernier active la pompe du
réticulum endoplasmique (IP3 récepteur) et libére le stock de calcium intracellulaire,

entrainant une augmentation de [Ca?*] i (Bazargani and Attwell, 2016; Boitano et al., 1992).

Grace a I'amélioration de la résolution de I'imagerie calcique, il a été montré que les
prolongements astrocytaires et plus précisément ceux en contact avec les synapses
émettaient des vagues calciques de maniére beaucoup plus dynamique (plus fréquentes et
plus rapides) qu’au niveau des somas (Bindocci et al., 2017). L'origine du calcium est
également différente. Sachant que les stocks intracellulaires ne représentent qu’environ 60%
des variations de calcium intracellulaire, les 40% restant dépendants de I'entrée de calcium
extracellulaire (Srinivasan et al., 2015). Des récepteurs comme les canaux AMPA, NMDA, les
récepteurs purinergiques P2X (Hamilton et al., 2008) ou le récepteur TRPA1 (Shigetomi et al.,
2011) perméables au calcium participent a ces vagues calciques spécifiques des
prolongements astrocytaires. L'étude de la dynamique et des mécanismes de régulation de
ces vagues calciques est primordiale afin de comprendre comment les astrocytes modulent

les synapses qu’ils contactent.
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Figure 14 : Régulation de la concentration en [K+]e par les astrocytes. D’apres Bellot-Sae
etal., 2017

L’activité neuronale entraine une augmentation du [K+]e qui va activer la pompe
Na+/K+ ATPase, les canaux Kir et le Na*/K*/2Cl co-transporteur (NKCC). Le potassium capté
localement par un astrocyte va étre redistribué via les Jonctions communiantes et va étre
libéré dans les zones ou la concentration en [K+]e est plus faible via les canaux Kir.



C. Fonctions physiologigues des astrocytes

» Barriere hémato encéphalique (BHE*)

Cette fonction essentielle des astrocytes a été décrite dés le début de la découverte
des cellules gliales. En effet, les astrocytes présentent des extrémités spécialisées appelées
podocytes qui viennent en contact avec les artérioles et les capillaires sanguins. La BHE a un
role de protection du parenchyme cérébral contre I'entrée de composants potentiellement
toxiques ou dangereux (médicaments, pathogénes, cellules immunes...) et de régulation au
contraire de I'entrée d’éléments essentiels comme le glucose.

La BHE agit comme une «barriere physique» car les jonctions étroites complexes entre
les cellules endothéliales adjacentes forcent les molécules circulant dans le flux moléculaire a
emprunter une voie trans-cellulaire, plutét que de se déplacer a travers les jonctions, comme

dans la plupart des endothéliums.

Le role de I'astrocyte au niveau de la barriere hémato-encéphalique reste débattu mais
de nombreuses études ont montré que I'astrocyte participe a I’établissement de cette barriére
et a sa régulation (Abbott et al., 2006). Il a notamment été montré que la libération de certains
facteurs tels que le facteur de croissance transformant beta (TGF-N), le facteur de croissance
fibroblastique (FGF-2), le facteur de croissance neurotrophique dérivant des cellules gliales

(GDNF) participent a I'intégrité de la barriere (Lee et al., 2003).

» Homéostasie ionique (K+) et hydrique

La concentration extracellulaire du potassium (K*) est a la base du fonctionnement des
neurones et les variations de cette concentration ont un impact direct sur I'excitabilité
neuronale. Lors de I'activation synaptique, nous assistons a une augmentation locale de Ila
concentration en [K*]e. A ce niveau, les astrocytes participent a I'homéostasie car ils
interviennent dans la redistribution de ce potassium par un mécanisme appelé « spatial
buffering ». Ainsi, dans un premier temps, les pompes Na+/ K+/ATPase sont activées par
I"augmentation de [K+]e et de sodium intracellulaire [Na+]i et permettent de récupérer I'exces
de K+ extracellulaire (Larsen et al., 2016). Les canaux Kir (pour «inward rectifier potassium
channel ») et plus particulierement les canaux Kir4d.1 et 5.1 ainsi que les pompes NKCC (pour
Na*/K*/2Cl co-transporteur) sont également impliqués dans I'entrée de K* dans les astrocytes

(Bellot-Saez et al., 2017). Le K* est ensuite redistribué dans le réseau astrocytaire via les

37






jonctions communicantes décrites précédemment, et libéré dans le compartiment
extracellulaire a proximité des vaisseaux sanguins (Seifert et al., 2018) (Figure 16).

Les astrocytes expriment également des aquaporines (AQP*), notamment AQP4,
nécessaires a la régulation bidirectionnelle du transport de I'eau a travers les membranes
plasmiques (Verkman, 2011). La co-localisation de AQP4 et de Kir4.1 au niveau des pieds
astrocytaires suggere que l'eau et le flux de K + dans ces cellules pourraient étre couplés

fonctionnellement (Amiry-Moghaddam et al., 2003; Nagelhus et al., 2004).
» Support métabolique pour les neurones

Le fonctionnement des neurones demande beaucoup d’énergie, c’est pourquoi le
cerveau est I'organe le plus « énergivore ». Ainsi méme s’il ne représente que 2% de la masse
corporelle, il représente prés de 20% de la consommation en glucose et oxygene du corps
humain. La tres riche vascularisation du cerveau va permettre de fournir ces nutriments en
grande quantité. Le glucose traverse la barriere hémato-encéphalique par le biais de
transporteurs du glucose exprimés par les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Une
fois dans I'espace extracellulaire, les astrocytes, dont les podocytes entourent les vaisseaux
sanguins, captent le glucose via les transporteurs GLUT. Les astrocytes transforment ensuite
ce glucose en lactate, mais sont aussi capables de le stocker sous forme de glycogéne. Ce sont
les seules cellules disposant de cette capacité dans le SNC, servant ainsi de « support
métabolique » en cas de forte demande énergétique locale. Le lactate est libéré par les
astrocytes via le Monocarboxylique Transporter 1 (MCT1*) puis capté par les neurones ou il
entrera dans le cycle tricarboxylique afin de créer de I’ATP (Tsacopoulos and Magistretti,
1996). Il est a noter également que le glucose peut aussi étre capté directement par les
neurones en contact avec les vaisseaux sanguins, puisque le transporteur GLUT est aussi
exprimé par les neurones.

Les astrocytes sont également présents au niveau des noeuds de Ranvier ou ils vont
participer, avec les oligodendrocytes, au support métabolique de I'activité des axones c’est-a-
dire la conduction des potentiels d’action. Les astrocytes sont d’ailleurs couplés aux

oligodendrocytes via des jonctions communicantes pour assurer cette fonction (Nave, 2010).
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Figure 15 : La synapse tripartite. D'apres Halassa et al., 2007

(a) Photographie de microscopie électronique représentant des terminaisons pré-et post-
synaptiques entourées par un processus astrocytaire (en vert), formant la synapse tripartite. (b)
Représentation schématique montrant I'étroite interaction anatomique et fonctionnelle entre les
terminaisons neuronales et le processus astrocytaires.



V.

Interactions neurones/astrocytes

A. Recouvrements anatomiques de la synapse

Nous savons que les astrocytes sont capables d’influencer la neurotransmission entre
neurones via notamment leurs prolongements cytoplasmiques qui recouvrent complétement
les synapses (Figure 17). Ce couplage entre astrocyte et neurone est indispensable a

I’'homéostasie synaptique (Araque et al., 1999).

Le recouvrement des synapses par les astrocytes est aussi un phénomeéne dynamique. En
effet, les synapses les plus actives sont préférentiellement contactées et enrobées par les
prolongements astrocytaires (Hirrlinger et al., 2004). Le remaniement du recouvrement
astrocytaire est un phénoméne rapide. Les travaux, au niveau de |I’hippocampe, réalisés par
Haber et al., en 2006, montrent que les extensions ou au contraire la rétraction de
prolongements astrocytaires peut se produire a |'échelle de quelques minutes. Ces
remodelages sont liés a la dynamique des épines dendritiques, ce qui montre une corrélation
importante entre I'activité synaptique et le recouvrement synaptique des astrocytes (Haber
et al., 2006). Le recouvrement des synapses par les astrocytes permet une proximité spatiale
et ainsi des échanges de neurotransmetteurs, gliotransmetteurs et de régulations ioniques (cf
préced). Ce recouvrement isole également la synapse et évite la diffusion de

neurotransmetteurs vers d’autres synapses (Verkhratsky and Nedergaard, 2014).

B. Recapture des neurotransmetteurs

» Cycle Glutamate/glutamine

Les astrocytes jouent un role essentiel dans le fonctionnement synaptique via la
recapture et le recyclage du glutamate via un mécanisme appelé le cycle
glutamate/glutamine. Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du SNC
grace a la mise en jeu de nombreux récepteurs ionotropiques (AMPA, NMMDA, Kainate) et
métabotropiques (mGlu). Pour un fonctionnement optimum de la transmission synaptique
glutamatergique, la dynamique du glutamate dans la synapse doit étre étroitement controlée.
En effet, le glutamate en trop forte concentration synaptique entraine des effets excito-
toxiques (Gupta et al., 2013). La régulation du glutamate est donc réalisée par la recapture

astrocytaire qui s’effectue via 2 transporteurs exprimés spécifiqguement par les astrocytes :
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GLAST* ( ou EAAT1* pour Excitatory Amino Acide Transporter 4) et GLT1* (ou EAAT2* pour
Excitatory Amino Acide Transporter 2)(Danbolt, 2001). La recapture astrocytaire est un
mécanisme essentiel car le blocage de I'expression de ces transporteurs chez le rat provoque
des effets neurotoxiques liés a une élévation du taux de glutamate synaptique (Rao et al.,

2001; Rothstein et al., 1996; Tanaka et al., 1997).

De plus, les astrocytes fournissent les neurones en glutamine qui est le précurseur du
glutamate (et du GABA). La glutamine est synthétisée a partir de glutamate via une enzyme,
la Glutamine Synthétase (GS*) exprimée spécifiquement par les astrocytes (Rose et al., 2013).
Le déséquilibre de ce recyclage du glutamate par l'inhibition de la GS participe aux

phénomeénes de sensibilisation centrale (Chiang et al., 2007).

Les astrocytes ont donc un double réle de clairance de la fente synaptique et de

recyclage du glutamate afin de restaurer les stocks pré-synaptiques sous forme de glutamine.

» Autres neurotransmetteurs
La recapture astrocytaire intervient dans la régulation du taux synaptique d’autres
neurotransmetteurs comme par exemple I'acétylcholine ou les mono-amines. De plus, les
systemes inhibiteurs sont également soumis a une régulation astrocytaire. En effet, les
astrocytes participent a la recapture du GABA via le transporteur GAT-3 (Xin and Bonci, 2018)
afin de réduire la concentration en GABA lors d’une activité synaptique importante comme
par exemple au niveau de I'hippocampe (Kersanté et al., 2013). De méme, I’activité synaptique

de la Glycine est modulée via le transporteur astrocytaire GLYT1 (Lépez-Corcuera et al., 2017).

C. Libération des gliotransmetteurs

En plus de leur participation dans la recapture des neurotransmetteurs, les astrocytes
peuvent aussi libérer des molécules agissant au niveau synaptique. Ces substances ont été

nommeées « gliotransmetteurs » par analogie avec les « neurotransmetteurs ».

» Glutamate
En plus du role joué par les astrocytes dans la recapture et le recyclage du glutamate,
ils sont capables de libérer du glutamate de maniére active. Cette libération va pouvoir
renforcer localement I'action du glutamate en augmentant significativement sa concentration
au sein de la synapse. Ce relargage, par les astrocytes est principalement vésiculaire, grace au

complexe SNARE* (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor)
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Figure 16 : Modulation de la transmission synaptique par la gliotransmission. D’aprés Hamilton
& Attwell, 2010.

Modulation de I’excitabilité par une action au niveau post-synaptique (a), modulation
homosynaptique de la libération par action pré-synaptique d’une synapse excitatrice(b) ou inhibitrice
(c). Modulation hétérosynaptique (d, f). La libération de D-sérine par I'astrocyte permet d’activer les
récepteurs NMDA (e). Dépression hétérosynaptique : activé par le GABA, 'astrocyte libére de I'ATP
qui, transformé en adénosine, diminue la transmission glutamatergique de maniere hétérosynaptique

().



(Schwarz et al., 2017) . Le transporteur VGLUT1 a été identifié comme le transporteur
permettant de concentrer le glutamate au sein des vésicules avant leur libération (Malarkey
and Parpura, 2008; Ropert et al.,, 2016; Schwarz et al.,, 2017). Au niveau des synapses
glutamatergiques (de I'hippocampe), la libération de glutamate par les astrocytes active les
récepteurs NMDA en post-synaptiques et les récepteurs métabotropiques mGIluR1 en pré-
synaptiques (Figure 18 a,b) et augmente ainsi I'excitabilité neuronale et la libération de

glutamate.

Cette mise en jeu des récepteurs au glutamate se traduit par une augmentation de la
fréquence des courants excitateurs post-synaptiques spontanés (SEPSC*) et évoqués (eEPSC*)
(Fiacco and McCarthy, 2004; Perea and Araque, 2007). La libération de glutamate par les
astrocytes peut également renforcer I'effet inhibiteur des interneurones GABAergiques
(Figure 18 c) via la mise en jeu des récepteurs AMPA et NMDA situés au niveau pré-synaptique
des synapses GABAergiques de I'hippocampe (Kang et al, 1998). Le glutamate libéré via les
astrocytes peut aussi avoir un effet extra-synaptique, via I’activation, au niveau d‘autres
synapses ; de récepteurs métabotropiques mGlutl pré-synaptiques (Papouin et al., 2012)

(Figure 18 a,b).

> ATP
En 1999, I'équipe de Guthrie montre que les astrocytes sont capables de libérer de
I’ATP via un mécanisme Ca?* dépendant (Guthrie et al., 1999) et d’activer les récepteurs

purinergiques neuronaux mais également microgliaux.

Des études récentes ont montré le réle de I’ATP astrocytaire dans la régulation
synaptique, et plus particulierement de I'adénosine qui est issue de la dégradation de I'ATP
par des ectoATPases dans I'espace extracellulaire (Zimmermann and Braun, 1996). En effet
(cf Figure 18 f), 'adénosine en activant les récepteurs Al pré-synaptiques (récepteurs
métabotropiques couplés a une protéine Gi) est capable de réguler 'activité synaptique en
diminuant la libération de glutamate (Panatier et al., 2011; Pascual et al., 2005; Tan et al.,
2017). Enfin, 'ATP astrocytaire peut également activer les neurones, notamment cortico-

pyramidaux, et ce via le récepteur P2Y1 (Tan et al., 2017).
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» D-sérine

La D-sérine est un co-agoniste du récepteur NMDA, qui se fixe a la sous-unité NR1, au
niveau du site de liaison de la glycine. L’activation des récepteurs NMDA nécessite la liaison
du glutamate, mais également celle d’'un co-agoniste tel que la glycine ou la D-sérine
(Gustafson et al., 2007). La D-sérine est un gliotransmetteur synthétisé a partir de L-sérine via
la sérine racémase. Elle est considérée comme un « gliotransmetteur » depuis les travaux de
Schell, Molliver et Snyder en 1995. Dans certaines régions cérébrales, il semble que la D-sérine
soit le co-agoniste principal des récepteurs NMDA. Cela a été démontré notamment dans
I’"hippocampe, ou la D-sérine est essentielle dans les mécanismes d’induction de la LTP. Le
blocage de l'activité des astrocytes, de leur capacité de libération ce gliotransmetteur ou
directement le blocage de la D-sérine inhibe l'induction de LTP (Henneberger et al., 2010;

Panatier et al., 2006; Yang et al., 2003).

Le mécanisme de libération de la D-sérine est Ca2+/SNARE dépendant, tout comme le
glutamate (Martineau et al., 2013; Mothet et al.,, 2005). De maniére intéressante, des
vésicules contenant a la fois le glutamate et la D-sérine ont été identifiés dans les fins
prolongements astrocytaires, suggérant une co-libération. Ainsi la D-sérine renforcerait

I'action du glutamate sur les récepteurs NMDA (Martineau et al., 2013).

Les taux synaptiques de D-sérine sont régulés par la recapture via deux transporteurs :
les transporteurs alanine-sérine-cystéine dépendants de Na* 1 et 2 (ASCT1* et ASCT2%*)

(Martineau et al. 2014).

L’'origine astrocytaire de la D-sérine en condition physiologique fait actuellement débat
(Papouin et al., 2017 vs Wolosker et al., 2016, 2017). En effet, des données récentes ont été
obtenues a partir de lignées génétiquement modifiées, avec un Knock Out conditionnel sur le
géne codant pour la Sérine racémase sous le contréle de promoteurs spécifiques des
astrocytes ou des neurones. Les résultats de ces études montrent que le KO conditionnel sous
le controle d’'un promoteur spécifique des astrocytes n’a peu ou pas d’incidence sur
I'induction de la LTP dans I’hippocampe, alors que le KO de la sérine racémase dans les
neurones empéche son induction (Perez et al.,2017). Les lignées génétiqguement modifiées
ont également servi de controle négatif de différents anticorps ciblant soit la D-sérine
directement, soit la sérine racémase. Les résultats obtenus avec des anticorps validés dans ces

lignées ont permis de montrer une localisation préférentielle de la sérine racémase dans les
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Figure 17 : Exemples de protéines membranaires présentes au niveau des astrocytes et leurs
fonctions (D'aprés Benarroch 2016).



neurones au niveau de I'hippocampe (Balu et al., 2014) ou du cortex (Benneyworth et al.,
2012). Cependant, les auteurs s’accordent a dire qu’en condition réactive, les astrocytes
expriment bien la sérine racémase et peuvent ainsi synthétiser et libérer de la D-sérine (Balu

et al., 2019; Li et al., 2018; Perez et al.,2017)

Pour résumer, en condition physiologique, les astrocytes participent aux fonctions
liées a I'homéostasie du SNC, en communiquant directement avec les neurones via la
recapture et la libération de gliotransmetteurs. Mais ces cellules interviennent aussi en
condition non physiologique, et participent a linduction et/ou le maintien d’états

pathologiques.

V. Physiopathologie

A. La réactivité astrocytaire

En réponse a de nombreuses stimulations, les astrocytes sont activés et présentent un
phénotype caractéristique de cette activation. On parle d’ « Astrogliose » ou d’ « Astrocyte
réactif ». Cet état réactif provoque de profondes modifications des astrocytes, a la fois dans
leur morphologie et dans leurs fonctions. (Ben Haim et al., 2015). Il existe une trés grande
variété de stimulations pouvant entrainer une activation des astrocytes, comme par exemple
le glutamate, les cytokines (TNF-alpha, IL6), I’ATP, facteurs neurotrophiques (cf Figure 19). La
réactivité astrocytaire se caractérise d’abord par une hypertrophie progressive de la cellule,
caractérisée par |'épaississement des prolongements et une augmentation de la taille du corps
cellulaire et du nombre de prolongements (Figure 20) (Strémberg et al., 1986). En cas de
stimulation plus importante, la réactivité astrocytaire peut entrainer une prolifération
astrocytaire aboutissant a la formation d’une cicatrice gliale (Sofroniew, 2009). Le phénotype
de réactivité astrocytaire est caractérisé par une augmentation de I'expression de protéines
des filaments intermédiaires, expliquant pourquoi la protéine GFAP est surexprimée et
constitue le marqueur le plus utilisé pour caractériser ce phénotype (Calvo and Bennett, 2012;

Garrison et al., 1991; Wang et al., 2009).
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Nonreactlve astrocytes

Reactive astrocytes

Figure 19 : Morphologie d’astrocytes corticaux marqués avec la
GFAP en condition normale (gauche) et en condition réactive (droite)
Barre d’échelle = 25 um. D’aprés Wilhelmsson, et al., 2006.
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Figure 18 : Les différentes voies moléculaires pouvant étre activées dans |'astrocyte. D'aprés
Ben Hain et al.,2015. Les cellules entourant les astrocytes peuvent libérer différentes molécules, qui
vont activer des récepteurs situés a la membrane des astrocytes. Les voies JAK/STAT, MAPK, NF-kB
vont ainsi étre activés et entrainer des modifications dans I'activité de I'astrocyte.



De plus, les astrocytes réactifs expriment d’autres protéines utilisées comme
marqueurs phénotypique comme la vimentine (Wilhelmsson et al., 2004). Les domaines
occupés par les astrocytes ne se recouvrent pas en condition physiologique et sont préservés
quand l'astrogliose est légere a modérée. En revanche, en cas d’astrogliose plus sévere, une
prolifération astrocytaire donne lieu a la formation d’une cicatrice gliale et les prolongements

astrocytaires se superposent (Sofroniew, 2009).

Aprés ces changements morphologiques, c’est au niveau de la fonctionnalité des
astrocytes que l'on peut voir des modifications. En effet, I'activation des récepteurs
astrocytaires peut entrainer |'activation de différentes voies moléculaires (Figure 21), avec
entre autres les voies JAK/STAT, ERK et JNK (Ji et al., 2009). L’activation de ces voies entraine :
une modification des protéines déja présentes, souvent une phosphorylation, des
modifications dans I'expression protéique, entrainant une surexpression ou une sous-
expression de protéines et la synthése de nouvelles protéines. Notamment, en condition
pathologique, les astrocytes synthétisent et libérent des facteurs pro-inflammatoires comme
des cytokines (ll-1B), des chemokines (CXCL1, CCL1) ou encore de I’ATP (Ji et al., 2013;
Sofroniew, 2014).

Les astrocytes, activés en réponse a différentes stimulations ou situations, sont
capables de modifier I'activité des réseaux neuronaux. La question est donc de savoir, dans
quelle mesure cette activation astrocytaire participe a I'induction et/ou au maintien de de la

douleur.

B. Les astrocytes et la douleur

» Nociception

Des études utilisant les outils génétiques ont permis de mettre en évidence le réle des
astrocytes dans la nociception. Une premiere étude, par Foley réalisé en 2011 a montré que
les souris mutantes pour la protéine SNARE sous la dépendance du promoteur GFAP entrainait
une diminution du seuil de retrait de la patte (Foley et al., 2011). En utilisant une approche
par ARN interférant, la méme procédure entrainait également une hypersensibilité
mécanique (Morioka et al., 2018). L'approche optogénétique a également mis en évidence
gu’une stimulation des astrocytes spinaux via la channelrhodopsine était suffisante pour

induire une hypersensibilité a la douleur chez la souris (Nam et al., 2016).
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Ces résultats suggerent qu’en condition physiologique, les astrocytes, de par leurs
nombreuses fonctions décrites précédemment, régulent la transmission des messages
nociceptifs. Ainsi, en ciblant spécifiquement les astrocytes, ces résultats démontrent que
I'altération de I'activité astrocytaire est suffisante a elle seule pour entrainer une altération

de lI'intégration des messages nociceptifs.

» Douleur neuropathique

Les premiéres preuves d’activation astrocytaire dans le cadre de douleurs
neuropathiques sont venues de modeles animaux comme celui de ligature du nerf sciatique
chez le rat (Garrison et al., 1991). Cette étude a montré une augmentation du marquage GFAP
du co6té de la ligature 5 jours et 10 jours aprés la chirurgie. Cette réactivité astrocytaire est
retrouvée jusqu’a 9 mois aprés la Iésion nerveuse, alors que les signes de réactivité d’autres
types cellulaires tels que la microglie, ne sont plus présents (Gwak et al., 2012). Dans un
modele de ligature partielle du nerf sciatique, Zhuang et son équipe ont montré que
I’expression de la protéine p-ERK était séquentiellement exprimée dans les neurones, la
microglie puis les astrocytes (Zhuang et al., 2005). L'induction dans les neurones est
immédiate mais transitoire, celle de la microglie plus tardive (aprés 1 jour) et disparait a 21
jours. Le 10éme jour, p-ERK est exprimée a la fois dans les astrocytes et la microglie, mais au

jour 21 principalement dans les astrocytes de la corne dorsale.

Les astrocytes semblent donc étre activés plus tardivement mais cette activation
perdure, suggérant un rble des astrocytes dans le maintien et non dans l'induction de la
douleur neuropathique. Ces résultats ont été confirmés par d’autres études montrant que
I’administration intrathécale d’une gliotoxine, le LaAA (bloquant 'activité métabolique des
astrocytes (Khurgel et al., 1996), diminue la réactivité astrocytaire spinale et est capable
d’abolir les symptomes douloureux une fois qu’ils sont établis (Wang et al., 2009; Zhuang et

al., 2006).

D’autres études ont montré qu’en ciblant spécifiquement des voies de signalisation
activés dans les astrocytes, comme la voie JAK/STAT, ERK ou JNK permettait de prévenir I’
hypersensibilité mecanique chez le rongeur (Manassero et al., 2012; Tsuda et al., 2011;
Zhuang et al., 2006) voir pour revue Ji et al., 2019). A partir de |3, les astrocytes activés peuvent

moduler I'activité des neurones via la libération des cytokines pro-inflammatoires comme
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Figure 20: Mécanismes impliqués dans la douleur neuropathique. D'aprés Ji et al, 2019

Une lésion nerveuse induit une réactivité astrocytaire au niveau de la corne dorsale de la
moelle. Cette activation va entrainer |'activation de voies de signalisation intracellulaire (JAK/STAT,
JNK). Cela va entrainer la libération de médiateurs astrocytaires qui vont entrainer I'activation des
cellules environnantes : microglie et neurones (pré- et post-synaptique). La microglie activée va, elle
aussi, libérer des facteurs pro-inflammatoires. Ces mécanismes vont participer a la sensibilisation
centrale et la transition d’une phase aiglie a la persistance de la sensibilisation entrainant la
chronicisation de la douleur.



I'interleukine 1B(ll-1B*) (Guo et al., 2007), et des chemokines telles que la CCL2*(Gao et al.,

2009; Zhang et al., 2012), CXCL13* (Jiang et al., 2016) ou CXCL1* (Ni et al., 2019).

Enfin, I'action des astrocytes dans la transmission glutamatergique est altérée en
condition neuropathique. En effet, une diminution de I'expression des transporteur GLAST et
GLT1 a été montrée a la suite d’'une lésion nerveuse, entrainant une augmentation du
glutamate présent au niveau synaptique et ainsi provoquer une hypersensibilité a la douleur
(Rao et al., 2001). Enfin, un des effet des astrocytes dans la douleur neuropathique passe par

la libération de D-sérine au niveau spinal (Lefévre et al., 2015; Moon et al., 2015)

Ces résultats montrent que dans les modeles de douleur neuropathique les astrocytes
sont impliqués dans les mécanismes de sensibilisation centrale qui sous-tend

I’hypersensibilité a la douleur. Figure 22 issue de la revue de Ji et al., 2019.

