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Résumé

La migraine est une pathologie chronique qui est caractérisée par la survenue d’intenses céphalées
associées a d’autres symptomes tels que la photo/phonophobie, nausée/vomissements ou encore
allodynie : douleur déclenchée par une stimulation non douloureuse. Ces symptomes apparaissent par
crises entrecoupées d’intervalles d’accalmie. La migraine touche 15 a 18% de la population dans le
monde, est retrouvée préférentiellement chez les femmes, et parfois de maniere plus intense lors des
menstruations. Méme si certains mécanismes de la migraine commencent a étre connus, il reste de
nombreuses questions et notamment de savoir comment se fait I'intégration de la douleur
migraineuse et si cette intégration est différente selon le sexe des individus.

Dans notre projet, nous avons exploré chez les rats males et femelles, I'implication du complexe
trigémino-cervical (CTC) et du Locus Coeruleus (LC) dans le développement de I’allodynie cutanée dans
un modele de douleur méningée induit par I'injection répétée de soupe inflammatoire (IS). La premiéere
région cérébrale, le CTC, constitue le premier relai central provenant de la région orofaciale dont les
méninges. Le LC est un noyau noradrénergique dont les voies descendantes vont, entre autre, moduler
la douleur et projeter sur le CTC. En combinant des analyses comportementales et des techniques
immunohistologiques, nous avons montré chez les males comme chez les femelles qu’une injection
durale d’IS induit une allodynie, qui devient persistante lors de la répétition des injections d’IS.
Cependant, I’évolution de I'allodynie est plus rapide chez les femelles. En dissociant les femelles selon
leur cycle hormonal : proestrus/estrus (P/E) et Metestrus/Diestrus (M/D), nous avons montré que les
femelles P/E avaient une allodynie céphalique plus importante que les femelles M/D aprés 2 injections
d’IS. De plus, en utilisant le marqueur d’activation neuronal c-Fos, les femelles aux stades P/E
présentaient une activation plus importante dans le CTC suite a l'inflammation des méninges.
Contrairement aux neurones du CTC, les neurones du LC n’ont pas été activés par I'lS, cependant, nous
avons pu observer, en condition physiologique, un dimorphisme sexuel importants du LC : les neurones
C-Fos dans le LC sont en quantité plus importante chez la femelle que chez le male. Enfin, nous nous

sommes intéressés aux projections du LC a I'aide de techniques de tracage, et confirmé I'existence de
projections directes du LC sur le CTC et de projections indirectes, utilisant la médulla rostro-ventrale
comme intermédiaire. Nous avons également observé [I'existence de projections corticales
superficielles, qui pourraient avoir une influence sur la vascularisation méningée, et indirectement sur
le CTC. Il n’existe cependant pas de différences anatomiques de ces projections entre les males et les

femelles.

L'ensemble de ces résultats démontre que l'intégration d’une douleur méningée dépend du cycle
hormonal, et que I'activité du CTC est le reflet de cette intégration aprés deux injections d’IS. Nous
avons également montré I'existence de voies directes et indirectes pouvant permettre au LC de
moduler le CTC. Enfin, notre projet démontre la nécessité d’inclure les deux sexes dans les études
scientifiques et de prendre en compte le cycle hormonal.



Abstract

Migraine is a chronic neurological disorder whose the incidence is threefold higher in women. Among
migraine symptoms, cutaneous allodynia is recognized as a central sensitization signal during migraine
attacks. To date, most of studies have been restricted to male animals and little is known about how
sex and estrous affect migraine-induced allodynia and central sensitization. Moreover, the
pathophysiology of migraine is not completely understood due to, among other reasons, the lack of
studies targeting the neuroanatomical supraspinal organization. The sexually dimorphic Locus
coeruleus has been gaining relevance in migraine modulation, but its connections with key regions in
this pathology, such as the Trigemino-Cervical Complex (TCC), have been lightly studied.

Using preclinical behavioral model of migraine, we show that one inflammatory soup (IS) injection
produce a reversible cephalic allodynia that becomes persistent upon four repeated IS stimulations in
female, as well as in male rats. However, the peak of allodynia following each dural inflammation
appeared earlier in females than males. Furthermore, when we dissociate females according to their
hormonal cycles, Proestrus/Estrus (P/E) females displayed a higher intensity hypersensitivity than
Metestrus/Diestrus (M/D) ones after two IS stimulations. These results clearly illustrate the
importance of stratifying data by the stage of the estrous cycle. Using c-Fos immunoreactivity, we also
examined the effect of gender and estrous cycle on TCC and Locus Coeruleus (LC) neurons after two
repeated-IS injection. Touch-induced c-Fos expression was observed specifically in the V1 region of the
most caudal TCC and increased in only P/E females after dural stimulations. We further showed sexual
dimorphism of c-Fos expression in LC and surprisingly, LC neurons did not displayed c-Fos over-
expression following dural inflammation, neither in males nor in P/E and M/D females. However, we
aim to study the direct and indirect projections by which the LC may could modulate TCC activity. We
employed retrograde traditional and anterograde specific viral neuroanatomical tracing and
immunohistochemistry techniques to identify LC projections to the TCC, to the rostroventral medulla
(RVM), to the cortex, and to the meningeal circulatory system. Our results confirmed that the LC
innervates the TCC by a direct pathway. It also shows that indirect modulation of the descending pain
control system is possible, as demonstrated by the convergence, in the RVM, of LC terminations
contacting RVM neurons projecting to the TCC. The study of the LC anatomical pathway regulating
peripheral encephalic circulatory system still requires further research.

Together, our data demonstrate that the intensity of migraine-induced mechanical allodynia is
associated to activation of TCC neurons and depends on the hormonal estrous cycle. Our anatomic
results uncover the LC network in migraine, and more precisely in headache pain. Indeed, the role of
LC in gating and modulating sensory information could account for increasing TCC excitability and, in
turn, lower the threshold for headache, through direct and indirect pathways.
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Figure 1 : Schéma représentant les 3 phases de la migraine, additionnées de I'aura : la migraine se
caractérise par des crises récurrentes séparées par des phases interictales. Chaque phase de la crise

possede des symptomes particuliers, dont la présence varie selon les patients (Andreou & Edvinsson,
2019).



Partie | : Epidémiologie et physiopathologie de la migraine
I. Généralités sur la migraine

1) Epidémiologie de la migraine

Terme apparu au Xlle siécle et signifiant en grec « douleur dans la moitié de la téte », la migraine est
aujourd’hui connue comme la pathologie neurologique la plus invalidante qui touche 15 a 18% de la
population mondiale (Goadsby et al., 2017), soit plus d’un milliard deux cents millions de personnes
concernées (Global Burden of Disease and Injury Incidence and Prevalence Collaborators, 2018) dont
presque douze millions de personnes pour la France. Une caractéristique importante de cette maladie
est sa prévalence selon le sexe : la proportion étant de trois femmes touchées pour un homme (Stovner
et al., 2018). Cette prévalence tend a pointer le role des hormones féminines dans le déclenchement
de la migraine. De plus, les crises de migraines surviennent plus fréquemment autour du premier jour
du cycle menstruel (premier jour des régles), correspondant a la chute brutale du taux d’estrogénes
(Stewart et al., 2000 ; Pavlovic et al., 2016). Enfin, elles tendent a disparaitre aprés la ménopause

(Merikangas et al., 2011), apres un pic d’incidence entre I’dge de 25-34 ans (Robbins & Lipton, 2010).
2) Diagnostic

La migraine est diagnostiquée grace aux criteres définis par I'International Headache Society (IHS)
depuis 1988. Lesdits critéres sont actuellement décrits par la classification ICHD-3, publiée en 2018. La
migraine se divise en trois phases (Figure 1) : la phase prodromale suivie de la phase céphalalgique
(douleur céphalique) puis de la phase postdromale. Les prodromes et postdromes sont caractérisés
par divers symptomes tels qu’une hyper-ou-hypoactivité, une fatigue, un épisode dépressif, des
douleurs, ou encore une irritabilité ou des baillements. Ces 2 phases ne sont pas toujours perceptibles

par les patients.



L'allodynie traduit une sensibilisation des neurones des voies de la douleur, qui a lieu a la fois dans le
systeme nerveux central et périphérique. Dans ce dernier cas, la sensibilisation des nocicepteurs (fibres
A et/ou C) ne se traduit pas par une diminution de leur seuil d’activation, mais par une augmentation
de leur taux de décharge, couplée a une désactivation de systéemes inhibiteurs GABAergiques et
glycinergiques situés dans la corne dorsale de la moelle épiniéere (La & Chung, 2017). Dans le cas de la
sensibilisation centrale lors de la migraine, I'imagerie a résonance magnétique montre que les patients
allodyniques possédent un pattern d’activation particulier (sensibilisation) du thalamus et du
complexe sensitif trigéminal, ainsi qu’une désactivation des systémes analgésiques descendants
(décrits plus loin) : I’hypothese étant que I’hypersensibilité du noyau trigéminal expliquerait I’allodynie
céphalique, tandis que celle du thalamus justifierait son extension en extracéphalique (Maleki et al.,
2021). L'allodynie cutanée céphalique est particuliere : en effet, l'injection d’une molécule
inflammatoire, I'interleukine 6, dans diverses parties du corps chez le rat, a démontré que seule

I"allodynie céphalique pouvait s’étendre a d’autres régions (extracéphaliques) (Avona et al., 2021).
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Figure 2 : Courbes représentant la relation stimulus cutané/douleur chez un patient sain (ligne bleue),
un patient neuropathique (ligne rouge) et un patient avec une perte de sensibilité (ligne rouge
pointillée). L’allodynie, située hors de la ligne bleue, correspond a I'apparition d’une douleur suite a un
stimulus normalement non douloureux. L’hyperalgésie correspond a une hausse de la douleur issue

d’un stimulus normalement douloureux (Jensen & Finnerup, 2014).




L'IHS sépare les migraines en deux groupes :

- Les migraines sans aura (dont les symptémes sont listés plus bas)

- Les migraines avec aura, similaires aux précédentes a ceci prés que les personnes affectées
(environ un tiers des migraineux (Lipton et al., 2002)) sont sujettes a des troubles
neurologiques temporaires visuels (en majorité), sensitifs et/ou aphasiques. Ces troubles
précedent et parfois accompagnent la phase céphalalgique de la migraine. De maniere
générale, un patient est diagnostiqué migraineux quand :

- Lacéphalée dure de 4 a 72 heures en I'absence de traitement

- La céphalée posséde au moins deux des quatre caractéristiques suivantes :

e Unilatérale
e Pulsatile
e (d’intensité modérée a sévere)
e Aggravée par I'activité physique
- Lacéphalée s’accompagne d’au moins une des caractéristiques suivantes :
e Nausées voire vomissement

e Photophobie et phonophobie

Bien que cela ne soit pas un critére diagnostic, il est a noter que 79% des migraineux développent une
allodynie pendant leurs crises (Burstein et al., 2000) : ce symptdéme se traduit par I'apparition d’une
douleur suite a un stimulus non douloureux, comme par exemple une caresse sur la joue (Figure 2).
L’allodynie cutanée est bien moins répandue en Asie (14,5% des migraineux coréens, Kim & Park, 2016)
par rapport a I'Occident. Deux hypothéses sont avancées pour expliquer cette observation. La
premiere est que la prévalence des migraines ainsi que la sévérité des crises sont plus faibles en Asie,
probablement en raison du fond génétique de ces populations. La seconde est qu’un plus petit Indice

de Masse Corporel est observé dans ce continent ce qui préviendrait des crises de migraine.
3) Facteurs déclencheurs de la crise de migraine

Bien que possédant une prédisposition génétique, les quatre-cinquiemes des patients associent le
déclenchement des crises a différents facteurs. Les plus fréquents sont le stress, un sommeil perturbé
(Pellegrino et al., 2018), mais également le cycle hormonal, ou encore le jeline (Kelman, 2007).
Plusieurs jours de stress et/ou de manque de sommeil vont étre ainsi extrémement prédictifs de la
survenue d’une crise de migraine (Houle et al., 2012). Si le je(ine est un facteur déclencheur important,
de nombreux aliments et boissons sont décrits comme favorisant 'apparition de crises de migraine,
parmi lesquels I'alcool (Onderwater et al., 2019), le chocolat, la caféine, les produits laitiers et ceux

riches en lipides (Rockett et al., 2012). De maniére plus précise, les facteurs déclencheurs rapportés
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Figure 3 : Histogramme illustrant la variété des déclencheurs de migraine considérés tres fréquents
(>66% des migraines). Les hormones ne sont mentionnées que par les femmes, et se référent
notamment aux régles, ce qui montre bien I'importance primordiale de ce facteur qui sera abordé dans

la Partie IV (Kelman, 2007).



sont les mémes dans les deux sexes, si ce n’est que les menstruations sont en premiére position chez
les femmes (Van Casteren et al., 2021, Figure 3). Ainsi, I’exposition a des facteurs déclencheurs aboutit

a une crise de migraine dans un tiers des cas tout au plus (Hougaard et al., 2013).
4) Comorbidités et facteurs de risque

Un grand nombre de facteurs et de pathologies sont associés a la survenue ou lI'aggravation de la
migraine : par exemple, les enfants prématurés et/ou ayant subis des interventions chirurgicales
lorsqu’ils étaient nouveau-nés sont touchés plus tot par la migraine (Maneyapanda, 2005). Les
pathologies cardiovasculaires (notamment le risque d’accident vasculaire cérébral) sont plus

répandues chez les migraineux, qu’ils soient homme ou femme (Kurth et al., 2007 & 2016).
a) Facteurs hormonaux

Etant donnée la large prévalence de la migraine chez la femme par rapport a 'homme (3/1), il existe
un lien tres fort entre les variations hormonales sexuelles et le 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
gue c’est seulement apres la puberté que I’écart entre homme et femme se dessine (Stewart et al.,
1991). Cette partie sera plus approfondie dans le chapitre traitant des différences sexuelles dans la

migraine.
b) Anxiété et dépression

Les troubles psychologiques, tels qu’anxiété chronique ou dépression, sont aussi positivement corrélés
avec les céphalées (migraines comprises), notamment en fonction de la fréquence de celles-ci (Zwart
et al., 2003). La dépression est I'une des comorbidités psychiatriques les plus courantes chez les
patients migraineux. Plusieurs études 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). 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 b ; Minen et al., 2016). Par ailleurs les études d’associations pangénomiques qui comparent
le génome de vastes cohortes d’individus montrent qu’il existe une corrélation génétique entre la
migraine et différents troubles psychiatriques que sont les troubles du déficit de I'attention avec ou
sans hyperactivité, les troubles de I'anxiété, ou encore les troubles dépressifs majeurs (Brainstorm
Consortium (2018) Analysis of shared heritability in common disorders of the brain. Science). Ces
symptomes sont également retrouvés dans les modeles de migraine chez I'animal, notamment dans
le modéle de migraine par injection de soupe inflammatoire sur les méninges chez le rat (Melo-Carrillo

& Lopez-Avila, 2013 ; Zhang et al., 2017).



c) Prédispositions génétiques

L'apparition des techniques de séquencage du génome a ouvert une nouvelle voie dans la recherche
sur la migraine, et notamment sur son origine. Un intérét tout particulier s’est porté sur la recherche
d’une susceptibilité héréditaire, grace a I’étude de la migraine hémiplégique familiale (MHF), un sous-
type de migraine. Des mutations récurrentes ont par exemple été découvertes le gene ATP1A2, codant
la sous-unité alpha-2 de la pompe sodium/potassium (De Fusco et al., 2003) ou encore le géne SCN1A,
responsable d’un canal sodique voltage-dépendant (Dichgans et al., 2005). Une autre mutation
génétique recherchée en routine dans le diagnostic de la MHF touche le gene PRRT2, codant pour une
protéine transmembranaire riche en proline qui serait impliquée dans la libération des
neurotransmetteurs (Riant et al.,, 2012). Ainsi les mutations identifiées dans la cadre de la MHF
concernent toutes des genes impliqués dans la régulation ionique (canaux ou transporteur), certaines
protéines associées au complexe d’exocytose et I'excitabilité neuronale, suggérant que la migraine,
dans certaines conditions, serait plutot une canalopathie. Pourtant, dans une étude de 2008 par
Thomsen et al., les mutations de CACNL1A4 et ATP1A2 ne furent retrouvées que chez deux des vingt-
sept patients atteints de migraine hémiplégique sporadique. D’autres variantes de ces genes furent
découvertes, mais le plus souvent les mutations concernaient des parties non transcrites des

protéines, éliminant de facto ces genes comme responsables de ce sous-type de migraine.