» Douleur inflammatoire

Le role des astrocytes en condition inflammatoire a été moins largement décrit qu’en
condition neuropathique, mais les mécanismes impliqués dans les 2 types de modeles
semblent étre similaires. Premiérement, dans des modeéles de douleur inflammatoire
(formalin, CFA, carrageenan), est retrouvée une forte réactivité astrocytaire aussi bien au
niveau spinal (Gao et al., 2010; Raghavendra et al., 2004; Sun et al., 2007, Choi et al., 2017a)
gue trigéminal (Dieb and Hafidi, 2013; Guo et al., 2007). Les connexines 43 et I'll-1B sont
également surexprimées dans le cas du modele CFA (Guo et al., 2007). Une équipe a montré
gue bloquer les canaux voltage dépendants perméables au calcium permettait de prévenir les
modifications de plasticité morphologique des astrocytes et de la microglie, et de renverser
I"allodynie mécanique dans un modele inflammatoire (Tenza-Ferrer et al., 2019). Tout comme
en condition de douleur neuropathique, en condition inflammatoire les astrocytes libérent
des cytokines et chemokines pro-inflammatoires (Raghavendra et al., 2004). Par exemple,
dans un modele d’arthrite, une réactivité astrocytaire au niveau spinal a été corrélée a la
libération de Fractaline qui participe aux mécanismes de sensibilisation centrale (Sun et al.,
2007). Enfin, dans un modeéle de douleur inflammatoire par injection de carrageenane dans
une patte, le développement de I'allodynie mécanique précoce du coté ipsilatéral est bloquée
par la DAAO, enzyme de dégradation de la D-Sérine alors que I’hypersensibilité plus tardive
du coté contralatéral est inhibée par la carbanalexone qui bloque les connexines 43 (Choi et

al., 2017a).
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> Autres types de douleur
La réactivité astrocytaire a été montrée dans des modeles de douleurs cancéreuses
notamment osseuses chez le rat (Jiang et al., 2017; Song et al., 2016), les douleurs induites
par le VIH chez le rat comme chez 'homme (Shi et al., 2012; Zheng et al., 2011), ou encore
dans un modeéle d’hypersensibilité (allodynie) par désinhibition glycinergique chez le rat

(Miraucourt et al., 2011).

En résumé, les astrocytes peuvent étre activés a la suite d’'une douleur de nature
différente (neuropathique, inflammatoire ....), changer leur morphologie, libérer des facteurs
favorisant les mécanismes pro-inflammatoire (cytokines, chemokines) ou activant

directement les neurones (glutamate, D-sérine).

Ainsi, il est maintenant évident que les astrocytes, a I'instar des autres cellules gliales,
jouent un role clé dans le fonctionnement du SNC et que particulierement la physiologie de la
nociception ne peut étre raisonnablement envisagée qu’avec la seule intervention des

neurones.

Nous allons a présent discuter des arguments permettant d’envisager une implication

des astrocytes dans physiopathologie de la migraine

Les astrocytes et la migraine

|. Que sait-on du lien entre astrocyte et migraine ?

Les données de la littérature soutiennent que le déreglement des fonctions gliales, en
particulier au niveau de la synapse, est impliqué dans le développement et le maintien de la
douleur chronique, en particulier dans I'hypersensibilité mécanique due a la sensibilisation
centrale. Dans le contexte de la migraine, il existe aussi des éléments en faveur du lien entre

les cellules gliales et cette pathologie.

Une des mutations sous-tendant la migraine hémiplégique familiale concerne une
protéine spécifique des astrocytes a savoir la pompe Na+/K+ ATPase. Dans un modéle
génétique dans lequel cette mutation a été reproduite, les résultats montrent une mauvaise
régulation du K+ extracellulaire entrainant une augmentation de I’excitabilité corticale qui se

traduit par une facilitation de la CSD sous-tendant I'aura migraineuse (Capuani et al., 2016).
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Dans un autre modele de migraine hémiplégique familial chez la souris (mutation sous-
unité aia de Cayv2.1 neuronal), il a été montré une activation des cellules gliales, de la microglie
et des astrocytes, au niveau cortical notamment (Magni et al., 2019). Ces résultats sont
cependant liés a la migraine hémiplégique familiale qui ne représente qu’une sous-catégorie

bien particuliére de patient migraineux.

Des études de génomique a grande échelle ont montré que les patients migraineux
présentaient des variations génétiques au niveau des astrocytes. En effet, ces travaux
rapportent des polymorphismes au niveau de certains génes astrocytaires associés a la
migraine commune (genes GJA1, PRDM16...) ou la migraine familiale hémiplégique (geénes

ATP1A2, HTRA1, SLC4A2) (Eising et al., 2016; Renthal, 2018).

L'injection de CGRP, un peptide clé dans la migraine, au niveau du tronc cérébral
entraine une augmentation de I'expression de la protéine p-ERK au niveau des neurones,
également de la Protéine Kinase A et et de GFAP, démontrant une activation des astrocyte par
le CGRP (Cornelison et al., 2016). Cette activation est visible a partir de 2h aprés injection de
CGRP, elle est maximale 2 jours apres I'injection et perdure au moins jusqu’a 3 jours, montrant

une activation durable des astrocytes.

En clinique, un étude récente (Marciszewski et al., 2019) a étudié le cerveau de
patients migraineux par imagerie du tenseur de diffusion (Diffusion tension Imagning) permtet
de voir le mouvement local d'eau libre. Cela permet d'examiner les modifications de la
microstructure chez I'homme en temps réel. Ces mesures de diffusion peuvent étre modifiées
par de nombreux processus qui modifient I'anatomie locale, comme un l'cedéme, une
inflammation, la démyélinisation ou encore des modifications du nombre de cellules et / ou
de leur morphologie. Les astrocytes rentrent bien slr dans cette derniere catégorie, puisque
nous avons vu que leur activation est associée a des modifications importantes de leur
morphologie. Cette étude a mis en évidence des modifications anatomiques au cours du cycle
de la migraine, en particulier pendant les 24 heures précédant une crise de migraine, au niveau
du Sp5C notamment. lls supposent que ces changements anatomiques refletent I'activation
des astrocytes, qui va modifier la fonction neurale locale par la libération de gliotransmetteurs
tels que le glutamate (Marciszewski et al., 2019). Cette hypothese est intéressante puisque

I'augmentation du volume des astrocytes va activer le canal ionique et osmolyte activé par le
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volume ( « volume-stimulated osmolyte and anion channels » (VOSAC*) et va ainsi permettre

la libération de glutamate (Jackson and Madsen, 1997).

Enfin, I'implication de la microglie dans la migraine a déja été montrée dans un modele
de migraine par injection de donneur de NO (Long et al., 2018,). Nous savons cependant que
les deux types de cellules communiquent entre elles, avec notamment des récepteurs
astrocytaires capables de capter les molécules pro-inflammatoires libérées par la microglie
active (Sofroniew, 2014). Ainsi, la mise en évidence d’une activation microgliale pourrait
appuyer I'hypothese selon laquelle les astrocytes sont eux aussi activés dans cette condition

pathologique.

D’aprés I'ensemble de ces éléments, la piste d’'une implication astrocytaire semble
judicieuse, mais a I’heure actuelle, aucune preuve directe de I'implication des astrocytes dans

la migraine, ou du moins un modele de migraine, n’a été apportée.

Il. Problématique

La migraine est une maladie complexe dont la physiopathologie reste mal connue,
notamment, lorsque la maladie progresse vers un stade chronique. La prise en charge du
patient n’est clairement pas suffisante dans le cas chronique ou la maladie devient encore plus
invalidante. La compréhension des mécanismes de transition de la forme épisodique vers la
forme chronique reste insuffisante a ce jour, et constitue un préalable a une meilleure prise

en charge de la maladie et une amélioration des thérapeutiques antalgiques.

Le phénomeéne d’hypersensibilité mécanique (allodynie) est une des caractéristiques
de la progression de la migraine vers le stade chronique (marqueur) et le témoin d’une
sensibilisation centrale des réseaux nociceptifs. La sensibilisation centrale sous-jacente de la
migraine chronique ne peut étre abordée que par le seul aspect neuronal. En effet, I'activité
des astrocytes est aujourd’hui reconnue comme un élément intimement associée a 'activité
neuronale (en particulier au niveau synaptique) et donc au développement et au maintien de

la douleur chronique.

Ainsi, dans le cadre de l'identification des mécanismes physiopathologiques de Ia
migraine, nous avons étudié le role des astrocytes dans la progression de la migraine. Pour ce
faire, I'étude a été réalisée sur un modele de progression de la migraine chez rat. Dans ce

modele développé chez le male (Dallel et al., 2017; Flores Ramos et al., 2017), une
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hypersensibilité mécanique cutanée faciale est déclenchée a la suite d’injections systémiques
répétées d’un donneur de NO (IsoSorbide DiNitrate, ISDN) et devient persistante. Le modeéle
par donneur de NO est pertinent car il a 'avantage d’exister chez I’'homme ou les donneurs
de NO, largement utilisés, sont connus chez les patients migraineux comme déclencheurs de
céphalées présentant les caractéristiques de la crise migraineuse Ce modéle permet donc

d’établir un translationnel avec les études cliniques(Akerman et al., 2019).

A partir de ce modeéle, nous avons concentré nos analyses sur les mécanismes de
sensibilisation centrale au niveau du premier relais des informations nociceptives : le Sp5C. En
plus de I’analyse réalisée chez les animaux males, le modele a été testé pour la premiere fois

chez la femelle.

L'implication des astrocytes dans la progression de la migraine et I’hypersensibilité
mécanique associée au modele a été étudiée en recherchant les signes de réactivité
astrocytaire dans le Sp5C par une approche immunohistochimique. En parallele, I'implication
astrocytaire a été analysée sur la réponse allodynique chez I'animal éveillé (male et femelle)
et sur la sensibilisation centrale des neurones nociceptifs du Sp5C, via une approche
pharmacologique par blocage de I'activité des astrocytes par une gliotoxine ou de I'activité
d’un gliotransmetteur, la D-Serine, par son enzyme de dégradation (DAAQ). En effet des
études antérieures au laboratoire (Miraucourt et al., 2011) et obtenus par d’autres équipes
(Choi et al., 2017a; Lefévre et al., 2015; Moon et al., 2015) ont montré un réle important de la

D-Sérine dans les mécanismes de sensibilisation centrale au niveau spinal et trigéminal.

En parraléle de ce projet de these, j'ai participé en collaboration avec I'ingénieur de
recherche Frangois GABRIELLI sur la relation entre le signal extracellulaire unitiare et les
potentiels de champs locaux (LFP : Local Field Potential). Cette collaboration a aboutis a
I’élaboration d’un papier en co-premier auteur, en cours de rédaction, ajouté en annexe a la

fin de ce manuscript.
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Chapitre 2 : Matériel et
méthodes

51



Injection systémique d’ISDN (10mg/kg) I
Immunohistochimie (p-ERK, GFAP, Sox9) I I

Injection intracisternale (i.c.t.)

Sensibilité cutanée (Test vF) - H B B _
Excitabilité neuronale
(Electrophysiologie) I:l- D-

«Naif» «ISDN chronique»

Figure 21 : Design de I'étude

Les animaux ont recu 5 injections répétées d’ISDN (ou de sérum Physiologique), 1 injection par
jour pendant 5 jours consécutifs. La sensibilité cutanée des animaux a été testé en suivis a J1 et a J5,en
suivi, et a les J2 ;J3 et J4 la sensibilité cutanée a été testée avant puis une heure apres ISDN ; afin de
vérifier que le traitement entrainait bien une sensibilisation persistante. A J5, une étude
immunohistochimique, comportementale et électrophysiologique a été réalisée. En électrophysiologie,
afin de comparer I'évolution entre les animaux « Naif » (sans aucune injection) et les animaux « ISDN
chronique » (ayant regu 4 injections d’ISDN), la réponse des neurones WDR a été enregistrée a J1. L'effet
de la 1% ou de la 5°™ injection d’ISDN est ensuite évalué sur chacun des groupes.



. Animaux

Les animaux utilisés dans le cadre de cette étude étaient des rats Sprague-Dawley CD,
males et femelles, issus de I'établissement éleveur-fournisseur Charles River (L’Arbresle,
France). Le poids des animaux utilisés était compris entre 200 et 350 g. Ceux-ci étaient
hébergés dans des cages standards (Tecniplast) type 3 (800 cm2) a raison de 3 rats /cage. Les
cages étaient enrichies a I'aide de tunnels cartons (diamétre 7 cm, longueur 15 cm). La
température des salles de stabulation était maintenue et controlée a 22 + 1°C, le taux
d’humidité a 55 + 5%. Les rats étaient soumis a une luminosité (100 Lux) selon un cycle
nycthémeéral inversé de 12h (lumiére de 19h a 7h) et bénéficiaient d’un accés a la nourriture
et a l'eau ad libitum. Les procédures réalisées sur les animaux ont été effectuées
conformément aux directives éthiques de I'Association internationale pour I'étude de la
douleur et a la directive 2010/63/UE du Parlement européen et du Conseil sur la protection
des animaux utilisés a des fins scientifiques. L'ensemble des projets et procédures
expérimentales de cette étude ont été favorablement validées par le Comité d’Ethique en
Expérimentation Animale Auvergne (CEEA-02) et autorisées par le Ministere de
I’Enseignement Supérieur, de la Rechercher et de I'lnnovation (MESRI) sous les N° #3016,
#7080, #12899, #18346 et #20582. Toutes les expérimentations, analyses et rapports étaient
conformes aux régles ARRIVE (Animals in research : reporting in vivo experiments). Toutes les
expériences ont été réalisées en aveugle. Les rats ont été randomisés dans les différents

groupes expérimentaux.

ll.  Substances administrées

L'lsoSorbide DiNitrate (ISDN, 10mg/10mL Risordan®, Sanofi-Aventis) sous sa forme
injectable a été utilisée tout au long de I’étude. L'ISDN a été utilisé a la dose de 10mg/kg par
voie intra-péritonéale (i.p) ou intraveineuse (i.v). Toutes les autres substances proviennent de
la société Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Le liquide céphalorachidien artificiel
(LCRa* ; 150 mM Na+, 3 mM K+, 0.8 mM Mg2+,1.4 mM Ca2+, 155 mM Cl, pH 7.4, 295 mosmol
kg) a été utilisé comme solvant de la D-sérine, gliotransmetteur co-agoniste des récepteurs
NMDA, diluée a une concentration de 100 pg/5uL, et du L-a-aminoadipate (LaAA*, A7275,
150 nmol/5uL) inhibiteur du métabolisme astrocytaire (Khurgel et al., 1996). La D-amino acide
oxydase (DAAO*, 0.17 U/5uL), enzyme de dégradation de la D-sérine (Martineau et al., 2006),

a été diluée dans du LCRa additionné de Flavine Adénine Dinucléotide (FAD*) qui est un
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groupement prosthétique nécessaire au fonctionnement de I'enzyme. Toutes ces molécules
ont été administrées au niveau de la surface bulbaire par voie intracisternale (ict, pour un
volume de 5 pl) a I'aide d’une seringue Hamilton de 10pL, sous anesthésie a 'isoflurane (1.5-
2%). Le méme volume (5uL) de solvant-véhicule (LCRa pour le LaAA et D-sérine, LCRa avec
FAD pour la DAAO) a été injecté pour les groupes témoins. Aucune différence entre les
groupes LCRa et LCRa+FAD n’as été démontrée, les animaux ayant recu du LCRa ou du

LCRa+FAD ont été regroupés dans le groupe « Vehicule ».

Le modeéle de migraine chronique utilisé (Dallel et al., 2018) est caractérisé par
I'induction d’une hypersensibilité cutanée mécanique (allodynie) par I'injection i.p. répétée
d’ISDN. Ces injections étaient effectuées a raison d’une injection par jour sur une période de
5 jours avec mesure de la sensibilité cutanée avant et aprés chaque injection. Lors du 5™¢ jour
(5éme injection ISDN) les animaux recevaient en plus une injection ict préventive de LCRa,

LaAA, D-sérine, FAD ou DAAO.

lll.  Analyse Comportementale

A. Phase d’habituation

Une semaine apres leur arrivée (habituation aux conditions d’hébergement), les
animaux étaient soumis aux conditions expérimentales dans des salles dédiées. Les sessions
d’habituation (durée moyenne 30 min) et de test avaient lieu pendant la phase d’activité des
animaux, entre 9h et 18h, dans une salle a la lumiére tamisée et dont la température était
contrélée selon les méme critéeres que pour la salle d’hébergement. Le premier jour, les rats
étaient habitués a I'expérimentateur et a I’'environnement des chambres de test (0.3 x 0.3 m?)
adaptées a I'étude de la sensibilité faciale. Le deuxiéme jour, dans les chambres et cages de
test, I'expérimentateur approchait plusieurs fois un filament de Von Frey prés de la téte de
I’animal sans le toucher. Le troisi€me jour, la zone de test de la sensibilité mécanique, devant
et au-dessus de I'ceil était stimulée avec des filaments de Von Frey d’intensité légere, non
nociceptive (de 0.6g a 4g) de facon a obtenir une réaction d’orientation de I'animal vis-a-vis
du stimulus et non de fuite. Le quatrieme jour, les animaux sont habitués a la stimulation de
filaments d’intensité plus forte (4g a 10g), de maniére a obtenir un relfexe nociceptif (retrait

de la face, réacion d’attaque ou de fuite, frezzing) pour les vF nociceptifs.
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B. Phase de test de la sensibilité mécanique de la face

Les tests de sensibilité cutanée étaient réalisés a la suite de chaque injection i.p.
d’ISDN ; soit un par jour pendant 5 jours. La méthode « up and down » (Chaplan et al., 1994)
a été utilisée pour évaluer le seuil de retrait nociceptif des animaux. Par une série
d’applications de différents filaments de forces comprises entre 0.6g et 15g pour la face le
seuil de retrait était déterminé. Ce seuil correspond a la force mécanique minimale (filament
le plus faible) nécessaire pour déclencher une réaction de retrait ou de fuite vis-a-vis d’'un
stimulus nociceptif (seuil de douleur).Chaque filament est testé 5 fois, le plus petit filament
entrainant une réaction de retrait nociceptif au moins 3 fois sur les 5 fois est déterminé
comme le seuil nociceptif. Le seuil de douleur mécanique était mesuré chaque jour de
I’expérimentation (1 injection d’ISDN), avant puis toutes les ¥ h apreés injection de substance

(ISDN, aCSF, FAD, LaAA, DAAO ou D-sérine) et ce pendant 4 heures.

C. Test de psychomotricité (Rotarod)

Afin de tester I'effet des différents traitements sur la motricité des animaux, le test du
rotarod (8500; Ugo Basile; Comerio, Italy) en mode accélération (4 a 40 t/min sur 5 min) a
été utilisé (Jones and Roberts, 1968). Les animaux étaient soumis a une session
d’entrainement-habituation la veille du test. Les sessions consistaient a tester les animaux
jusqu’a ce que ceux-ci se maintiennent sur le dispositif pendant au moins 1 minute sans
chuter. Le lendemain, une séance de rappel était effectuée une heure avant la mesure du
maintien test sur le rotarod. Le test était effectué 20 minutes avant et 240 minutes apres
I’administration ict de LaAA ou de DAAO (ou de véhicule). Aucune différence n’as été induite

par les substances que nous avons testée dans notre étude (Données non présentées).

V. Immunohistochimie

A. Stimulation et perfusion

Lors du 5éme jour du protocole, les rats étaient profondément anesthésiés par une
injection intrapéritonéale d’uréthane 25% (1mL/100g) et étaient soumis, selon les groupes, a
la derniére injection d’ISDN (10mg/kg) ou du sérum physiologique (1mL/100g) par voie

intraveineuse.
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Anticorps Référence Dilution

Anticorps monoclonal de souris anti GFAP SIGMGA?EI?SRICH 1/2000
Anticorps polyclonal de cobaye anti NeuN h/f}llsl::lo?)(r)e 1/2000
Anticorps polyclonal de Chevre anti Sox9 R&ADFsayZZst 1/2000
Anticorps polyclonal de lapin anti-p-Erk 1/2 Cellgsligijling 1/500
Tableau 3 : Référence et dilution des anticorps primaires utilisés
Hote Espéce cible Détection Référence Dilution
Ane Souris Alexa Fluor 488 Jackson Immz:;iii;llri; Laboratories 1/500
Ane Cobaye Cv> Jackson Imer?(f;{Zi;rch: Laboratories 1/500
Ane Chévre cv3 Jackson Imer?cS);{ti:rg Laboratories A
Ane Lapin AlexaFluor 488 Jackson Immtj:;;ei:ris Laboratories 1/250
Tableau 4 : Référence et dilution des anticorps secondaires utilisés



Une heure apres l'injection d’ISDN ou de sérum physiologique, chaque groupe était divisé en
2 sous-groupes de rats avec un groupe soumis a une stimulation mécanique dans la zone
périorbitale avec un filament de Von Frey de 6g pendant 3 minutes a une fréquence de 1Hz et
un autre sans stimulation. La valeur de filament de 6g était choisie juste en dessous du seuil
nociceptif facial qui se situait a 8g, et qui donc constituait une stimulation non-nociceptive.
Trois minutes apreés la fin de la stimulation, la cage thoracique de I'animal était ouverte, puis
par voie intracardiaque était perfusée une solution saline héparinée (NaCl 0,9%, héparine 25
Ul/mL, environ 100 mL/ animal) puis une solution de fixation (PBS 0,1 M, Paraformaldéhyde
4%, Acide Picrique 0,03 %) froide (10°C, environ 300 mL/animal) afin de fixer les tissus. Un
autre groupe d’animaux a été réalisé dans les mémes conditions, sans stimulation mécanique,

les animaux ont été sacrifié puis les tissus prélevés 3 heures aprés injection d’ISDN.

Aprés fixation, le cerveau, les premiers segments de la moelle cervicale ainsi que les
ganglions trigéminaux étaient prélevés et post-fixés pendant 2 heures dans la méme solution
de fixation. Deux heures plus tard les prélevements étaient transvasés dans des tubes
contenant du TBS-Sucrose (30%)-Azoture de Sodium (0,05%) et conservés a 4°C jusqu'a leur
utilisation. Le sucrose fournit une cryoprotection aux tissus et I'azoture de sodium est un

biocide bloquant la croissance de bactéries pendant la conservation.

B. Coupe des tissus

Des coupes transversales de 30um d’épaisseur étaient réalisées a l'aide d’un
microtome a congélation (MICROM HM450, Microm) et récupérées avec un pinceau et
réparties en série dans 4 flacons contenant du TBS-Sucrose (30%)-Azoture de Sodium (0,05%)
puis conservées a 4°C jusqu'a la réalisation du marquage immunohistochimique. Les ganglions
trigéminaux sont coupés a I'aide d’un cryostat (Thermo Scientific® Microm HM 550) a une
épaisseur de 10um. Elles sont récupérées sur des lames en séries, puis stockées a 4°C jusqu’au

protocole d'immunomarquage.

C. Marquage

La liste des solutions et anticorps primaires et secondaires utilisées sont indiqués en
Table 3 et 4. Les coupes étaient rincées 3 fois dans du TBS, puis incubées 2h a température

ambiante sous agitation avec la solution de saturation afin de diminuer la fixation aspécifique
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des anticorps. La solution de saturation comprenait du sérum d’ane (Normal Donkey Serum :
, 10%). Les anticorps primaires étaient incubés a la suite de la saturation pendant une nuit a
4°C. Le lendemain, apres 3 ringages au TBS, les anticorps secondaires correspondants étaient
incubés a température ambiante pendant 2 heures. Les coupes étaient ensuite montées sur
lame gélatinées, puis entre lame et lamelles avec du Fluoromount G®, ou avec du Fluromount

G® + DAPI afin de visualiser le noyau des cellules.

Pour le marquage p-ERK dans le Sp5C, un kit de révélation (Vector® Peroxydase
substrat DAB) en peroxydase. L’anticorps secondaire anti-lapin est couplé a de I'avidine-
biotine-Peroxydase (Immpress, Abcys ; Vector) pendant 30 minutes, puis le kit de révélation
3,30-Diaminobenzidene tetrahydrochloride (DAB) ajouté d’ammonium nickel sulfate,

permettant d’obtenir un marquage noir.

D. Acquisitions et quantifications des marquages de |'étude
immunihistochimique

Une fois les marquages réalisés, les lames sont acquises sur différents systéemes de

microscopie, puis analysées et quantifiées par différentes méthodes en fonction de

I’expérience.

» p-ERK dans le Sp5C par immunoperoxydase

Nous avons utilisé une caméra Sony DXC-950P connectée a un microscope
NikonOptiphot-2 pour prendre les photos en champ clair. Les images ont ensuite été
transformées en fichiers Adobe PhotoShop (CS2) pour régler la luminosité et le contraste
avant de définir I'échelle de I'image. Chez chaque rat, nous avons calculé le nombre de
neurones phospho-ERK+ dans les différentes couches du Sp5C selon différents plans
rostrocaudaux, entre les niveaux 0 et -2400 um par rapport a I'obex, du c6té ipsilatéral et
controlatéral. Le logiciel Image J® et le plugin « ROl manager » ont été utilisés afin de faciliter
le comptage. Compte tenu de l'intervalle entre les plans de 300 um, les cellules ne pourraient
pas étre comptées deux fois. Nos propres architectures myélo-architecturales combinées a
I'atlas de Paxinos et Watson (2007) ont été utilisées pour réduire le MDH. Les données sont le

nombre de cellules marquées / section analysées chez chaque rat.
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Figure 22 : Méthode utilisée pour quantifier la surface marquée par GFAP
En A : Schémas de I'organisation laminaire retrouvé au niveau du Sp5C. B : Marquage nucléaire
(DAPI) permettant de visualiser la couche | et ainsi de placer la fenétre de quantification
paralléle a celle-ci (= Region Of Interest : ROI*). C : Marquage GFAP obtenus pour cette coupe.
D : Seuillage du marquage GFAP (Blanc = pixels inclus dans le seuil). La surface marquée
correspond ainsi au % de pixels inclus dans le seuil par rapport au nombre total de pixel dans
la ROI



» P-ERK dans le ganglion trigéminal par immunofluorescence
Les images ont été prises avec un microscope a épifluorescence Axioplan (Zeiss) couplé
a une caméra digitale Hamamatsu (C4742-95). D’apres la morphologie du ganglion trigéminal,
nous avons pu différencier la zone correspondant a la branche V3 (mandibulaire) et V1/V2

(ophtalmique/maxilaire).

Pour chaque animal, nous avons calculé le nombre de neurones phospho-ERK+ dans la
zone V1/V2 du ganglion trigéminal, du c6té ipsilatéral et controlatéral. 3 coupes de ganglions
ont été choisi pour chaque animal/coté, non consécutives sur la lame, assurant d’avoir au
moins 100 um entre les 2 prises d’image, afin de ne pas compter 2 fois une méme cellule. Le
logiciel Image J® et le plugin « ROl manager » ont été utilisés afin de réaliser le comptage. Les
données présentées sont le nombre total de cellules marquées sur les 3 prises de vues chez

chaque rat.

» GFAP dans le Sp5C.
Les coupes de Sp5C ont été analysées avec un microscope a balayage laser confocal
ZEISS® LSM 800. Les séries Z ont été balayées avec des grossissements x 20 avec un pas Z de
0,80 um. Chaque image a ensuite été analysée avec le programme Imagel®. Nous avons

travaillé sur la projection orthogonale maximale pour I’'ensemble de nos analyses.

La réactivité astrocytaire a été évaluée en mesurant la surface occupée par le
marquage immunohistochimique GFAP+ entre les différentes conditions, dans 'aire V1 du
Sp5C, avec une fenétre de quantification rectangulaire mesurant 200x 300 um (Cf Figure 24).
La fenétre est positionnée grace au marquage DAPI, qui permet de voir la répartition cellulaire
caractéristique entre les différentes couches du Sp5C, semblable a celle retrouvée dans la
moelle. Notamment, elle permet de différencier la couche | composée de neurones de
projection dont le noyau est allongé, répartis en une couche unicellulaire. La fenétre de
guantification est positionnée parallele a cette couche | en incluant celle-ci. La fenétre est
sous-divisée en 2 : De 0 a 80 um, nous avons la partie correspondant aux couches | et lle, de

80 a 200 um nous avons la couche lli et lll (Lorenzo et al., 2008).

Ensuite, un seuillage est appliqué a I'image pour permettre de définir au sein de
I’échelle de gris de quels sont les pixels positivement marqués GFAP+. Un échantillon d’images

choisit en aveugle a permis définir le seuil optimal permettant de dissocier le bruit de fond du
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marquage spécifique. Le logiciel quantifie alors I'aire de chaque ROI ainsi que la surface totale
occupée par le marquage (défini grace au seuillage) au sein de chaque ROI, ainsi que le % de
la ROl marqué. Ces valeurs sont celles utilisées pour comparer le marquage GFAP en fonction

des conditions.

» p-ERK, NeuN et Sox9
Ce triple marquage a été réalisé au niveau du Sp5C afin de caractériser le type cellulaire
exprimant p-ERK. Le marquage Sox9 sera également utilisé pour compter le nombre
d’astrocytes en fonctions des conditions expérimentales. Les coupes de Sp5C ont été
analysées avec un microscope a balayage laser confocal ZEISS® LSM 800. Les séries Z ont été
balayées avec des grossissements x 20 avec un pas Z de 0,80 um. Afin de s’assurer de la
spécificité de chague marquage, le microscope a été configuré pour effectuer tous les

balayages en mode séquentiel. Les images ont ensuite été traitées avec le logiciel Image J®.

V. Enregistrements  électrophysiologiques  unitaires
extracellulaires in vivo

A. Préparation chirurgicale

L'animal était placé dans une cuve pour anesthésie par inhalation d’isoflurane
(Isoflurin®, Axience, France) a 2% dans un mélange protoxyde d’azote/oxygeéne (2/3-1/3). Une
fois I'animal anesthésié (via masque), une trachéotomie est pratiquée afin d’introduire un
cathéter et relier la trachée a une pompe a respiration artificielle. Un systéme de monitoring
gazeux (Dragér®, Vamos, Germany) était relié a la canule trachéale pour permettre un suivi de
la pression partielle en CO, du niveau d’anesthésique et du mélange 0,/N2O. La carotide
gauche de I'animal était ensuite canulée puis reliée a un capteur de pression artérielle (UFI,
Morro Bay, CA, USA) connecté a un amplificateur (Stoelting , Wood Dale, IL, USA) permettant
un monitoring continu de I'animal. Ce systeme était relié a un ordinateur via une interface
analogique/numérique (Cambridge Electronics Design 1401 computer interface). Enfin, la
veine jugulaire gauche était également canulée pour permettre la perfusion d’une solution de
curare (Norcuron®, MSD) administrée par une pompe (0.6 mg/h), et qui permettait de bloquer
les activités musculaires pouvant perturber I'enregistrement électrophysiologique. Cette voie

était également utilisée pour I'injection intraveineuse d’ISDN au cours de I'expérimentation.
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La température de I"animal était mesurée grace a une sonde rectale et régulée grace a un

matelas chauffant afin de la maintenira 37 £ 0.5°C.

Aprés cette premiére étape, le rat était fixé sur un cadre de stéréotaxie de type
Horsley-Clarke adapté a la sphére orofaciale. Une incision cutanée médiane était réalisée au

niveau du crane et du cou, au-dessus du bulbe et de I'os occipital.

Apres avoir dégagé les muscles du cou et incisé la membrane atlanto-occipitale, un
acces au bulbe était aménagé afin de localiser latéralement le Sp5C au niveau du noyau spinal
du trijumeau droit. Afin de permettre la stimulation des méninges, une craniotomie était
réalisée a I'aide d’une fraise sur une surface du crane d’approximativement 10x15mm (cette
fenétre servira également a mesurer la microvascularisation, cf. paragraphe suivant). De
I'aCSF froid était continuellement appliqué lors de la craniotomie afin de réduire
I’échauffement du tissu lors du fraisage et pour éviter I'asséchement des méninges une fois
exposées. Une fois la craniotomie terminée, de I'huile de paraffine a température ambiante

(20-25°C) était appliquée sur les méninges afin d’éviter un dessechement du tissu.

B. Enregistrements des neurones a convergence

» Matériel

Les enregistrements unitaires extracellulaires étaient réalisés a I|'aide de
microélectrodes en verre remplies d’'un mélange bleu de pontamine 8% - NaCl 5%. Ces
microélectrodes étaient réalisées en étirant (étireuse PE-2, Narishige Instruments) des
micropipettes de verre (diameétre interne/externe : 0.69/1.2mm ; longueur : 150 mm). Leur
pointe était ensuite cassée de facon a ce que lI'impédance de la microélectrode soit comprise
entre 2 et 8 MOhms. L’électrode, montée sur un portoir avec descendeur était connectée via
un fil d’argent a un adaptateur d’'impédance. Le signal était ensuite amplifié a I'aide d’un
amplificateur différentiel (WPI®, 1SO-DAMS8a). Pour I'enregistrement, les parametres
d’acquisition étaient réglés avec un filtre coupe bande de 50 Hz, un filtre passe-haut de 10
KHz, un filtre passe-bas de 300 Hz, un gain de 103. Le signal était traité via un Hum Bug (Quest
Scientific®) afin de soustraire le bruit puis visualisé sur un oscilloscope cathodique (HAMEG® ;
Oscilloscope HM507). Un discriminateur (WPI, 121 Windows discriminator) permettait
d’intégrer en direct le nombre d’événements comme les potentiels d’action. L’ensemble des

signaux étaient transmis via une interface analogique/numérique CED 1401plus® (Cambridge
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Electronic Design) vers un ordinateur PC pour un traitement via le logiciel Spike 2® (version
6.16). Le logiciel permettait d’analyser en temps réel les résultats sous différentes formes :
signaux bruts et post-stimulus histogrammes (PSTH*) et de faire aussi un suivi en continu de
I’évolution du rythme cardiaque et de la pression artérielle. Les PSTH permettait de classifier
les potentiels d’actions évoqués comme étant di a la mise en jeu des fibres A (<30 ms) ou C

(entre 30 et 200 ms).

Une caméra (Dinolite® Digital microscope PREMIER) était placée au-dessus de
I'ouverture du bulbe afin de faciliter le placement et la descente de la microélectrode

d’enregistrement.

» Recherche et caractérisation des neurones nociceptifs
La micro-électrode était descendue a I'aide d’'un micro-descendeur « trois axes »
(Unimécanique, France), lentement a partir du contact avec la surface du Sp5C. A partir de I3,
commencait la recherche des champs récepteurs en appliquant un léger stimulus mécanique
(brossage cutané avec pinceau) ou un stimulus électrique transcutané dans la région péri-

orbitale et/ou méningé.

Les neurones enregistrés étaient des neurones a convergence ou WDR (Wide Dynamic
Range) qui représentent 80 % des neurones nociceptifs et sont situés dans les couches
profondes du Sp5C. lls étaient identifiés grace a leur réponse aux stimulations mécaniques
et/ou électrique au niveau de leurs champs récepteurs cutanés et méningés. En effet, ces
neurones répondent a la fois aux stimulations non-nociceptives (pression légére ou brossage
a l'aide d’un pinceau) et également aux stimulations nociceptives (pincement, pression forte).
De plus, ces neurones codent l'intensité de la stimulation c’est a dire que leur réponse est
proportionnelle a I'intensité de stimulation. Si un neurone répondait a ces différents critéres,
étaient appliquées, au centre de son champ récepteur cutané, des stimulations électriques.
Ces stimulations étaient appliquées a I'aide d’une paire d’électrodes métalliques (0.35 x 15
mm) implantées dans la peau, ou bien des électrodes en argent a tétes sphériques étaient
appliquées sur les méninges. Dans le cas des neurones WDR, les réponses a la stimulation
électrique (durée 2ms pour la peau, 1ms pour les méninges), sous forme de potentiel d’action,
présente des réponses a courte latence liées a la mise en jeu des afférences primaires de type
A et des réponses a longues latences liées a I'activation des fibres de type C. Connaissant a la

fois la distance entre le site de I'enregistrement et le site de stimulation cutanée mais aussi la
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vitesse de conduction des fibres A et C, il est facile de déduire sur I'enregistrement les
potentiels d’action qui sont liés a I'activation de tel ou tel type de fibre. Dans le cas des
enregistrements effectués dans le Sp5C, les potentiels d’action présentant des latences
inférieures a 4 ms étaient considérés comme liés aux fibres myélinisées AB, ceux compris entre
7 et 30 ms, aux fibres peu myélinisées de type Ad et ceux dont les latences étaient supérieures
a 30 ms étaient liés a la mise en jeu des fibres amyéliniques C (considérées comme les vectrices
majeures du nociception). Enfin, les potentiels d’action détectés aprés 200 ms étaient

catégorisés comme une post décharge des fibres de type C.

» Mesure du champ récepteur
Une fois un neurone WDR isolé, les limites de son champ récepteur étaient définies en
appliquant des filaments de Von Frey sur la peau et/ou les méninges. L’aire cutanée ou
méningée dont la stimulation mécanique entrainait une réponse du neurone était délimitée
comme le champ récepteur de ce neurone. Les 2 aires (cutanée et méningée) étaient ensuite
reportées sur un schéma pour chacune des cellules enregistrées. Le champ récepteur était
testé régulierement au cours de I'expérimentation pour noter une éventuelle différence

(augmentation ou diminution) en fonction des traitements.

» Mesure des seuils d’activation et latences des différentes réponses

Les seuils (mesurés en mA) des différentes réponses liées aux différents types de fibres

mises en jeu (AB, AS et C) étaient évalués grace a des stimulations électriques. Par une
méthode d’up and down, différentes stimulations électriques étaient appliquées afin de
mesurer 'intensité minimale nécessaire pour détecter un potentiel d’action apparaissant a

une latence correspondant a la mise en jeu de chaque type de fibre.

» Protocole expérimental
Les 2 types de stimulation électriques et mécaniques étaient appliqués sur les
différents territoires sous forme de séries réalisées toutes les 10 minutes. Les séries de
stimulations électriques et mécaniques étaient alternées et présentaient les caractéristiques

suivantes :

e Pour les stimulations électriques, il s’agissait de séries de 30 stimulations
appliquées a une fréquence de 0.66Hz, d’'une durée de 2ms d’une intensité

égale a 2 fois le seuil d’activation des fibres C.
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e Les stimulations mécaniques au niveau de la peau consistaient en des séries
composées d’une stimulation dynamique, brossage avec un pinceau pendant
10 secondes a 1Hz, suivie d’une séquence d’application de 3 Filaments de von
Frey appliqués pendant 10 secondes (1 von Frey nociceptif (8g), 1 von Frey seuil

pour lequel la cellule répond et 2 von Frey infra seuil).

Pour chaque neurone enregistré, des enregistrements (contréles) témoins (a la fois
pour la série de 30 stimulations électriques et la stimulation mécanique) étaient réalisés au
début de I'expérimentation. La réponse C cutanée (réponses aux latences tardives, > 30ms)
devait étre stable (moins de 10% de variation entre les 2 enregistrements témoins). Une fois
ces contréles réalisés, le protocole expérimental était réalisé pour tester l'effet de
I’administration i.v. d’ISDN (10mg/kg) ainsi que I'effet préventif du LaAA ou de la DAAO sur
I’évolution de la réponse du neurone. Dans le but de servir de controle pour les tests
pharmacologiques, en condition controle du LCRa ou LCRa+FAD était appliqué au niveau du
Sp5C. La durée de I'enregistrement dépendait de la stabilité de la préparation, mais en
moyenne les réponses nociceptives des neurones étaient enregistrées sur une durée de 2
heures post injection ISDN, et plus longtemps lorsque la préparation restait stable. Un
marquage du site d’enregistrement était ensuite effectué par ionotophorese de la solution de
Pontamine contenue dans la microélectrode de verre. L’animal était euthanasié en fin de
manipulation par I'administration i.v. de pentobarbital (150 mg/kg). L'encéphale était prélevé
et plongé dans une solution de formol (10%) en attente du traitement histologique pour

localiser le site d’enregistrement.

» Analyse des enregistrements

e Analyse des potentiels d’action
Le traitement et I'analyse des enregistrements étaient effectués a postériori de
I'expérimentation. Les données étaient analysées avec le logiciel Spike2® qui réalisait des
« modeles » en fonction de la forme des potentiels d’action enregistrés. Ceux-ci étaient
classés en fonction de leur forme et de leur taille. Ainsi I'identification de la forme et de la
taille des potentiels d’action permettait de discriminer le message spécifique d’une cellule en
éliminer les événements parasites correspondant comme I’artéfact de stimulation électrique
ou des signaux liés a I'activité d’autres cellules captées au cours de I'enregistrement. Seules

les cellules présentant un signal de taille et d’'une forme stable au cours de I'enregistrement
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étaient analysées et comptabilisées. Les controles (stables) des cellules dont la stabilité au
cours de I'enregistrement n’a pas pu étre confirmée ont été comptabilisés afin de comparer

les conditions contrdle entre elles, mais pas pour les autres analyses.

e Comptage du nombre de potentiels d’action

Nous avons compté le nombre de potentiels spontanés et évoquées par une
stimulation, électrique ou mécanique. Pour les stimulations électriques, les PSTH* (Post
Stimulus Time Histogram) permettaient de compter automatiquement le nombre de
potentiels d’action émis lors de la série de stimulations électriques. Ainsi, les potentiels
d’action détectés entre 7 et 30 ms aprées la stimulation électrique étaient comptabilisés
comme provenant de la mise en jeu des fibres A§, ceux entre 30 et 200 ms comme provenant
des fibres C. Il est a noter que les messages dus a la mise en jeu des fibres AR n’ont pas pu étre
mesurés car perturbés par 'artefact de stimulation important (2x le seuil des fibres C, 2ms).
Nous avons concentré notre étude sur la réponse provenant des fibres C, principales vectrices

de la nociception.

Pour les stimulations mécaniques, le nombre de potentiels d’action émis était compté
au cours de la stimulation dynamique ou statique (10 secondes de stimulation avec pinceau
dynamique ou avec von Frey statique). Lorsque les cellules présentaient une activité
spontanée, le nombre de potentiels d’actions émis pendant les 10 secondes de stimulations
mécaniques était normalisé par rapport au nombre de potentiels d’actions émis pendant les

10 secondes précédant la stimulation mécanique.

Pour I'activité spontanée, la mesure portait sur le nombre de potentiels d’action émis
pendant une minute, entre 2 phases de stimulation. Si I'activité spontanée était variable,
I'activité spontanée moyenne a été comptabilisée sur plusieurs minutes entre les stimulations

afin de refléter au mieux |'activité spontanée de la cellule.

e Analyse histologique des sites d’enregistrements
A la fin de chaque enregistrement électrophysiologie, un marquage par point bleu est
réalisé au site d’enregistrement. Un courant négatif de 1 a 5 YA est imposé pendant 30
minutes via I'électrode d’enregistrement qui contient du bleu de Pontamine. A la fin de
I’expérience, I’animal est mis a mort par une dose létale de pentobarbital (150 mg/kg). Le
bulbe est prélevé puis fixé dans du formol 30% avant de pouvoir réaliser des coupes

histologiques a I'aide d’un microtome a congélation (MICROM HM450, Microm). Des coupes
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coronales de 90 um sont réalisées puis montées directement sur des lames gélatinées,
observées au microscope pour repérer le site d’enregistrement puis photographiées. Les sites

d’enregistrements sont ensuite reportés sur un schéma anatomique du Sp5C.

VI. Mesure de la vascularisation des méninges

Comme nous avons travaillé sur un modéle de migraine par injection de donneur de
NO, il était intéressant d’étudier la vascularisation des méninges afin de savoir si celle-ci
pouvait étre corrélée avec I'activité des neurones WDR trigéminaux que nous enregistrons en

paralléle.

Pour cela nous avons utilisé le systéme PeriCam PSI Normal Resolution de la marque
Perimed® (Perimed Inc., Jarfalla, Sweden). L’analyse par contraste des taches au laser (« Laser
speckle contrast analysis» LASCA*), est une méthode permettant de visualiser
instantanément la perfusion sanguine dans les tissus microcirculatoires. Lorsqu'un objet est
éclairé par une lumiére laser, la lumiére renvoyée par cet objet et va former un motif
d'interférence constitué de zones sombres et lumineuses. Ce motif s'appelle un motif de
chatoiement (ou « speckle pattern »). Si I'objet illuminé est statique, le motif de chatoiement
est immobile. Lorsqu'il y a un mouvement dans |'objet, tel que des globules rouges dans un
tissu, le motif de chatoiement changera avec le temps. Dans le systeme PeriCam PSI, une
caméra CCD avec une durée d'exposition fixe enregistre ces modifications du motif de
chatoiement, générant un « flou » qui va étre enregistré. En fonction du degré de mouvement
dans la zone de l'image, le niveau de flou sera différent. C'est sur ce principe que repose
I’enregistrement de la perfusion sanguine du systéme que nous avons utilisé. Le systéme
PeriCam PSl utilise un laser invisible proche infrarouge (785 nm) pour les mesures de perfusion
sanguine. Le faisceau est réparti sur la zone de mesure par un diffuseur, créant un motif de
chatoiement. La perfusion sanguine en utilisant les unités arbitraires, les unités de perfusion
(PU). Les enregistrements sont réalisés a I'aide du logiciel Pimsoft® qui contrdle la caméra, le

laser et réalise 'ensemble des calculs.

e Mise en place de la caméra et enregistrement de la perfusion
La caméra a été placée au-dessus du crane de I'animal a la fin de la procédure
chirurgicale. La distance entre les méninges et la caméra a été contrélé via le logiciel pour étre

a 10cm, qui correspond a la distance optimale pour nos enregistrements.
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L'enregistrement a été réalisé en continu, lorsque les conditions physiologiques de
I’animal (pression artérielle, pCO2) étaient stables. L'injection d’ISDN a été réalisée apres une
période de contréle ou la perfusion, visible en direct sur le logiciel PimSoft®, était stable durant
au moins une dizaine de minutes. Un marqueur a été placé en début et en fin d’injection afin
d’établir le timing de 'effet observé. L'enregistrement a ensuite continué pendant 2 heures
apres injection d’ISDN, c’est-a-dire la durée totale des enregistrements électrophysiologies

extracellulaires.

e Extraction des données et analyse
Les données brutes de perfusion ont été extraites du logiciel Pimsoft® sous le format
.dat et analysés a posteriori avec le logiciel sur MathLab®, a I'aide d’un code développé
spécifiguement pour cette étude par notre ingénieur de recherche. Les données de perfusions
ont été synchronisées avec I’évolution de la pression artérielle enregistrée en paralléle via le
logiciel Spike ® grace aux reperes d’injections ajoutés par l'expérimentateur sur les 2

enregistrements.

VII. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel Graphpad Prism version
7.00. La normalité des données a été testée avec de Shapiro-Wilk, afin de savoir si le test
statistique utilisé sera paramétrique ou non-paramétrique. Le test t-de student (ou Mann-
Whitney en cas de distribution non normale) a été utilisé pour comparer 2 conditions. .Pour
comparer |'effet d’un traitement en fonction du temps, une Anova a une voie (Ou test de
Friedman en non-paramétrique) en mesure répétée suivie du test post-hoc de Dunett (ou de
Dunn’s) a été utilisée. Enfin, pour comparer I'effet de plusieurs traitements, une Anova a deux
voies suivis du test de Dunett (comparaison par rapport aux contrdles) ou de Sidak
(comparaison des traitements entre eux) ont été utilisés. Les résultats sont exprimés sous la
forme de moyenne + SEM. Les niveaux de significativité étaient fixés a p<0,05*, p< 0,01**, p<

0,001 %***,
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Chapitre 3 : Résultats

66



A"
— 8
2
s
Q
& 6-
.~§ -o- Male - Phy 1
< - Male - ISDN 1
© 4- -~ Femelle - Phy 1
: -~ Femelle - ISDN 1
3
21 Phy
ISDN
-5 30 60 90 120 150 180

Temps (min)

Male Femelle

Figure 23 : Modification de la sensibilité mécanique cutanée faciale apres injection i.p. aigue
d’ISDN 10 mg/kg (ISDN-1).

(A) L'ISDN entraine une allodynie céphalique maximale a 60 minutes post-injection chez le
male et la femelle (n=24, groupe male, n= 18 groupe femelle) et qui reviens en 120 minutes pour les
males, et 150 minutes pour les femelles (***p <0,001, comparaison avec la valeur avant injection
d’ISDN). Avant injection d’ISDN, les seuils de retrait facial sont significativement différents entre male
et femelle (SS$S p<0.001) ; (B): La valeur d’allodynie (AOC calculées par rapport aux lignes en pointillés
définissant le seuil moyen en condition contréle) chez la femelle est supérieure a celle du male ($ p=

0,034).



L’ISDN entraine une sensibilisation trigéminale

Approche Comportementale (test de von Frey)

Nous avons testé I'effet de I'injection d’ISDN sur la sensibilité cutanée faciale a I'aide
de filaments de von Frey. Cette étude a été réalisée apres une injection d’ISDN, avec un suivi
toutes les 30 minutes pendants 3 heures. Les injections sont répétées tous les jours pendant

5 jours, et le 5°™¢ jour nous réalisons un suivi toutes les 30 minutes pendants 4 heures.

A. ISDN 1 injection

L'effet d’une injection d’ISDN a été étudié chez le male mais également pour la
premiere fois ehez la femelle. Nos résultats chez le male ont montré que I'injection d’ISDN (10
mg/kg i.p.) entrainait une allodynie cutanée transitoire au niveau de la face chez le maile,
traduit par une baisse significative du seuil de retrait de la face a partir de 30 minutes (7,87
10,125 g avant injection d’ISDN vs 4,97 + 0.33 g, n= 24, p < 0,0001), elle est maximale a 60
minute (4,18 + 0.33g) apres l'injection et dure jusqu’a 120 minutes (6,83 + 0,27g, p= 0,0009
(Figure 25 (A)).

Chez la femelle, nous avons pu constater que le seuil de retrait facial basal des femelles
était significativement plus élevé par rapport a celui des males (8,96 £ 0,33 g, n=24vs 7,93 +
0,125 g, n=32, p = 0,0011, les animaux des groupes Phy et ISDN ont été groupé pour cette

comparaison puisque le seuil basal a été mesuré avant toute injection).

L’injection d’ISDN a provoqué le méme effet chez la femelle, a savoir une allodynie
céphalique significative a partir de 30 minutes (8,83 + 0,41 g vs 4,89 + 0.41g), qui atteint son
maximum a 60 minutes (3,74 £ 0.36 g) et dure jusqu’a 150 minutes (8,0+ 0.28, n=18, p=0,041).
Il est a noter que chez les animaux males, I'allodynie céphalique a duré 120 minutes apres
I'injection d’ISDN avec un retour au seuil basal a 150 min. Chez les femelles, par contre, le
retour au seuil basal est plus tardif, a 180 minutes. De plus, I'aire sur la courbe (Area Over the
Curve AOC*) était plus importante dans le groupe femelle (11,14 + 1,679, n=24 pour les males
vs 16,05 + 1,275, n=18 pour les femelles Sp=0,034). Ainsi, les résultats montraient que la durée

de I'allodynie chez les femelles, aprés 1 injection unique d’ISDN, était plus importante.
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Figure 24 : Modification de la sensibilité mécanique cutanée faciale aprés injection répétée i.p.

d’ISDN 10 mg/kg (ISDN-5).

(A) Par rapport aux valeurs controles (injection de sérum physiologique Phy5) la 5éme injection
d’ISDN entraine une allodynie céphalique chez le male et la femelle (n=6-8 par groupe) ; Avant la 5eme
injection d’ISDN, les seuils de retrait facial chez le male et la femelle sont équivalent mais
significativement différents des seuils en conditions contrbles (### p<0.001) ; (B) : Les valeurs
d’allodynie, calculé avec I’AOC chez le male et la femelle sont équivalentes. NB : le seuil moyen en
condition controle (Phy) chez le male (8g) n’a pas été re-testé et correspond a celui rapporté par les

études antérieures du laboratoire (Dallel et al, 2017).



B. ISDN 5 injections

L'analyse des effets de la répétition des injections d’ISDN a montré une aggravation et
une persistance de I'allodynie mécanique cutanée. Premierement, la répétition des injections
entraine une persistance de I'allodynie céphalique, car le seuil de retrait facial avant la 5™
injection d’ISDN est significativement différent par rapport a celuia J1 (7,93 £ 0,125 vs 4,45 +
0,72 chez les males, n=8 et 8,96 + 0,33 g vs 4,0 = 1,03 g pour les femelles, n=6, p < 0,001 ###).

A J5, le seuil basal entre male et femelle n’est cependant pas différent.

Si on regarde I’évolution de la sensibilité mécanique aprés la 5™ injection d’ISDN, elle
a les mémes effets chez les animaux males et chez les animaux femelles. En effet, le seuil de
retrait facial est significativement plus bas dés 30 minutes aprés ISDN aussi bien pour les males
(4,45+% 0,72 g avant ISDN-5, 1,09 + 0,46g 30 minutes post-ISDN) que pour les femelles (4,0 +
1,03 g avant ISDN-5, 1,67 + 0,50 g 30 minutes aprés ISDN-5). Cette effet persiste jusqu’a la fin
du suivis, soit 240 minutes. L’absence de différence dans I'effet de ISDN-5 se reflete sur I’AOC
entre animaux femelles et males qui n’est pas significativement différente (16,55 + 2,78 pour
les males vs .16,38 + 1,57 pour les femelles, p=0,95). Nous n’avons pas testé |'effet de 5
injections de sérum physiologique chez les animaux male, car ceci a déja été réalisé dans les
études antérieures du laboratoire et n’as montré aucune modification dans la sensibilité

céphalique des animaux (Dallel et al., 2018).

Pour conclure, les résultats obtenus en aigu et en chronique chez les males et femelles
ont montré : une sensibilité céphalique significativement plus importante chez les femelles
par rapport au male, et un effet plus important de I'ISDN en aigu chez les animaux femelles.
En condition chronique, la persistance de I'allodynie céphalique apres 4 injections d’ISDN a
été retrouvée a la fois chez les males et les femelles, le seuil aprés 4 injection d’ISDN étant le
méme pour les 2 groupes d’animaux. La 5°™¢ injection d’ISDN entrainait une diminution du
seuil de retrait de la face similaire chez les animaux des 2 sexes : la répétition des injections
d’ISDN entrainaient une sensibilisation persistante similaire indépendamment du sexe des

animaux.
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Figure 25 : Effet de la répétition des injections i.p (1 injection / jour /5 jours) d’ISDN (10mg/kg)
sur I'expression de p-ERK1/2 au niveau du ganglion trigéminal.