Les progrés du séquengage ont également permis le lancement de vastes études d’association
pangénomique, afin de trouver un génotype commun aux différents types de migraine. L'étude de
Chasman et al. en 2011 a par exemple utilisé des bases de données génétiques européennes et mis en
évidence I'association de 3 génes avec la migraine, impliquant TRMP8 (responsable de la douleur due
au froid), LRP1 (r6le dans la signalisation intra-cellulaire) et PRDM16 (corégulateur de la transcription
dans la graisse brune). Une autre méta-analyse a révélé 38 variants prédominants chez les migraineux,
dont un sur le chromosome X (Gormley et al., 2016). Cette étude a permis de mettre en évidence que
la migraine, en dehors de la MHF, n’est pas une canalopathie puisque seulement 2 loci sur les 38
étaient rattachés a un canal. En s’appuyant sur les résultats de cette étude, les loci identifiés sont en
lien avec les tissus vasculaires, ce qui conforte le réle important de cette composante dans la
physiopathologie de la migraine. Plus récemment, I'étude d’'une banque de données génétique
anglaise de plus de deux cents mille personnes a relevé plusieurs milliers de mutations significatives
entres migraineux et non-migraineux, la plus retrouvée concernant le géne codant pour le récepteur
a 'hormone du stress, le Corticotropin Releasing Factor (CRF, Meng et al., 2018). Par ailleurs, il est
intéressant de noter que plusieurs mutations génétiques sont communes aux migraineux et aux
personnes souffrant de dépression (Yang et al., 2018) ainsi que de troubles de I'anxiété ou encore de

déficit d’attention lié ou non a une hyper-activité (Brainstorm Consortium, 2018).



d) Epilepsie

Les patients épileptiques sont plus affectés par la migraine que les sujets contréles, tandis que les
migraineux ont 79% de risque en plus que les gens sains d’étre épileptiques (Keezer et al., 2015). A
I'instar des non-épileptiques, la migraine est plus fréquente chez les femmes, et les patients les moins
sujets aux migraines sont également moins sujets aux crises épileptiques (Cilliler et al., 2017). Comme
pour les troubles dépressifs, des mutations génétiques touchant des canaux ioniques sont retrouvées
entre épileptiques et migraineux atteints de la forme hémiplégique familiale, ce qui tendrait a leur
donner une pathophysiologie commune (Prontera et al., 2018). Il est possible cependant que cette
relation soit surestimée, étant donné que la migraine est un effet secondaire courant des traitements

antiépileptiques (Nevitt et al., 2017).
e) Obésité

En considérant la population générale, les personnes obéses ont un risque supérieur de 27% de souffrir
de migraine par rapport aux personnes ayant un Indice de Masse Corporelle moyen, mais cette
prévalence dépend beaucoup des différentes variables (Gelay et al., 2017). La migraine est plus
répandue dans la population blanche, féminine et en dge reproductif (donc avec une influence des
hormones sexuelles), et ces groupes sont ceux ou I'obésité est effectivement une comorbidité (Peterlin
et al. 2013). Chez les femmes notamment, il existe une corrélation entre I'lMC et la fréquence des
crises, ce qui indiquerait que I'obésité favorise I'aggravation de la migraine, et qu’elle serait donc
potentiellement un facteur de risque de la migraine (Winter et al., 2009). Preuve de l'influence de
I’obésité sur la sensibilisation douloureuse, les patients migraineux en surpoids sont bien plus affectés
par I'allodynie cutanée (Minguez-Olaondo et al., 2020). Les tissus adipeux pourraient contribuer a cette
sensibilisation via la sécrétion de molécules inflammatoires, les adipocytokines (Dominguez et al.,
2018). Les récepteurs a ces cytokines se retrouvent notamment dans I’"hypothalamus, impliqué dans
la régulation de la prise de nourriture et suspecté d’étre I'un des déclencheurs de la crise de migraine.
Le lien entre obésité et céphalées ne semble pourtant exister que dans le cas d’une obésité générale,
et pas dans le cas d’une obésité uniquement abdominale (Kristoffersen et al., 2020). La perte de poids
chez les patients obéses migraineux est corrélée avec une amélioration de la migraine (Di Vincenzo et
al., 2020). A noter que, curieusement, les personnes en sous-poids sont également légérement plus
sujettes a la migraine (Gelay et al., 2017). En dehors de I'obésité, I'alimentation joue également un role
essentiel : certains aliments (variables selon les individus) induisent une libération d’anticorps IgG ce
qui est considéré comme une forme d’état proinflammatoire qui favoriserait la survenue de crises de
migraine. De maniere intéressante, éviter ces aliments réduit drastiquement les crises de migraine
chez plus de 75% des migraineux (Hernindez et al., 2007). Cependant, une méta-analyse récente

montre qu’un régime alimentaire spécifique, tel qu’un régime cétogéne, ou au contraire un régime
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pauvre en graisse a peu d’effet sur la fréquence des crises de migraine (Hindiyeh et al., 2020). Des

études complémentaires sont nécessaires dans ce domaine.
f) Troubles du sommeil

Les migraineux dont les crises surviennent au cours du sommeil ou au moment du réveil ont plus de
troubles du sommeil (Engstrgm et al., 2014). Ces troubles ont une prévalence de presque 50% chez les
migraineux (Song et al., 2018). Les troubles du sommeil comprennent par exemple I'insomnie, liée a
une plus grande prévalence des céphalées en général (Kim et al., 2018) : ce lien est bidirectionnel dans
le cas de la migraine, puisque les insomniaques ont 40% de risque supplémentaire de développer une
migraine (@degard et al., 2011) et que I'insomnie semble étre un facteur de risque de chronicisation
de la migraine (Sancisi et al., 2010). Les troubles du sommeil sont fortement réduits lorsqu’un
traitement efficace de la migraine est mis en place chez le patient (Uluduz et al., 2015). La migraine est
également corrélée avec la présence du syndrome des jambes sans repos qui est d’ailleurs plus sévére
chez les migraineux (Acar et al., 2016). Par ailleurs les patients atteints de ce syndrome ressentent plus
de symptémes liés a la migraine tels que nausées, photophobie et phonophobie quand ils sont
migraineux (Chen et al., 2010). Enfin, les patients souffrant de narcolepsie et d’hypersomnie sont
également plus fréquemment touchés par la migraine (respectivement 52,9% et 77,1%), la fréquence
de ces crises étant corrélée avec le nombre de ces endormissements (Suzuki et al., 2015). Ce lien fort
entre migraine et troubles du sommeil est probablement dii a une pathophysiologie partagée. Cela
impliquerait un dysfonctionnement de I'hypothalamus, lié a 2 peptides libérés par cette structure, le
Pituitary Adenylate Cyclase-Activating Polypeptide (PACAP, Holland et al., 2018) et/ou |'orexine
(Holland et al. 2005). Rejoignant cette derniére hypothése, la narcolepsie (Peyron et al., 2000) et les

parasomnies (Messina et al., 2018) sont liées au systeme orexinergique.
g) Chronicisation de la migraine

D’aprés I'lHS, lorsque les crises de migraine avec les caractéristiques décrites en début de chapitre,
surviennent a quinze reprises ou plus au cours d’'un mois, et ce pendant trois mois, le patient est alors
considéré comme souffrant de migraine chronique. En moyenne, chaque année, 3% des migraineux
épisodiques transitent vers la migraine chronique, majoritairement des patients qui répondent peu
aux traitements (Lipton et al., 2015). Dans le méme temps, une partie des migraineux chroniques
peuvent retourner a un stade épisodique, notamment lorsque I'utilisation d’un traitement de fond est
un succes (Manack et al., 2011). Une étude de Buse et al. (2019) s’est intéressée aux facteurs
conduisant a la transformation de la migraine épisodique en migraine chronique. Malgré une faible
guantité de données disponibles pour établir des liens significatifs, une fréquence élevée des crises,

I'installation d’une dépression et I'abus de traitements antimigraineux sont des facteurs favorisant la
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chronicisation de la migraine. Une étude internationale évaluant le co(it de la migraine (Stokes et al.,
2011) stipule que les comorbidités précédemment évoquées pour la migraine sont plus fréquentes et
plus graves si la maladie a évolué en migraine chronique, ce qui rajoute encore au co(t élevé de cette
pathologie. Bien que controversée (Reuter et al., 2004), I'apparition de migraines chroniques par I'abus
médicamenteux d’Anti-Inflammatoires Non-Stéroidiens (AINS) et de triptans serait due, dans le cas des
triptans, a une diminution de la synthése des récepteurs sérotoninergiques suite a leur sur-activation
(Dobson et al., 2004). Il est cependant certain que cette céphalée par surconsommation
médicamenteuse chez les patients migraineux posséde une origine particuliéere car elle se caractérise
par une concentration normale de Calcitonin Gene Related Peptide (CGRP), un neuropeptide
fortement impliqué dans la migraine (Munksgaard et al., 2018 ; lyengar et al., 2019 ; Edvinsson, 2019).
Chez 'Homme, la migraine chronique se distingue également de la migraine épisodique par un
métabolisme accru dans le tronc cérébral et diminué dans le cortex somatosensoriel (Aurora et al.,
2007). De maniere générale, toutes les comorbidités et symptoémes associés a la migraine sont plus
importants dans le cas de la migraine chronique, notamment I'allodynie et I'abus de médicaments
(Raggi et al., 2015), I'anxiété et la dépression (Buse et al., 2013 a), ou encore les problemes
respiratoires et cardiovasculaires. En cas de migraine chronique, plusieurs zones du cerveau montrent
une diminution de leur matiere grise, notamment le cortex antérieur cingulaire, impliqué dans la
composante émotionnelle de la douleur ainsi que la modulation descendante (Valfre et al., 2007). Une
autre zone affectée par la chronicisation est 'amygdale, dont la connectivité est fortement augmentée
(Chen et al., 2017 c). Ces effets de la migraine chronique, et particulierement I'allodynie, pourraient
étre dus a une hyperexcitabilité corticale, puisqu’il a été montré que les potentiels évoqués par des
stimulations non nociceptives, que ce soit dans les cortex visuel ou somatosensoriel, ont une amplitude
plus importante chez les patients migraineux chroniquespar rapport aux patients migraineux
épisodiques. Les chercheurs en ont déduit que la chronicisation de la migraine serait la conséquence

d’une sensibilisation corticale (Coppola et al., 2012).
Il. Anatomie des voies de la douleur trigéminale

La phase céphalalgique de la migraine implique les voies trigéminales de la douleur. En effet la douleur
implique les nocicepteurs méningés et cette sensation est transmise par le nerf V, aussi appelé nerf
trijumeau au niveau du Complexe Trigémino-Cervical (CTC), premier relais central de la sensibilité de
la sphere oro-faciale. Il faut noter qu’il y a également I'intervention des nerfs rachidiens des premiers
niveaux cervicaux de la moelle épiniére. Cette information nociceptive sera ensuite intégrée dans les

structures supra-segmentaires, mais aussi modulée par les voies descendantes de la douleur.
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1) Les méninges

Les méninges sont des membranes qui enveloppent le systéme nerveux central, 'encéphale et la
moelle épiniére, la portion intracranienne des nerfs craniens et les racines des nerfs spinaux. Leur
fonction principale est de protéger le systeme nerveux des chocs. De plus, elles alimentent le systeme
nerveux en nutriments et jouent un réle dans I'immunité du cerveau. On distingue, de la surface vers

la profondeur la dure-mere, I'arachnoide et la pie-mére.

Classiquement, la conception anatomique des méninges admet que celles-ci sont au nombre de trois,
mais récemment une conception plus moderne tend a parler de méninges a 2 feuillets, une méninge
molle et une méninge dure. La méninge molle est I'accolement de la pie-mére et de I'arachnoide que
I’on rassemble sous le terme de leptoméninge. Il s’agit d’un tissu lache, intermédiaire entre la dure-
mere et le névraxe. On retrouve entre ces feuillets, I'espace sous-arachnoidien qui contient du liquide

cérébrospinal.

La dure-mére est la méninge dure dont les roles principaux sont le soutien et la protection. Elle se
compose de lames épaisses de tissu fibreux et élastique qui sont accolées aux os situés au-dessus. Elle
est divisée en une couche épidurale qui adhere aux os du crane et une couche méningée au contact
direct des méninges molles. Les deux couches sont posées |'une au-dessus de |'autre, sans qu'il y ait

d'espace entre les deux.

La surface interne de la dure-mere est tapissée du feuillet pariétal de I'arachnoide, qui lui adhére
fortement. De cette surface se détache un certain nombre de prolongements ou de cloisons qui
s'interposent entre les différents segments de la masse encéphalique. Ceci permet d’isoler des
compartiments les uns des autres et d’assurer ainsi un maintien de leur situation, quelle que soit la
position de la téte. On trouve quatre cloisons qui sont la tente du cervelet, la faux du cerveau, la faux

du cervelet et la tente de I’hypophyse (Marieb & Hoen, 2014).

Les méninges et leur réseau vasculaire sont innervés par le systeme sympathique, parasympathique et
par des fibres sensorielles. L’étage sus-tentoriel est innervé par les branches du nerf V et I'étage sous-
tentoriel par les nerfs cervicaux supérieurs et le nerf vague (X). Longtemps, I'innervation sensitive a
été attribuée a la dure-mére. Or il a été démontré aujourd’hui que les autres feuillets des méninges,
et notamment la pie-mere et ses petits vaisseaux, peuvent également étre médiateurs de la douleur

(Dallel et al. 2003 ; Fontaine et al. 2018).

Le nerfV est divisé en 3 branches : la branche ophtalmique (V1), la branche maxillaire (V2) et la branche
mandibulaire (V3). La branche impliquée principalement dans la douleur migraineuse est la branche
V1, courant de la fosse cranienne antérieure a la tente du cervelet (Penfield & McNaughton, 1940) en

innervant la région orbitaire, I'aréte du nez, le scalp ainsi que les méninges. Chez le rat, ce réseau
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axonal s’étend sur toute la surface des méninges, avec une concentration de fibres le long des sinus
veineux. Ces fibres forment un quadrillage Iégerement oblique par rapport a I’axe rostro-caudal ; une
partie des axones étant paralleéle aux arteres méningées, tandis que l'autre est perpendiculaire
(Strassman et al., 2004). Les terminaisons se retrouvent particulierement autour des vaisseaux
sanguins tandis que les corps cellulaires de ces neurones sont situés dans le ganglion trigéminal (ou
ganglion de Gasser) ispilatéral (Mayberg et al., 1984). Lors de la stimulation des vaisseaux méningés,

la seule sensation obtenue est la douleur (Ray & Wolff, 1940)

L'innervation sympathique des méninges, particulierement retrouvée autour des vaisseaux sanguins,
expriment la tyrosine hydroxylase (TH), et liberent de la noradrénaline (NA) et du neuropeptide Y. Ces
deux molécules sont vasoconstrictrices, I'effet de la NA étant ici médié par le récepteur
noradrénergique alpha-1 (ARapha-1, Edvinsson et al., 1998). L'innervation de ces vaisseaux extra-
parenchymateux provient du ganglion cervical supérieur. Ces projections synthétisent également des
prostaglandines, pouvant étre impliquées dans le maintien de la douleur, notamment migraineuse
(Gonzales et al., 1989). Une faible proportion de fibres sympathiques concentrée autour des vaisseaux
sanguins est sérotoninergique (Keller et al., 1991). En parallele se trouve une innervation
parasympathique dont les fibres proviennent des ganglions otiques et sphénopalatins, et expriment
principalement le PACAP, ainsi que le Vasoactive Intestinal Polypeptide, le monoxyde d’azote (NO), la
sérotonine (5-HT) et I'acétylcholine (Messlinger et al., 2011). Concernant les nocicepteurs de la dure-
mere chez le rat, le systeme sympathique augmenterait leur sensibilité alors que le parasympathique

réduirait cette sensibilisation (Ebersberger et al., 2006).
2) Les fibres trigéminales

Dans une étude de 1903, Sherrington, suite a diverses stimulations tactiles sur des chiens, émettait
I’hypothése d’une spécificité de fonction des terminaisons nerveuses de la peau. Il opposait
notamment les fibres « nocicipiennes » (réagissant uniquement aux stimulus douloureux) aux fibres
« tangicipiennes » (s’occupant par exemple des réflexes). Le terme adapté de nocicepteur est demeuré
pour désigner les neurones de premier ordre qui transmettent au systéeme nerveux central des
stimulations nociceptives qu’elles soient thermiques, mécaniques ou chimiques. Ces nocicepteurs
concernent deux types de fibres, les fibres A-delta et les fibres C, définies par leur caractéristiques
anatomiques et physiologiques. Les fibres C sont non myélinisées, a faible diametre et vitesse de
conduction faible (0,4 a 4 m/s), tandis que les fibres A-delta sont myélinisées, a plus grand diamétre et
vitesse de conduction rapide (4 a 30m/s). Dans les nerfs, les fibres A-beta sensibles aux stimulations
mécaniques, myélinisées a grande vitesse (>30m/s), sont également présentes. Les fibres C sont

également divisées en deux contingents en fonction de leur nature neurochimique : certaines
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contiennent des peptides comme la substance P (SP) ou le CGRP et sont appelées fibres
peptidergiques, tandis que les autres en sont dépourvues, mais sont capables de se lier de facon
spécifique a une lectine, l'isolectine B4 (IB4), et sont appelées fibres non peptidergiques (Dallel et al,

2003).