(A) Photomicrographies représentative de l'immuno-réactivité p-ERK mesurée 1h aprés la
derniére injection de sérum physiologique (Phy5) ou d’ISDN (ISDN5). Tous les animaux ont été stimulés via
une stimulation mécanique statique réalisée avec un filament de von Frey (6 g) dans la zone périorbitale
(V1) a 1Hz pendant 1 minute. (B) Nombre de cellules immuno-réactives pour p-ERK au niveau du ganglion.
Moyenne + SEM, Anova a deux voies en mesures répétées suivie du test de Sidak, *p= 0,018, SS p=0,0045,
n=5 par groupe



Approche Immunohistochimique

Pour identifier les structures impliquées dans le développement de I'allodynie
céphalique, nous avons utilisé un marqueur d’activation cellulaire a savoir la protéine ERK sous
sa forme phosphorylée (p-ERK). Ainsi, nous avons analysé I'expression de p-ERK au niveau du
ganglion de Gasser, qui contient les corps cellulaires des neurones afférents primaires
innervant la sphére céphalique, et au niveau du Sp5C, qui correspond au premier relais central
des informations sensorielles provenant de la face et qui contient les neurones de projections
vers les structures suprasegmentaires. Le marquage p-ERK a été mesuré chez les animaux
ayant recu 5 injections de sérum physiologique et chez ceux ayant regu 5 injections d’ISDN.
Cing minutes avant la mise a mort de I’'animal et prélévement des tissus, la moitié des animaux
ont recu une stimulation mécanique au niveau de la zone ophtalmique a I'aide d’un filament
de von Frey de 6g pendant 3 minutes a 1Hz. La comparaison entre les groupes a permis
d’évaluer les effets des traitements ISDN et stimulation mécanique (groupes ISDN vs sérum

physiologique, groupes « Stimulé » vs « Non stimulé »).

A. Expression de p-ERK dans le ganglion de Gasser

Nos résultats ont montré que I'immunoréactivité pour la protéine p-ERK n’a pas été
significativement modifiée par le traitement ISDN chronique lui-méme. En effet, du coté
controlatéral a la stimulation mécanique (Figure 27 (B)) il n’a pas été constaté de différence
significative entre le groupe d’animaux contréle et celui soumis a 5 injections d’ISDN (3,4 +
1,03 cellules p-ERK+, Phy5 vs 11,4 + 4,5 cellules p-ERK+, ISDN-5, p=0,44, n=5 par groupe)
méme si on peut noter une tendance a I'augmentation pour le groupe ISDN. Du coté
ipsilatéral, la stimulation mécanique a entrainé une augmentation significative du nombre de
cellules exprimant la protéine p-ERK chez les animaux ISDN 5 injections par rapport au groupe
Phy 5 (SSp=0,0045) et par rapport au coté controlatéral (5,8 + 2,63 cellules p-ERK+ vs 26,0 +
7,99 cellules p-ERK+; p=0,018, n=5 par groupe). Ce résultat montre que le traitement ISDN
chronique est capable d’augmenter la réponse cellulaire ganglionnaire a une stimulation

mécanique faciale.
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Figure 26 : Effet de la répétition des injections i.p (1 injection / jour /5 jours) d’ISDN (10mg/kg) sur
I’expression de p-ERK1/2 au niveau du Sp5C.

(A) Photomicrographies de I'immuno-réactivité p-ERK, montrant un marquage augmenté dans les
couches superficielles de la partie V1 ophtalmique du Sp5C en condition ISDN5 avec stimulation. (B) Mesures
du nombre de cellules immuno-réactives pour p-ERK au niveau des différentes couches (I-lle ; lli ou llI-1V).
(Moyenne + SEM, Anova a deux voies suivie du test de Tukey, *p< 0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001, n=5) (C) Co-
localisation de la protéine p-ERK avec un marqueur neuronal (NeuN) ou un marqueur astrocytaire (Sox9) afin
d’identifier le type cellulaire exprimant p-ERK. La photo est celle du Sp5C d’un rat du groupe ISDN 5 injections
stimulé. Les fleches pleines bleues indiquent une co-localisation (blanc) entre p-ERK et Neun dans les
différentes couches du Sp5C.



B. Expression de p-ERK dans le Sp5C

Comme dans le ganglion, 'immunoréactivité p-ERK au niveau du Sp5C n’était pas
modifiée par le traitement ISDN chronique. En effet, nous n’avons pas relevé de différence
significative entre le groupe ayant recu 5 injections de sérum physiologique et celui ayant recu
5 injections d’ISDN (Figure 28 (B)). Par contre, suite a la stimulation mécanique, nous avons
constaté une augmentation significative du nombre de cellules p-ERK+ dans I'ensemble des
couches du Sp5C mais surtout dans les couches superficielles I-lle (ANOVA a 2 voies, test post
Hoc de Tukey, *p< 0.05, ** p< 0.01, *** p<0.001, n=5 par groupe). Ce résultat suggere qu’au
niveau du Sp5C, le traitement ISDN répété entraine une sensibilisation et non une activation
directe des cellules du Sp5C, et plus particulierement au niveau des couches superficielles qui

ont un réle clef dans la transmission des messages nociceptifs.

Pour savoir quel type cellulaire du Sp5C exprimait p-ERK, nous avons réalisé un co-
marquage par immunofluorescence de p-ERK associé a deux autres marqueurs chez un animal
ISDN-5 stimulé, soit la condition entrainant une surexpression de p-ERK. Nous avons marqué
la protéine NeuN, qui marque le corps cellulaire des neurones, et la protéine Sox9, qui est un
facteur de transcription exprimé spécifiquement au niveau du noyau des astrocytes chez
I’adulte (Sun et al., 2017a). Nos résultats montrent (Figure 28 (C)) que le marquage p-ERK co-
localisait uniguement avec NeuN au niveau du Sp5C. En revanche, trés peu de cellules p-ERK+
co-exprimaient Sox9. Ces derniéres se retrouvaient dans le tract trigéminal et non dans le
Sp5C. Les cellules exprimant la protéine p-ERK a la suite de la stimulation mécanique en
condition ISDN chronique sont donc des neurones. Les astrocytes, s’ils sont activés,

n’expriment pas ce marqueur.

Aprés avoir vu en comportement le développement d’une allodynie céphalique
persistante a la suite du traitement ISDN-5, les résultats de I'approche immunohistochimique
ont donc montré au niveau du ganglion trigéminal et du Sp5C une sensibilisation des neurones
suggérés par I'augmentation du marquage p-ERK en réponse a une stimulation. Nous allons a
présent via une approche électrophysiologique caractériser cette sensibilisation neuronale en
enregistrant les neurones WDR du Sp5C via une approche d’enregistrements extracellulaires

unitaires in vivo chez I'animal anesthésié.
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Figure 27 : Caractéristiques générales des neurones nociceptifs enregistrés.

(A) Localisation de 22 neurones répartis dans les zone V2 et V1 du Sp5C dont une grande majorité
dans les couches profondes (couche V en particulier), cellules a champ récepteur cutané (point blancs) ou
mixte (points noirs). (B) Exemple de photomicrographie d’une coupe de Sp5C avec marquage par un point
bleu de pontamine permettant de visualiser le site d’enregistrement. (C) représentation de champs
récepteurs types, cutané et mixte. (D) Réponse sous forme d’histogramme de fréquence de PA
caractéristique d’un neurone WDR a des stimulations mécaniques dynamiques (brossage) ou statiques (von
Frey 1.4g a 8g pendant 10 sec). (E) Exemple représentatif de la réponse d’'un neurone WDR a une stimulation
électrique de son champ récepteur cutané montrant les réponses a courtes (type A) et longues (type C)
latences et la post-décharge. Nous allons nous focaliser sur la réponse C dans notre étude (cadre rouge)



Approche Electrophysiologique

A. Localisation des neurones enregistrés

Nous avons réalisé nos enregistrements électrophysiologiques dans 2 groupes de rats
différents : un groupe d’animaux Naifs, qui servira de controle basal et un groupe ISDN
chronique pour évaluer 'effet de la répétition des injections d’ISDN. Nous avons testé la
réponse basale entre les 2 conditions. Les animaux ont regu ensuite une injection d’ISDN (i.v)
pendant I'enregistrement de I'activité neuronale. Les animaux Naifs permettront d’évaluer

I’effet d’ISDN-1, les animaux chroniques |'effet d’ISDN-5.

Les neurones que nous avons enregistrés pour cette étude étaient localisés dans les
couches profondes du Sp5C, mis a part pour 2 neurones situées dans les couches plus
superficielles, au niveau des aires V1 et V2. La localisation de 22 neurones a été représentée
Figure 29 (A), ainsi qu’un exemple représentatif d’un site d’enregistrement localisé par un
point au bleu de pontamine (B).

Les cellules enregistrées ont des champs récepteurs ophtalmiques (V1) ou
ophtalmiques + maxillaires (V1-V2), situés autour de I'ceil (Figure 29 (C)). Les neurones
« Cutanés » ne recoivent pas d’afférence des méninges alors que les cellules « Mixtes »
recoivent a la fois des champs récepteurs de la peau et des méninges. Les champs récepteurs
des animaux Naifs était plus petits et restreins a un seul territoire, alors que les animaux ISDN
chroniqyes présentaient des champs récepteurs beaucoup plus large et s’étendant a plusieurs

territoires.
B. Nature des neurones enregistrés

Les neurones que nous avons enregistrés répondaient tous aux criteres des neurones
nociceptifs dits « a convergence » ou « WDR ». En effet, ils présentaient une réponse aux
stimulations tactiles dynamiques (brossage) et statiques (von Frey). lls étaient capables de
coder l'intensité des stimulations (Figure 29(C)), et leurs réponses aux stimulations électriques
de leurs champs récepteurs cutanés montraient une réponse a courte latence liée a la mise
en jeu des fibres de type A (AB et AS) et une réponse a longue latence due a la mise en jeu des

fibres C (10,05 + 0,146 ms pour Ad et 69,43 +.1,58 ms pour les fibres C).
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Naif ISDN chronique
Neurone Neurone Neurone Neurone mixte
cutané (n=15) mixte (n=7) cutané (n=37) (n=23)
Ad C Ad C Ad C Ad C
0,93 3,90 0,58 + 2,04 £ 0,65+ 3,61+ 0,51+ 1,99 +
0,13 0,53 0,05 0,37 0,06 0,53 0,08 0,18**
Ad C Ad C
1,16 + 3,27 1,29+ 2,49 £
0,28 0,67 0,19 0,28

Tableau 5 : Récapitulatif des seuils (en mA) de déclenchement des différentes types de fibre
en fonction du type de leur champ récepteur (cutané ou mixte) et du traitement (Naif ou ayant recu 4
injections d’ISDN). Pour les cellules mixtes, le seuil de déclenchement des réponses aux stimulations
du territoire méningé est indiqué dans un sous-tableau. Les cellules mixtes des animaux ISDN
chronique ont un seuil d’activation des fibres C plus bas que les cutanées (1.99 vs 3.90 mA)
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Figure 28 : Effets du traitement ISDN sur I’activité spontanée des neurones WDR du Sp5C.

Les cellules cutanées ne présentent pas d’activité spontanée dans aucune des 2 conditions. Les
cellules Mixtes présentent une activité spontanée contrdle similaire entre la condition Naive (A) et ISDN
chronique (B). L'injection d’ISDN n’a pas entrainé de modification significative de cette activité.



Certains neurones présentaient également une post-décharge a la réponse C. Le seuil de
recrutement des différentes fibres sont représentés sur le Tableau 2, en fonction du groupe
des animaux et du type de champs récepteur. Notre étude se focalisant sur un état de
sensibilisation chronique, le nombre d’animaux Naif est donc moins important par rapport au

groupe ISDN chronique.

L’ensemble des neurones présentait une réponse significativement stable (en nombre
de potentiels d’action) au cours des contrdles ainsi que la forme et la taille des potentiels
d’actions au cours de tout I'enregistrement. Lors de certains enregistrements, I'injection
d’ISDN a entrainé la perte du neurone. Pour ces neurones, les valeurs contrbéles ont été
incluses dans I’étude afin de comparer les caractéristiques basales (seuil de recrutement des

fibres) entre les différents groupes.

C. Modification par I'ISDN des propriétés et réponses des
neurones WDR

» Seuil d’intensité de déclenchement des réponses

Les seuils d’intensité de déclenchement des réponses a la stimulation électrique
représentés dans le Tableau 5. Comme cela est attendu, nous avons montré une intensité
nécessaire pour évoquer les réponses C significativement supérieure a celle requise pour les
réponses Ad que ce soit a partir de la peau ou des méninges. Le seuil pour les réponses
déclenchées par la stimulation au niveau du territoire cutané était significativement différent
entre les cellules cutanées et les cellules mixtes (3,61 + 0,53 mA vs 1,99 + 0,18 mA, p=0,007**)
dans le groupe ISDN. On retrouve une telle différence pour le groupe Naif (3,90 £ 0,53 mA vs
2,04 + 0,37 mA, p= 0,091) mais qui n’est pas significative (faible valeur du n=7). Enfin nos
résultats n’ont pas montré de différence significative entre les valeurs des seuils des animaux
Naif et ceux ISDN chronique. Ce résultat suggererait que lI'injection répétée d’ISDN n’entraine

pas de sensibilisation périphérique persistante.

» Activité spontanée
L'activité spontanée, quand elle était présente, a été quantifiée durant les controles
pour tous les neurones enregistrés, puis a différents temps aprés I'injection d’ISDN. Les
neurones cutanés, peu importe le groupe (Naif ou ISDN chronique) ne présentaient pas

d’activité spontanée significative. Aprés injection d’ISDN, il n’y a pas eu d’apparition d’activité
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Figure 29 : Réponse aux stimulations mécaniques des neurones WDR.

Les mesures ont été effectuées 60 et 120 min apres l'injection unique (ISDN-1, A,C,E) ou
la 5eme injection (a J5, ISDN-5, B,D,F) sur les réponses aux stimulations mécaniques
dynamiques (brossage, A,B) et statiques (filaments de von Frey 4 et 8g, C,D,E et F
respectivement).* p = 0,0249, **p=0,0056 ; comparaison avec Ctl, SSp = 0,0377, comparaison
entre les types de cellules.



spontanée pour aucun des neurones enregistrés. Les cellules recevant des afférences
méningées montraient une activité spontanée significativement plus importante par rapport
aux cellules cutanées, aussi bien dans le groupe ISDN-1 que dans le groupe ISDN-5. Lorsqu’on
compare |'activité spontanée basale entre ces 2 groupes, il n’y a pas différence significative
(21.85 + 8,74 PA/sec, n=6 pour ISDN-1 vs 21,85 + 6,37 PA/sec; n=9 pour ISDN-5). L’injection
d’ISDN (1% ou 5°™M€) n’entraine pas de modification de I'activité spontanée des neurones

enregistrés (Figure 30 (A) et (B)).

» Réponses a la stimulation mécanique
Les neurones WDR répondaient a une gamme de stimulations mécaniques
dynamiques et statiques de maniére proportionnelle a I'intensité des stimulations (Figure 31).
Nous avons évalué cette réponse aux stimulations lors des contréles puis a différents temps

apreés injection d’ISDN (ISDN-1 ou ISDN-5).

e Stimulation dynamique (Brossage)

La réponse des cellules aux stimulations dynamiques a été évaluée pour I'ensemble
des cellules au niveau de leurs champs cutanés a I'aide d’un pinceau (cf méthode). La valeur
moyenne de la fréquence de décharge des neurones en réponse a la stimulation mécanique a
été calculée en nombre de potentiels d’action par seconde. Nos résultats ne montraient pas
de différence significative entre la réponse au brossage des animaux Naifs et celle des animaux
ISDN chronique, ni pour les cellules cutanées (histogrammes gris, 19,25 + 6,67 PA/sec vs 22,59
+ 4,89 PA/sec pour les cellules cutané, Naif n= 6 et ISDN chronique n= 11 respectivement) ni
pour les cellules mixtes (histogrammes noirs, 28,69 + 5,81 PA/sec vs 37,11 6,9 PA/sec pour

les cellules mixtes, Naif n= 6 ; ISDN chronique n= 8 respectivement, Figure 31 (C) et (D)).

Nous avons suivi I’évolution de cette réponse soit aprés une injection unique d’ISDN
(ISDN-1 condition aigue) soit aprés la 5™ injection d’ISDN (ISDN-5 condition chronique). Cette
réponse a été évaluée toutes les 10 minutes mais pour plus de clarté les résultats ne sont
présentés que dans la condition 1h post-injection (qui correspond au pic d’allodynie a la fois
pour ISDN-1 et ISDN-5 mesuré lors de I'approche comportementale) et a 2h post-injection (qui

correspond a la fin du suivi électrophysiologique).
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e Stimulation statique (filament de von Frey)

L’application cutanée des filaments de von Frey selon une gamme couvrant des valeurs
de stimulations aussi bien non-nociceptives que nociceptives a été réalisée de maniére non
linéaire (up and down). Seuls les résultats obtenus avec le vF 4g (seuil de la plupart des cellules
enregistré) et le vF 8g (nociceptif) sont présenté sur la Figure 31 en C,D et E,F. La réponse aux
vF 1,4g et 2g ne montrait pas de différence en fonction des conditions. Toutes les valeurs sont
exprimées en fréquence de décharge pendant la stimulation (PA/sec). Pour commencer, il n’y
a pas de différence dans la réponse basale au vF 4g entre les différents types de cellules et/ou

traitements.

Les neurones WDR du groupe ISDN-1 répondent au vF 4g: 9,28 + 2,62 PA/sec en
contréle, 21,48 + 8,681 PA/sec 120 minutes aprés ISDN, pour les cellules cutanées (n=6). La
différence n’est pas significative, mais on peut noter une tendance a I'augmentation. Les
cellules mixtes du groupe ISDN-1 répondent au vF 4g 18,87 + 4,58 PA/sec en contrédle et ne

sont pas modifiés aprés injection d’ISDN.

Pour le groupe ISDN-5, les cellules cutanées répondent au vF 4g 12,06 + 3,118 PA/sec
en controle et 19,38+ 4,844 PA/sec 120 minutes aprés ISDN. La réponse au vF 4g est
augmentée de manieére significative 120 minutes aprés ISDN (p=0,025, n=11, Anova une voie
mesure répétées suivis du test de Dunett). Les cellules mixtes du groupe ISDN-5 (n=8)
répondent au vF 4g : 22,87 + 3,78 PA/sec durant les contrdles et cette réponse ne change pas

apres injection d’ISDN.

Finalement, nous avons évalué la réponse au vF 8g, soit une stimulation nociceptive,
dans nos différentes conditions expérimentales. Pour le groupe ISDN-1, la réponse moyenne
des neurones cutanés était de 18,03 +4,67 PA/sec durant les contrdles ; 24,15 + 8,01 PA/sec
60 minutes aprés ISDN et 38,68 + 15,85 PA/sec 120 minutes aprés ISDN. Nous avons une
tendance a la hausse marquée entre la valeur controle et 120 minutes aprés ISDN, mais qui
n’est pas significative (*p= 0,233, n=6). Pour les cellules mixtes, leur réponse était de 37,4 +
8,09 PA/sec; 52,45 + 11,31 PA/sec ; 45,38 + 12,79 PA/sec en contrble, 60 minute et 120

minutes apres ISDN (n=6).

Pour le groupe ISDN-5, la réponse moyenne des neurones cutanés au vF 8g était de
26,02 +5,13 PA/sec durant les contrdles ;29,27 + 5,28 PA/sec 60 minutes apres ISDN et 38,95+

15,85 PA/sec 120 minutes aprés ISDN. Il y a ainsi une augmentation significative de la réponse
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au vF 8g induite par l'injection d’ISDN aprés 120 min (**p=0,0056, n=11). Pour les cellules
mixtes, leur réponse était de 45,68 + 7,13 PA/sec durant les controles, et cette réponse reste
inchangée aprés ISDN. Il n’y a pas de différence dans la réponse au vF nociceptif aprés injection
d’ISDN, par contre si on compare la réponse basale des neurones cutané et mixte du groupe
ISDN-5, les cellules méningés ont une réponse significativement plus importante (26,02 + 5,13

PA/sec vs 45,68 + 7,13 PA/sec, Sp=0,037, n=11 et n=8).

» Réponses a la stimulation électrique
e Réponse globale

Le nombre total de potentiel d’actions évoqués entre 30 et 200 ms (aprés le début de
la stimulation électrique du champ récepteur) par la série de 30 stimulations électriques a été
compté afin de déterminer la réponse du neurone di a la mise en jeu des fibres C. Elle a été
considérée comme la « Réponse C». Les réponses évoquées par les fibres C ont été
normalisées par rapport au niveau de référence, c’est-a-dire les deux séquences de controle
réalisées en début d’enregistrement. Un neurone est classé comme « sensibilisé » lorsque la
réponse est > 120% du niveau de référence pour moins 2 points consécutifs (Flores Ramos et
al., 2017). Le critére retenu pour la potentialisation des réponses neuronales correspond a
plus de quatre fois I'écart type moyen des séquences stables successives - c’est-a-dire une

variation de la réponse de la fibre C <10%.

Dans le groupe ISDN-1, 50% des neurones cutanés testés (3 sur 6) ont été sensibilisés
a la suite de I'injection unique d’ISDN. Pour les cellules mixtes ; 5 cellules sur 6 soit 83 % des
cellules méningées ont été sensibilisées par I'injection d’ISDN. Il y a donc un effet préférentiel
de la « premiére » injection d’ISDN sur les cellules mixtes (Figure 32). Sur la Figure 33 (C) et
(D) nous pouvons voir un exemple de réponse d’'un neurone cutané (gris) et mixte (noir)
durant les controles puis 115 minutes aprés ISDN, sous la forme de Post-Stimulus Time

Histogram (PSTH*).

Dans le groupe ISDN-5, 10 sur 12 neurones WDR cutanés, soit 83% des cellules, ont vu
leur réponse C augmentées (sensibilisées) aprés I'injection d’ISDN (5™¢). Pour les cellules
mixtes, 67% des cellules (6 sur 9) ont été sensibilisées (Figure 32). Ainsi, en termes de
population, I'ISDN influence de facon plus importante les cellules cutanées aprés la 5eme

injection d’ISDN qu’aprés la 18, De la méme maniére, sur la Figure 33 (C) et (D), sont
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représentés sous forme de PSTH la réponse d’un neurone cutané (gris) et mixte (noir) durant

les controles puis 125 minutes apres ISDN.

Le décours temporel de I'effet d’ISDN-1 est décrit sur la Figure 33 (A) et (B), et celui de
la 5%™¢ injection d’ISDN en Figure 34 (A) et (B). Nous pouvons voir que pour le groupe ISDN-1,
la sensibilisation des neurones cutanés est significative a partir de 85 minutes apres ISDN
(141,7 £ 7,17 % controdles, p=0.0132, n=3) jusqu’a 105 minutes post ISDN (155,3 + 6,89 %
controles, p=0,0435). Pour les cellules Mixtes, la réponse des cellules sensibilisées (5 sur 6)
étant variable en fonction des cellules, la valeur moyenne de leur réponse ne permet pas de
mettre en évidence un effet de I'ISDN. En effet, pour 2 cellules sur 5, la réponse C a augmenté
rapidement au cours des 40 premiéres minutes, puis la réponse a diminué pour revenir a un
niveau proche des contréles alors que pour les 3 autres cellules, la sensibilisation était plus

tardive (80 minutes post-ISDN).

Dans le groupe ISDN-5, la sensibilisation des cellules cutanées est significative a partir
de 25 minutes (116 + 3,9 % des controles, p=0,023, n=10) et a continué a augmenter jusqu’a

la fin de I’enregistrement, 125 minutes post-ISDN (138,2 + 4,37 % des contréles, p<0,001).

Nous pouvons voir sur les Figure 33 et 34 en E et F la réponse moyenne C (+SEM) des
neurones WDR au cours des 30 stimulations (2 fois le seuil des fibres C, 0,66 Hz). La réponse
au cours des stimulations répétées n’est pas linéaire, mais elle va étre amplifiée (jusqu’a la
stimulation 15 environ). Elle va atteindre un plateau, voire redescendre sur les derniéres
stimulations. Cette phase d’amplification est appellée « wind-up », provoquée par la
répétition d’une stimulation a intensité constante et fréquence dépendante (sommation
temporelle) (Coste et al., 2008). Cette sensibilisation est dite a court terme car I'amplification
est surtout visible durant les 15 premieres réponses sur la série de 30 stimulations électriques

du champ récepteur.

L'entrée C ou « input C» constitue le nombre de potentiels d’action émis par le
neurone WDR lors de la premiére stimulation électrique (train de 30 stimulations), c’est-a-dire
une réponse non conditionnée. Effectivement, les phénomeénes de plasticité tels que
I'activation des canaux NMDA nécessite un conditionnement pour pouvoir étre activés (par
exemple une dépolarisation de la membrane pour libérer les ions Mg2+ qui bloquent le canal
Ca?*). Cet input C est considéré comme le reflet de la « quantité » de fibres afférentes

primaires activées.
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e |[nputC
Apres une injection unique d’ISDN (ISDN 1), il n’y a pas de modification significative de
I'input C que ce soit dans le cas des cellules cutanées (4,67 + 1.33 PA contréle, 10 + 3,05 PA
115 minutes post-ISDN, n=3) ou des cellules mixtes (6,2 + 1.49 PA contréle, 9,8 + 2,63 PA 115
minutes post-ISDN, n=5) (Figure 33 E). Cependant on peut noter pour les 2 types de cellules
une tendance a I'augmentation, qui n’est pas significative d0 au faible nombre de cellules

sensibilisées (n = 3 et n=5 respectivement)

L'analyse de I’évolution de I'input C apres ISDN-5 a montré que I'input C augmentait
significativement dés 75 minutes pour les cellules cutanées (6,30 + 1,10 PA pendant les
controles ; 9,30 + 1,7 PA 75 minutes apres ISDN, Figure 34 (G)) pour se stabiliser a 11 £ 1,25
PA 125 minutes apres ISDN (p= 0,030 et p=0,0019, n=10).

Pour les cellules mixtes, nous n’avons pas observé de modification significative mais
une tendance a I'augmentation (8,17 + 1,57 PA contréle, 10 + 2,19 PA 125 minutes post-ISDN,
n=6).

e Wind-up de la réponse C
Sur les Figures 33 et 34 en (C) et (D), sont représentés les nombres moyens (+SEM) de
potentiels d’action C (30-200 ms) évoqués a chacune des stimulations électriques du train de
30 stimulations électriques. Le wind-up, que I'on peut apprécier en évaluant la pente des
courbes, est surtout visible pour les cellules cutanées ; entre la stimulation 1 et 15. Ainsi, nous
nous sommes intéressés a la phase entre la 1°™ et la 15°™¢ stimulation électrique et le wind

up a été calculé d’apres la formule suivante. (Chapman et al., 1998; Dickenson et al., 1997):
(Somme de la réponse aux 15 premiéres stimulations) — Input C X 15

Nous pouvons noter que les cellules cutanées présentent un wind up plus important

par rapport aux cellules mixtes, et ce chez les animaux ISDN-1 ou ISDN-5.