L'association entre le nerf trijumeau et la vascularisation méningée est dénommée complexe
trigémino-vasculaire : I'activation de ce complexe par des stimuli mécaniques, électriques ou
chimiques entraine des céphalées similaires a celles ressenties lors d’une crise de migraine (Ashina et
al., 2019). L'anatomie de ce systéme a longuement été étudiée ces 70 derniéres années et a permis de

mieux comprendre la physiopathologie de la migraine et la distribution de ses douleurs.
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Figure 4 : Schémas de la distribution anatomique
des neurones. Dans le cas de la nociception
céphalique (A), le soma des nocicepteurs est
localisé dans le ganglion trigéminal (Trigeminal
ganglion dans le schéma) et projette dans le Sp5C

(Vc) localisé dans le tronc cérébral.

Dans le cas de la nociception extracéphalique (B)
et (C), le soma des nocicepteurs est localisé dans
les ganglions spinaux (Dorsal root ganglion). Les
plus nombreux sont les fibres C lentes non-
myélinisées ((B) en rouge), auxquels on ajoute les
fibres Ad rapides myélinisées ((C) en bleu). Les
fibres AB ne participent a la nociception qu’en

condition pathologique (Dubin et al., 2010).
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Au niveau des méninges, seul tissu intra-cranien innervé qui joue donc un réle central dans la migraine,
la majorité des récepteurs méningés sont des nocicepteurs polymodaux de fibres peu myélinisées A-
delta et de fibres non myélinisées C qui répondent a des stimuli de natures variées (Strassman et al.,
1986 & 1996). A l'instar de ce qui a été décrit précédemment, des fibres A-beta ont été également
identifiées. Elles ont sans doute aussi une fonction nociceptive puisqu’aucune autre sensation ne peut
étre déclenchée au niveau des méninges (Schueler et al., 2014, Figure 4). Comme au niveau de la peau,
les fibres C peptidergiques et non peptidergiques sont exprimées. Les premieres ont été
particulierement étudiées car elles sont impliquées dans I'inflammation neurogéne qui aurait lieu au
niveau des méninges lors des crises migraineuses (décrite dans le chapitre concernant la
physiopathologie de la migraine). Ainsi, dans le ganglion trigéminal, un tiers des neurones expriment
le CGRP tandis que la SP n’est présente que dans une petite minorité (Edvinsson et al., 1989). Cette
proportion de neurones positifs au CGRP devient plus élevée dans les modeles animaux de migraine

(Guo et al., 2021).

Ces fibres, qui correspondent aux axones des neurones en T, possédent un prolongement dendritique
au contact des méninges et un prolongement axonal au contact des neurones de second ordre, situés
dans le Complexe Sensitif du Trijumeau (CST). Le corps cellulaire de ces neurones se situe dans le
ganglion trigéminal, localisé dans une poche de dure-mere nommeée cavum de Meckel. Chez 'Homme,

le ganglion compte un peu plus de 30 000 neurones (Laguardia et al., 2000).
3) Le CST

Le CST, est le premier relais des neurones sensitifs innervant la sphere orofaciale dans le systeme
nerveux central. Il est situé dans le prolongement de la moelle épiniére, a I'extrémité caudale du tronc
cérébral. Il est cependant a noter qu’une minorité de neurones nociceptifs projettent dans des

ganglions spinaux, jusqu’au niveau C5 (Arvidsson et al., 1992).
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Figure 5 : Schéma de I'anatomie de différents noyaux du CST. Les trois branches du nerf trijumeau (V,
cyan) innervent les territoires ophtalmique, maxillaire et mandibulaire de la face. Le noyau principal
est subdivisé en une partie dorsale (dPSN) et une partie ventrale (vPSN) et regoit majoritairement des
informations non-nociceptives. Le noyau spinal est constitué des sous-noyau oral (OS), interpolaire (IS)
et caudal (CS), qui recoit la plupart des informations nociceptives transmises par le tract spinal (ST). Le
tronc cérébral recoit également les afférences des nerfs facial (VII), vestibulocochléaire (VIII),

glossopharyngé (IX) et vague (X) (Henssen et al., 2016).
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Le CST est composé de 3 noyaux bilatéraux (Figure 5) :

- Le noyau mésencéphalique, situé latéralement au 4™ ventricule et composé de neurones trés
larges, innerve les muscles masticatoires et les ligaments dentaires. Des connections
bidirectionnelles existent entre ce noyau et le noyau spinal (Wang & May, 2008).

- Le noyau principal (ou pontin), situé latéralement au noyau moteur du nerf trijumeau, projette
massivement vers le thalamus (Torvik, 1957). La région dorsale du noyau recoit des afférences
non nociceptives issues des structures intraorales (Nomura et al., 1986).

- Lenoyauspinal, le plus caudal, s’étend de la moelle épiniére jusqu’au noyau principal. Le noyau
spinal est lui-méme composé de 3 sous-noyaux :

e 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.

e Le sous-noyau interpolaire (Sp5l), situé entre le Sp50 et le Sp5C, regoit les
afférences intra et péri-orales non nociceptives (notamment des vibrisses), mais
qui sont moins denses que pour le Sp50 (Waite & Ashwell, 2012).

e Le sous-noyau caudal (Sp5C ou caudalis) 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 épiniére avec une organisation
laminaire en 5 couches (Shankland, 2000). L'ensemble regroupant le Sp5C et les

premiers segments de la moelle est désigné Complexe Trigémino-Cervical (CTC).

Ces trois noyaux recoivent tous des fibres A mais seul le CTC recoit les fibres C, ce qui le rend primordial
pour la nociception de la face. Des neurones du noyau spinal projettent également dans I'ensemble de
la moelle épiniére chez le rat, formant le faisceau trigéminospinal (Ruggiero et al., 1981). Au niveau du
CTC, une organisation somatotopique peut étre observée : les fibres de la branche V1 pénétrent dans
le noyau spinal ventralement, les fibres V2 latéralement et les fibres V3 dorsalement (Borsook et al.,

2003).

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. Les informations
nociceptives périphériques, via les fibres C et A-delta, arrivent presque exclusivement au niveau du
CTC ou elles activent des neurones de projection qui vont ensuite transmettre le message nociceptif
aux structures supra-spinales. Ces neurones de projection sont divisés en deux catégories : les
neurones nociceptifs spécifiques (NS) et les neurones nociceptifs non-spécifiques (Wide Dynamic

Range, WDR). Les neurones NS sont situés au niveau des couches superficielles (I-1l) et sont
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Figure 6 : Illustration non exhaustive des régions corticales et sous-corticales impliquées dans la
perception et lintégration de la douleur et leur interconnectivité, qui correspond aux voies
ascendantes de la douleur. Ces régions comprennent le cortex préfrontal (PF, violet), les ganglions de
la base (BG, rose), le cortex cingulaire antérieur (ACC, vert), l'insula (bleu clair), I'amygdale (Amyg), les
cortex moteur primaire et supplémentaire (M1, bleu foncé et SMA), le cortex cingulaire et pariétal
postérieur (PCC et PPC), les cortex somatosensoriels primaire et secondaire (S1, rouge et S2, orange),
le thalamus (jaune), I’hypothalamus (HT), le noyau parabrachial (PB) et la PAG. Les informations
nociceptives proviennent des couches | (carré blanc) et V (carré noir) de la moelle épiniére (Apkarian

et al., 2005).

19



uniquement activés par des stimulations nociceptives. Les neurones WDR, situés dans les couches
profondes (V), recoivent non seulement des messages véhiculés par les fibres C (indirectement, via les
interneurones situés dans la couche Il), mais également via les fibres de types A-beta et A-delta ce qui

leur permet de répondre a une grande variété de stimuli.

D’autre part, les neurones WDR recoivent a la fois des afférences provenant des méninges et de la
peau (Davis & 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.
4) Les voies ascendantes de la douleur

Les informations nociceptives issues des méninges et de leurs vaisseaux sont ensuite transmises depuis
les couches | et V du CTC vers le tronc cérébral et le diencéphale. Les différentes régions cérébrales
activées (Figure 6) rendent compte des différentes composantes de la douleur : la composante sensori-
discriminative, indiquant la localisation de la douleur, son intensité et son type (lancinante, pulsatile,
sourde), la composante affectivo-émotionnelle qui représente le caractere désagréable de la douleur,
et la composante cognitivo-comportementale qui comprend la mémoire, les phénomenes d’attention,

ainsi que les conséquences motrices et décisionnelles.

Les neurones de projections des couches | et V de la corne dorsale émettent des axones vers les
structures supra-segmentaires via plusieurs faisceaux. Parmi ces voies, nous retiendrons les faisceaux

trigémino-thalamique et trigémino- (ponto) mésencéphalique :

Le faisceau trigémino- (ponto) mésencéphalique comprend principalement des axones de neurones
de la couche | qui projettent de fagon bilatérale dans le bulbe sur des centres pré-autonomiques,
comme les groupes de cellules catécholaminergiques du bulbe ventrolatéral, du noyau du faisceau
solitaire et du tegmentum pontique dorsolatéral (locus coeruleus (LC), aires péri-coeruleus et Kélliker-
Flise). Ces régions sont impliquées, entre autres, dans les réponses réflexes homéostatiques
cardiorespiratoires provoquées par les stimulations nociceptives (Andrew et al., 2003), mais aussi dans
la modulation descendante de la nociception. Par ailleurs, ces neurones de la couche | projettent
également sur I'aire parabrachiale, a la jonction mésencéphalique. Cette structure est un site majeur
d’intégration viscérosensorielle (Saper, 2002; Dallel et al., 2004), qui projette a son tour vers de
multiples structures cérébrales impliquées dans la douleur comme I'amygdale, probablement
responsable de I'anxiété et de la peur, ou I’hypothalamus, qui participe notamment aux réactions
comportementales a la douleur. Il existe également une petite population de neurones formant une

connexion directe entre CST et hypothalamus (Malick et al., 2000). D’autres axones du faisceau
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Figure 7 : Schéma représentant les voies ascendantes des couches | (vert) et V (rouge) en paralléle des
voies de modulation descendantes (bleu). Les 3 structures modulatrices principales au niveau de la
corne dorsale de la moelle épiniére ou du Sp5C sont la PAG (Periaqueductal Grey Matter), le LC (Locus
Coeruleus) agissant au moyen de la noradrénaline (NA) et la RVM (ici le Nucleus raphe magnus)

agissant au moyen de la sérotonine (5-HT) (Steeds, 2016).
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trigémino-mésencéphalique se terminent au niveau de régions impliquées dans la modulation de la
nociception, comme par exemple la substance grise périaqueducale (PAG), qui est le principal site
mésencéphalique d’intégration motrice pour les réponses de défense et de vocalisation (Bandler et al.,

2000; Gauriau & Bernard, 2002).

Le faisceau trigémino-thalamique comprend les axones des neurones nociceptifs spécifiques et des
neurones a convergence issus des couches | et V. Ces axones se terminent sur le thalamus latéral, au
niveau du noyau ventropostéromédian (VPM) et ventropostérolatéral ainsi qu’au niveau du thalamus
médian, au niveau du noyau postérieur ventro-médial, la portion ventro-caudale du noyau dorso-

médian et le noyau latéral (Beggs et al., 2003; De Chazeron et al., 2004; Craig, 2004; Guy et al., 2005).

A partir du thalamus, les informations sont ensuite transmises au niveau cortical. Le VPM, ainsi,
projette principalement vers le cortex somatosensoriel et I'insula. Ces connections possedent une
organisation somatotopique, ce qui permet de discriminer les informations en provenance du nerf
trigéminal et en particulier celles de la branche ophtalmique. Ceci explique la capacité des patients
migraineux a localiser leur douleur avec précision, ainsi que son intensité et sa qualité lancinante et
pulsatile. Les autres noyaux du thalamus possedent également des projections vers le cortex
somatosensoriel, ainsi que vers les aires motrices, visuelles, olfactives et auditives (Noseda et al.,
2011). La place de ces aires corticales dans l'intégration de la céphalée pourrait étre a 'origine des
déficits moteurs et cognitifs observés durant la crise de migraine, mais aussi des signes associés comme

la photophobie, la phonophobie ou I'osmophobie.
5) Les voies de modulation de la douleur

La nociception ne peut pas étre résumée au seul systeme de voies ascendantes. En effet, les messages
ascendants sont capables d’activer, au niveau des relais supra-spinaux, des contréles dit descendants
de la nociception (Figure 7). Ces contrdles agissent sur différentes structures et en particulier sur le

relais segmentaire, c’est-a-dire dans le cas de la migraine, au niveau du CTC.
a) La PAG

Chez 'Homme, la stimulation électrique de la PAG, composée de neurones synthétisant des
enképhalines, des peptides (SP, CGRP) et du Gamma-AminoButyric Acid (GABA, Beitz, 1982 b & c),
induit une analgésie, disparaissant si la stimulation est répétée : cette tolérance peut étre bloquée par
la naloxone (antagoniste des récepteurs aux opioides), ce qui indique I'implication des opioides
endogénes dans ce phénomeéne (Hosobuchi et al., 1977). Cette analgésie n’est pas médiée par la PAG
dans son ensemble : chez le rat, seules les stimulations électriques de la PAG ventrolatérale et de la

partie dorsomédiale du raphé dorsal provoquent une analgésie. La stimulation de la PAG dorsale et
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dorsolatérale, quant a elle, déclenche I'apparition de comportements aversifs, tels que la fuite ou des
vocalisations (Fardin et al., 1984). Par ailleurs, la PAG recoit des projections de plusieurs régions
corticales, particulierement du cortex somatosensoriel et de la région frontale (Bragin et al., 1984),
mais aussi de I'hypothalamus, du LC, de |'aire parabrachiale (Beitz, 1982 a) ou encore du noyau
cunéiforme (Zemlan & Behbehani, 1988 ; Bernard et al., 1989). Etant donné que le noyau cunéiforme
projette sur I’hypothalamus et le thalamus (Edwards & De Olmos, 1976), cette voie pourrait permettre

de moduler les réponses comportementales et émotionnelles a la douleur (Dunckley, 2005).