Les résultats montrent qu’une seule injection d’ISDN (ISDN-1) n’a pas modifié
significativement le wind-up des cellules cutanées testées (153,8 + 39.35 vs 214,8 + 41,83,
p=0,527). Cependant un nombre de cellules sensibilisées plus important serait nécessaire afin
de mieux caractériser I'effet de I'ISDN-1. Pour les cellules mixtes, la wind-up est resté stable

au cours des enregistrements.
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Figure 33 Effets de I'injection d’ISDN en condition aigué (1 injection ISDN1) ou répétée (5
injections, ISDN 5) sur le pourcentage d’inhibition de la réponse C des neurones WDR du Sp5C induite
lors des CIDN (stimulation nociceptive hétérotopique, patte postérieure plongée dans un bain d’eau a
49°C)

A et B, exemples individuels de I'évolution du nombre de réponses C au cours de séries de 105
stimulations électriques du champ cutané facial avec application du bain d’eau a 49°C de la 36eme a
la 60eme stimulation (cf matériel et méthodes). C : pourcentage d’inhibition de la réponse C mesurée
en condition sans injection (Naif) et aprés 4 injections d’ISDN (avant la 5°™¢, ISDN 4). D : Evolution du
pourcentage d’inhibition de la réponse C apres 1 injection (ISDN1) ou 5 injections (ISDN 5). E:
variations de la réponse C (mesurée durant les 30 premieres stimulations) au cours du protocole avec
succession de séries CIDN (105 stimulations). F: corrélation entre la variation du pourcentage
d’inhibition (CIDN) et celle de la réponse C (en % du contréle) analysée 45 min aprés la 5°™ injection.
(r=-0,66, p=0,035%)



En condition chronique, la 5°™¢ injection d’ISDN a provoqué une augmentation du wind-up des
cellules cutanées (Figure 34.) : a 125 minutes sa valeur était de 43,35 + 14,84 avant injection
et de 68,25 + 14,9 aprés ISDN, n = 10, p = 0,0347). Pour les cellules mixtes, nous n’avons pas

observé de modification significative du wind-up (Figure 34 (H)) a 75 et 125 min post-injection.

IV. Contrdles inhibiteurs diffus induits par nociception

Les neurones WDR sont sensibles a I’action des Contréles Inhibiteurs Diffus induits par
nociception (CIDN) qui constituent un puissant moyen expérimental de mettre en jeu les
controles descendants inhibiteurs. lls peuvent étre activés via une stimulation nociceptive
hétérotopique comme la patte arriere de I'animal, droite ou gauche en alternance, plongée
dans un bain d’eau a 49°C (Figure 35 A et B). Nous avons testé I'efficacité des CIDN sur la
réponse des neurones WDR cutanés, en effectuant des séries de 105 stimulations électriques
pendants lesquelles la patte arriere de I'animal est plongée dans un bain a 49°C (de la
stimulation 36 a 60). Les résultats présentés dans la Figure 35. Sur les exemples A et B.nous
pouvons voir que que l'application de la stimulation thermique au niveau d’une patte
postérieure entraine une inhibition de la réponse C, puis nous avons un retour progressif de
la réponse C. Le % d’ihnibition est calculé en comparant le nombre de PA émis pendant les
stimulations 21 a 35 (Réponse maximale du neurone) par rapport aux nombres de potentiels
aux stimulations 46 a 60 (pendant que la stimulation thermique de la patte) (Coste et al.,

2008 ; Boyer et al., 2014).

Linhibition de la réponse C moyenne chez les animaux Naifs est de 58,42 + 4,19 %
(n=12), et celle chez les animaux du groupe ISDN chronique est de 62,79 + 5,35 % (n=19). Les
résultats ne montraient aucune différence significative (p=0,567, t-test non apparié) entre les
2 groupe d’animaux. On peut cependant noter une grande variabilité dans |'efficacité des CIDN
notamment dans le groupe ISDN visible sur le graphique de la Figure 35 C. L’efficacité des CIDN
(% inhibition de la réponse C trigéminale) a été analysée sur des cellules cutanées (n=8) a la

suite de l'injection d’ISDN (condition aigue ISDN-1 ou chronique ISDN-5).

Le pourcentage d’inhibition de la réponse C n’était pas significativement modifié apres
I'injection d’ISDN dans le cas aigu (1 injection). Dans la condition chronique, le pourcentage

d’inhibition était de 61,75 + 8,28 % d’inhibition pendant les contrdles. Apres injection de
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Figure 34 : Effet de I'injection d’ISDN sur la perfusion des méninges.

A : Exemple représentatif de la perfusion des méninges avant (1) et pendant (2) I'injection
d’ISDN. B : Variation moyenne de la perfusion des méninges normalisée par rapport a la ligne de base.
1 et 2 indiquent le temps correspondant aux exemples représentés en A. C : Valeurs de la perfusion
(PU pour Perfusion Unit) avant/aprés le début d’injection d’ISDN. (Moyenne +/- SEM : 407,10 + 14,26
PU avant injection vs 456,0 + 14,25 PU apres injection, t-test apparié, p< 0.001, n=17). D : Valeurs de
la pression artérielle moyenne avant et pendant injection d’ISDN (moyenne +/- SEM : 100.728 * 8.33
mmHg vs 96,85 + 8,02 mmHg ). E : Valeurs de fréquence cardiaque avant et pendant I'injection d’ISDN
(moyenne +/- SEM : 412,89 + 8,55 b/min vs 413,79 + 9,13 b/min).



I'ISDN, le % d’inhibition subissait une légere baisse qui apparaissait significative a partir 75
minutes (41,88 16,28 %), a 105 minutes (43,0 £ 5,74 %) et a 120 minutes (43,88 + 6,17 %).
Nos résultats ont montré que la répétition des injections d’ISDN n’entraine pas d’altération

persistante des CIDN mais plutot une diminution transitoire de leur efficacité.

Il est & noter que, dans les conditions du protocole CIDN, I'injection d’ISDN (5¢™¢ jour)
a entrainé une augmentation de la réponse C pour 6 cellules sur 8 dans le groupe ISDN-5, ce
qui correspond a la proportion retrouvée dans les précédentes conditions expérimentales
(hors CIDN). Cette sensibilisation devenait significative a partir de 75 minutes apres ISDN
(Figure 35 E). en revanche, dans le groupe des animaux ISDN-1, nous n’observons pas de

sensibilisation des neurones WDR (Figure 35 E).

Enfin, nous avons testé si, dans le groupe ISDN 5, il y avait une corrélation entre
I'efficacité des CIDN et l'augmentation de la réponse C. Les résultats ont montré une
corrélation inverse entre ces 2 parametres (r=-0,66, p= 0,035*), suggérant que I'importance
de la réponse C pourrait en partie dépendre d’une baisse d’efficacité des CIDN. Cependant la
valeur du coefficient de corrélation demeure relativement faible et ne permet donc pas de

conclure.

V. L’ISDN entraine une vasodilatation méningée de courte
durée

Lors des enregistrements électrophysiologiques, nous avons également réalisé un suivi
de la perfusion sanguine des méninges a I'aide d’une caméra utilisant un Laser Speckle (cf

matériel et méthode).

Les modifications de perfusion ont été enregistrées en continu avant, pendant, et
jusqu’a 2 heures aprés l'injection de I'ISDN. Ces enregistrements ont été réalisés dans la
condition chronique c’est-a-dire sur des rats ayant subi 4 injections i.p. d’ISDN (avant la 5¢me
injection) chez 17 animaux. Aprés avoir enregistré la vascularisation pendant plusieurs
minutes afin d’établir une valeur de référence (témoin), la derniére (5¢™¢) injection d’ISDN (10
mg/kg) était effectuée par voie intraveineuse a une vitesse constante d’environ 1ml/min avec
un volume de 1 ml/100 g. Certains parameétres physiologiques étaient enregistrés en paralléle
(pression artérielle et fréquence cardiaque, pCO2) et vérifiés comme stables sachant qu’une

variation de ces parametres peut entrainer des variations dans la perfusion des méninges
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Figure 35: Immunomarquage de GFAP et Sox9 dans le Sp5C mesuré apreés injections répétées de sérum
physiologique (Phy 5) ou d’ISDN (ISDN 5).

Al,2;B1,2,C1,2 : photographies montrant des exemples individuels de marquage de GFAP dans le Sp5C
(1) avec focus sur la zone V1 (2). Apres 5 injections d’ISDN, la surface occupée par le marquage GFAP est
augmenté par rapport au groupe controle, 1h (66,43 + 2,25 % vs 55,75 + 3,68 %, n=8, p* = 0.0267, t-test non
apparié) (B3) et 3h (64,94 + 3,45 %, n=12 vs 48,85 * 5,46 , n=10, p= 0.0166, t-test non apparié) (C3) apres la
derniere injection d’ISDN .Cette augmentation est significative dans les couches superficielles du Sp5C (I-Il). Par
contre, le nombre d’astrocytes, dénombré grace au marquage Sox9 (D1,2 et 3), n’est pas modifié par le
traitement ISDN chronique (19,3 + 1,49, n=5 vs 15,38 + 2,30, n=4, p= 0,18, t-test non apparié)



indépendamment de I'effet de I'ISDN sur la vascularisation. Cependant, comme cela a déja été
décrit dans la littérature, I'injection d’un donneur de NO a un effet hypotenseur immédiat, dQ
a son fort effet vasodilatateur. Cependant I'ISDN a un effet hypotenseur moindre par rapport

a la nitroglycérine (Manabe et al., 2001).

La mesure de la perfusion a été déterminée en comparant les valeurs obtenues
pendant les 50 secondes d’enregistrement avant I'injection et celles mesurées pendant les 50
secondes apres le début de l'injection. Nos résultats ont montré que l'injection d’ISDN
entrainait une variation de la perfusion de 407,10 + 14,26 PU a 456,0 + 14,25 PU pendant
I'injection d’ISDN (Figure 36 (C)). Dans la méme fenétre de temps, la pression artérielle
(100.728 + 8.33 mmHg vs 96,85 + 8,02 mmHg) et la fréquence cardiaque (412,89 + 8,55
battements/minute vs 413,79 = 9,13 battements/minute) n’ont pas été significativement
modifiés. (t-test apparié, n=17, p < 0,001, p=0,12 et p=0,76 respectivement). L'effet immédiat
de l'injection d’ISDN va durer environ 5 minutes. Durant le reste de I'enregistrement, aucune

variation significative de la perfusion n’a été mesurée chez les 17 sujets enregistrés.

Ainsi, I'injection i.v. d’ISDN entrainait une augmentation de la perfusion (visible sur le
graphique B et sur les exemples d’images de perfusion e A) alors que les valeurs de pression
artérielle et de fréquence cardiaque ne variaient pas de facon significative. Cette fenétre
temporelle courte montrait que les variations de perfusions étaient d’'une part trés rapides et

duraient peu de temps.

Les astrocytes et la sensibilisation trigéminale

|. Les astrocytes présentent un phénotype réactif en
condition ISDN chronique

Les astrocytes activés présentent un phénotype particulier appelé « astrogliose » qui
est caractérisée par une augmentation de I'expression de certains marqueurs tels que la
protéine GFAP ou S100B. Dans notre étude, le marqueur astrocytaire GFAP a été utilisé, et la
réactivité astrocytaire a été évaluée en mesurant la surface occupée par le marquage
immunohistochimique GFAP+ entre les différentes conditions, dans I'aire V1 du Sp5C, avec
une fenétre de quantification rectangulaire mesurant 200X300 um (voir Matériel et méthode).

Cette mesure a été réalisée 1h (pic allodynie) et 3h aprés la 5™ injection d’ISDN (Figure 37).

80






Une heure apreés injection i.p. d’ISDN, le marquage GFAP+ est plus important chez les
animaux ayant regu 5 injections d’ISDN par rapport au groupe controle. Cette augmentation
est significative uniguement dans les couches superficielles (66,43 + 2,255 % GFAP + ISDN-5
vs 55,75 + 3,678 % GFAP+ Phy-5, n=6 par groupe, p = 0,027). On pouvait noter une tendance
a 'augmentation du marquage également dans le cas des couches profonde (44,83 + 2,216 %
GFAP+ vs 35,11 + 4,507 % GFAP+, n=6, p=0,0734). L'augmentation significative du marquage
GFAP+ se retrouvait également 3 heures aprés injection d’ISDN (apreés le pic d’allodynie) au
niveau des couches superficielles (I-1lo , 64,94 + 3,448 % GFAP+ n=10, ISDN-5 vs 48,85 + 5,463
% GFAP+, Phy-5, n=10 par groupe ; p= 0,0166) mais pas dans les couches profondes (lii —Ill :
42,82 + 2,994, n=10vs 34,95 + 3,847, p=0,114).

Cette augmentation de la surface GFAP+ peut étre due soit a une augmentation de
I’'expression de GFAP par les astrocytes, soit a la multiplication des astrocytes et donc une
augmentation du nombre de cellules GFAP+, ou méme aux 2 phénomenes. En effet, nous
savons que les astrocytes activés peuvent modifier I'expression de certaines protéines dont
GFAP et dans les cas d’une activation prolongée peuvent aussi se multiplier. Ainsi, de maniére
a quantifier le nombre d’astrocytes nous avons identifié un marqueur spécifique du noyau des
astrocyte Sox9 et donc un anticorps spécifique (Sun et al., 2017b). L’analyse du marquage
immunohistochimique des cellules exprimant Sox9 avec la méme fenétre de quantification
gue pour mesurer la surface GFAP positive, n’a pas permis de montrer une différence
significative entre les animaux ayant recu 5 injections d’ISDN et les animaux contrdles. (19,3 +

1,488, n=5; 15,38 + 2,304, n=4).

Ainsi, I’étude de I'expression neurochimique du marqueur astrocytaire GFAP dans le
Sp5C apres 5 injections d’ISDN a révélé des signes de réactivité astrocytaire : une
augmentation de la surface occupée par le marqueur GFAP au niveau des couches
superficielles sans modification du nombre d’astrocyte (Sox9+). Ceci laisse suggérer un

épaississement des prolongements astrocytaires mais pas de multiplications cellulaire.

Nous avons vu en introduction que les astrocytes, une fois activés, vont non seulement
subir des modifications morphologiques mais également modifier leur activité, en
augmentant la libération de gliotransmetteurs notamment. Nous avons donc testé si en

ciblant les astrocytes la sensibilisation trigéminale était modifiée.
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Figure 36: Effets de la gliotoxine LaAA sur l'allodynie mécanique cutanée faciale et
I’augmentation de la réponse C des neurones WDR du Sp5C induites par la 5™ injection iv d’ISDN
(ISDN 5).

A : Allodynie induite par la 5eme injection d’ISDN mesurée aprés injection intracisternale
préventive d’aCSF ou de LaAA. * différences par rapport a la valeur du seuil contréle avant injections,
S différences entres valeurs des seuils aCSF et LaAA aux temps correspondants. Noter que la valeur
du seuil avant I'injection est d’environ 4g (allodynie persistante). B : réduction par le LaAA de la valeur
de I'allodynie (calculée a partir de I’AOC). C et D valeurs des réponses C des neurones cutané (C) ou et
mixtes (D) du Sp5C (exprimés en % du controle avant injections) aprés injections ict de aCSF (vehicule)
ou de LaAA * différence par rapport a la valeur de la réponse C avant injections, S différences entres
valeurs aCSF et LaAA aux temps correspondants.



Il. Le blocage de l'activité des astrocytes prévient la
sensibilisation trigéminale

Afin de tester I'hypothése de I'implication des astrocytes dans la sensibilisation

centrale trigéminale dans le modeéle de migraine par donneur de NO, nous avons entrepris

une étude pharmacologique appliquée aux approches comportementale et

électrophysiologique. Ainsi, nous avons mesuré et analysé les effets d’un inhibiteur de

I'activité astrocytaire, le L-a aminoadipic acide (LaAA).
A. Inhibition de I'allodynie cutanée chez le rat vigile.

Le LaAA (150 nmol/5uL, n=8) ou un volume équivalent de véhicule (n=12) était injecté
localement sur le Sp5C par voie intracisternale, 20 minutes avant I'ISDN et le suivi de la
sensibilité cutanée était évalué toutes les 30 minutes (Figure 38 (A)) sur une période de 4h

chez le rat male.

Nos résultats montrent que le LaAA bloque les effets de la 5°™¢ injection d’ISDN sur la
sensibilité mécanique céphalique. Nous avons observé une différence significative entre le
groupe témoin et le groupe LaAA aux temps.120 (1,66 £ 0,30 g, véhicule, n=12vs 4,0+ 0,76 g
avec LaAA, n=8, p=0,046), 150 (1,93 + 0,33 g, véhicule vs 4,425 + 0,77, LaAA, p=0,025) et 180
minutes (1,65 + 0,30 g vs 4,75 +0.65 g LaAA, p=0,0136) aprés ISDN. Cette différence est
retrouvé en comparant I’AOC entre le groupe véhicule et le groupe LaAA (47,45 £2,78 g n=12

vs 32,35+ 5,01 g, n=8, p=0,030).

Ainsi, le traitement préventif avec le LaAA réduisait I'aggravation de I'allodynie induite
par la 58M¢ injection d’ISDN sans bloquer I'allodynie persistante induite par I'injection répétée
d’ISDN (4 injections). Ici nous montrons que le blocage de I'activité astrocytaire dans son
ensemble, a donc un effet anti-allodynique. Cela suggére que les astrocytes, dans un contexte
d’allodynie persistante induite par l'injection répétée d’'un donneur de NO, participent a

I’aggravation de cette allodynie lors d’une induction supplémentaire.

B. Inhibition de la sensibilisation des neurones WDR

Nous avons injecté la LaAA (méme dose, méme timing qu’en comportement) avant

d’injecter I'ISDN, et nous avons suivis la réponse des neurones WDR.
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Figure 37 : Effets du blocage de la dégradation de la D-Sérine par la DAAO sur l'allodynie

A, B : Allodynie induite par la 5eme injection d’ISDN mesurée chez le male (A) et la femelle (B)
apres injection intracisternale préventive d’aCSF ou de DAAO. * différences par rapport a la valeur du
seuil contréle avant injections, S différences entres valeurs des seuils aCSF et DAAO aux temps
correspondants. Noter que la valeur du seuil avant I'injection est d’environ 4g (allodynie persistante).



Avec le traitement préventif de LaAA, la réponse C des neurones n’est pas
significativement modifiée apres injection d’ISDN par rapport aux contréles. Il y a une
différence significative entre le groupe LaAA et Véhicule a partir de 25 minutes post ISDN pour
les cellules Cutanées (116,0 +4,0% des contréles pour le groupe véhicule, n=10, 78,5 + 17,7 %
controles avec LaAA, n=4, p=0,025) et a 75 minutes post ISDN pour les cellules Mixtes (132,2
1 3,02% des controles pour le groupe véhicule, n=6 vs 85,2 + 10,49 % des contrdles pour le
groupe LaAA, n=5, p= 0,0031). Le traitement préventif LaAA bloque les effets de la 5™
injection sur la réponse C des neurones WDR, aussi bien pour les neurones cutanés (Figure 38,

C) que les neurones mixtes (Figure 38, D).

lll. La sensibilisation trigéminale est D-sérine dépendante

Un des vecteurs dans cet effet pourrait étre la D-sérine, libérée par les astrocytes, et
co-agoniste des récepteurs NMDA qui jouent un role majeur dans la plasticité et donc la
sensibilisation neuronale. Nous avons donc testé I'effet de la DAAO (D-amino acid oxydase,
0,17 U, ict, 20 minutes avant ISDN) qui est I'’enzyme de dégradation de la D-sérine, chez le
male et chez la femelle. Enfin, nous avons testé la D-sérine de facon a renverser les effets des

inhibiteurs du LaAA montrés au paragraphe précédent.

A. L'allodynie mécanique dépend de la D-sérine

Nos résultats ont montré que la DAAO provoquait un effet inhibiteur sur I'allodynie et
ce plus rapidement et plus fortement que le LaAA chez le male (Figure 39 (A)). En effet
I’hypersensibilité céphalique des animaux ayant regu de la DAAO est significativement moins
importante dés 30 minutes (1,97 £+ 0,46 g, groupe véhicule, n=12 vs 4,67 £1,02 g, groupe
DAAO, n=8, p=0,0196) et jusqu’a la fin du suivis a 240 minutes (2,73 + 0,47 gvs 5,67 +1,0g,
Figure 39 (A)). L'étude de I’AOC montre une différence significative entre le groupe Véhicule

et DAAO (47,45 + 2,78 n=12 vs 25,65 + 7.00 n=8, p=0,0028) (Figure 39 (C)).

L'effet anti-allodynique préventif de la DAAO a été montré de la méme maniere chez
le rat femelle a savoir une diminution de I'allodynie induite par la 5°™¢ injection d’ISDN Figure
39 (F). Cet effet est significatif a partir de 60 minutes post-ISDN (2,29 £ 0,47 g, groupe véhicule,
vs 4+ 0,73 g, groupe DAAO, n=6, p=0,056) et jusqu’a la fin du suivis a 240 minutes (3,143 +
0,40 g vs 6,0 +0,516, p=0,001 Figure 39 (B)).
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Figure 38 : Rétablissement de I'allodynie par injection ict de D-Sérine.
A: Le LaAA (150nmol) est injecté 120 min avant la 5eme injection d’ISDN.
L'injection de D-Serine (100 pg, ict) renverse I'effet du LaAA en rétablissant une
baisse du seuil de retrait facial. B: Comparaison de la valeur de I'allodynie
(calculée a partir de 'AOC) entre le groupe LaAA + Acsf + ISDN (aCSF) et le
groupe LaAA + D-Sérine + ISDN (D-Sérine).



L’AOC montrais aussi une différence entre le groupe témoin aCSF et DAAO chez la

femelle (AOC : 53,46 + 2,077, n=7 pour le groupe aCSF vs 32,83 + 2,822, n=6, p < 0,001)

Afin de confirmer que cet effet est bien spécifique de la D-sérine, nous avons injecté le
LaAA 2h avant l'injection d’ISDN (nous avons montré une différence significative chez les
animaux LaAA a partir de 2h apreés injection d’ISDN), puis juste avant l'injection d’ISDN nous
avons réalisé une injection de D-sérine (100ug, n=9) ou d’aCSF (n=8). Chez les animaux ayant
regu une injection de LaAA sans D-sérine l'injection d’ISDN n’a pas entrainé d’aggravation
d’allodynie (Figure 40 (A)), comme c’était le cas dans le protocole précédent Figure 38 (A). En
revanche, pour les animaux ayant regu une injection de D-sérine juste avant I'ISDN, nous avons
retrouvé une aggravation de I'allodynie céphaliqgue comme chez les animaux contréles (Figure
40 en (A) et (B)). L'étude de I’AOC montre également une différence significative entre les 2
groupes d’animaux (29,05 * 3,721, n=8 avec aCSF vs41,5 + 2,676, n=9 avec D-sérine,
p=0,0145). Ce résultat permet de renforcer le résultat précédent a savoir que la D-sérine
libérée par les astrocytes est impliquée dans la sensibilité céphalique dans le modeéle de

migraine chronique.

B. La DAAO prévient la sensibilisation des neurones WDR

Nous avons appliqué de la DAAO en intracisternale (0,17U) en préventif, 20 minutes

avant d’injecter I'ISDN, et nous avons suivis la réponse des neurones WDR.

Tout comme le traitement avec la gliotoxine LaAA, nous montrons que la DAAO
prévient I'augmentation de la réponse C induite par la 5™ injection d’ISDN, aussi bien pour
les neurones cutanés (Figure 40, A, n=10 pour le groupe véhicule et n=7 pour la DAAO) que
les neurones mixtes (Figure 40, B, n=6 pour le groupe véhicule, et n=8 pour la DAAO). Nous
avons montré que la sensibilisation des neurones du Sp5C passait par une augmentation a la
fois de l'input C et du wind-up. Comme la D-sérine est un co-agoniste du récepteur NMDA
(impliqué dans la génération du wind-up), nous avons analysé I'effet de la DAAO sur ces

parametres.

Comme nous pouvons le voir sur la Figure 40 (C) et (D), en présence de DAAO, la
dynamique de la réponse au cours des 30 stimulations électrique n’est pas modifiée.
Notamment, sur la phase d’amplification (15 premiéres stimulations), nous n’observons pas

d’augmentation de cette phase apres injection d’ISDN contrairement a ce qui était présenté
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Figure 39 : Effets de l'injection ict préventive de DAAO sur I'augmentation de la réponse C
induite par ISDN-5 en fonction du type de champ récepteur.

A et B : Réponse C moyenne (xSEM) exprimé en % des contrdles.* différences par rapport a la
valeur contréle avant injection, S différences entre les valeurs en condition véhicule et DAAO aux
temps correspondants n= 7 pour les cutané et n =8 pour les mixtes. C et D: Amplification (wind-up) de
la réponse C au fur et a mesure des 30 stimulations (0.66 Hz) mesurée avant (ctl), 75 min et 125 min
apres injection d’ISDN précédée d’une injection ict de DAAQ, au niveau des neurones a champ cutané
(C) et mixte (D). E : Comparaison de la variation de I'input C (entre input C contréle et input C 125 min
apres ISDN) induite par I'ISDN entre les groupes véhicule et DAAO préventive. F Comparaison de la
variation du wind-up apres ISDN (entre wind up controle et wind up 125 min aprés ISDN) entre les
groupes véhicule et DAAO préventive. NB : 'augmentation de l'input C et du wind-up (induite par
I'ISDN) est bloquée par la DAAO pour les neurones a champ cutané.



Figure 34 (C.). Pour quantifier cet effet, nous avons calculé le wind-up et I'input C en présence
de DAAO pour les cellules cutanées et mixtes avec la méthode décrite précédemment. Nous
avons ensuite calculé la différence entre la valeur du wind-up et de I'input C entre les contréles

et la valeur 125 minutes apres ISDN pour les cellules cutanées.

La variation de I'input C était de + 4,7 £ 0,989 PA, n=10 pour le groupe contréle, contre
-0,67 £ 1,02 PA, n=7 pour le groupe ISDN. La DAAO bloque donc I'augmentation de I'lnput C
de maniére significative. (p=0,0277). Pour le wind-up, sa valeur a augmenté de +25,15 + 7,23
pour le groupe contréle, avec le traitement DAAO +3,5 + 9,55, n=7. La DAAO est aussi efficace
sur I'augmentation du wind-up pour les cellules mixtes (p= 0,028). L'effet mesuré sur la

réponse C globale résultant donc d’un effet sur les 2 parameétres.

Nous avons également calculé la variation de ses parametres pour les cellules mixtes.
Cependant nous avons vu précédemment que la 5™ injection d’ISDN a un effet limité sur ces
parametres. Pour les cellules mixtes, nous avons comparé la valeur contréle et la valeur a 75
minutes post-ISDN qui correspond au maximum de I'effet de I'ISDN sur la réponse C. Le

traitement préventif avec la DAAO ne modifie pas significativement ni le wind-up ni I'input C.
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Chapitre 4 : Discussion et
perspectives
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Discussion

L’objectif de ce travail était de mieux comprendre le role des astrocytes dans les
mécanismes physiopathologiques de la migraine, et plus particulierement, de la progression
vers le stade chronique de la maladie. Notre étude a été réalisée en utilisant un modele de
migraine par donneur de NO comme I’lsoSorbide diNitrate (ISDN, Flores Ramos et al. 2017 ;
Dallel et al., 2017). Les modeles par donneur de NO chez le rongeur, comme ceux utilisant la
Nitroglycerine, ont I'avantage d’étre applicables chez 'homme et donc permettre une

recherche translationnelle entre fondamental et clinique (Ackermann et al., 2019).

Nous avons confirmé les résultats des études précédentes réalisées dans le
laboratoire, a savoir que la répétition des injections d’ISDN (5 injections/ 5 jours) provoque
chez le rat male une allodynie mécanique céphalique qui devient persistante avec la
succession des injections. Pour la premiére fois, nous avons montré que l'allodynie se

manifeste de la méme maniére chez la femelle.

De plus, chez le male, la répétition produit une sur-expression de p-ERK conditionnée
par la stimulation mécanique, au niveau du ganglion trigéminal et du Sp5C. Dans les mémes
conditions chroniques, nous avons montré une sensibilisation centrale des neurones WDR du
Sp5C. Nos résultats montrent que I'augmentation des réponses nociceptives de type C des
neurones WDR était associé a la fois a une augmentation de l'input C et du wind-up.
Cependant cette sensibilisation affecte de facon différente les neurones en fonction des
afférences qu’ils regoivent : ceux cutanés exclusif sont sensibilisés de maniere importante

tandis que ceux a convergence méningée et cutanée présentent une sensibilisation modérée.

Pour la premiere fois, nos résultats rapportent que I'allodynie mécanique provoquée
par les injections d’ISDN et la sensibilisation centrale qui y est associée sont dépendants de
I'activité astrocytaire. La répétition de I'administration d’ISDN provoque une surexpression de
la GFAP au niveau du Sp5C, traduisant ainsi une activation des astrocytes. Par ailleurs, la
gliotoxine LaAA prévient, a la fois, I'apparition de I'allodynie mécanique faciale et Ia

sensibilisation des neurones WDR du Sp5C.

Etant donné que, les astrocytes semblent étre un élément important dans la mise en place
de la sensibilisation centrale dans le modéle ISDN, nous avons recherché comment les

astrocytes intervenaient dans ce mécanisme. Sachant que la sensibilisation centrale est liée a
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I’activation du récepteur NMDA, qui est d’ailleurs nécessaire pour engendrer le wind-up des
réponses C, nous avons porté notre attention sur le co-agoniste du récepteur NMDA : la D-
sérine qui est un gliotransmetteur libéré par les astrocytes. Ainsi, nos résultats ont montré
que la dégradation de la D-sérine par son enzyme la DAAO prévient |'hypersensibilité
céphalique chez le male et la femelle ainsi que la sensibilisation des neurones WDR induites
par I'ISDN. Enfin, nous avons confirmé le réle de la D-sérine dans I'allodynie en montrant

qu’elle abolissait I'effet protecteur de la gliotoxine LaAA sur I’hypersensibilité céphalique.

|. Une sensibilisation centrale des le stade aigu.

L'allodynie céphalique est un symptome reflétant une sensibilisation centrale et
I"apparition de ce symptome est un facteur de progression de la migraine (Bigal et al., 2008;

Louter et al., 2013).

En condition aigué, c’est-a-dire aprés une seule injection de donneur de NO, nos
résultats montrent une allodynie transitoire avec un pic 1 heure apres l'injection, puis un
retour aux valeurs contréles a 180 min. Dans les mémes conditions, nous observons une
sensibilisation centrale au niveau du Sp5C, comme le montre I'augmentation de la réponse C
des neurones WDR qui est aussi transitoire puisqu’elle débute tardivement (+ 85 min) et ne
perdure pas au-dela de 115min post ISDN. Ces résultats confirment la présence d’une
sensibilisation centrale chez le rat comme montré par une étude précédente avec la méme
substance (Flores Ramos et al., 2017). En effet, I'ISDN augmente I'expression de pERK évoquée
par la formaline dans le Sp5C ainsi que la réponse C des neurones WDR. La sensibilisation du
Sp5C a été aussi rapportée dans des études utilisant des donneurs différents comme la
nitroglycérine ou le nitroprusside de sodium (Reuter et al., 2002; Tassorelli and Joseph, 1995;
Tassorelli et al., 2005). Cette sensibilisation centrale des le stade aigu est également
observable, via I'expression de la protéine Fos ou les enregistrements de I'activité nociceptive
des neurones du Sp5C dans d’autres modéles de migraine comme celui de la soupe

inflammatoire appliquée au niveau méningé (Burstein et al. 1998, Boyer et al., 2014)

Il.  Une sensibilisation centrale qui s’amplifie avec le stade
chronique.

Dans notre étude, la répétition des « crises » allodyniques via I'ISDN provoque une

aggravation de l'intensité de I'allodynie avec des seuils de retrait facial encore plus bas que
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lors de la premiére injection. De plus, le seuil trés bas constaté avant la 5™ injection est le
témoin d’une persistance de I'hypersensibilité cutanée. Ces résultats sont conformes avec
ceux obtenus précédemment avec le méme modele (ISDN : Dallel et al., 2017) et ceux obtenus
par d’autres équipes (Ben Aissa et al., 2018; Greco et al., 2018; Mohammadi Vosough et al.,
2019; Moye et al., 2019; Pradhan et al., 2014a).

Si nous comparons I'augmentation de la réponse C des neurones WDR du Sp5C aprés
1 et 5 injections, nous constatons que la sensibilisation centrale aprés 5 injections apparait de
facon plus précoce (+25 min) et qu’elle perdure au-dela des limites de nos enregistrements
(>125 min).De plus, les réponses mécaniques au VF 4g et 8g sont augmentées uniquement

apres ISDN-5.

Nous montrons également que les stimulations mécaniques, apres 5 injections,
induisent une augmentation de I'expression de p-ERK au niveau du Sp5C ce qui traduit une
sensibilisation centrale. Nous ne disposons pas de données du marquage suite a une injection
seule d’ISDN et donc nous ne pouvons pas établir de comparaison permettant de montrer une
éventuelle augmentation de I'expression dans le cas chronique. Cette amplification de la
sensibilisation centrale est rapportée par I'étude de Boyer et al., en 2014. En effet avec le
modele soupe inflammatoire répétée les auteurs montrent une expression de la protéine Fos
(induit par stimulation mécanique cutanée) qui s’accroit avec la répétition. Comme dans notre
étude, les neurones p-ERK positifs sont observables presque exclusivement dans les couches
superficielles du Sp5C, site majeur d’intégration et de modulation des messages nociceptifs

trigéminaux.

Comme la migraine est une pathologie a forte prévalence féminine, notre approche
comportementale a été réalisée chez les deux sexes et rapportent certaines différences qui

peuvent faire écho aux données cliniques.

lll. Différences male et femelle dans le modele ISDN

De facon paradoxale, la plupart des études ont été menées chez le méale et ce n’est que
récemment que des travaux ont été réalisés chez la femelle. Ces études, via I'analyse
comportementale des effets de l'injection de donneur de NO, rapportent qu’il n'y pas de
différences entre les 2 sexes a la fois chez le rat (Mohammadi Vosough et al., 2019) et chez la

souris (Moye et al., 2019; Pradhan et al., 2014a, 2014b). Cependant, la différence male vs
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femelle n’étant le sujet de I'étude, cela n’a pas été discuté dans ces travaux, malgré la

prévalence féminine de la migraine.

Cela peut tenir au modele lui-méme. En effet, les études cliniques rapportent que
, . R N . N . .
I’'homme et la femme sont répondeurs de la méme maniere a la crise de migraine déclenchée

par I'injection d’'un donneur de NO (Afridi et al., 2004).

Cependant, des données obtenues par des approches différentes
(immunohistochimie, g-PCR, Western-blot) ont mis en évidence des différences entre les
males et les femelles. Une étude réalisée chez le rat (Greco et al., 2013) a montré qu’aprés
une injection de NTG, I’expression de la protéine Fos au niveau du Sp5C, était plus importante
chez les femelles que chez les males. Mais cette différence de I'activation neuronale ne semble

pas étre suffisante pour provoquer un phénotype male/femelle différent.

Par ailleurs, d’autres études se sont intéressées aux différences male/femelle dans
I’expression du CGRP au niveau du systeme trigéminal, sachant qu’il est un des acteurs clé
dans la physiopathologie de la migraine. L'application de CGRP sur les méninges entraine une
allodynie faciale chez la femelle et non chez le male (Avona et al., 2019; Levy et al., 2005). Ceci
pourrait étre expliqué par la sur-expression dans le Sp5C, chez les femelles par rapport au
male, d’un récepteur du CGRP (RCP receptor component protein) jouant un réle majeur dans

la sensibilisation centrale induite par le CGRP (Ji et al., 2019b).

Nos résultats, en condition basale, montrent une différence significative au niveau des
seuils mécaniques céphalique entre male et femelle. Ainsi, I'allodynie ISDN induite entre male
et femelle est comparable en termes de maximum d’effet et de durée. Cependant, les
femelles présentent un seuil de retrait facial de base plus élevé que les males, ce qui signifie

7 M Vi . Y] 7 N
qgue lI'amplitude de I'allodynie est supérieure pour les femelles. Ce résultat suggere que
I’hypersensibilité pourrait étre supérieure chez la femelle dans le modele ISDN, comme I'a

démontré la mesure de I’AOC.

De facon intéressante, nous ne retrouvons pas, dans le cas des injections répétées, de
différence significative pour I'allodynie entre les males et les femelles. En effet, a ce stade
existe une allodynie persistante avec un seuil de retrait facial équivalent pour les deux sexes.
Ceci suggére que la sensibilisation persistante serait due a un mécanisme sexe-indépendant.

En accord avec cela, les données cliniques montrent que la proportion homme/femme reste
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la méme pour les stades épisodiques et chroniques (Schramm et al., 2013). Dans I'étude de
(Buse et al.,, 2012), la migraine chronique est représentée chez 7,45% des femmes
migraineuses et chez 8,47% des hommes migraineux, ce qui suggére que les mécanismes de

chronicisation de la migraine ne sont pas sexe-dépendant.

IV. La sensibilisation des neurones WDR du Sp5C par la
répétition des injections d’ISDN

Notre étude est la premiére montrant une sensibilisation centrale des neurones WDR

trigéminaux a la suite de I'administration répétée d’ISDN chez le rat. Elle compléte celle de

Flores Ramos qui montrait une augmentation de la réponse C de ces mémes neurones lors

d’une injection unique sur des animaux Naifs.

A. Les injections répétées ne modifient pas les
caractéristiques basales des neurones WDR

La comparaison des caractéristiques des neurones WDR, a savoirle seuil de
déclenchement des réponses dues a la mise en jeu des fibres Ad et C, leur activité spontanée,
et leur réponse aux stimulations mécaniques, n’a pas montré de différence significative entre
les animaux Naifs et les animaux ayant recu 4 injections d’ISDN. Ces résultats ne sont pas
concordants avec le fait que les animaux ISDN a ce stade présentent une allodynie céphalique
persistante qui a été testée avant de procéder a I’enregistrement des neurones. Nous n’avons
pas a ce stade, d’explication claire de cette contradiction dans les résultats comportementaux
et électrophysiologiques, d’autant qu’avec le modéle par injection répétée de soupe
inflammatoire sur les méninges, Boyer et al., 2014, montrent une augmentation de |'activité
spontanée, de la réponse mécanique et un agrandissement des champs récepteurs cutanés
des neurones WDR du Sp5C apres 3 injections répétées de soupe inflammatoire. Bien que
nous n’ayons pas effectué une analyse quantitative de I’évolution des aires des champs
récepteurs de neurones avant et aprées traitement ISDN, nous avons remarqué cependant que
les champs récepteurs des neurones d’animaux soumis a la répétition de I'ISDN étaient plus

étendus par rapport aux animaux Naifs.
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Concernant l'activité spontanée, certains travaux sont en accord avec nos résultats
(Flores Ramos et al., 2017; Jones et al., 2001; Melo-Carrillo et al., 2017) tandis que d’autres
montrent une augmentation 1 heure apres injection de NTG (Akerman et al., 2019; Koulchitsky
et al., 2004).Une étude effectuée dans des conditions expérimentales similaires aux notres a
montré que I'activité spontanée des neurones WDR méningés du Sp5C enregistrés in vivo était
due a I'activité des neurones périphériques, I'injection lidocaine dans le ganglion trigéminal
entrainait un arrét complet de I'activité spontanée des neurones centraux (Roch et al., 2007).
Les auteurs font I’hypothése que I'activité spontanée basale était due a une sensibilisation des

méninges a la suite de la chirurgie permettant d’exposer ce territoire.

B. Différences entres neurones a champ cutané et neurones a
champ mixte
Nous avons enregistré I'activité de neurones a champ cutanés exclusifs et de neurones
dits mixtes possédant des champs récepteurs a la fois méningés et cutanés. Ainsi nous avons
pu distinguer dans notre analyse les effets des traitements sur des cellules recevant

directement des informations méningées ou non.

Nous avons ainsi montré que l'injection d’ISDN en aigu entraine une augmentation de
la réponse C dans 83% des cellules mixtes. Cependant les cellules ne sont pas toutes
sensibilisées en méme temps. En effet, la moitié d’entre elles le sont au cours de la premiére
heure post-ISDN, tandis que 'autre moitié I'est plus tardivement a partir de 80 min. Cette
variabilité temporelle de la réponse explique pourquoi 'effet moyen de I'ISDN n’est pas
significatif au cours du temps. Il serait nécessaire d’enregistrer un nombre plus important des
différentes catégories de cellules pour confirmer ce résultat. Pour les cellules cutanées, seules
50% des cellules testées ont été sensibilisées, a partir de 85 minutes apres I'injection unique
d’ISDN, résultat qui correspond a celui obtenu dans I’étude réalisée en 2017 par Flores Ramos

et collaborateurs (Flores Ramos et al., 2017).

Ces résultats concernant les cellules cutanées et mixtes suggerent qu’aprés une
injection, la sensibilisation trigéminale est limitée. Elle ne touche qu’une partie des neurones
WDR, en majorité ceux recevant des afférences méningées. La réponse comportementale
mesurée apres une injection d’ISDN, a savoir une allodynie céphalique transitoire, pourrait
étre liée a la sensibilisation de ces 2 types de cellules, mais plus particulierement aux cellules

mixtes.

92






En condition chronique (5 injections), le nombre de cellule mixtes sensibilisées reste
stable (67% des cellules, 6 sur 9), mais la encore le nombre de cellules enregistrées doit étre
augmenté pour confirmer cette proportion. En revanche, 10 neurones WDR « cutanés » sur
les 12 testés, soit une proportion de 83%, sont sensibilisés. Par ailleurs, cette sensibilisation
est plus précoce, a partir de 25 minutes post-ISDN contre 85 min suite a une injection unique

d’ISDN.

Ces résultats remettent en question la notion selon laquelle la sensibilisation centrale
trigéminale est dépendante des afférences méningées dans le modéle ISDN. Elle reléverait
plutét d’un mécanisme essentiellement central. Une étude de 2004 (Koulchitsky et al., 2004)
a montré que l'injection de nitroprusside de sodium, qui est également un autre donneur de
NO, avait les mémes effets sur les neurones du Sp5C, que cette injection soit intracisternale
ou systémique, suggérant ainsi que I'effet du donneur de NO passe avant tout par un effet

central.

D’un point de vue plus général, les cellules cutanées et mixtes semblent présenter des
différences dans leurs caractéristiques électro physiologiques, notamment dans le wind up.
Nous avons observé que les cellules Mixte présentent un wind-up limité, malgré les conditions
de stimulation permettant de générer un wind-up pour les cellules Cutanées. Nous sommes,
a notre connaissance, les premiers a montrer une telle différence. Les cellules recevant des
afférences méningées ont-elles une connectivité différente au sein de la corne dorsale du
Sp5C a l'origine de cette différence ? Cette question pourra étre intéressante a répondre dans
un contexte de migraine, via I'utilisation de marqueur antérograde a partir des méninges par

exemple.

C. Sensibilisation des neurones WDR aux stimulations
meécaniques

La 5éme injection d’ISDN augmente la réponse a la stimulation mécanique statique

(application des filaments vF 4g et 8G), mais est sans effet sur la réponse dynamique

(brossage). L’absence d’effet sur les réponses a la stimulation dynamique n’est pas conforme

aux résultats obtenus dans la littérature avec le modele nitroglycérine aigu (Akerman et al.,

2019) et le modele d’injection répétée de soupe inflammatoire (Boyer et al., 2014). Ainsi, cette

différence ne peut s’expliquer par une différence liée au type de modéle (donneur de NO) ou
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au caractere chronique de la situation expérimentale (injection répétée). Nous pouvons
cependant observer dans nos résultats une tendance a I'augmentation qui n’apparait pas

significative du fait de la variabilité de la réponse des neurones WDR au brossage.

D. Composante périphérique de la sensibilisation trigéminale

Nos résultats montrent une augmentation de I'expression de p-ERK au niveau du
ganglion trigéminal ainsi qu’une augmentation de l'input C, reflet de I’activation des fibres
afférentes primaires, apreés injection d’ISDN. Ces 2 résultats suggérent donc une activation
des neurones périphériques. D’autre part, nous avons montré que I'ISDN entrainait
immédiatement une dilatation transitoire d’environ 5 minutes des vaisseaux méningés. Dans
notre étude nous observons donc un décalage de plusieurs dizaines de minutes entre I'effet
purement vasculaire du NO et I'effet sur les neurones du ganglion trigéminal. Cependant, dans
notre étude, nous ne pouvons pas affirmer que I'expression de p-ERK n’est pas modifiée avant
ce délai de 1H post-ISDN. Ces résultats sont en accord avec des études chez le rat (Gozalov et
al., 2007) et chez ’'homme (Schoonman et al., 2008) qui montrent un effet vasculaire a court
terme de l'injection du donneur de NO, de I'ordre de quelgues minutes, alors que la céphalée
migraineuse apparait longtemps aprées la fin des effets vasculaire (Schoonman et al., 2008).
Plus récemment Zhang et collaborateurs en 2013 ont montré que la nitroglycérine n’altérait
pas l'activité spontanée des neurones du ganglion trigéminal, mais entrainait une
hypersensibilité mécanique intracranienne aprés un délai d’environ 180 minutes (Zhang et al.,

2013).

V. Sensibilisation centrale trigéminale et altération des
contrbles descendants inhibiteurs

L'activité nociceptive des neurones WDR ne dépend pas uniquement des informations
provenant de la périphérie. En effet, elle doit étre considérée aussi comme le résultat d’une

modulation effectuée par les voies descendantes inhibitrices et facilitatrices de la nociception.

A ce titre, mesurer I'efficacité des controles inhibiteurs diffus induits par stimulation
nociceptive (CIDN) permet d’évaluer I'état des contrbles descendants inhibiteurs. Nos
résultats n’ont pas montré d’altération persistante des CIDN, entre les animaux Naifs et les
animaux ISDN chroniques. Ce résultat est contradictoire par rapport a celui rapporté chez le

rat avec le modeéle de migraine par injection répétée de soupe inflammatoire au niveau
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méningé (Boyer et al., 2014) ou on observe une diminution de I’effet des CIDN sur la réponse
C des neurones WDR du Sp5C. De méme des CIDN dysfonctionnels sont retrouvés en clinique

chez les patients migraineux (Sandrini et al., 2006).

La différence entre nos résultats et ceux de I'étude de Boyer et collaborateurs peut
étre due a plusieurs phénomeénes. Premiérement, bien qu’une allodynie céphalique
transitoire aprés une injection qui devient persistante avec la répétition des injections soit
observée dans les deux modeles, les mécanismes a |'origine de I'allodynie pourraient étre
différents. En effet, dans le modeéle donneur de NO systémique, I'ISDN peut agir aussi bien au
niveau périphérique qu’au niveau central, tandis que dans le modéle inflammatoire, les
molécules inflammatoires agissent préférentiellement au niveau des méninges, c’est-a-dire
au niveau périphérique. Deuxiemement, les conditions expérimentales dans les 2 études
différaient par le gaz anesthésique utilisé. Dans |'étude de Boyer et collaborateurs,
I’'anesthésie était réalisée avec de I'halothane (0.6%-0.7), alors que dans notre étude, il s’agit
d’isoflurane (0.75. Des gaz anesthésiques différents peuvent influencer de facon différente les
structures supraspinales dont dépendent les CIDNs. Nous pouvons constater en particulier
gue l'inhibition de la réponse C par les CIDN est d’environ 60% pour notre étude avec
I'isoflurane et une stimulation thermique a 49°C, tandis qu’elle est de 85 % avec |’halothane
et une stimulation a 50°C dans I’étude de Boyer (Boyer et al, 2014) et de 88 % avec I'halothane
et une stimulation a 48°C pour celle de Lapirot et collaborateurs en 2011. En conséquence,
cette différence dans le gaz anesthésiant montrant un CIDN moins efficace dans notre étude
pourrait constituer une autre explication de I'absence d’effet de la répétition des 4 injections

d’ISDN sur ce parametre.

En revanche, une 5°™¢ injection d’ISDN, entraine une baisse de I'efficacité des CIDN
significative a partir 75 minutes, jusqu’a la fin de I'enregistrement (125 minutes). Ainsi, nos
résultats ont montré que la répétition des injections d’ISDN n’entraine pas d’altération
persistante des CIDN (qui serait visible avant la 5éme injection) mais plutot une diminution
transitoire de leur efficacité. Nous pouvons aussi supposer qu’aprés une 6™ voire une 7¢™e
injection d’ISDN, l'altération des CIDN devienne persistante. Enfin, il est a noter que
I'altération des CIDN (aprés la 5°™ injection d’ISDN) est corrélée & 'augmentation de la

réponse C.
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De plus, chez les animaux naifs, les CIDN ne sont pas altérés et seul un faible nombre
de cellules ont été sensibilisées. Ces résultats suggerent que la sensibilisation des neurones

WDR en condition chronique pourrait résulter aussi de I'affaiblissement des CIDNs.

VI. Les astrocytes du Sp5C participent a la sensibilisation
trigéminale

Au niveau du Sp5C, une augmentation du marquage GFAP, a été observée aprés la 5¢me
injection d’ISDN au niveau du Sp5C. Cette activation est visible 60 et 180 minutes apres
injection d’ISDN. En revanche, il n’y a pas d’augmentation du nombre d’astrocytes (cellules
Sox9 positives). Une augmentation de la surface occupée par 'immunomarquage GFAP sans
modification du nombre d’astrocytes est interprétée comme un signe de réactivité
astrocytaire puisqu’elle signe I’hypertrophie astrocytaire (Sofroniew et Vinters, 2010). Ces
résultats suggeérent une astrogliose « modérée » puisque les astrocytes ne se divisent qu’en
condition d’astrogliose sévere (Sofroniew, 2009). L’augmentation de I'expression de GFAP est
retrouvée dans toutes les couches du Sp5C, mais de maniere significative uniquement dans
les couches superficielles (I-1lo). Ce résultat est a mettre en relation avec celui montrant une
augmentation de I'expression de p-ERK (neuronal) dans les mémes couches suite a I'injection
d’ISDN. De plus, il y a une certaine correspondance entre le temps auquel apparaissent les
surexpressions de GFAP et celui du pic d’allodynie (environ 1 heure). Méme si nous ne savons
pas si une variation de GFAP est effective avant 1h, ces résultats sont des éléments permettant
de faire un premier lien entre activité des astrocytes et sensibilisation centrale des neurones

du Sp5C.

L'approche pharmacologique a permis de montrer que le blocage de |'activité
métabolique des astrocytes prévenait la sensibilisation centrale trigéminale, a savoir
I'augmentation de la réponse C des neurones WDR et le blocage de I’aggravation de I'allodynie
mécanique lors de la 5°™¢ injection d’ISDN. On retrouve des résultats similaires dans les
modeles de douleur neuropathique, ou une baisse de I'allodynie mécanique a été observée
aprés administration de LaAA (Gao et al.,, 2010; Li et al.,, 2015; Zhang et al., 2011a). Ces
résultats suggerent donc que I'activité astrocytaire a une action pro-nociceptive en condition

d’ISDN chronique.

96






Il est a noter cependant que le LaAA a empéché I'aggravation de I’allodynie induite par
la 5°™¢ injection d’ISDN, mais n’a pas pour autant permis un retour du seuil de retrait facial
aux valeurs controles (i.e 8g chez le rat male). L'injection de LaAA seule, avant l'injection de
D-sérine et ISDN en comportement n’a pas modifié le seuil de retrait facial des animaux testés
2 heures plus tard. Ce résultat suggére que l'activité astrocytaire n’est pas le seul acteur
impliqué dans la sensibilisation centrale trigéminale. De plus, le LaAA, bloquant
complétement I'activité des astrocytes, va aussi altérer les fonctions physiologiques
importantes astrocytaires comme la recapture de glutamate, et ainsi augmenter la

transmission du message nociceptif.

VIl. Gliotransmission D-sérinergique et sensibilisation
trigéminale ISDN-induite

De nombreuses études ont pu montrer l'implication de la D-sérine dans la
sensibilisation centrale spinale (Choi et al., 2017b; Lefévre et al., 2015; Moon et al., 2015) et
trigéminale (Dieb and Hafidi, 2013; Miraucourt et al., 2011) dans différents modeles de
douleurs. Nos résultats ont montré que la sensibilisation des neurones WDR par I'ISDN passait
par une augmentation du wind-up de la réponse C. Cette plasticité a court terme des neurones
trigéminaux est dépendante en grande partie de I'activation des récepteurs NMDA (Coste et
al. 2008) dont un des co-agonistes est la D-Sérine astrocytaire (Mothet et al., 2000; Panatier
et al., 2006). Ces éléments suggérent que |'effet anti-allodynique d{ au blocage de I'activité
astrocytaire par le LaAA est la conséquence d’une inhibition de la libération de D-sérine et

donc une diminution de I'activation des récepteurs NMDA.

En utilisant la DAAO, enzyme de dégradation de la D-sérine, en traitement préventif a
une dose de 0,17 U, nous avons montré, comme pour le LaAA, un blocage de I'aggravation de
I'amplitude de I'allodynie aprés la 5éme injection d’ISDN et un blocage de la sensibilisation
centrale des neurones WDR du Sp5C induite dans le méme contexte. La prévention de
I’agravation de I'allodynie par la DAAO est comparable a I'effet rapporté par d’autres études
(Choi et al., 2017a, 2017b; Dieb and Hafidi, 2013; Moon et al., 2015), notamment dans un
modele d’allodynie faciale par désinhibition glycinergique (Miraucourt et al., 2011). Comme
pour le LaAA, le traitement par la DAAO ne permet pas un retour a un seuil nociceptif normal.
Il a été montré par Mothet et collaborateurs, lors d’une étude in vitro, que méme en |’'absence

de D-sérine, demeure une activité résiduelle du récepteur NMDA, interprétée comme le
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VIILI.

résultat de la présence en plus faible concentration de glycine, I'autre co-agoniste du

récepteur (Mothet et al., 2000).