La PAG ventro-latérale est impliquée dans la modulation des messages nociceptifs au niveau du sous-
noyau caudal, par I'intermédiaire de la médulla Rostro-Ventro-Médiale (RVM) et du tegmentum
pontique dorsolatéral (Hayashi et al., 1984). Cet effet se fait principalement via des neurones
GABAergiques (71%) ciblant eux-mémes d’autres neurones GABAergiques de la RVM qui projettent a

leur tour vers la moelle épiniére (Morgan et al., 2008).
b) La RVM

Le blocage des récepteurs au GABA dans la RVM déclenche une inhibition de la douleur tandis le GABA
entraine une augmentation de la douleur (Heinricher & Kaplan, 1991). Cet effet démontre que les
contréles descendants de la douleur peuvent étre aussi bien algésiques qu’analgésiques. L'inhibition
de la RVM par la lidocaine supprime I'allodynie consécutive a une neuropathie chez le rat (Pertovaara
et al., 1996), ou bien encore consécutive a la stimulation des récepteurs méningés (Edelmayer et al.,
2009) tandis qu’elle favorise cette allodynie chez un animal naif (Pertovaara et al., 1996). Ce dernier
effet est également obtenu lors de I'activation des récepteurs aux opioides k ou le blocage des
récepteurs noradrénergiques alpha-2 (ARapha-2) dans la RVM (De Felice et al., 2011). Ces observations
seraient sous-tendues par les 3 types cellulaires présents dans la RVM : les neurones « ON », les
neurones « OFF » et les neurones neutres. Les cellules « ON » sont facilitatrices de la douleur car elles
sont activées lors d’une stimulation nociceptive tandis que les cellules « OFF » sont inhibitrices de la
douleur car elles présentent une activité tonique importante qui est inhibée par une stimulation
nociceptive. En plus de la modulation de la douleur exercée par les cellules « ON » et « OFF », une
sous-catégorie des cellules neutres de la RVM libére de la 5-HT au niveau de la moelle épiniére ou du
CST (Kwiat & Basbaum, 1992). La RVM, tout comme les autres acteurs de la modulation descendante
de la douleur, peut avoir également une influence sur les structures ascendantes de la douleur. Ainsi,
dans un modele de migraine, I'inhibition de la RVM active le circuit dopaminergique de la récompense

afin de renforcer les comportements diminuant la douleur (DeFelice et al., 2013).
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c) Modulation par le LC

Une autre structure impliquée dans ces controles descendants de la douleur est le LC, situé dans le
tegmentum pontique dorso-latéral, et qui synthétise la majeure partie de la NA du systéeme nerveux

central : le LC est décrit plus en détail dans un chapitre dédié.
d) Controles nociceptifs inhibiteurs diffus

Selon le principe d’Hippocrate qu’une douleur forte fait disparaitre une douleur plus faible, une
stimulation nociceptive appliquée sur une partie du corps peut étre modulée par une deuxieme
stimulation nociceptive appliquée sur une autre partie du corps (Willer et al., 1999). Ce phénomene
appelé « contréle inhibiteur diffus induit par une stimulation nociceptive » est une boucle de régulation
faisant nécessairement intervenir la corne dorsale de la moelle épiniére ou du CST et des régions supra-
segmentaires comme le sous-noyau réticulaire dorsal (Villanueva & Le Bars, 1995), I’aire parabrachiale
(Lapirot et al., 2009) et le noyau hypothalamique A11 (Lapirot et al., 2011). Les contréles descendants
peuvent également étre mis en jeu par des facteurs d’ordre supérieur. Ainsi, les fortes connexions
entre I’"hypothalamus, 'amygdale, le cortex cingulaire et I'insula fournissent un support anatomique
pour expliquer les effets modulateurs de facteurs comme l'attention, I'attente ou la peur sur la
nociception (Villemure & Bushnell, 2002). Au cours du stress, les réponses habituelles a une
stimulation nociceptive sont diminuées (Kelly & Franklin, 1985). Quand un animal est exposé a un
stimulus aversif puissant et nouveau, comme un choc électrique auquel il ne peut échapper, sa
sensibilité a d’autres stimulations nociceptives se trouve réduite. La durée de I'analgésie liée au stress
dépend de la nature et de la sévérité des stimulations appliquées. Elle met en jeu des mécanismes
dépendants ou indépendants de I'activation des récepteurs opioides et/ou cannabinoides (Hohmann,

2005).
e) Controles a partir de I’hypothalamus

L’hypothalamus est une structure importante pour ’homéostasie de fonctions telles que les cycles
veille-sommeil, la digestion-nutrition (notamment via la modulation de I'appétit), la circulation
sanguine (modification du rythme cardiaque), la reproduction (stimulation de la sécrétion d’hormones)
ou encore la gestion du stress. Les noyaux impliqués dans le contréle descendant de la nociception
sont les noyaux A11, paraventriculaire, latéral et perifornical, qui envoient des projections aux niveaux
spinal et trigéminal. Au niveau du CTC, ces projections sont bilatérales et majoritairement dans la
partie ventrolatérale, correspondant au territoire ophtalmique V1 (Abdallah et al., 2013). Les
projections du noyau A11 sont dopaminergiques et sont inhibées via des neurones GABAergiques lors

d’une stimulation douloureuse (Abdallah et al., 2015). Dans le cadre d’une stimulation nociceptive
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méningée chez le rat, la lésion du A1l facilite la décharge des neurones du CTC tandis que son

activation la diminue, ce qui démontre le pouvoir antinociceptif de la dopamine (Charbit et al., 2009).

Les noyaux paraventriculaire et supraoptique libérent de I'ocytocine dans la corne dorsale, ce qui va
entrainer une inhibition de la nociception d’une part en inhibant I'excitation glutamatergique
(Robinson et al., 2002), et d’autre part en facilitant I'activité inhibitrice des interneurones
GABAergiques et glycinergiques (Jiang et al., 2014). L’hypothalamus controle également la libération
de vasopressine par la glande pituitaire. L’activation des récepteurs a la vasopressine spinaux V1a ont
une action antinociceptive, tandis que les récepteurs supra-spinaux V1b sont pronociceptifs (Honda &
Takano, 2009). Ocytocine et vasopressine fonctionnent d’ailleurs de concert : dans un modéle de
ligature du nerf infra-orbitaire chez le rat, I'application d’ocytocine diminue I'hyperexcitabilité des
neurones du ganglion trigéminal via 'action des récepteurs V1a, qui sont d’ailleurs surexprimés lors

d’une telle situation neuropathique (Kubo et al., 2017).

La glande pituitaire sécréte également des orexines A et B. En intraveineuse ou intrathécale, I'orexine
A posséde une action antinociceptive dans plusieurs modéles inflammatoires animaux, en agissant
principalement sur le récepteur aux orexines 1. Bloquer ce récepteur augmente d’ailleurs
I’hypersensibilité en condition inflammatoire, ce qui démontre I'existence d’un tonus inhibiteur

orexinergique (Bingham et al., 2001 ; Yamamoto et al., 2002).
f) Controles corticaux

Chez le chat, environ 50% des cellules du noyau principal du CST sont inhibées par une stimulation du
cortex somatosensoriel S1 (Dubner, 1967). Par ailleurs des projections directes issues du cortex
somatosensoriel et de I'insula se terminent respectivement au niveau des couches IlI-V et I-1l du CTC
(Noseda et al., 2010). Les premieres inhibent la nociception tandis que les secondes la facilitent
(Noseda et al., 2010). Ces structures participent donc a l'intégration de la douleur ainsi qu’a sa

modulation.
lll. Physiopathologie de la migraine

Ce n’est qu’en 1979 que Moskowitz propose comme théatre de la migraine le systeme trigémino-
vasculaire (STV), un terme désignant la relation anatomique et physiologique entre les méninges, le
nerf trijumeau, le CST et les premiers niveaux cervicaux de la moelle épiniere. Cette hypothese sera
étayée par la suite grace a I'étude des réseaux et neurotransmetteurs impliqués dans la migraine
(Ashina 2019). Cependant, malgré les avancées réalisées depuis les années 70 jusqu’a nos jours, la
physiopathologie de la migraine questionne encore, notamment sur les mécanismes entrainant le

déclenchement des crises de migraine ou encore ceux a l'origine de la progression de la migraine vers

25



le stade chronique. Ainsi dans la migraine, il convient de distinguer les régions nerveuses et/ou
vasculaires qui pourraient étre impliquées dans le déclenchement de la crise de migraine, de celles

responsables de la douleur migraineuse ou céphalée migraineuse (Figure 8).
1) Déclenchement de la crise de migraine

a) Théorie vasculaire

Dans les années 40, l'origine de la crise de migraine fut située dans les vaisseaux sanguins
cérébraux possédant des fibres nociceptives (Ray & Wolff, 1940), particulierement ceux de la dure-
mere (Feindel & McNaughton, 1960). Leur vasodilatation est en effet corrélée avec la localisation de
la douleur, celle-ci diminuant lorsqu’une vasoconstriction des vaisseaux extracérébraux est déclenchée
(Asghar et al., 2011). Cependant cette vasodilatation est inconstante comme le montre la mesure du
flux sanguin cérébral de patients migraineux qui montre plutét une hypoperfusion (Olesen et al., 1981).
De méme, l'injection de nitroglycerine chez des migraineux n’a permis d’observer qu’une
vasodilatation temporaire bien qu’une crise de migraine soit advenue chez 74% des participants
(Schoonman et al., 2008). Enfin, un grand nombre d’observations expérimentales et cliniques ont
prouvé que la vasodilatation cérébrale n’est ni nécessaire, ni suffisante pour déclencher une migraine
(Kruuse et al., 2003). A I'inverse, un vasoconstricteur peut trés bien provoquer une crise (Rowbotham
& Lowenstein, 1990). L'ensemble de ces données remettent en cause la théorie vasculaire comme

origine de la migraine, pour se tourner vers une théorie neuronale.
b) Théorie neuronale

A la suite d’études d’imagerie et d’électrophysiologie réalisées sur des patients migraineux ou dans
des modeles animaux de migraine, il s’est avéré que de multiples régions cérébrales étaient activées
pendant et/ou entre les crises de migraine, qu’elles étaient hyperexcitables ou encore que leur

connectivité était modifiée.

1) Dysfonctionnement du tronc cérébral

Les études menées durant la derniere décennie suggérent que le déclenchement des crises
migraineuses pourrait reposer sur un dysfonctionnement des noyaux du tronc cérébral impliqués dans
les contrdles descendants de la douleur (Matharu, 2004 ; Afridi et al., 2005 ; Moulton et al., 2008 ; Tajti
etal., 2012 ; Morelli et al., 2013). En effet, les crises migraineuses s’accompagnent d’'une augmentation
du débit sanguin dans des régions circonscrites du tronc cérébral, impliquant la PAG, le LC et le noyau
raphé magnus (Bahra et al., 2001 ; Afridi et al., 2005) mais la localisation précise d’une telle activation

varie selon les études. Apres disparition de la céphalée grace a I'injection de sumatriptan, cette activité
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Figure 8 : Physiopathologie de la douleur migraineuse : I'activation des nocicepteurs méningés semble
étre le résultat d’une libération de neuropeptides tels que le CGRP et la SP dans au niveau de la
vascularisation méningée, qui va également induire une vasodilatation (1). Le systeme
parasympathique participerait a ce phénomeéne via le ganglion sphénopalatin. Le signal nociceptif est
transmis par le nerf V, dont le soma des neurones est situé dans le ganglion trigéminal (2). Les fibres C
aboutissent dans le CTC (3), qui relaie I'information par les voies ascendantes jusqu’au thalamus et
I’hypothalamus, ou le signal est traduit en douleur (4). Le noyau du raphé dorsal (appartenant a la
PAG), le Locus Coeruleus et le noyau du raphé magnus (appartenant a la RVM) vont pouvoir moduler

ce signal douloureux (Hansen et al., 2015).
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du tronc cérébral semble perdurer (Weiller et al., 1995). Ces résultats ont conduit a proposer

I’existence de centres générateurs des crises, situés dans le tronc cérébral.
a. Implication de la PAG

L'implication de la PAG dans la physiopathologie de la migraine est issue d’observations cliniques qui
montrent que chez ’lhomme, la stimulation de la PAG ventrolatérale dans le cadre du traitement des
douleurs chroniques déclenche des céphalées qui sont semblables a la migraine (Veloso et al., 1998 ;
Raskin et al., 1987). Par ailleurs, les données cliniques démontrent que les connexions de la PAG avec
plusieurs aires cérébrales impliquées dans la modulation de la douleur, telles que le cortex préfrontal
et cingulaire antérieur, ainsi que I'amygdale, sont diminuées, méme entre les crises, chez les patients
migraineux (Mainero et al., 2011 ; Chen et al., 2017 a). En revanche, celles avec d’autres structures du
tronc cérébral seraient augmentées (Schwedt et al., 2014). Les études animales soutiennent également
une implication directe de la PAG dans la migraine. En effet, dans différents modeles animaux, une
stimulation électrique (Knight & Goadsby, 2001) ou une microinjection d’un triptan (Bartsch et al.,
2004) dans cette partie de la PAG suffisent a inhiber la nociception méningée. De plus, la stimulation
du sinus sagittal supérieur entraine une augmentation concomitante de I'expression de la protéine c-

Fos dans la PAG et le CTC (Hoskin et al., 2001).
b. Implication de la RVM

Chez 'Homme, I'activation anormale de la RVM entre les crises de migraine a été mise en évidence
(Kim et al., 2021). Dans un modele animal, I'activation de la voie facilitatrice descendante provenant
de la RVM semble étre un mécanisme impliqué dans la sensibilisation des neurones du CST. En effet,
I'inflammation chimique des méninges provoque |'activation prolongée des cellules « ON » et une
inhibition passagére des cellules « OFF » (Edelmayer et al., 2009). Par ailleurs, les effets anti-nociceptifs
des triptans pourraient étre dus, en partie, a I'activation de ces cellules « OFF » (Ellrich et al., 2001). La
RVM est également impliquée dans la synthése de la 5-HT. Les observations en faveur de I'implication
de la 5-HT dans la physiopathologie de la migraine sont surtout de nature pharmacologique. Ainsi,
I'efficacité des triptans et des ditans dans le traitement de la crise migraineuse est due a leur action
sur les récepteurs 5-HT1b/1d et 5-HT1f, tandis que Iadministration orale de m-
Chlorophénylpiperazine, un agoniste préférentiel des récepteurs 5-HT2b/c, a des migraineuses suffit a
leur déclencher une migraine (Brewertonet al., 1988). Ainsi, selon la nature du récepteur concerné, la
5-HT pourrait tant6t s’opposer a la crise migraineuse, tant6t, au contraire, contribuer a son

déclenchement.

28



c. Implication du LC

Quelques études récentes ont confirmé I'implication du LC dans la physiopathologie de la migraine, et

ce dans toutes les phases de la crise : ce sujet sera développé dans le chapitre dédié au LC.

2. Dysfonctionnement de I’hypothalamus

Une étude prospective (Quintela et al., 2006) a montré que 80% des patients développent des
symptomes prémonitoires de la crise migraineuse, tels que la faim, la soif, la lassitude, la fatigue, les
baillements, I'oppression ou I'envie d’uriner qui suggerent une origine hypothalamique. De plus, les
symptomes autonomiques craniens tels que larmoiement, injection conjonctivale, congestion nasale,
rhinorrhée refletent une altération de I'activité hypothalamique (Goadsby & Lipton, 1997 ; Maniyar et
al., 2012). Par ailleurs, chez 'homme, des études d’imagerie ont montré une activation
hypothalamique pendant (Denuelle et al., 2007 ; Lerebours et al., 2019) les crises de migraine et méme
en intercrise chez les patients migraineux chroniques (Lerebours et al., 2019). Celle-ci persiste aprés le
soulagement de la douleur par le sumatriptan sous-cutané, pouvant expliquer les résurgences de la
céphalée lorsque le triptan a cessé d’agir (Denuelle et al., 2007). Chez I'animal, il a été montré que la
stimulation de la dure-meére du rat provoque I'expression de la protéine c-Fos dans les noyaux ventro-
médian, dorso-médian et paraventriculaire de I’hypothalamus, tandis que la stimulation du sinus
longitudinal supérieur du chat provoque I'expression de ce marqueur dans les noyaux supra-optiques
et postérieur de I’hypothalamus (Alstadhaug, 2009). De plus, ces mémes noyaux sont connectés a la
PAG, a la RVM, ainsi qu’aux structures cortico-limbiques, impliquées dans les composantes cognitives
et affectives de la douleur (Millan, 1999). Par ailleurs, la dopamine pourrait agir sur les fibres afférentes
primaires afin de moduler I'activité du STV qui contient des récepteurs D1 et D2 (Charbit et al., 2011).
Parmi les noyaux hypothalamiques, le noyau Al1 est particulierement intéressant étant donné qu’il
est le seul noyau a avoir des projections dopaminergiques descendantes directes sur les neurones du
CTC (Abdallah et al., 2015). Le A11 a un effet inhibiteur sur la transmission nociceptive du Sp5C (Charbit
et al., 2009). En plus de la dopamine, I’hypothalamus synthétise des orexines et contrdle la libération
d’orexines de la glande pituitaire. Dans un modeéle de migraine chez des rats, I'injection en
intraveineuse d’un antagoniste des récepteurs orexinergiques diminue la vasodilatation méningée,
I'activation du CTC et la sensibilité a la Dépression Corticale Envahissante (Hoffmann et al., 2015), ce
qui indique un rdle pronociceptif des orexines dans cette pathologie. Ainsi un dysfonctionnement de
ce controle inhibiteur pourrait donc avoir un effet pro-nociceptif sur le CTC, conduisant a la phase

douloureuse de la migraine (Charbit et al., 2011 ; Maniyar et al., 2012).
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3. Hyperexcitabilité corticale

L'hypothese d’'une hyperexcitabilité du cortex cérébral est née en considérant la vulnérabilité des
migraineux a certains facteurs, comme le stress ou les stimulations sensorielles intenses, notamment
visuelles, qui déclenchent des crises. De maniére générale, le cortex sensoriel des migraineux répond
de maniére excessive aux stimuli répétés, et cette sensibilité persiste parfois de maniere permanente
(Coppola et al., 2007 a). Par ailleurs, la stimulation magnétique transcranienne du cortex visuel,
primaire et secondaire, a également montré que le seuil d’induction des phosphénes est
significativement plus bas chez les migraineux que chez les témoins (Aurora et al., 2003). Néanmoins,
la gamme des seuils d’induction des phosphénes est large, suggérant une excitabilité variable chez les
migraineux (Antal et al., 2006). Ces observations suggerent |'existence de changements périodiques
de I'excitabilité corticale, pouvant conduire a une crise de migraine lorsque I'abaissement du seuil
d’excitabilité corticale coincide avec un stimulus déclenchant. Cette modification de I'excitabilité n’est
pas restreinte au cortex occipital car elle a pu étre mise en évidence dans le cortex moteur (Brighina
et al., 2011) et pariétal (Andreatta et al., 2012) méme si cela n’est pas systématique (Gunaydin et al.,
2006). Plus précisément, les enregistrements des potentiels évoqués corticaux visuels, mais également
auditifs et somesthésiques, ont mis en évidence un défaut de I"habituation qui est la diminution de
I"amplitude des potentiels normalement observée lorsque I'on répéte les trains de stimulation
(Ambrosini, 2003; Coppola et al., 2007 b & c). Ce défaut d’habituation résulterait d’un
dysfonctionnement des voies monoaminergiques intra-corticales et/ou sous-corticales (Coppola et al.,
2007 a). Les mécanismes a l'origine de l'altération de I'excitabilité corticale restent largement
méconnus et sont probablement multifactoriels. La possibilité d’'une excitation excessive provoquée
par une libération anormale de neurotransmetteurs excitateurs est suggérée par la mise en évidence

d’une concentration plasmatique de glutamate plus élevée chez les migraineux (Peres et al., 2004).

Plus récemment, la région préfrontale a été impliquée dans le développement de la crise de migraine
sur la base de données indirectes. En effet, la courbe de prévalence de la migraine augmente a la
puberté puis diminue lors de la vieillesse, ce qui correspondrait a des périodes de maturation et de

déclin du cortex préfrontal (Barbanti et al., 2019).

2) Mécanismes de I’aura migraineuse : la Dépression Corticale

Envahissante (DCE) et ses conséquences

En 1941, Lashley a conclu, a partir de I'analyse de ses propres symptémes, que |'aura visuelle résulte
d’un dysfonctionnement neuronal singulier (Tfelt-Hansen, 2010). En effet, il comporte successivement
une bréve activation (se traduisant par des phosphénes) puis une inhibition prolongée (se traduisant

par un scotome) des neurones corticaux. Par ailleurs, il se propage dans le cortex visuel a une vitesse
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de 3 a 5 mm par minute. Ces caractéristiques sont également celles d’'un phénomeéne cortical
expérimental décrit par Ledo (Ledo, 1944) sous le nom de cortical spreading depression, ou en francais
la DCE. Celle-ci correspond a une vague de dépolarisation puis hyperpolarisation des neurones partant
du cortex occipital et progressant rostralement (Ledo & Morison, 1945). Ces travaux expérimentaux
de Ledo et les constatations cliniques de Lashley furent comparés par Milner (Milner, 1958), qui
proposa que I'aura migraineuse puisse résulter d’un processus similaire ou comparable a une DCE et
gue les modifications du débit sanguin cortical qui I'accompagnent sont la conséquence et non la cause

du dysfonctionnement neuronal.

La DCE peut étre déclenchée aussi bien chez 'Homme que chez I'animal au moyen de stimulations
électriques, chimiques ou mécaniques (Ayata & Lauritzen, 2015) et n’est pas exclusive a la migraine,
puisqu’elle peut apparaitre lors d’un infarctuscérébral par exemple (Dohmen et al., 2008). Il a été
également démontré qu’elle pouvait étre induite par un stimulus vasculaire comme I'endothéline 1
(Dreier et al., 2002). Elle est initiée par une bréve mais importante dépolarisation neuronale et gliale,
responsable de I'hyperactivation et associée a une hyperperfusion locale. Elle est suivie d’une
hyperpolarisation neuronale durable, responsable d’une inactivation (« dépression »), accompagnée

d’une diminution locale du débit sanguin de 20 a 30% (Ayata & Lauritzen, 2015).

La migraine sans aura, comme son nom l'indique, ne s’"accompagne d’aucun symptéme neurologique
avant la céphalée. Chez la plupart des patients atteints de ce type de migraine, les premiéres mesures
de débit cérébral utilisant la tomographie a émission monophotonique (Olesen et al., 1990) ou la
tomographie a émission de positons (TEP) (Weiller et al., 1995) n’ont pas détecté de modifications
vasculaires significatives dans le cortex occipital. Une étude utilisant I'électroencéphalographie durant
des crises de migraine sans aura a cependant montré une dépression de I'activité corticale supérieure
du coté de I’hémicranie, interprétée comme le reflet possible d’une dépression unilatérale de I’activité
neuronale (Schoenen et al., 1987) semblable a celle décrite dans la DCE par Ledo. En 1994, Woods et
al. ont pu enregistrer fortuitement en TEP le début d’une crise spontanée chez une jeune femme
souffrant de migraine sans aura qui subissait des mesures répétées de débit sanguin cérébral pendant
une stimulation visuelle (Woods et al., 1994). Les auteurs ont alors observé une hypoperfusion bi-
occipitale qui s’est ensuite étendue vers I'avant. Une autre étude TEP portant sur 9 patients examinés
pendant une crise de migraine sans aura a rapporté une baisse modérée mais significative (15%) du
débit sanguin cérébral global, sans changement de I’extraction d’oxygene (Bednarczyk et al., 1998).
Dans une autre étude, 4 patients avec migraine sans aura déclenchée par le vin rouge ont présenté
également une hypoperfusion plutdt postérieure (Andersson et al., 1997), tandis que Denuelle et al
(2008) montrent que 7 patients ont expérimenté une oligohémie pariéto-occipitale. Dans certains cas

de céphalées migraineuses sans aura induites par une stimulation visuelle (Cao et al., 1999 & 2002),
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des anomalies du signal BOLD ont été observées dans le cortex occipital précédant la céphalée et
identiques a celles observées lors d’auras visuelles typiques (Hadjikhani et al., 2001). Ainsi, il existe des
arguments électrophysiologiques et métaboliques qui suggérent que certaines migraines sans aura
pourraient, comme la migraine avec aura, s'accompagner d’'un phénomene cortical analogue a celui
caractérisant I'aura. Hadjikhani et Vincent ont proposé en 2019 deux hypotheéses : soit la DCE serait
asymptomatique, et les troubles neurologiques constatés dépendraient d’autres facteurs; soit
I’oligohémie observée lors de la migraine sans aura serait un phénomene fondamentalement différent

de la DCE de I'aura (Hadjikhani & Vincent, 2019).
3) Mécanismes de la céphalée migraineuse

Diverses données obtenues en expérimentation animale et en recherche clinique suggerent que la
céphalée migraineuse et les symptomes associés sont la conséquence d’une activation du STV, incluant
les nocicepteurs qui entourent les vaisseaux méningés, le CST et les premiers segments cervicaux.

En effet, chez des patients subissant une craniotomie sous anesthésie locale, il a été montré que des
stimulations appliquées sur les méninges et les structures vasculaires qui en dépendent induisent une
douleur pulsatile alors que les mémes stimulations appliquées au parenchyme cérébral lui-méme sont
indolores (Penfield, 1934). Le second argument en faveur de I'activation du STV est I'augmentation du
taux de CGRP dans la veine jugulaire interne pendant la crise migraineuse et la normalisation de ce
taux apres I'administration de sumatriptan (Juhasz et al., 2005). Si le traitement est un échec, le taux
de CGRP reste élevé (Juhasz et al., 2005). Chez le chat, la stimulation du sinus sagittal supérieur
provoque une augmentation du débit sanguin cérébral régional et une élévation des taux du CGRP
dans les veines jugulaires externe et interne (Zagami et al., 1990). Chez le rat, Moskowitz et al. (1993)
ont montré que la stimulation électrique du ganglion de Gasser provoque une augmentation du débit
sanguin cérébral et extra-cérébral, ainsi qu'une « inflammation neurogene » de la dure-mere, ol
s’associent vasodilatation, extravasation protéique, dégranulation mastocytaire et agrégation
plaquettaire. Cette inflammation stérile aboutirait a I’activation et a la sensibilisation des afférences
méningées trigéminales. Son rdle potentiel dans la genése et le maintien de la douleur migraineuse a

donc été particulierement étudié (Ramachandran, 2018).

a) Linflammation neurogéne

L'inflammation neurogéne stérile (c’est-a-dire sans microorganisme pathogéne associé) peut étre
induite par stimulation électrique du ganglion trigéminal et du sinus sagittal supérieur. Le volume
sanguin extra cérébral augmente et des molécules a fort pouvoir vasodilatateur, tels que des
neuropeptides (CGRP, SP), des prostaglandines, de la 5-HT et du NO, sont libérés par les fibres

nociceptives trigéminales et les fibres sympathiques.
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Figure 9: Mécanisme hypothétique de linflammation neurogene durale. (1) Un facteur de
déclenchement de la migraine (Trigger) peut provoquer l'inflammation neurogéne par deux voies
potentielles : (2a) L'activation du CST qui libere des neuropeptides comme le CGRP et la SP au niveau
des afférences trigéminales et/ou (2b) la dégranulation des mastocytes qui libére des molécules pro-
inflammatoires qui vont alors activer les fibres trigéminales. (3) Les deux voies aboutissent a la liaison
des neuropeptides a leurs récepteurs, notamment CGRP (son récepteur étant CLR/RAMP1/RCP), qui
déclenchent une vasodilatation des vaisseaux duraux et une disruption de I'endothélium. (4)
L’extravasation de protéines plasmatiques (PPE) qui s’ensuit entretient la situation inflammatoire et

I’activation des nocicepteurs (Ramachandran, 2018)
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La SP est le premier neuropeptide a avoir été découvert dans les fibres sensorielles trigéminales en
1931. Elle exerce une puissante action vasodilatatrice et provoque une libération de bradykinine,
histamine et 5-HT, contribuant a lI'inflammation. La SP réside principalement dans les fibres C
trigéminales ou elle cohabite étroitement avec le CGRP (Uddman et al., 1985). Elle n’est cependant pas
présente dans toutes les fibres et |'utilisation en recherche clinique d’antagonistes au récepteur de la
SP n’a pas donné de résultats probants (May & Goadsby, 2001). Tres rapidement, I’"hypothese de la

présence d’autres neuropeptides impliqués a été émise (Liu-Chen et al., 1983).

Le CGRP est un peptide capable de déclencher une crise de migraine quand il est administré chez les
patients migraineux (Lassen et al., 2002). Il est présent en plus grande quantité dans la circulation
extracérébrale de ceux-ci (Goadsby et al., 1990). Libéré par les fibres C, le CGRP se lie a son récepteur,
composé des sous-unités CLR et RAMP1, présent sur les muscles lisses des vaisseaux, les fibres A, les
cellules gliales (Eftekhari et al., 2010). Puissant vasodilatateur qui agit majoritairement au niveau des
artéres et artérioles, mais pas au niveau des veines, le CGRP augmente ainsi le débit sanguin cérébral.
Il agit au niveau de I'endothélium de I'artére (Edwards et al., 1991) qui possede un fonctionnement
indépendant, régi par I'adénylate cyclase (Edvinsson, 1985). Dans le ganglion trigéminal, 70 % des
neurones positifs au CGRP sont colocalisés avec le récepteur TRPV1, ce qui est bien plus important
gu’au niveau de la corne dorsale. Ceci explique peut-étre le réle prédominant du CGRP dans les voies

de signalisation du STV (Messlinger et al., 2020).

Concernant les prostaglandines, elles peuvent provoquer la libération de CGRP (Ramachandran, 2018)
et la ProstaGlandine E2 (PGE2) possédent une capacité vasodilatatrice. Ces derniéres sont capables
de déclencher une céphalée quand elles sont injectées en intraveineuse chez des patients sains,
contrairement aux prostanglandines non vasodilatatrices. Pourtant, I'utilisation d’un antagoniste au

récepteur de PGE2 ne permet pas de supprimer une migraine induite par PGE2 (Antonova et al., 2013).

Les fibres sympathiques méningées, quant a elles, vont libérer de la 5-HT et du NO. La 5-HT favorise
I’excitation des nocicepteurs méningés, ainsi que leur sensibilisation mécanique (Strassman et al.,
1996). En revanche, il a été montré en culture cellulaire que I'activation des récepteurs 5-HT1b/d
empéche la libération de CGRP et de glutamate (Xiao et al., 2008), ce qui explique I'effet des triptans.
Le NO, quant a lui, augmente la synthése et la libération de CGRP (Bellamy et al., 2006), en plus de son

action vasodilatatrice.

Ainsi I'inflammation neurogéne provoquée par ces substances serait un élément clé, provoquant la
sensibilisation des nocicepteurs méningés (Figure 9). En effet, ces molécules vont provoquer une
vasodilatation, une extravasation plasmatique ainsi qu’une dégranulation des mastocytes

(Ramachandran, 2018).
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Thalamus CSD wavefront

Figure 10 : Représentation schématique de la théorie associant DCE (ici CSD pour Cortical Spreading
Depression), inflammation neurogene et douleur migraineuse. En plus d’étre le mécanisme de 'aura,
la DCE déclencherait la libération de potassium (K*) et de HMGB1, ce qui entrainerait une extravasation
de molécules pro-inflammatoires et d’ions (H*). En paralléle, la DCE favoriserait la perméabilité de la
barriere hématoencéphalique, ce qui permettrait a I'inflammation de se propager dans les méninges,
ou des peptides tels que le CGRP pourrait alors activer les nocicepteurs. Le signal nociceptif en
découlant se transmettrait via le ganglion trigéminal (TG) puis le CTC (TCC pour TrigeminoCervical
Complex) avant d’étre traduit en douleur dans le cortex (notamment le cortex cingulaire, CC) (Bauer

et al., 2021).
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Ces derniers, a leur tour, libéreraient des molécules inflammatoires, dont |’histamine connue pour
activer les fibres C et favoriser la libération de CGRP (Ramachandran, 2018). Ainsi I’'ensemble de ces
molécules agissent de fagon synergique pour abaisser le seuil de réponse des nocicepteurs aux stimuli
mécaniques (Strassman et al., 1996). La sensibilisation des nocicepteurs trigéminovasculaires serait
ainsi responsable du caractere pulsatile de la douleur ainsi que de son aggravation par des stimuli tels

que les pulsations artérielles, le déplacement de la téte, les efforts physiques et la toux.

Ainsi, bien gu’elle ne reste qu’une hypothése chez I’'Homme et dans la migraine, le cumul de ces études
montre que I'inflammation neurogene est un excellent mécanisme pour expliquer I'apparition d’'une

douleur méningée.
b) Implication de la DCE

Il a été montré dans plusieurs modeles animaux de migraine que la DCE pouvait activer les neurones,
du ganglion trigéminal (Zhang et al., 2010) et du CTC (Zhang et al., 2011). En effet, il a été montré que
I"augmentation de potassium extracellulaire suite a la DCE ouvre les canaux pannexin 1 au niveau du
cortex, ce qui active la Caspase-1 et entraine la synthése d’interleukines par les neurones et les
astrocytes (Silverman et al., 2009). Dans le méme temps, les neurones libérent la protéine HMGB1, qui
déclenche la transcription d’autres molécules inflammatoires (Karatas et al., 2013), notamment dans
les astrocytes (Pedrazzi et al., 2007). |l a donc été émis I’hypothese que cette libération d’'HMGB1 serait
responsable de I'activation du facteur de transcription NF-kB dans les astrocytes formant la Glia
Limitans, qui entraine la synthése de cytokines, de prostaglandines et de NO (Reuter et al., 2002, Figure

10).