Mécanismes de mise en jeu des astrocytes

L'ISDN libere du NO qui est un agent extrémement diffusable passant facilement la
barriere hémato-encéphalique. De par sa réactivité importante et sa demi-vie courte, le NO
va agir principalement sur les éléments a proximité (Coneski and Schoenfisch, 2012). Les
prolongements astrocytaires entourant les vaisseaux sanguins, se trouvent donc au contact
direct avec le NO libéré par les métabolites actifs de I'ISDN. . Par ailleurs, des études réalisées
sur des astrocytes en culture ont montré que le NO était capable de provoquer une
augmentation du calcium intracellulaire des astrocytes, et générer des vagues calciques se
propageant entre les astrocytes (Willmott et al., 2000) via la voie GMP-cyclique /
Proteine Kinase G. Le NO est aussi capable par la méme voie de réguler I'expression de GFAP

(Brahmachari et al., 2006).

Dans un modele de douleur post-herpétique, il a été montré que I'allodynie mécanique
était dépendante de l'activité astrocytaire comme le montre une augmentation de GFAP et
un blocage de l'allodynie par le LaAA. De plus, les résultats montrent que cette activation
astrocytaire est dépendante du NO et plus précisément de I'activité de la nitric oxyde synthase
inductible (iNOS) (Zhang et al., 2011b). Ainsi, in vivo, le NO peut activer les astrocytes via la
voie du GMPc et contribuer ainsi aux mécanismes de sensibilisation centrale en favorisant la

libération de gliotransmetteurs comme la D-Sérine et/ou le glutamate.

Par ailleurs, il a été montré que I'allodynie provoquée par des injections répétées de
nitroglycérine chez le rat, dépendait de I'activation de la guanylate cyclase soluble (sGC*),
activée par le NO (Ben Aissa et al., 2018). En effet, I'injection d’un peptide activateur
spécifique de la sGC, le VL-102, entraine des effets similaires a ceux de I'injection de NTG, a
savoir une allodynie mécanique céphalique qui devient persistante en cas d’injections
répétées. De maniére intéressante, I'étude de la biodisponibilité de ce peptide a montré un

passage de la BHE, suggérant I'intervention de mécanismes centraux. (Ben Aissa et al., 2018).

Ces données sont a relier avec celles obtenues chez ’lhomme. Le Sildénafil (inhibiteur
de la phosphodiestérase de type 5, augmentant la concentration en GMPc) est capable

d’induire une crise de migraine sans pour autant entrainer de vasodilatation méningée
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(Kruuse et al., 2003), montrant I'importance de la voie GMPc indépendamment de son effet

vasculaire dasn la sensibilisation trigéminale.

A la lumiere de ces données, nous pouvons suggérer qu’une activation des astrocytes
par le NO au niveau central constitue un des mécanismes responsables de la sensibilisation
centrale trigéminale a I'origine de I'allodynie migraineuse. Cependant, nous ne pouvons pas
exclure le fait que le NO peut aussi activer les neurones via le GMPc au niveau pré- et post-
synaptique et donc augmenter la réponse neuronale indépendamment des astrocytes

(Garthwaite, 2008).
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Conclusion

L’ensemble du travail présenté ici a permis d’atteindre 2 objectifs permettant de mieux

comprendre les mécanismes neurobiologiques dans un contexte de migraine chronique.

Premierement, nos travaux ont permis de mieux caractériser le modele de migraine
par injection répétée d’un donneur de NO (ISDN) chez le rat. Ainsi, nous avons complété les
données de la littérature (Dallel et al.,, 2017) en montrant chez la femelle une allodynie
mécanique cutanée faciale qui devient persistante avec la répétition des injections d’ISDN.
Cette allodynie s’accompagne d’une sensibilisation centrale des neurones des couches

superficielles du Sp5C, comme le montre la surexpression de la protéine p-ERK.

Nous avons montré en condition chronique une sensibilisation centrale des neurones
WDR du Sp5C, plus importante en termes de proportion de neurones impliqués et d’intensité
par rapport a une condition aigue, traduisant une progression de la sensibilisation centrale du
systeme trigéminal. Ces résultats sont en accord avec les derniéres théories sur les
mécanismes de transformation de la migraine, ou la répétition des crises va activer de facon
soutenue les structures centrales (Aurora and Brin, 2017, May and Schulte, 2016). Cette
sensibilisation des neurones du Sp5C se traduit par la modification des réponses C, via une
augmentation l'input C et du wind-up. L’altération des contrbles descendants inhibiteurs
(CIDN) ne semble pas un élément contribuant a la progression de cette sensibilisation induite
par I'ISDN, puisqu’lls ne sont altérés qu’aprés un certains délais et de facon transitoire lors de
la derniére injection d’ISDN. Enfin, nous avons rapporté une différence de I'effet de la
répétition de I'ISDN sur les neurones a champs cutanés de ceux a champs mixtes (méningés).
Notre étude est la premiéere a différencier les neurones WDR en fonction de leurs afférences,
et la sensibilisation plus importante de la population purement cutanée en condition
chronique remet en question une origine méningée dans les effets du NO dans notre modele
de migraine. Il semble en tout cas que d’autres mécanismes sont impliqués, de maniére

importante, dans la sensibilisation trigéminale.

Deuxiemement, comme cela avait été suggéré par Bartley 2009 (« Could glia be a
factor in migraine ? »), nous avons pour la premiere fois, montré que I'allodynie cutanée
faciale et la sensibilisation centrale associée, dans ce modeéle de migraine chronique, dépend

de I'activation astrocytaire. En effet, d’une part la répétition ISDN provoque une sur-
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expression de la GFAP au niveau du Sp5C, et d’autre part I’hypersensibilité faciale ainsi que la
sensibilisation centrale des neurones du Sp5C sont inhibées par le blocage du métabolisme
astrocytaire. Nous avons montré que la libération du gliotransmetteur D-Sérine (co-agoniste
des récepteurs NMDA) est un des mécanismes a |'origine de la sensibilisation centrale
trigéminale. Ainsi, nos travaux sont en faveur et appuient I'hypothése selon laquelle un
donneur de NO comme I'ISDN induit I'activation des astrocytes, soit directement via
I'activation la voie du GMPc, soit indirectement via 'activation d’autres types cellulaire
activant en retour les astrocytes. Les astrocytes par la libération de D-Sérine, dans ces
conditions pathologiques, augmentent I'activation des récepteurs NMDA neuronaux a

I'origine de la sensibilisation centrale trigéminale et de |'allodynie faciale.

Ces travaux apportent, pour la premiére fois, dans un modele de migraine par donneur
de NO, des preuves de I'implication des astrocytes dans la physiopathologie de la migraine.
L'intervention d’un mécanisme d’action astrocytaire, via la modulation synaptique
gluatamatergique par la D-Sérine, permet d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques. La
compréhension de la physiopathologie de la migraine et I'amélioration des thérapeutiques ne
doit pas étre abordée, a l'instar d’autres douleurs, que par le seul angle neuronal. Nos données
montrent que l'altération du dialogue neurones/astrocytes est un élément déterminant dans

la progression de la migraine.
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Perspectives

Afin de consolider et compléter nos données un certain nombre de compléments
s'aveérent nécessaires a court et moyen terme pour enrichir nos connaissances plus

approfondie du role des astrocytes dans la physiopathologie migraineuse.

Analyser le décours temporel de I'activation astrocytaire

Notre principal résultat est une augmentation de la surface marquée GFAP+ en
condition ISDN-5 par rapport aux contrbles. Ce résultat nécessite d’étre complété en
caractérisant la dynamique de cette réactivité astrocytaire, en évaluant le marquage GFAP+ a
différents temps (Aprés ISDN-1, entre ISDN-1 et ISDN-4, avant ISDN-5), afin de savoir si la

persistance de I'allodynie est associée a une activation chronique des astrocytes.

Identifier les voies de signalisations astrocytaires impliquées dans I'effet ISDN

Nous avons tenté de mieux caractérisé I'activation astrocytaire en tendant d’identifier
une des voies de signalisation pouvant étre activée dans nos conditions expérimentales. Nous
avons montré que la voie p-ERK n’était pas activée dans les astrocytes, puisque nous n’avons
pas de colocalisation p-ERK/Sox9. De nombreuses études ont montré que la voie p-JNK était
préférentiellement active dans les astrocytes en condition de douleur neuropathique
notamment (Gao et al., 2010; Manassero et al., 2012; Zhuang et al., 2006). Nous avons tenté
de réaliser le co-marquage GFAP/p-JNK dans le Sp5C, pour l'instant sans succes. Le travail
devra étre reconduit pour mieux comprendre les voies de signalisations intracellulaires

impliquées dans la réactivité des astrocytes.

Nous avons également fais I’hypothése que I’action de I'ISDN passait par I'activation
de la voie GMPc au niveau des astrocytes et/ou neurones. Un co-marquage de I'enzyme
Guanylate Cyclase soluble avec GFAP ou NeuN permettrait d’apporter un élément de

compréhension de la sensibilisation astrocytaire et/ou neuronale par I'ISDN.
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Evaluer les effets d’un traitement de fond par inhibition astrocytaire

L’application intracisternale des agents inhibiteurs astrocytaires a montré son
efficacité dans le blocage de I'allodynie de « crise », c’est-a-dire de la baisse du seuil
mécanique facial apres la 5éme injection d’ISDN, mais est sans effet sur I'allodynie persistante.
Afin de savoir si cette allodynie persistante reléeve de mécanismes astrocytaires, il convient
d’administrer des injections de DAAO comme un traitement de fond avant chaque injection
d’ISDN et de suivre I'évolution de la sensibilité céphalique. Nous pourrions ainsi étudier si

cette allodynie est retardée ou bien bloquée.

Vérifier I'origine astrocytaire de la D-sérine dans le modéle.

Comme énoncé dans l'introduction, un débat sur l'origine de la D-sérine est
actuellement en cours au sein de lacommunauté scientifique. En effet les travaux de Wolosker
et collaborateurs en 2016 ont remis en cause son origine astrocytaire. Toutefois, |'origine
astrocytaire dans les conditions pathologiques comme dans les douleurs chroniques est
reconnue. Dans le contexte ISDN présent, nos résultats montrant le rétablissement de
I'allodynie mécanique apres avoir ajouté de la D-sérine en présence de gliotoxine est un
argument sur une origine astrocytaire de la D-sérine. Malgré tout, une confirmation de ce
résultat reste nécessaire. Pour ce faire nous proposons de tester le modele ISDN répété chez
la souche de souris Knock-Out pour le géne codant la sérine racémase (Srr -/-) sous le contréle

du promoteur de GFAP.

L’allodynie analysée dans notre travail est considérée comme un marqueur de
progression de la migraine (Bigal et al., 2008; Louter et al., 2013). Il n’en est pas moins un
symptome de cette pathologie. Ainsi, a plus long terme, il conviendra d’étudier le réle et

I'implication de I’activité astrocytaire dans les autres symptdémes de la migraine.

Evaluer le réle des astrocytes sur la douleur spontanée

La migraine est avant tout reconnue comme une douleur céphalique spontanée
d’intensité modérée a sévere et de durée variable selon les crises. Chez le rat il est possible de
détecter la douleur spontanée en analysant les expressions faciales selon la « Rat Grimace
Scale » mise au point par I'équipe de J Mogil en 2011 (Sotocinal et al., 2011). Nous proposons

d’appliquer le méme protocole d’étude de I'activité astrocytaire en mesurant les effets sur les
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variations d’expression faciales comme |'ouverture orbitaire, la frongure faciale ou encore

I’orientation des oreilles et des vibrisses.

Evaluer le réle des astrocytes sur la photophobie et/ou phonophobie

De la méme facon, il sera intéressant d’analyser I'impact de l'inhibition astrocytaire sur les
hypersensibilités a la lumiere et aux sons qui font partie des signes associés a la céphalée
migraineuse. Ainsi la photophobie pourra étre évaluée chez le rat par le test de préférence de
place et la phonophobie par le test du sursaut (Startle reflex) qui ont montré leur sensibilité

dans les modeéles de migraine (Mason et al., 2017; Oshinsky et al., 2012)

Evaluer le réle des astrocytes dans d’autres modeles

Pour consolider nos résultats et attester de I'implication et du réle des astrocytes dans
la progression de la migraine, il est indispensable de mesurer I'impact de l'inhibition
astrocytaire sur I'allodynie mécanique et la sensibilisation centrale du Sp5C avec un autre
modele. En effet, I'injection répétée d’ISDN est considérée comme un modeéle vasculaire
faisant écho a la théorie vasculaire de la migraine. La migraine est aussi sous-tendue a des
phénomeénes inflammatoires (théorie inflammatoire). Ainsi, le réle des astrocytes pourra étre
analysé avec le modele par injection répétée de soupe inflammatoire au niveau méningé, qui
présente des caractéristiques équivalentes au modele ISDN (allodynie, sensibilisation centrale

du Sp5C...)
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Annexe







En parralléle de mon projet de thése sur la migraine chronique et le réle des astrocytes,
jai collaboré avec Francois GABRIELLI (ingénieur de recherche) sur un article que nous

espérons soummettre avant fin 2019.

Au cours de cette collaboration, j’ai enregistré a la fois les champs de potentiels locaux
(LFP), qui sont le reflet de I’activation locale des neurones autour de I’électrode, et I'activité
unitaire. L’ojectif était de comprendre comment ces deux reflets de I'activité cellulaire sont

liés en utilisant une approche innovante par modélisation mathématique.









Extraction and modeling of C-fiber-evoked local field potential in
deep dorsal horn from heavily corrupted signal
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Inserm/UdA U1107, Neuro-Dol: Trigeminal Pain and Migraine, Université d'Auvergne, Faculté de Chirurgie
Dentaire, Clermont-Ferrand, France

Résumé

Les travaux ici présentés décrivent I'étude de la relation entre I'’émission de potentiels d’action et le
potentiel de champ local (LFP). Si la littérature est riche en méthodes basées sur le Spike Triggered Average
(STA), nous cherchons a démontrer que le LFP peut étre généré a partir du train de potentiels d’action
déclenché par une stimulation. Le LFP et I'activité unicellulaire ont été enregistrés dans le sous noyau
caudal du complexe sensitif du trijumeau (Sp5C) alors que des stimulations électriques cutanées étaient
appliquées pour recruter les fibres Ag, As, et C. Nous présentons ici une méthode pour éliminer le bruit
important d{ aux alimentations électriques ainsi que pour supprimer les potentiels d’action du LFP, duquel
a été modélisée puis retirée la dépression due aux fibres A, pour récupérer la dépression due uniquement
aux fibres C. Les résultats montrent qu’il est possible de générer une dépression de type C a partir du train
de potentiels d’action en utilisant la convolution avec un modéle a simple exponentiel décroissant. De plus,
il est possible de récupérer le PSTH des potentiels d’action a partir de la dépression C en utilisant le méme
modele. Sion considere que le LFP découle d’une intégration spatiale de I'influx nerveux en réponse a une
stimulation unique et provenant des neurones avoisinants, et que le PSTH est une intégration temporelle
de I'activité unicellulaire sur plusieurs stimulations, on peut établir que le réseau neuronal du Sp5C se
comporte comme un systeme ergodique, et qu’une telle caractéristique pourrait devenir la signature de
son organisation somatotopique, applicable a d’autres zones neuronales.

Abstract

The present paper introduces an investigation of spikes-LFP relationship. Aside from all attempts based on
STA (Spike Triggered Average) with spontaneous recordings, we hypothesized that LFP could be inferred
from spikes under evoked condition. LFP and single cell spikes were recorded in the Sp5C while Ag, As, and
C fibers were recruited with electrical stimulation on skin. We detail a process to remove heavy powerline
noise and spikes from LFP, from which the A-volley LDP depression was removed to highlight the C-volley
LFP depression. Results showed that we could infer such C-volley depression from spikes using convolution
and a single exponentially decaying template with acceptable correlation coefficients. In addition, we could
recover the spikes as PSTH from the LFP, using the same template, again with acceptable correlation
coefficient. Considering that LFP is a spatial integration of neuronal activity from nearby neurons
responding to a single stimulation and PSTH is a temporal integration of a single neuron to several
stimulations, neurons of Sp5C act as a ergodic system, and this characteristic could be a signature of the
somatotopic organization of the Sp5C that could be used for other neuronal areas.



Introduction

There is a growing need to highlight the relationship between spiking activity and local field potential (LFP)*"
4 Several studies investigated that relationship, but only a few came close to acceptable solution, with good
correlation coefficients®>®. The latest results focused mainly on connecting the spiking activity of a single
neuron, considered as a genuine marker of neuronal activity, to LFP, which is considered far easier to
measure, and has multiple applications for Brain Computer Interface (BCI)**. A commonly used approach
consists in averaging the LFP around spike time, to get the Spike Time Average (STA)¥"1°, and use it as a
template, but whereas promising, correlation coefficient between measured LFP and calculated LFP
remained low. One reason may be that under spontaneous activity, neurons respond to numerous inputs,
and as LFP is considered a local, grouped activity *12, its spontaneous fluctuations are by definition subject
to activity of nearby neurons, that might be different from the one that is being recorded. Considering the
investigation of Spikes-LFP relationship, we made the hypothesis that a bilateral relationship exists, but, as
previously stated®, it could only be highlighted when a group a neurons fire synchronously, and therefore it
should be investigated under evoked condition only*>!4. The use of stimulation to generate evoked signals
is already widely described in the literature, especially in the field of neuropathic pain >24 More
specifically, whereas pain evoked LFP recording is also well documented in the sciatic nerve, our previous
studies highlighted interesting results on pain evoked LFP recording in the Sp5C from cutaneous and
meningeal electrical stimulations 2>%¢. In addition, the study of that area is a key factor to understand the
underlying mechanisms of chronic orofacial pain and migraine, and is of great interest. Therefore, we
decided to start working on electrophysiological response of WDR (Wide Dynamic Range) neurons of the
dorsal horn inside the Sp5C to electrical stimulation of the face, and with a single electrode, instead of
electrode array’>?7:28, Electrical face stimulation usually induce an early spiking volley corresponding to the
answer from Ag and As fibers recruitment, identified as A-volley, and a late spiking volley corresponding to
the answer of slower C fiber, identified as C-volley. We focused on the pain related activity, and therefore
we considered only the C-volley spikes, and the corresponding depression in the LFP, hereafter identified
as C-volley LFP depression. That depression was investigated in the case of electrical stimulation of the
sciatic nerve with multiple methods, such as area under curve??4262% or amplitude difference with
baseline!”30-33, We hypothesized that the analysis of LFP and C-volley spikes during pain evoked stimulation
would achieve 2 main goals.

The first goal of the present paper was to validate a new method to extract the C-volley depression of the
LFP in order to be compared to a single cell spiking activity. We identified two issues that had to be solved
before having access to the C-volley LFP depression: firstly, powerline noise was incredibly high and all
common filtering process were obsolete/not efficient to eliminate that noise without distorting the LFP
because of 1) signals must be processed off line making real-time/online approach inoperant3*3’, 2)
frequency bandwidth that is shared between LFP (10-150Hz) and noise and harmonics (50-100-150)%, and
3) electrical stimulation artifact comes with very large discontinuities that generates ripples from usual
filtering process. In addition, because analyses were done offline, no noise reference was available, thus
cancelling the use of traditional adaptive noise cancelation algorithm3>%, Therefore we developed our own
reference free adaptive noise cancellation process using non-linear least square approach that is inspired
from similar previously published process**=3, Secondly, spatial proximity of stimulation site and recording
site implied short latency on A-volley and C-volley, and very little difference between the latencies of those
two spike volleys. As a consequence, C-volley LFP depression occurred within the decaying part of the A-
volley LFP depression, such as already documented?>2®. In addition, the C-volley LFP depression might be
small enough not to be visible, making traditional techniques (AUC, tangential line, etc.) ineffective.
Therefore, we had to come with a way to extract the C-volley LFP from the A-volley LFP depression, using a
simple mathematical to model and subtract the A-volley from the LFP.

The second goal of the present paper was to investigated the relationship between C-volley LFP depression
and spiking pattern. In total disagreement with the literature?, we hypothesized that, even from a single
electrode recording, the C-volley LFP depression could be inferred from the spike pattern, and to do so, we
considered the spiking pattern obtained from several simulations instead of only one. Finally we compared
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the PSTH obtained from several stimulations with the mean C-volley LFP depression, under the hypothesis
that the averaging process would smooth the influence of surrounding neurons in the LFP, in order to
identify how spikes infer the LFP.

Results

1 : extraction of C-volley evoked LFP

1.a : powerline noise cancellation

Due to heavy powerline noise, raw signals could not allow to study local field potential (figure 1, A). Once
processed with the proposer noise removal algorithm, each evoked response exhibited a signal with little
high frequency noise, numerous action potentials, and a typical A-volley and C-volley depressions (figure
1.B).
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Figure 1: (left) Raw original recording of evoked answer of a Sp5C neuron, with heavy powerline noise.
(right) Same recording, but free from powerline noise. Voltage in mV against time in ms.

1.b : Production of LFP-ready signal

Once the evoked signals were noise free, they were ready to be processed to enable a proper analysis of
the Local Field Potential. Spikes, as locally timed high frequency content, were successfully removed with
the median filter (figure 2.A, see methods). Yet, each recording exhibited both LFP compound from the
evoked stimulus and compound from all other sources. Evoked components of the LFP were highlighted
after averaging, and the final signal was ready for C-volley LFP analysis (figure 2.B).
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Figure 2 : (left) Noise free and spike free evoked evoked answer. (right) Same recording, but averaged over
30 stimulations. Voltage in mV against time in ms.



1.c Extraction of C-volley LFP

Thanks to anatomical proximity of stimulation site and recording site, latencies of LFP depressions
corresponding to A and C-volley were close enough to fuse. Rather than using previously published method
to estimate the depth of LFP repression, we propose to separate the two depressions using a exponentially
decaying model: figure 3.A shows the goodness of fit of such a model to the actual LFP.

The A-volley depression (figure 3.A in red) is subtracted from the LFP, and the C-volley depression appears
clearly (figure 3.B).
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Figure 3 : (left) Goodness-of-fit of the exponential decaying model (red curve) to the A-volley depression.
(right) Resulting curve once model was subtracted from the actual signal, only for time ranging from 35ms
to 500ms. Voltage in mV against time in ms.

As shown on figure 3.A and 3.B, the C-volley LFP depression was a lot smaller than the A-volley depression.
Overall, the present method allowed us to extract very small C-volley depressions, as expressed in % of A-
volley amplitude (figure 4).

09

0.8

e
far

1=
o

Cumulative probability

Ratio C-volley / A-volley(%)

Figure 4 : cumulative histogram of relative amplitude of C-depression extracted over all recorded signals.
Expressed as % of amplitude of the A-volley decaying model

Figure 4 shows that half of processed signal exhibited a C-volley/A-volley ratio under 25%, and one third of
processed signal exhibited a C-volley/A-volley ratio under 15%, demonstrating the efficiency of the process
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and its ability to extract very small C-volley depression in LFP, even when they were mixed with the A-volley
depression.

2 ldentification of LFP - spikes relationship

2.a ) LFP — spikes synchronization

Once the C-volley depression of the LFP was extracted, it was ready to be compared to the spiking activity.
We extracted the C-volley part of the PSTH, by using only the spiking time within the documented C fiber
latencies for trigeminal stimulation [50ms-150ms]. Once C-volley PSTH and C-volley LFP depression have
been synchronized (figure 5.A), one can obviously see that the maximum of PSTH depression, around 90ms,
preceded the maximum depression in the LFP, around 112ms. In addition to the LFP and the PSTH, we
considered the variation of the LFP, brought by the time derivative. A closer look at figure 5.A shows that
PTH latencies fitted the variation of the LFP, and not the LFP itself, including the double peaks of the C-
volley. In order to confirm that observation, latencies between maximum depression of PSTH and maximum
depression of the LFP were compared to latencies between maximum depression of PSTH and maximum
depression of the derivative of the LFP.

Figure 5.B shows that absolute latencies between maximum depression of C-volley PSTH and maximum
depression of derivative of LFP were lower than absolute latencies between peak of C-volley PSTH and
maximum depression of LFP.
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Figure 5 : (left) Example of simultaneous PSTH, LFP and variation (time derivative) of LFP for the same block
of 30 stimulations. Amplitude normalized by maximum depression, versus time in ms. (right) Comparison
of absolute latencies between maximum depression of PSTH, and maximum depression of LFP and
derivative of LFP (N = 232, paired t-test, p<10).

Those observation suggests that the C-volley spikes were anterior to C-volley LFP depression in our
measurements. Therefore, LFP depression could not be the image of presynaptic events, as the resulting
depression would appear before the peak of PSTH. One suggestion can be that presynaptic events generate
spikes, with a well-known mechanism, and also generate the LFP depression, but with a separate delay and
mechanism. As a results such a construction could build a model with one input (presynaptic events) and
two outputs (spikes and LFP). We can currently try to describe any relationship between spikes and LFP, as
presynaptic event were not available in our experiment.

2.b) Spikes to LFP

Starting from the previous observation, one could start to search for a differential equation between C-
volley LFP depression and C-volley PSTH. More interestingly, one could investigate a more direct
relationship between spiking activity (PSTH) and LFP, by the mean of a convolutional approach. This
approach was preferred because more “mechanistically” compatible.



Convolution implies that a group of neurons serves as a filter with a spike train as input, an additional
smoothing step (due to propagation) and the LFP serves as the output, as showed on figure 6.
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Figure 6 : illustration of the convolution process. Arbitrary amplitude on all the following lines : C-volley
spike timing, convolution function as a single decaying exponential, result of the convolution (before
smoothing) and C-volley LFP, against time (in ms).

Only one convolution function was tested, a single decaying exponential function, with three parameters:
amplitude, decay rate and latency correction. Once those parameters were optimized, C-volley LFP were
extracted from both original and computed LFP, signals were plotted and compared (see figure 7).
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Figure 7: example of goodness-of-fit between measured C-volley LFP (in blue) and calculated C-volley LFP
(in red), for a fast decaying C-volley depression (left) and a slow decaying C-volley depression (right),
amplitude in mV versus time in ms.

Figure 7 shows two examples of calculated LFP from spiking pattern, one with a fast decaying C-volley
depression and one with a slow decaying C-volley depression, both correctly reconstructed with the proper
elementary function convoluted with the spiking pattern. In order to assess the efficiency of the approach,
original and computed LFP were linearly correlated using Pearson correlation coefficient. Distribution of
correlation coefficient can be seen on figure 8.



Cumulative probability of correlation coefficient(%)

Figure 8 : cumulative distribution of correlation coefficients over all collected data, expressed in percentage

Over all collected data, 75% of all correlation coefficients were greater than 0.8, that shows an excellent
correlation, and thus validating that LFP can be calculated from the spiking pattern through convolution
and with the proper convolution function.

2.c) LFP to PSTH

In order to prove that the previous approach can be reversed, and that the spiking activity or PSTH can be
accurately produced from the LFP. Since the LFP could be generated from the spiking pattern using
convolution, the first step was to use the deconvolution, such as Wiener deconvolution or basis pursuit, but
none of these method could lead to a spiking pattern that lead to the proper PSTH.

Another option was to choose a probability density function (pdf) and a spike number, generate a random
volley of spikes according to that pdf, calculate the corresponding LFP using convolution method and
compared than LFP to the measured LFP (see methods for details). Several pdf were tested, and the best
PSD revealed to be a triple logistic function (see methods), with the following parameters:

- Centraltimestl, t2 and t3 in ms
- Width Win ms

The triple Logistic function allowed us to model either short duration/large amplitude C-volley or plateau-
like/medium amplitude C-volley (figure 9).
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Figure 9 : examples of PSTH calculated from probability density function with from 4 different sets of
parameters (T1, T2, T3, W and N), chosen to illustrate the ability to produce a PSTH with a shape from a
narrow, single peak PSTH (A), to progressively wider distribution (B, C and D). Each PSTH were calculated
with the same total number of spikes (N=500)

Spiking pattern produced by the method were used to calculate corresponding PSTH, and overall goodness-
of-fit was assessed using Pearson coefficient on total spikes number. Resulting PSTH were very close to the
actual measured PSTH (figure 10), with peak timing of PSTH and global shape very comparable, although
PSTH exhibited obvious lower AUC.
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Figure 10 : A and C: examples of calculated PSTH; B and D: corresponding LFP. In the first case (A and C),
the approach correctly generated the double peak in the psth (with peak at 70ms and peak at 120ms) that
correspond to early and late C-volley. In the second case (B and D), the approach correctly calculated a
wider, yet single peak, psth

Final performance of the calculation of spiking activity from the LFP was assessed by correlating the total
number of spikes from calculation and measurement. Correlation was done in three folds: firstly, for each
specimen, calculated spike number were compared to measured spike number for each stimulation session,
(stimulation number ranged from 4 to 19, depending on specimen, figure 11); secondly, by correlating all



spike number from all recording all together (figure 12); thirdly, by presenting the proportion ratio after
correlation for each of the 18 specimens (figure 13).
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Figure 11 : calculated spike number versus measured spikes number for specimen 1 to 18 (blue dots), with
linear regression (red line), Pearson correlation coefficient R and proportion ratio a.
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Figure 12 : calculated spike number versus measured spikes number from all recorded data (blue dots),
with linear regression (red line), Pearson correlation coefficient R and proportion ratio a.
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Figure 13: distribution of proportion ratio for the 19 specimens, with mean proportion ratio of 0.59

Overall, calculated spike number were highly correlated to actual measured spike number for the C-volley
: the average correlation coefficient was 0.701 when calculated from the 18 specimens (figure 11) but when
correlation was assessed with all data pulled together, the correlation coefficient increased to 0.8 (figure
12). Itis worth noticing that the process, while highly correlated, underestimated the spike number by 40%,
as showed by the slope value of the regression line, with a mean value of 0.59 (figure 13). That confirms
the observations made on the AUC of the calculated psth, that seemed to be lower (figure 10).

Discussion

Power line denoising

Results showed that powerline noise can be removed even from heavily corrupted signal, in evoked
condition, offline, and without the powerline reference, thanks to the nonlinear least squared approach. In
addition, the proposed method dos not change the low frequency content of the signal, hence the LFP
should not be corrupted by the denoising process, allowing us to study it. In our case, working with
nonstationary signals, very low SNR (mean SNR of 13.1dB, from -3dB to 30dB), varying noise parameters
and lacking noise reference, adaptive noise cancelling was the only option. No bandstop or notch filter could
be designed that came close to a noise free signal without signal distortion considering our SNR and the
time delay between stimulation artefact and signal of interest. Reference free powerline noise cancelling
applied to neuroscience is somehow quite recent. Comparison with other denoising process such as
proposed by already published works?”#*%* should definitely be undergone to investigate improvement, but
our denoising process appeared to be efficient enough.

Extraction and analysis of C- volley LFP

Results show that it was possible to extract the C-volley LFP even when mixed into A-volley decaying part
and when the ratios C-volley depression/A-volley depression were small (see result figure 4). As a
consequence, those results enable the analysis of C-volley LFP on a large combination of recording /
stimulation sites : spatial proximity of the two sites, considering A and C fibers transmission speed, may
generate mixed LFP depression, but is no more an issue. Other methods required to record C-volley free
signals, with only the A-volley depression, i.e. with lower stimulation intensity. The A-volley-only LFP was
then subtracted from the A+C volley to produce the C-volley LFP, such as previously demonstrated on sciatic
nerve?, Due to additional recording time that extends the whole experimentation and could jeopardize
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other results, it was chosen to post process the signal instead of produce more recordings and subtract
them.

Furthermore, extracting the C-volley LFP can lead to a more complex analysis than simple indicators such
as maximum depression or AUC?&2429314546 . C.yglley LFP as presented figure 3.b exhibits a very
recognizable profile. One can easily recognize the double decaying exponential curve, usually associated
with EPSCY¥, inside that C-volley LFP depression. Future works will investigate the meaning and
interpretation of the shape of the C-volley LFP. Meanwhile, that shape will be presently studied as the image
of the spiking activity of nearby neurons.

LFP and PSTH relationship

Results showed that it was possible to assess LFP<&spiking activity relationship, in both ways, after
powerline noise removal and C evoked signal extraction, and hopefully contradict previously made
prediction?.

Our results confirm previous conclusions in the literature!®'4, concerning the relationship between PSTH,
LFP and its derivative: PSTH variations correspond to the variations of the first derivative of LFP instead of
the variation of the LFP itself, with spikes volley being anterior to LFP depression, confirming previous
results on facial pain-evoked recording of LFP* or sound-evoked recording in auditory cortex!!. This
suggests a kind of causality from spiking activity to LFP variation and could trigger a study based on
differential equation. But without proper theoretical background to feed a proper formulation, this path
was not further explored.

However, such causality, meaning spikes being linked to variation rate (derivative) of the LFP rather than
LFP itself, is in conflict with all literature investigating either the spike triggered LFP or the spike-LFP
phase®% | or trying to link spiking frequency to LFP state?’. The main difference comes from the
experimental nature of the LFP itself: those studies were based on spontaneous activity whereas our work
was based on evoked condition only. Indeed, evoked condition, such as cutaneous electrical stimulation,
assures that a group of neurons have similar and synchronized inputs/solicitations, thus generating a
deeper LFP signature that is synchronized with spiking activity. This observation is in accordance with
previous studies® which concluded that spikes synchronization (from evoked condition) is a key factor to
explain LFP oscillations.

Considering LFP computed from spikes or PSTH calculated from LFP, recent works have investigated the
relationship between spiking activity and LFP and worked on generation of firing frequency from LFP, based
on Support vector Machine® or least squared correlation®. Best correlation coefficient obtained through
their proposed method were respectively 0.4 and 0.52 on firing rate. Our approach revealed to be more
efficient, and reached a correlation coefficient of (r = 0.7 on spikes number). Again, such improvement can
be easily explained by an evoked condition, compared to spontaneous activity: literature suggests that LFP
reflects mainly a network activity, and LFP is most certainly polluted by the diversity of inputs to neurons
network. Overall, the ability to recover the PSTH from the LFP only is a huge improvement for extracellular
recording as itis usually accepted that LFP is easier to record than single cell activity. However, the proposed
method also comes with some limitations: although we did prove that LFP could be inferred from spikes
providing one find the proper convolution template, the proposed method mostly provides a way to find
the proper convolution template. Further work are definitely needed to generalize the convolution
template or at least provide a minimal set of functions instead of a model to be fitted. Also, the very same
template was needed to infer the PSTH from the LFP and the method cannot process blindly without the
template. As a consequence, inferring the PSTH from the LFP in our experimental condition would not be
currently possible without previously identify the convolution template, and that builds a limitation that
needs to be assessed in future works, by identifying a generic template.

In addition to those direct applications for experimental design, results could be interpreted as follow. On
one hand, the LFP is often considered as a spatial integration of the neuronal activity>!?, and any signature
in the LFP, when associated with evoked activity, suggests that local neurons are involved with the
corresponding stimulus. On the other hand, PSTH is by definition a temporal integration from several
occurrences of the output of the same neuron from the stimulus. Being able to calculate the PSTH from LFP
of the LFP from the PSTH suggests that evoked neuronal activity can be seen as an ergodic system>°: multiple
stimulations of the same unique individual element leads to the same statistical distribution as a single
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stimulation of several elements, provided they correspond to a similar stimulus area. This characteristic
may be possible in our experimental condition. As a consequence, and thank to the somatotopic
organization of the Sp5C, ergodicity may be a signature of both spatial organization of neurons and
synchronicity. Therefore, when used on a different anatomic area, proof of non-ergodicity may reflects a
different somatotopic organization.

Now, it is well known that during single cell recording, the simultaneously recorded LFP comes from
surrounding neurons, up to 200um??, and this properties induces two limits of our work: firstly, and thank
to ergodicity of that particular neuronal area, we could generate the LFP from spiking activity and somehow
approximate the PSTH from the LFP, but we used a single convolutional function for each recording. Yet by
no means should the convolution function be the same for all neurons that participates to the LFP.
Therefore, our bidirectional approach did not achieve perfect reconstruction, and future work will try to
include multiple convolutional functions in order to reflect the participation of several surrounding neurons
to the LFP. In addition, our protocol deeply underestimate the total spikes number, by an average of 40%,
whereas the corresponding LFP were correctly reconstructed. That result was assumed to come again from
the uniqueness of the convolution function: the SIMPLEX algorithm worked on the probability distribution
of spikes, demonstrating that large differences in PSTH produced small errors in LFP. Again, separate the
spikes from different neurons and associate those with specific convolution function should help to build a
process that describes the bidirectional LFP-spikes relationship. Secondly, we used a single electrode to
record single cell activity and LFP and, as it was previously stated in literature?, the process would definitely
require multiple electrodes to properly understand the relationship between single cell activity and LFP.
Not only it could lead to proper source separation to associate separate convolution function to each
neuron, but it could to understand the small fluctuation in the LFP that are not generated by the evoked
condition, such as during spontaneous recording.

Conclusion

We hypothesized that a bilateral relationship could exist between single cell extracellular recording and
local field potential under evoked conditions in the Sp5C. Results showed that a template could be defined
that generates the C-volley LFP depression, once averaged over 30 stimulations, from the C-volley spikes,
once gathered from those stimulation, by convolution. In addition, the same template could be used to
reverse generate the PSTH from the LFP. Limitations still exist, but the fact that temporal integration (PSTH)
can infer spatial integration (LFP) describe an ergodic system, and that characteristic could lead to the
signature of the somatotopic organization of the Sp5C, that could be used in other neuronal area.

Materials and methods

Animal description

Adult male Sprague-Dawley rats (250-300 g; Charles River, L'Arbresle, France) were raised at 23 + 1 °Cin
plastic cages (425 x 266 x 185 mm, 2-3 rats per cage; Tecniplast, Comerio, Italy) with soft bedding and water
and food ad libitum in a 12-h/12-h dark/light cycle for at least one week before experiment.

Animal experiments were performed according to the ethical guidelines of the International Association for
the Study of Pain, the Directive 2010/63/UE of the European Parliament and the Council on the protection
of animals used for scientific purpose. Protocols for animal care and use applied in this work were approved
by the appropriate local committee at the University of Clermont-Ferrand-Auvergne. All efforts were made
to minimize the number of animals used. All experimenters were blind to treatment conditions. Rats were
randomized into treatment groups before any assessment.
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Animal preparation

Animal surgery for in vivo electrophysiological recordings within the MDH were performed under 2%
isoflurane (Aerane®, Baxter SAS) in a NO2/02 mixture (1/3 —2/3).

A tracheal cannula was inserted to perfom artificially ventilation with a volume-controlled pump (54-55
strokes/min), and linked to a gaz monitoring system (Dragér®, Vamos, Allemagne). The level of isoflurane,
02, N20 and the end-tidal CO2 (3.5-4.5%) were monitored during the entire experimental period. The
carotid artery was cannulated to perform arterial pressure and heart rate monitoring with a pressure
transmitter (UFI, Morro Bay, CA, USA) attached to an amplifier (Stoelting , Wood Dale, IL, USA). This system
is then interfaced to a computer (Cambridge Electronics Design 1401 computer interface). Finally, the
jugular vein was cannulated, the animals were paralysed by an i.v. perfusion of vecuronium bromide (2.4
mg/h) . Core temperature was maintained at 37 + 0.5 °C with a homeothermic blanket system. The
animals were placed in a stereotaxic frame with the head fixed in a ventroflexed position (incisor bar
dropped 5 mm under the standard position) by means of an adapted metallic bar. The trigeminocervical
complex (TCC) was exposed by removing the overlying musculature, atlanto-occipital membrane, dura
mater and a cervical laminectomy. The dura overlying the dorsal surface of the right hemisphere and
transverse sinus was exposed and flooded with aCSF. After surgery, the level of isoflurane was reduced to
0.75% and maintained at this level during the recording period. This percentage allowed a level of
anaesthesia that was adequate for ethical purposes but that did not depress neuronal responses to noxious
stimuli excessively.

Electrophysiological recording

Unitary extracellular recordings Glass microelectrodes (2-8 Mohm) filled with 5% NaCl containing
pontamine sky blue were used to record activities within the right MDH.. The electrophysiological setup
was essentially as described previously (Boyer et al., 2014; Flores Ramos et al., 2017). Single-unit activities
were amplified on a differential amplifier (50 Hz band-stop filter, High pass filter 10 KHz, low pass filter 300
Hz , gain 103), 50 Hz artefact was removed online with a HumBug (Quest Scientific®) and displayed on
oscilloscopes (HAMEG® ; Oscilloscope HM507). The activities recorded went into a window discriminator
(WPI, 121 Windows discriminator) connected to a CED 1401plus interface (Cambridge Electronic Design)
and a PC computer (Spike 2® version 6.16 software, CED, Cambridge, UK), which allowed sampling (50 kHz)
and analysis of the spontaneous and evoked neuronal activity. The local field potential (LFP) was recorded
with the same microelectrode, amplified (No band-stop filter, High pass filter 0.1 Hz, low pass filter 10k Hz
, gain 102) and directly connected to a PC through CED 1401plus interface.

Mechanical noxious (pinch with forceps) and innocuous (paint brush) stimulations of cutaneous receptive
fields were performed to characterize wide-dynamic range (WDR) neurons. Every neuron responding to
stimuli from innocuous to noxious intensity with progressively increasing firing rates was classified as WDR
neuron. Electrical stimuli (2 ms duration) were delivered to the cutaneous receptive field through two
subcutaneous stainless steel needle electrodes (0.35 x 15 mm) and the thresholds for A- and C-fiber-evoked
responses determined. A and C-fiber-evoked responses within poststimulus histograms were dissociated
based on their latencies: responses with a latency > 30 ms were considered as C-fiber-evoked (Boyer et al.,
2014; Flores Ramos et al., 2017). The receptive field of every neuron recorded was mapped on a standard
rat face outlines. At the end of recording, recording site was marked by electrophoretic deposition of
pontamine sky blue. After the animal was killed by injection of a lethal dose of pentobarbital, the brain was
removed and fixed in a 10% formalin. 1 week later, the tissue was frozen, cut into serial 90 um thick sections
with a microtom (MICROM HMA450, Microm). Recording sites (blue dye marks) were localized by
microscopic examination.

Powerline noise removal

Once recordings were available as files, they were processed using homebrew code under Matlab
environment (© 1994-2019 The MathWorks, Inc.).

Extracellular electrophysiological recording systems are extremely sensitive. As a result, they capture noise
from several origins, and such noise exhibits brutal variation (>1s) in its characteristics, such as frequency
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bandwidth, harmonics, distortion, or first and second order moments. Consequently, online denoising
systems must be very reactive and show very high dynamic adaptability.

Such online systems require either specific tools (such as Humbug®©) of additional construction (Wesson
2009, Stefano 2005). Without proper skills or knowledge in hardware, recording of signal is usually done
with noise, and signal must be denoised offline. The most common noise is the powerline noise: signal
comes with additional sinusoidal noise at 50Hz (60Hz in USA and Japan), with several harmonics. The most
common way to denoise such signal is by using a notch filter. In the specific case of LFP study in evoked
condition on signal, a notch filter would also remove some frequencies within the LFP range, and may bring
additional oscillations from the stimulation artifact: in the case of face stimulation and Sp5C recording, the
artifact is temporally very close to the neuronal response.

The proposed approach uses the Gauss-Newton algorithm (Bjorck, A. (1996). Numerical methods for least
squares problems. SIAM, Philadelphia) on a sliding window to iteratively infer frequency, amplitude and
phase for each harmonic: a small windows allows the process to stay dynamic enough to follow any changes
in the characteristics of noise. Therefore, the recorded signal was modelled as follow :

M
s(t) = LFP(t) + o) + K + Z Asin(2krFyt + o)
k=1

With s the recorded signal on the time window, LFP the actual electrophysiological information i.e. the
Local field Potential, o a residual noise, K the offset, and the powerline noise composed of M harmonics:
Ay the amplitude, @, the phase and F, the fundamental frequency of the k™ harmonic. For each harmonic,
let B be the vector of parameter such as B = [A ¢ F]T. Starting values for ki harmonic were g(® =
[RMS(s) 0 50k]”, with RMS being the Root Mean Square value of recorded signal s over the time
window. For the first harmonic, K was also to be calculated. B was then iteratively inferred from Jacobian
matrix J and residual error r with the following equation :

,Bi+1 — Bi _ UT])_llTr(ﬁi)

With the Jacobian matrix J for fundamental:

- ds -
YN
Os sin(2wF;t + ¢,)
J= OF; | _ [t.cos(ZmF it + ¢q)
0s cos(2mFit +1)
g, 1 .1
ds

And the Jacobian matrix J for harmonic (k = 2):

— ar -
0A
ark sin(2knF,t + @y)

J= = |t.cos(RkmF,t + @})

OF,
ark cos(2knFyt + @)

Ers

And the stop criterion:
LIt — Bl < 0.01
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For each time window [width 30ms, step of 1.5ms], noise parameters were assessed (frequency, amplitude
and phase for each harmonic, and offset for the fundamental), and stored. Stimulation artifacts are dealt
with by temporally suspending the denoising process during 30ms. Once the signal was analyzed, noise
parameters were low pass filtered (3rd order zero phase Butterworth low pass filter at 5Hz). Then noise
was reconstructed and finally subtracted from the original signal.

Spikes removal and smooth

As no previous methods®! achieved good results, spikes were removed using a 3" order, 31 points Savitzky-
Golay filter®. Signals were then smoothed by calculating the median value over 30 stimulations.

C-evoked LFP extraction

We used a model for the A-volley LFP signature. If looked closely, that signature is very close to a single
exponential curve. Segment of signal to be processed were selected manually and four time stamps were
placed : one at the max depression of the A-volley in the LFP(A), one at the beginning of the C-volley usual
timing (B), one at the end of the C-volley usual timing (C), and one at the end of LFP recording (D). The (A-
B) and (C-D) portions of the LFP are used as the curve to match for the algorithm, with (B-C) portion eluded,
as it contains the C-volley depression. Then, once again, a non-linear least-squares approach (Newton-
Gauss) was used to remove the A-volley LFP depression, in order to extract the C-volley-only LFP
depression>3, See above for iterative steps, with the following model and Jacobian matrix:

t
s(t) = LFP.(t) + o(t) + Kge T+ K, + a.t

_as_
3k, t

ds l[ e ]I
- |5 ||
0K,
ds
L 9a |

With s being the total LFP, LF P the C-volley LFP depression, ¢ a random noise, K, the amplitude of the A-
volley model, T the decay rate of the A-volley model, K; the offset, and a the linear drift. Stop criterion was
the same as above. Once the algorithm had converged (see figure 3.A), the model was subtracted from the
LFP to extract the C-volley LFP depression (figure 3.B).

Spikes to LFP relationship

Spike latencies corresponding to the 30 stimulations used to calculate the LFP were gathered to provide a
binary spiking variable: a continuous vector of ‘0’ (no spike) and ‘1’ (spike) at the same sampling frequency
than the LFP.. That binary variable was then convoluted with a unique single exponential decaying
template:

_(t-ty)
template(Ky,T,t,,t) = Ke™ =
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With K the amplitude of the template (usually in negative pV), T the decay rate (in ms), and ¢, a small time
delay (usually less than 1ms) representing a spike-to-LFP propagation time.

Or a unique double exponential decaying template:

_(t—to) _(t=to)
template(Ky, 71,72, t0, Ko t) =Kje ™1 .|{1—e T2 |+K,

Let f be the function that takes the spikes binary information as input, and returns the LF P-as output:
f(Ky,1,t) = SG(spikes +x emplate(K,, T, t,, T))
or

f (K1, 71,72, 60, Kp) = SG (spikes * template(Ky, T4, T, to, Kz, T))

With (*) operator being the convolution, SG is a Savitsky-Golay filter of 2" order and window length of 5ms,
and T the time vector corresponding to the recorded LFP.

We finally used the SIMPLEX algorithm** to find the optimal parameters K1 oy, Toptis to opti that minimize
the Euclidian norm of the difference between f(K;, T, t,) and LF P, to demonstrate that we could find a
unique template that transforms the spike pattern into LF P,.

LFP_reconstructed = f (K1 opti» Toptir to opti)

with
K optis Toptis to opti = KTTHI}O”LFPC — f(Ky, T, to)ll

LFP to PSTH relationship

We used the legit function (inverse of logistic function) to produce the probability distribution function (P)
of spikes, with a mean value of u and a spread value of , and a probability x € [0,1] :

Lys(x) = ,u+a.ln(1 ix)

In our use, the variable x was linearly spaced from 0 to 1, over N values, to build a vector of size N, X. The
L function was then transformed into a three variables function:

L(u,o,N) :u+a.ln(

%)
1_XN

Such L function produces a probability distribution function equals to :
_X-u
g

PSDu’g(X) = —X—MZ
(1 + e_T)

And illustrated in figure 14, with y = 100ms and o = 5ms

16



25

20

15

PSD (%)

10

5

Time (ms)
0 50 100 150 200

0

Figure 14: probability distribution function of spikes with mean value of 100ms and spread value of 5ms

To estimate the actual spike distribution from the LF P we built a PSD; composed of 3 Logit functions, such
as illustrated in figure 15.
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Figure 14: two examples of actual PSD used to estimate spike distribution from LF P, with close mean
frequencies to mimic a single peak with a single large probability(A) and separate mean frequencies to
mimic a plateau of distribution (B)

As a result, the final function that produces the spike distribution is :

3
Xny3
L(,ul,,uz,ﬂg,O',N) = Zﬂl + o. In <#>
i=1 —4N/3

With uq, 4y, 13 being the mean values of the three distributions, o the spread of the distribution,and N the
number of spikes. The L function produces a distribution of spikes of different shapes, such as illustrated in
figure 9 (see results). From that distribution of N spikes, a binary continuous variable was constructed,
similarly to above, and the LFP was reconstituted again by convoluting the appropriate template, using the
following equation:

LF Preconstructed = g(:ul' Uz, U3, 0, N) = SG(L(uy, 4y, u3, 0, N) * template)

With (*) operator being the convolution and SG is a Savitsky-Golay filter of 2" order and window length of
5ms. The SIMPLEX algorithm was used to find the optimal parameter that minimized the Euclidian error
between the measured LFP and the computed LFP: overall we reconstructed the PSTH by calculating the
optimal spike distribution that, once convoluted with the corresponding template, fitted with LFP.
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( PSTH = histogram(L(,ul opti» 42 optir U3 optir Ooptis Nopti))

and
LFPreconstructed = g(.ul opti» Uz opti» U3 opti» O-opti' Nopti)
with
M1 optir K2 optis X3 opti» Topti» Nopei =~ min ILFPc — g(uy, po, p3, 0, N) ||
H1,42,43,0,N
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Résumeé :

La répétition des crises de migraine entraine une plasticité neuronale inadaptée et conduit a
la chronicisation de la maladie. La sensibilisation des réseaux de la douleur joue un réle
important dans la transition vers les formes chroniques de la migraine. Il est reconnu que les
astrocytes sont activés dans le noyau spinal caudal du trijumeau (Sp5C) en réponse a une
Iésion du tissu périphérique et sont impliqués dans la sensibilisation centrale. Nous faisons
I’hypothése que les astrocytes et la D-Sérine, un gliotransmetteur co-agoniste des récepteurs
NMDA, participent a la sensibilisation centrale sous-jacente dans un modele de migraine
induite par un donneur d'oxyde nitrique (NO) chez le rat. En combinant des approches
comportementales, immunohistochimiques, et électrophysiologiques in vivo, notre étude a
montré le role de l'activité des astrocytes dans |'hypersensibilité cutanée céphalique et
I'activation neuronale au sein du Sp5C. L'administration systémique répétée d'isosorbide
dinitrate (ISDN), donneur de NO, induit une surexpression de p-ERK et de GFAP dans le Sp5C,
une allodynie céphalique mécanique persistante et une facilitation des réponses liées a
I'activation des fibres C des neurones du Sp5C. Nous démontrons pour la premiére fois que
I'application intracisternale d'acide L-a-aminoadipique (gliotoxine) et de D-Amino-Acid-
Oxidase (enzyme dégradant la D-sérine) empéche I'allodynie et la sensibilisation du Sp5C. Cet
effet préventif était supprimé par I'administration de D-sérine. Nos résultats suggerent que
les astrocytes contribuent a la sensibilisation centrale du trijumeau et a I'hypersensibilité
cutanée céphalique qui caractérisent la progression de la migraine. lls montrent que
I'altération de I'activité des astrocytes pourrait constituer un nouvel élément clé dans les
mécanismes physiopathologiques de la migraine.

Mots clés : Migraine, Astrocyte, ISDN, Sp5C, Allodynie, D-sérine, Neurones WDR



Abstract :

Repeated migraine attacks are associated with maladaptive neural plasticity and lead to
chronic headache. Sensitization of pain networks play an important role in the transition to
the chronic forms of the disorder. It is increasingly recognized that astrocytes are activated in
the spinal trigeminal nucleus caudalis (Sp5C) in response to peripheral tissue injury and are
involved in central sensitization. Here, we hypothetized that astrocytes and D-Serine, an
astroglial neurochemical and NMDA co-agonist, participate in the central sensitization
underlying a NO-donor-induced migraine model in the rat. Combining behavioral,
immunohistochemical and in vivo electrophysiological approaches, our study proved the
contribution of astrocytes activity in cephalic cutaneous hypersensitivity and neuronal
activation within the MDH. Recurrent systemic administration of isosorbide dinitrate (ISDN),
a nitric oxide donor, induce an overexpression of p-ERK and GFAP in Sp5C, a persistent
cephalic mechanical allodynia and facilitated C-fiber-electrically-evoked responses of Sp5C
neurons. We demonstrate for first time that intracisternal application of L-a-Aminoadipic acid
(gliotoxin) and D-Amino-Acid-Oxidase (D-Serine degrading enzyme) prevented allodynia and
trigeminal sensitization, but this preventive effect was abolished by D-serine administration.
Our results suggest that astrocytes contribute to the trigeminal central sensitization and
cephalic cutaneous hypersensitivity that characterize the migraine progression. They show
that alteration of astrocyte activity could be a new key element in the pathophysiological
mechanisms of migraine.

Keywords : Migraine, Astrocyte, ISDN, SP5C, Allodynia, D-serine, WDR neurons