L’expression et la libération de la protéase MMP-9 est également augmentée suite a la DCE, ce qui va
occasionner une perméabilisation de la barriere hémato-encéphalique (Gursoy-Ozdemir et al., 2004).
Cette perméabilisation permettrait ainsi aux molécules inflammatoires citées de passer au niveau
méningé et d’activer les nocicepteurs présents, ce qui a développé I'idée que la DCE pourrait a la fois
étre responsable de l'aura et de la céphalée (Ramachandran 2018). Corroborant cette idée, il a été
démontré chez la souris que la DCE pouvait activer les macrophages présents dans les méninges, qui

liberent notamment des cytokines pro-inflammatoires (Schain et al., 2018).
c) Implication du systéme parasympathique

Le systéme parasympathique est supposé étre a I'origine des symptémes tels que le rougissement, la
rhinorrhée ou encore les larmoiements pouvant étre observés pendant une crise de migraine
(Mikhailov et al., 2016). Ces symptomes, présents chez 37,4% des migraineux, sont corrélés avec des

céphalées plus douloureuses, ce qui suggere que le systeme parasympathique pourrait aggraver la
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sensibilisation du nerf trijumeau (Barbanti et al., 2016). Ainsi, la stimulation électrique du ganglion

sphénopalatin suffit a déclencher une extravasation de protéines importante dans I'espace sub-

arachnoidien, un phénomeéne qui participerait a I'inflammation neurogéne (Delépine & Aubineau,
1997). Par ailleurs, le PACAP peut déclencher une crise chez les migraineux, sans modifier la
vascularisation (Edvinsson et al., 2018). Il serait également impliqué dans la dégranulation

mastocytaire (Baun et al., 2012).
d) Implication des astrocytes

Au niveau cortical, les astrocytes régulent le pH ainsi que les concentrations de glutamate et de
potassium dans le milieu extracellulaire. Lorsque cette fonction est altérée, par exemple suite a une
interruption des communications entre astrocytes, I'élévation de ces molécules favoriserait la
propagation des DCE et probablement la survenue de I'inflammation neurogéne (Rovegno et al., 2018).
Dans un modéle murin transgénique de MHF, un dysfonctionnement de cette fonction d’homéostasie
a pu étre observé suite a la diminution de I'expression des pompes sodium/potassium des astrocytes.
Cela entrainait une facilitation de la DCE ainsi qu’une augmentation de la fréquence de décharge des
neurones du cortex cingulaire, particulierement impliqués dans I'intégration de la douleur (Romanos
et al., 2020). Il a été également montré chez le rat qu’une DCE activait les afférences méningées et
augmentait la concentration de calcium intracelllulaire des astrocytes, méme lorsque ceux-ci étaient
inhibés. En revanche, cette inhibition supprimait la sensibilisation des afférences méningées,
suggérant un réle des astrocytes corticaux dans le maintien de I'inflammation neurogéne (Zhao et al.,

2021).
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IV. Traitements de la migraine

Le traitement des migraines repose sur trois grands axes : limiter les facteurs déclenchants, trouver le
traitement de crise approprié et adapter un traitement de fond si nécessaire (Silberstein et al., 2012).
L’éducation du patient est aussi un élément clé dans la prise en charge des migraines ; il permet
notamment de limiter 'abus médicamenteux, qui est un facteur important de chronicisation de
migraine. Par exemple, la tenue d’un calendrier des céphalées par le patient est utile afin de mesurer
I'efficacité des traitements et d’ajuster la stratégie thérapeutique. Le patient va répertorier la
fréquence, la durée et l'intensité des crises, mais aussi les traitements pris, les signes associés et

I’élément déclencheur s’il parvient a I'identifier.

Parmi les traitements médicamenteux, celui de crise doit étre proposé a tous les patients migraineux.
Sila fréquence des attaques dépasse quatre crises par mois ou si celles-ci deviennent trop invalidantes,

un traitement de fond pourra étre envisagé.
1) Traitements de crise

Les traitements ayant heureusement évolué depuis les trépanations du Néolithique (Esther Lardreau,
2014), I'objectif des traitements antimigraineux de crise est aujourd’hui avant tout la disparition de la

douleur dans les deux heures suivant le début de la crise.

Selon la French Headache Society, les traitements de crise sont séparés en traitements non spécifiques
et spécifiques. Les molécules non spécifiques comptent notamment le paracétamol, un analgésique,
dont I'efficacité est augmentée en combinaison avec la caféine. Il est également souvent prescrit un
AINS (inhibiteur de la synthése de cytokines), les plus recommandés étant I'ibuprofene, le diclofenac,
le flurbiproféne et I'aspirine. Ces molécules peuvent étre accompagnées de métoclopramide pour

lutter contre les nausées (Ducros et al., 2021, Tableau n°1).
Les traitements spécifiques comprennent :

Les triptans (agonistes des récepteurs 5HT1 b et d a la sérotonine), parfois en association avec un anti-
inflammatoire, font partie des traitements de deuxieme intention, a cause d’un codt élevé et d’une
efficacité variable, le plus efficace étant le sumatriptan injecté en sous-cutané (Cameron et al., 2015).
Le sumatriptan semble agir sur la migraine grace a son action vasoconstrictrice, sa capacité a réduire
la libération de CGRP par les terminaisons des fibres nociceptives du nerf trijumeau (Humphrey &

Goadsby, 1994) et a moduler la synthése de 5-HT au niveau cortical (Sakai et al,. 2008).
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Tableau 1 : Tableau des traitements de crise non-spécifiques de la migraine (Ducros et al., 2021)
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Les ditans (comme le lasmiditan) sont des agonistes du récepteur 5HT-1f de la sérotonine, et
contrairement aux triptans, ils ne possédent pas d’effet sur la vasoconstriction : le seul ditan
actuellement testé pour traiter les crises de migraine est le Lasmiditan (Lamb, 2019), qui n’a pas encore
d’autorisation de mise sur le marché (AMM) en France. Le récepteur 5-HT1f est trés peu présent a la
périphérie et quasiment absent au niveau vasculaire, mais il est retrouvé en abondance dans le

systeme nerveux central, et notamment dans le CST (Vila-Pueyo, 2018).

Les gépants qui sont des antagonistes des récepteurs au CGRP, ont émergé en tant que traitements
prometteurs de la douleur migraineuse. Plusieurs études ont démontré I'efficacité des gépants
développés, y compris chez des patients habituellement résistants aux traitements, et sans effets
secondaires significatifs (Omaer et al., 2021), alors que les premiers gépants possédaient une certaine

hépatotoxicité. Aucun gépant ne possede pour le moment d’AMM en France.

Les dérivés ergotés comme la dihydroergotamine doivent leur efficacité a leur effet vasoconstricteur
ainsi que comme agoniste des récepteurs 5-HT1b et d (Ngo & Tadi, 2020). Ce sont des traitements
anciens et tres rarement utilisés, notamment a cause de forts effets secondaires (Ducros et al., 2021,
Tableau n°2).1l est a noter que ces traitements agissent toujours en aval de la migraine. Afin de prévenir
en amont la crise, ou tout du moins de diminuer sa fréquence, sa durée et/ou son intensité, il est
nécessaire de pouvoir fournir aux patients un traitement de fond (nommé aussi préventif ou

prophylactique).
2) Les traitements de fond

Pour le moment, comme le décrit I’American Headache Society (AHS Consensus Statement 2018), les
traitements de fond existants sont issus d’usage non conformes de divers médicaments, a I'efficacité
plus ou moins reconnue. Parmi ceux estimés les plus probant, on peut retrouver des antiépileptiques
(notamment le topiramate), des bétabloquants (métoprolol, propranolol, timolol),
I’onabotulinumtoxine A (Botox), ou encore un antidépresseur, I’'amitriptyline (Ducros et al., 2021). Bien
gu’encore peu connu, le mécanisme d’action de ces molécules sur la prévention de la migraine se
révéle petit a petit. Les études précliniques montrent qu’ils peuvent diminuer la fréquence de la DCE,
ou encore de réduire la sensibilisation neuronale (Sprenger et al., 2018). Dans le cas du topiramate
par exemple, son action prophylactique semble étre due a son effet potentialisateur du GABA couplé
a une action inhibitrice sur plusieurs canaux ioniques dans le systéme nerveux central (White, 2005).
Dans le cas des bétabloquants, il a été montré que le propranolol prévient I'altération des contréles
descendants de la douleur, préservant notamment le systeme de modulation noradrénergique (Boyer
et al.,, 2017). Dans le cas des antidépresseurs tricycliques, leur action semble se porter sur la DCE

puisqu’ils

40



TEPIA 03 19j2y "UDAIS J0U ATE SUOIPEIANU] "DUILM0 L>uanbayy 03 Burpiodde paisy INQ ‘IARSNEYXD J0U IIE $39§J9 IPIS PUE SUOHENPUIERUOD .
‘uoReNSWIWpPY 3nig pue pood 'yai ‘sSnip Li0}ewuepul-1Iue [EpIOIASUOU (SATVSN

(vad) axeaur 19y

SINOY 8 351y 2 unpun Sulaup oN
syuessazdap SND 2130 10 siqeuued
‘10400[E Yium uogewquiod ut

JWOIPUAS UIUOIOIIS JO SISED Iey
JSNQe 10 ISNSTUW JO YSTY

euoydna ‘suogeunn|ey :(%1) a1ey
(uonepas ‘ssaurzzip)

uorssazdap wsks snoABu [eRUID
wawure dunt Suraup Juedgudis
SSaueaMm IOsSnuw BUnIWOA

10/pue easneu ‘uonepas ‘esapsazed

(vaa)

SINOY $Z Ul UIXE 3q POYS
9SOp JUO UBY] I0W ON

KepBw 0oz wnuIxew

(1zoz

ut dueI Ul d|qefieae

P3SN Jl UORNED WM PIsn 3q PoYs ‘anBue; ‘ssautzzip (%z <) uowwod (s391q®) 3w po1 B 05 eIPON Y3H 0U) URIpTSET]
UOREPUIW WIOIAX
SUONENPUIEQUOD U $193333 IpIS UE ;(qnoz ‘asoq 30 yiduans DUIPUI JO [PAI] suglig
(tzoz
juedadoiqn 03 uoRdeal MBI II2AIS ey KepBw 00z wnwiIxew ul DdUBL Ul I[GEfieAe
uorpeaz Ananisuasiadly jo £101s1H SSIUISMOIP ‘BISNEN (s397qe3) B 001 Bwi 05 Suons Y81 j0u) Juedadoiqn
(tzoz
Juedadawiu 03 uoRdeal JNBII[[e IS ey Kep/Bw 5z wnuuxe ul duURI UI I[qEfieAe
uotpea Ly1agisuasiadAy jo L1031 easneN (391qe3) Bw gz Suong yBiH j0u) Juedadawny
UOREPUIUNIOIAT
LSUON EJIPUTRIIUO0D UTEWN $103]J2 IPIS UeW anor ‘asoq 3o a8uans 3DUIPIAS JO [9A3T syuedan
(9oue13 w Jjqepeae ou) Bw g Lexds jeseN
KepBuw o1 wnunxen
(391921 BuneBxnusippaiqe) Sw sz Suons Y3 (vi) uemdtugoz
KepBu 1 wnunxen
(uorpalur snoduenoqns) 3w g
dWoIpuAs UNI0J013S KepBuw op wnunxepy
‘uolsuanzad iy (£eads eseu) 3w 0z/01
(umadinnujoz I2AS KepBw 00g wnuIXe
pue uesduezu 10 3daoxa) ‘swseds f1euoim (s391qe3) 8w 0§ 3uons Yy (win) ueadinewng
saprweuojns i L319p® sso1) JO sased arey KLepBw oz wnunxeyw
103 quyut VUIOUWOS (91qe
OV © M JUSULEID JUILINDUOD Buwysng BuneBajusip) 3w o1 ‘(s191qw2) Bw o1 ‘s Suons yBiH (vin) uesduzezry
£>uspyynsut [eua 10 Jneday SNOURS ‘(yo9u pue 3591p fep/3w § wnunxew
uolsuauadAy pajjonauodun Y3 Ul UORIUISUGM (arqm) Bwi s’z Suons ydiy (vin) ueadinereN
2jons pue yiL 30 3unaay) Kep/3w § wnunxep
preufey LQwoipuks sy, (91qm) Bw sz 8uons Y34 (vin) ueiduieaozy
aseasip feuare eRYyduagd ‘eruase ‘ssauzzip KLepBw 08 wnuuxey
uogdrEjul [EIpIEd0kIN ‘P12 0 3wy (121q®) w1 oy 10 0Z 3uons Y3y (Vi) umadinagz
woIpuks AWM uosuriied JOMm ‘EIsNeU ‘SINIWANXD KLepBuw 5z wnunxey
aseasip ueay Areuoio)d JO msayIsared (oqm) Bw szt 8uons yBiH (vn) ueidwmowuyy
K808
3YDEpPEaH Youaii 3y Aq £oeoya 103
,SUON EDIPUTRUOD UTBN $103}J3 IpIS URW (@no1) asoq UONEPU3WII0d31 JO p8uans 3DUSIPIAS JO [9A3T sueiduL

‘(eyoepeay surerSiu jo Jusunean nde Iy 103 reaoxddy Jaspepy Youarj dgpads :yy) ssusunean sureiSnu Rnoe dgads - Z Iqel

Tableau 2 : Tableau des traitements de crise spécifiques de la migraine (Ducros et al., 2021)
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diminuent la fréquence de survenue. Par ailleurs ils semblent également faciliter les contréles
descendants inhibiteurs de la douleur (Sprenger et al., 2018). Le Botox, injecté au niveau de la face de
rats, diminue I'expression du récepteur TRPV1 dans le ganglion trijumeau et les terminaisons du nerf
V, notamment la branche V1 (Shimizu et al., 2012). Ces dernieres années, de traitements de fond
ciblant spécifiquement la migraine ont été développés. C'est le cas des anticorps monoclonaux anti-
CGRP ou anti-récepteur au CGRP. Le premier de ces anticorps monoclonaux a avoir obtenu une AMM
est 'erenumab (en 2018 pour les Etat-Unis et I'Europe). Ce produit est disponible sous la forme d’un
auto-injecteur utilisable a domicile. Actuellement, la principale restriction est le co(t du traitement,
estimé a plus de 6 000 francs suisses annuel par patient, alors que son remboursement par les
organismes payeurs n’est pas encore approuvé (Sandor et al.,, 2019). En France, ce traitement est
réservé aux patients souffrant au minimum de 8 jours de migraine par mois et aprés I’échec d’au moins

2 traitements de fond. Seuls les neurologues peuvent les prescrire (Ducros et al., 2021, Tableau n°3).

Il existe également des traitements non pharmacologiques telle que la stimulation électrique qui peut
étre transcutanée ou invasive. Elle est utilisée lors de la crise ou préventivement, et peut cibler
différentes régions. Ainsi on peut citer la stimulation du nerf vague ou du ganglion sphénopalatin pour
une action sur le parasympathique, ou bien encore une stimulation du nerf supraorbitaire, issu de la
branche V1 du nerf trijumeau. Ces méthodes souffrent d’'un manque d’études en double-aveugle
souvent limitées a des modeles animaux, d’un prix parfois trés élevé pour une efficacité variable
(Moisset et al., 2020). Bien que le mécanisme exact soit inconnu, la stimulation par I'acupuncture

semble faire preuve d’une bonne efficacité dans le traitement préventif de la migraine (Zhang 2020 a).

Enfin, des modifications de I'hygiéne de vie et du comportement du patient peuvent améliorer
I'efficacité des traitements : des séances régulieres de sport d’endurance diminuent la sévérité des
crises et peuvent permettre de réduire certaines comorbidités (notamment I'obésité, Santiago et al.,
2014). L'usage de techniques de relaxation, de réduction du stress et I'éducation du patient a la
physiopathologie de la migraine permettent de potentialiser I'efficacité d’un traitement et parfois

d’améliorer la qualité de vie générale (Holroyd et al., 2010 ; Wells et al., 2021).
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Table 4 - Oral prophylactic treatments: dosage, side effects and contraindications.

Treatment Level of Strength of Daily dosage Main side effects Main contraindications
(French Market evidence for recommendation by Minimum-
Approval, efficacy the French Maximum (mean
yes or no) Headache Society daily dosage)
Amitriptyline High in EM Strong in EM 10-100 mg (25 mg) Dry mouth, somnolence, Absolute: glaucoma,
(yes) Fair in CM Moderate in CM Once atdinner ime weight gain prostatic adenoma
Relative: obesity
Beta-blocker
Propranolol High in EM Strong in EM 20-240 mg (80 mg) Common: asthenia, poor Absolute: asthma, heart
(yes) Fair in CM Weak in CM BID or once in the tolerance to effort failure, atrio-ventricular
morning (extended Rare: depression block, bradycardia
release) Relative: depression
Metoprolol High in EM Strong in EM 50-200 mg (100 mg)
(yes) Unknown in CM Notrecommended in  Once in the morning
M (extended release)
Nebivolol Medium in EM  Moderate in EM 5-10 mg (10 mg)
(no) Unknown in CM Notrecommended in  Once in the moming
M
Atenolol High in EM Moderate in EM 50-200 mg (100 mg)
(no) Fair in CM Weak in CM Once in the morning
Timolol High in EM Moderate in EM 10-60 mg (20 mg)
(no) Unknown in CM Notrecommended in  BID
M
Candesartan Medium in EM  Strong in EM 8-32 mg (16 mg) Hypotension Absolute: heart failure, renal
(no) Fair in CM Weak in CM BID or once a day artery stenosis, renal
impairment, pregnancy
Relative: hypotension
Flunarizine High in EM Moderate in EM 5-10 mg (Smg) Common: somnolence, Depression, obesity,
(yes) Fair in CM Weak in CM Once in the evening weight gain, depression Parkinson disease,
Stop after 6months Rare: parkinsonism parkinsonism, pregnancy
Lisinopril Fair in EM Moderate in EM 5-40 mg (20 mg) Hypotension, dry cough, Angio-edema, renal artery
(no) Unknown in CM Notrecommended in Once a day exanthema, impaired stenosis, renal im pairment,
™ renal function hyperkaliemia, pregnancy
Lamotrigine Fair in migraine Weak in migraine with 25-300 mg (100mg) Common: dizziness, Absolute: hypersensitivity to
(no) with aura aura Once or twice a day insomnia lamotrigine, breastfeeding
Not recommended in Rare: serious Relative: previous allergy to
migraine without aura hypersensitivity another antiepileptic
reactions, depression,
suicidal ideation
Levetiracetam Medium in EM  Weak in EM S00-3000 mg Iritability, depression Relative: renal impairment
(no) Fair in CM Weak in CM Twice a day
Oxetorone Fair in EM Moderate in EM 60-180 mg (120mg) Common:somnolence  Parkinson disease,
(yes) Unknown in CM Notrecommended in  Once in the evening Rare: diarrhea, parkinsonism, pregnancy
M parkinsonism
Pizotifene Medium in EM  Moderate in EM S0-300 mg (150mg) Common: sedation, Obesity, glaucoma, prostatic
(yes) Unknown in CM Notrecommended in  BID weight gain adenoma, pregnancy
™
Topiramate High in EM Strong in EM S0-200 mg (100mg) Common: paresthesia, Absolute: hypersensitivity to
(yes) High in CM Strong in CM Once or twice a day weight loss, cognitive topiramate, pregnancy,
effects (word-finding glaucoma, severe pulmonary
difficulties), depression  disease, metformin use,
Rare: renal calculi, acute hepatic disease,
myopia with secondary nephrolithiasis, renal failure
angle dosure glaucoma Relative: depression, suicidal
ideation
Valproate High in EM Strong in EM 250-2000 mg Common: nausea, Absolute: liver disease,
(no) Medium inCM  Moderate in CM (750 mg) weight gain, pregnancy, mitochondrial
Do never use in Once in the evening somnolence, tremor, disease
women of childbearing or twice a day alopeda, ASAT, ALAT Relative: obesity
potential increase, hepatitis Do never use in women of
childbearing potential
Venlafaxine Fair in EM Weak in EM 375-300mg Common: nausea, dry Hypersensitivity to
{no) Unknown in CM Notrecommended in  (75-150 mg) mouth, hyperhydrosis venlafaxine
CM Once a day

Tableau 3 : Tableau des traitements de fond oraux de la migraine (EM = Migraine épisodique, CM =

Migraine chronique, Ducros et al., 2021)
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Partie Il : Locus Coeruleus, afférences, efférences et fonctions

I. Historique et anatomie générale

Bien que décrit pour la premiere fois par Félix Vicq d’Azyr en 1786, le LC n’est nommé ainsi qu’en 1812
par Joseph et Karl Wenzel. Signifiant littéralement « emplacement azur », le terme Locus Coeruleus

est d(i a sa légere coloration bleutée, conséquence de la présence de neuromélanine dans ce noyau.

Le LC, également nommé noyau A6 car il fait partie des 7 groupes noradrénergiques du systéeme
nerveux central (Grzanna & Molliver, 1980 ; Aston-Jones & Waterhouse, 2016), se présente sous la
forme de deux noyaux bilatéraux situés de part et d’autre du 4™ ventricule, dans la partie la plus
dorsale du tronc cérébral. Méme si le LC est majoritairement constitué de neurones noradrénergiques,
des études récentes montrent qu’il existe une population d’interneurones GABA qui pourraient
moduler I'activité des neurones NA (Jin et al, 2016 ; Breton-Provencher & Mrikanga, 2019). Les
neurones NA du LC présentent différentes morphologies relativement bien régionalisées (Grzanna &
Molliver, 1980) : le « coeur » du LC contient une population dense de neurones mesurant 20-25um,
avec une orientation rostro-caudale. La moitié caudale du LC présente dorsalement de petits neurones
(10-20um) et ventralement de gros neurones (30-40um) plus espacés et multipolaires. Enfin, la pointe
rostrale du LC est constituée de neurones orientés verticalement mesurant 35 a 45um, faisant d’eux
les plus grands neurones noradrénergiques du cerveau. Possédant de nombreuses projections
(Loughlin et al., 1986), le LC assure la majorité de I'innervation noradrénergique du cerveau, et est ainsi

impliqué dans de nombreux processus biologiques (Schwarz et al., 2015).
Il. Mode d’action de la NA

La synthese de la NA se fait a partir de la L-tyrosine qui, captée par les neurones exprimant la TH, est
transformée en L-dopa. La L-dopa est ensuite transformée en Dopamine (DA) par I’action de la Dopa-
décarboxylase, avant de donner la NA grace a l'intervention de la Dopamine-Beta-Hydroxylase (DBH).
La NA est libérée ensuite dans de nombreuses régions cérébrales par I'intermédiaire de varicosités

axonales.

Les récepteurs noradrénergiques sont des protéines a sept segments transmembranaires couplées a
des protéines G intracellulaires (Hein, 2006). 9 récepteurs a la NA ont été caractérisés, chacunissu d’un
gene différent, que I'on peut diviser en 3 grandes familles : les ARaipha-1, l€S ARaipha-2 €t les récepteurs
noradrénergiques beta (ARpeta). Les ARaipna-1 COMptent 3 sous-types a, b et d, et sont couplés a une
protéine Gq activatrice. lls sont localisés sur les neurones post-synaptiques de différentes régions

cérébrales comme le LC, le bulbe olfactif, le cortex, le gyrus denté, 'amygdale ou encore le thalamus.
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Figure 11 : Représentation du mode d’action de la noradrénaline. Le schéma de gauche montre la
localisation en pré ou post-synaptique des 3 types de récepteurs noradrénergiques connus. Ces
récepteurs sont couplés a des protéines G activatrices (+) et/ou inhibitrices (-). Les autorécepteurs pré-
synaptiques terminaux inhibent la libération de NA tandis que les autorécepteurs somatodendritiques
inhibent les décharges neuronales. Le schéma de droite montre la libération de NA (1, release), qui est
ensuite éliminée de la fente synaptique par recapture (2, reuptake) et stockée dans des vésicules (3,

storage) (Szabadi, 2013).
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Les ARaipha-2 cOmptent les sous-types a, b et ¢, et sont couplés a une protéine Gi : ils ont donc un réle
inhibiteur. On retrouve ces récepteurs aussi bien en pré qu’en post-synaptique, notamment dans
I’hypothalamus, I'amygdale et le LC. Dans le LC, ces autorécepteurs vont donc permettre un
rétrocontréle (Huang et al., 2012) qui module la libération de la NA (Starke, 2001). Les ARpeta, quant a
eux, sont divisés en ARpeta-1, ARpeta-2 €t ARpeta-3, QUi sont couplés a une protéine Gs : ils peuvent donc
étre aussi bien activateurs qu’inhibiteurs. Les ARpeta-1 €t ARpeta2 SONt présents dans diverses régions
cérébrales mais majoritairement situés dans le cortex, tandis que les ARpeta3 SONt principalement
retrouvés dans I’hippocampe et le cortex frontal ainsi que potentiellement dans le LC. Ces récepteurs
ont un role essentiel dans le systéme nerveux sympathique (Schena & Caplan, 2019 ; Hussain et al.,
2021). Les effets de la NA vont dépendre des récepteurs présents a la surface des neurones, mais
également de la quantité de NA libérée. En effet, il existe une affinité décroissante respectivement des
ARaipha-2, ARaipha-1, €t ARpeta pour la NA, ce qui signifie qu’en fonction de I'activité du LC et donc de la
concentration de NA, des comportements différents allant du sommeil a I’éveil ou I'intégration des

informations sensorielles peuvent étre obtenus (Figure 11, Atzori et al., 2016).
lll. Afférences du LC

Le LC integre des informations provenant de nombreuses régions cérébrales (Figure 12). Les 2
projections majeures sont issues des noyaux paragigantocellulaire (PGi) et prepositus hypoglossi (Ph).
Si le premier de ces noyaux exerce une influence a la fois excitatrice et inhibitrice, le deuxieme ne

semble avoir que des projections inhibitrices.
1) Noyau paragigantocellulaire (PGi)

Localisé dans la partie ventromédiale du bulbe rachidien et scindé en deux parties séparées par la RVM,
le PGi peut étre activé par des stimulations nociceptives appliquées au niveau de la patte (Gau et al.,
2012) et de la face (Hamba et al., 1994). Il regoit des projections directes issues des couches profondes
de la corne dorsale de la moelle épiniére et du CTC (Van Bockstaele et al., 1989). Ainsi I'information
sensitive issue de la corne dorsale est d’abord relayée au niveau du PGi avant d’étre transmise au LC.
En effet, une microinjection de lidocaine et de GABA dans le PGi inhibe I'activation du LC lors d’une
stimulation cutanée (Chiang & Aston-Jones, 1993). Bien que cette projection du PGi sur le LC soit
essentiellement ipsilatérale (Ennis & Aston-Jones, 1987 ; Pieribone & Aston-Jones, 1991), le LC intégre
les informations sensorielles de maniére bilatérale puisque les deux parties du PGi sont
interconnectées (Van Bockstaele et al., 1993). Chez le singe et le chat, il existe en plus de la voie PGi-

LC des projections directes issues des couches superficielles de la moelle épiniere (Craig, 1992).
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PGRN/GRN

Figure 12 : Représentation sagittale des différentes afférences du LC dans le cerveau de rat. L'épaisseur
des fleches représente I'importance relative des afférences de chaque régions qui comprennent : le
cortex (Ctx), le noyau du lit de la strie terminale (BNST), I'aire préoptique de I’hypothalamus (POA),
I'amygdale centrale (CeA), I'hypothalamus (Hy), la PAG, le noyau réticulé du mésencéphale (MRN), le
noyau réticulé pontin (PRN), le cervelet (Cb), le noyau vestibulaire spinal (SVN), le noyau réticulé
intermédiaire (IRN), le noyau réticulé latéral (LRN) et le noyau paragigantocellulaire (PGRN/GRN). Dans
notre chapitre, nous avons décidé de ne décrire que les plus importantes ou les plus pertinentes sur

notre sujet (Schwarz et al., 2015).
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Les projections du PGi vers le LC sont principalement excitatrices. En effet, chez le rat, plus de 70% des
neurones du LC sont activés par une stimulation du PGi tandis que 16% sont inhibés (Ennis & Aston-
Jones, 1988). Les projections excitatrices sont glutamatergiques, puisque I'injection d’antagonistes des
récepteurs glutamatergiques dans le LC, inhibe la transmission des informations sensorielles par le PGi
(Ennis et al., 1992).Quant aux projections inhibitrices, elles sont le fait de projections adrénergiques
issues du PGi latéral (Pieribone & Aston-Jones, 1991) qui activent les ARajpha-2 (Aston-jones et al., 1992),
de projections glycinergiques (Rampon et al., 1999) et GABAergiques (Siriex et al., 2012). Elles ont
surtout été impliquées dans le cycle de veille/sommeil (Sirieix et al., 2012), puisque le GABA provenant
du PGi permet le maintien du sommeil paradoxal (Clément et al., 2014). Enfin, co-localisant avec le
GABA, des opioides endogénes enkephalinergiques sont libérés par les neurones du PGi (Zitnik, 2016)

et diminuent I'activité tonique du LC en se fixant les récepteurs p-opioides (Drolet et al., 1992).
2) Le noyau du prepositus hypoglossi (Ph)

La deuxieme projection afférente majeure vers le LC provient du Ph, noyau localisé dans la partie
caudale du pont. Ce sont des projections inhibitrices puisque GABAergiques, enkephalinergiques et
adrénergiques (Ennis & Aston-Jones, 1989 ; Zitnik, 2016). Le réle de ces connexions est mal connu : il

serait impliqué dans le maintien du sommeil paradoxal via le LC (Kaur et al., 2001).
3) La PAG

Les projections de la PAG ventrolatérale vers le LC sont concentrées dans la zone péri-LC rostrale
ventromédiale (Van Bockstaele et al., 2001). Ces projections sont glycinergiques, et capables d’inhiber

le LC suite a une stimulation de la PAG (Rampon et al., 1999).
4) Hypothalamus

Chez plusieurs especes, dont le rat et les primates non-humains, il a été montré que le LC ainsi que la
région péri-LC recevait des projections importantes issues de plusieurs noyaux hypothalamiques
incluant le noyau paraventriculaire (Geerling et al., 2010), les régions hypothalamiques latérales
(Puskas et al., 2010), le noyau ventro-médial (Saper et al., 1976) ainsi que les régions pré-optiques
(Cedarbaum & Aghajanian, 1978 ; Chou et al., 2002). Les projections excitatrices sont majoritairement
issues des régions hypothalamiques latérales et du noyau ventro-médial dont les neurones vont libérer
de I'orexine (Zitnik, 2016). Cette orexine provoque |'augmentation de la fréquence de décharge ainsi
gue I'expression de c-Fos dans les neurones du LC, ce qui va favoriser I'éveil et I'attention (Bourgin et
al.,, 2000 ; Hagan et al., 1999 ; Ivanov & Aston-Jones, 2000). Le noyau paraventriculaire est plut6t
activateur du LC par ses projections libérant du CRF (Reyes et al., 2005) et inhibiteur grace a ses

projections contenant de la somatostatine (Inoue et al., 1988 ; Olpe et al., 1991). Cette derniére
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favoriserait la transition de I'éveil vers le sommeil (Zitnik, 2016). Il existe d’autres projections
inhibitrices de I'activité du LC (Gervasoni et al., 1998 ; Nitz & Siegel, 1997 ; Dimitrov et al., 2013) telles
que celles de I'aire préoptique ventrolatérale ainsi que du noyau latéral postérieur qui contiennent des

neurones GABAergiques (Szymusiak & McGinty, 2008).
5) Amygdale

Les neurones de I'amygdale qui projettent directement sur le LC, liberent du CRF et du GABA (Van
Bockstaele et al., 1998 ; Dimitrov et al.,, 2013). Le CRF libéré lors d’'une exposition a des agents
stressants augmente le taux de décharge des neurones du LC provoquant la libération de NA (Curtis et
al., 2002 & 2012). Cependant, chez des rats neuropathiques, I'activation de 'amygdale entraine une
diminution de I'activité du LC (Viisanen & Pertovaara, 2007), ceci étant di a ses projections
GABAergiques vers le LC (Dimitrov 2013). Avant cette inhibition, il existe une courte activation du LC,

déclenchée par les projections exprimant le CRF (Bouret et al., 2003).
6) Cortex

Quelques neurones provenant du cortex insulaire projettent vers le LC (Cedarbaum & Aghajanian,
1978), mais cette observation n’est pas systématique (Luppi et al., 1995). La projection la plus

importante est glutamatergique et provient du cortex préfrontal (Jodo et al., 1998).

IV. Efférences et fonctions du LC

Le LC projette dans la majorité du systéeme nerveux central, ce qui explique son réle modulateur dans
un grand nombre de fonctions cérébrales (Benarroch, 2017, Figure 13). Les projections efférentes du

LC sont divisées en trois faisceaux de fibres :

o |e faisceau noradrénergique dorsal qui innerve les structures du mésencéphale, le thalamus,
le systeme limbique et le néocortex (Gatter & Powell, 1977 ; Jones & Moore, 1977) ;

e lavoie cérébelleuse qui projette sur le cervelet (Szabadi, 2013) ;

e lavoie descendante, qui projette sur la moelle épiniére, envoie également des collatérales sur
les noyaux moteurs du tronc cérébral (tels que le noyau dorsal du nerf vague et le complexe
olivaire inférieur) et vers la moelle épiniere (Moore et Bloom, 1979 ; Szabadi, 2013).

D’une maniere générale, les projections efférentes du LC semblent respecter une certaine
topographie. Ainsi, les neurones issus de la partie dorsale du LC projettent plutot vers les zones
cérébrales rostrales, telles que le cortex ou le thalamus tandis que les neurones issus de la partie

ventrale projettent plutot vers les zones caudales comme la moelle épiniére (Schwarz et al., 2015). Par
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ailleurs, un méme neurone peut projeter vers plusieurs structures (Uematsu et al., 2017 ; Steindler,

1981).

Le role du LC peut étre vu comme un systéme modulateur qui optimiserait I'activité cérébrale dans le

but d’adapter le comportement aux modifications de I’environnement (Aston-Jones & Cohen, 2005).
1) Role du LC dans l’éveil

Il existe une relation entre I'état de vigilance et I'activité du LC. En effet les études suggerent que les 4
différents niveaux de vigilance, comprenant le sommeil, I'éveil calme, I'éveil actif et I’hypervigilance
en réponse a un stress, correspondent a des niveaux croissants de libération de NA (Atzori et al., 2016).
Ainsi, il a été montré que I'activation du LC par stimulation optogénétique augmente I'état d’éveil
tandis que son inhibition favorise le sommeil (Carter et al., 2010). L'implication du LC dans les
phénomeénes d’éveil et de vigilance est imputable a ses projections vers le systéme limbique, en
particulier vers le cortex préfrontal médian. En effet, I'activation du LC est suivie, aprés un délaide 5 a
30 secondes, d’'un changement dans |'électroencéphalogramme du cortex correspondant a une
élévation de son activité (Berridge & Foote, 1991). Cet effet peut étre supprimé par I'activation des

ARaipha-2 du LC (Page et al., 1993).

L'hypothalamus est également une structure centrale dans le maintien de I'état de veille. La
stimulation du LC inhibe les neurones pro-sommeils de I'aire préoptique ventrolatérale de

I’hypothalamus, et active les neurones pro-éveils (Modirrousta et al., 2004).
2) Role dans le stress

Le LC a un réle majeur dans le comportement et les réponses végétatives liés au stress (Benarroch,
2017). Le LC projette ainsi vers le noyau basolatéral de I'amygdale (Giustino et al., 2020), qui joue un
réle dans la mémorisation de I'émotion liée a la peur (Haubrich et al., 2020). En plus de cette
projection, le LC projette également vers le noyau central de I'amygdale qui est impliqué dans I'arrét
de I'alimentation, conditionné par la peur (Yang et al., 2021). Ainsi, les projections réciproques entre
le LC et 'amygdale entretiennent un état de stress puisque I'activation des neurones de I'amygdale
libérant du CRF dans le LC provoque un comportement anxiogéne (McCall et al., 2015). Dans le LC, le
CRF se fixe sur les récepteurs CRF1: il a été montré que chez les rongeurs males, ce récepteur
s’internalisait en cas d’hypersécretion du CRF, ce qui n’est pas le cas chez les femelles (Bangasser et
al.,, 2010 & 2016). Cette variation selon le sexe pourrait expliquer la prévalence plus importante de

pathologies liées au stress chez la femme.
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Figure 13 : Représentation sagittale des différentes efférences du LC dans le cerveau de rat. Les deux
noyaux du LC projettent majoritairement de maniere ipsilatérale. Un méme neurone peut projeter
vers plusieurs structures, telles que : le bulbe olfactif (BO), le cortex préfrontal (CPF), le cortex (CTX),
I’"hippocampe (HC), le thalamus (TH), I'amygdale (AM), I’hypothalamus (HP), la RVM, le CTC et la moelle

épiniere (ME).
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Le LC va également moduler I'activité du thalamus lors d’'une exposition a un élément stressant. En
effet I'activation du LC, dans ces conditions, entraine une désinhibition du noyau paraventriculaire

thalamique, qui est impliqué dans les états aversifs (Beas et al., 2018).

Enfin le LC va également agir au niveau périphérique en stimulant le systéme nerveux végétatif
sympathique. Ceci va entrainer une augmentation de la fréquence cardiaque, de la fonction

pulmonaire, et de la pression artérielle (Yao & Lawrence, 2005 ; Biancardi et al., 2014).
3) Role dans la mémoire

Comme mentionnée ci-dessus, la NA libérée par le LC dans I'amygdale permet la consolidation de la
mémoire liée a la peur (Haubrich et al., 2020). D’autre part, I'hippocampe participe également a la
consolidation de la mémoire issue de la peur par I'intermédiaire des ARyeta astrocytaires qui libérent
du lactate renforgcant ainsi la transmission synaptique (Gao et al., 2016). Le LC joue donc un réle
important dans les phénomenes mnésiques car il est la source principale de NA dans I’hippocampe
(loughlin et al., 1986). Ainsi, les beta-bloquants, comme le propranolol, bloquent la mémoire émotive
et contextuelle (Chamberlain et al., 2006). Par ailleurs, le LC co-libére de la dopamine avec la NA : cette
dopamine joue un rdle dans la mémorisation via I’activation des récepteurs dopaminergiques D1/D5

(Yamasaki & Takeuchi, 2017).
4) Role du LC dans la modulation sensorielle

En plus de son role dans les états de vigilance, de stress ou encore dans la mémoire, le LC module
également les voies sensorielles, que ce soit au niveau périphérique ou central. Ainsi le systeme
noradrénergique permettrait de faciliter I'intégration des informations sensorielles jugées pertinentes,

en améliorant le rapport signal-sur-bruit (Aston-Jones & Cohen, 2005).

Par exemple, des études sur le systeme olfactif montrent que le LC peut moduler I'information
sensorielle des le premier relai périphérique. En effet, la stimulation du LC augmente la réponse des
cellules périphériques olfactives a un stimulus faible (Jiang et al., 1996). Le LC sert aussi d’intermédiaire
entre 'amygdale et le systeme olfactif : I'inactivation de I'amygdale désinhibe (par la diminution
d’activité des interneurones GABA) la premiére synapse olfactive, un effet médié par la NA du LC (Fast

& Mc Gann, 2017).

Cette théorie d’ajustement du gain se base sur les 2 modes de décharges des neurones du LC : I'activité
tonique ou spontanée et l'activité phasique ou évoquée. L’activité phasique obtenue lors de
stimulations pertinentes provoque une libération bréeve de NA. Le niveau de I'activité tonique, quant
a lui, varie selon les états de vigilance. C'est pendant les périodes d’activité tonique modérée qu’il

existe le meilleur rapport signal-sur-bruit. En revanche une activité tonique soutenue s’accompagne
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d’une activité phasique plus faible, ce qui signifie que le LC est moins activable par une stimulation
sensorielle. Au niveau comportemental, cela se traduit par moins d’attention et un comportement

distrait et agité (Aston-Jones et al., 1994 ; Rajkowski et al., 1994 ; Aston-Jones et al., 1999).

Le chapitre suivant sera consacré plus particulierement au réle du LC dans l'intégration des

informations sensorielles nociceptives.

Partie lll. Le Locus Coeruleus dans la douleur

l. Le LC dans la douleur

Le LC est un des acteurs majeurs de la modulation descendante de la douleur décrite précédemment.
En effet, grace aux projections issues de la partie ventrale du LC sur la corne dorsale de la moelle
épiniére et du CST, il assure 80% de l'innervation noradrénergique tandis que les 20% restants

proviennent des noyaux adrénergiques A5 et A7 (Howorth et al., 2009).

Les études suggerent que le systéme descendant noradrénergique n’intervient pas ou peu dans la
détection d’une douleur aiglie (Llorca-Torralba et al., 2016 ; Pertovaara, 2013). Pourtant les études
immunohistochimiques montrent que le LC est activé dans différents modeles de douleur tels que la
stimulation de la pulpe dentaire (Voisin et al., 2005), I'inflammation suite a I'injection d’adjuvant de
Freud (Imbe et al., 2009), de formol (Farahani et al., 2021), ou de carraghénine (Tsuruoka et al., 2004).
Il est donc admis que le LC aurait plutét un role anti-nociceptif dans le cas d’une douleur soutenue.
Cependant cette affirmation doit étre nuancée a la lecture des études réalisées dans le domaine

(Llorca-Torralba et al., 2016).
1) LC et douleur aigue

Dans les modeles de douleur aigue, la stimulation électrique ou chimique du LC provoque un effet
analgésique (Jones & Gebhart, 1986 b ; Viisanen & Pertovaara, 2007). Cet effet est proportionnel a
I'intensité du stimulus (Jones & Gebhart, 1986 a) et peut étre prévenu par I'injection de lidocaine dans
le tegmentum pontique dorso-latéral qui contient le LC et le sub-coeruleus (Janss & Gebhart, 1988).
Par ailleurs, I'injection d’un agoniste des ARjpha-2 dans le LC provoque un effet antinociceptif, cet effet
étant bloqué par I'injection d’un antagoniste de ces mémes récepteurs (Guo et al., 1996). Une étude
plus récente de stimulation optogénétique du LC montre qu’une analgésie est obtenue lors de la
stimulation de la partie ventrale du noyau (Hickey et al., 2014). Ceci est en accord avec les études
anatomiques qui montrent que les neurones du LC projetant sur la corne dorsale de la moelle épiniere
sont situés au niveau ventral de ce noyau (Schwarz et al., 2015). Par ailleurs, le réle anti-nociceptif du

LC a été confirmé par des études de lésion. Ainsi dans un modele d’inflammation a la carraghénine,
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une lésion bilatérale du LC provoque une hyperalgésie thermique (Tsuruoka et al., 2004). De maniere
intéressante, les auteurs montrent que I’hyperalgésie n’est pas limitée a la patte enflammée, mais est
également observée au niveau de la patte antérieure. Il est a noter, par contre, qu’une destruction
unilatérale a la 60HDA n’est pas suffisante pour augmenter I’"hypersensibilité de la patte dans le méme
modele (Maeda et al., 2009). Cependant les lésions bilatérales ne modifient pas le seuil nociceptif des
rats lors de stimulations aigues thermiques (Jasmin et al., 2003), ou mécaniques (Fukui et al., 2004), ce
qui confirme qu’il est nécessaire d’avoir une stimulation nociceptive soutenue pour activer le systéme
NA descendant. Cette activation du LC ne se fait pas directement a partir de la corne dorsale de la
moelle épiniere, mais par I'intermédiaire principalement du PGi (Chiang & Aston-Jones, 1993) grace a
sa projection glutamatergique. Le glutamate n’est pas la seule molécule qui puissent activer le LC. En
effet, dans un modele de douleur mécanique chez le rat, la stimulation des récepteurs P2X du LC par
I’ATP entraine une diminution de la réponse nociceptive (Fukui et al., 2004). De méme l'acétylcholine
est un autre neurotransmetteur capable de déclencher I'activité anti-nociceptive du LC (Oliveira et al.,
2016). Dans et autour du LC, on trouve également des populations de neurones qui synthétisent du
GABA et possedent une forte capacité modulatrice sur le LC (lijima, 1993 ; Jin et al., 2016 ; Breton-

Provencher & Mrikanga, 2019).

Malgré quelques données contradictoires (Liu & Zhao, 1992), il est admis que I'effet antinociceptif du
systéme NA implique les ARapha-2 de la corne dorsale de la moelle épiniére. En effet I'injection
intrathécale de yohimbine, un antagoniste des ARaphs-2, diminue I'effet antinociceptif obtenu par la
stimulation électrique du LC. Ceci peut étre prévenu si l'intensité de la stimulation est augmentée
(Jones & Gebhart, 1986 b). D’autre part, I'application de médétomidine, autre agoniste des ARapha-2,
diminue la nociception évoquée par une stimulation thermique chez le rat (Pertovaara & Hamaldinen,
1994). En électrophysiologie in vivo, I'application de NA sur la corne dorsale de la moelle épiniere
hyperpolarise les neurones nociceptifs (Sonohata et al., 2003), ce qui a pour effet de les inhiber
(Kawasaki et al., 2003). Le méme effet inhibiteur est obtenu par I'injection de clonidine, un activateur
des ARapna-2 (Sonohata et al., 2003 ; Kawasaki et al., 2003). A contrario, I'utilisation d’agonistes des
ARaipha-1 OU des ARpeta N'a aucun effet sur la réponse des neurones nociceptifs lors de la stimulation des

fibres A-delta ou C (Kawasaki et al., 2003).

La glie pourrait contribuer a I'effet antinociceptif de la NA libérée par le LC au niveau spinal : en effet,
des cellules gliales exprimant les ARaipha-1 €t ARalpha-2 dans la couche V ainsi que les ARaipha-1 €t ARpeta dans
les couches llI-IV faciliteraient la transmission synaptique des neurones inhibiteurs GABAergiques et
glycinergiques au niveau spinal (Seibt & Schlichter, 2015). L’activation de la microglie spinale, qui
entraine la libération de molécules inflammatoires, pourrait également étre inhibée par la NA, ce qui

renforcerait son action analgésique (Bohren et al., 2013 ; Zhang et al., 2018).
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En conclusion, dans la douleur aigue, le LC n’est pas impliqué dans la détection d’une stimulation

nociceptive. Cependant lorsque la douleur devient soutenue, il semble avoir un réle anti-nociceptif.
2) LC et douleur chronique

Dans la douleur chronique, I'effet du LC est plus controversé. Quand certaines études montrent son

role anti-nociceptif, d’autres suggerent plutét qu’il aurait un réle pro-nociceptif.

En effet, dans le modéle de neuropathie, beaucoup utilisé comme modele de douleur chronique, la
stimulation du LC ipsilatéral a la ligature du nerf sciatique produit un effet anti-nociceptif modéré lors
d’une stimulation thermique (Viisanen & Pertovaara, 2007). Toujours dans un modéle de neuropathie,
une lésion bilatérale du LC augmente I'hyperalgésie mécanique, sans aucun changement dans
I’hypersensibilité thermique (Jasmin et al., 2003). A contrario, Brightwell et Taylor (2009) montrent
que le LC contribuerait au développement de la douleur neuropathique. En effet, dans cette étude, la
destruction bilatérale des neurones du LC retarde le développement de I'allodynie et des signes de
I’hyperalgésie. En accord avec ce travail, il a été montré dans un modele de constriction du nerf
infraorbitaire, que la destruction des neurones du LC par la DBH-saporine permet de diminuer
I’hypersensibilité cutanée (Kaushal et al., 2016). De méme, la destruction du LC fait également
disparaitre le comportement d’autotomie, considéré comme un modele de douleur fantéme (Al Adawi
et al., 2002). Par ailleurs, une microinjection de lidocaine dans le LC 3 semaines aprés une ligature
nerveuse n’induit aucune modification de I'hypersensibilité tactile installée (Song et al., 2013).
Confirmant ce réle pro-nociceptif, un antagoniste des ARajpha-2, appliqué au niveau de la corne dorsale,
permet une diminution de I'allodynie mécanique de rats neuropathiques (Wei & Pertovaara, 2006),
mais a peu d’effet sur I'hypersensibilité thermique (Wei & Pertovaara, 2006 ; Rahman et al., 2008) et
aucun sur I'hyperalgésie mécanique (Wei & Pertovaara, 2006) ou sur des réponses évoquées par
stimulation électrique (Rahman et al., 2008). De méme, la yohimbine n’a plus aucun effet sur la douleur
de rats neuropathique, 3 semaines apres la ligature du nerf (Hughes et al., 2013). Confirmant
|’altération du systéme noradrénergique dans les conditions neuropathiques, il a été montré que
bloquer les ARaipha-2, Situés sur les neurones NA du LC, permet de restaurer une voie NA descendante
fonctionnelle qui active les ARapha-2 Spinaux et permet une inhibition des afférences primaires
(Kawasaki et al., 2003) ou une activation/inhibition des interneurones spinaux (Olave & Maxwell,
2002). Les antidépresseurs tricycliques permettraient également de restaurer la voie descendante
noradrénergique. En effet, un traitement per os de ces inhibiteurs de recapture de la NA chez des
souris neuropathiques permet de diminuer leur allodynie. Cet effet serait médié en partie par la voie
descendante noradrénergique via I'activation des ARajpha-2 (dU sous-type a) et en partie par des fibres

sympathiques agissant sur les ARpeta (Kremer et al., 2018).

55



La transition d’un réle antinociceptif vers un role pronociceptif semble étre suivi par une plasticité des
fibres noradrénergiques. En effet, chez la souris suite a une ligature du nerf sciatique, I'arborisation
des terminaisons noradrénergiques est augmentée (Ma & Eisenach, 2003). Cet effet est retrouvé chez
le rat et correspond a une capacité analgésique plus efficace du systeme noradrénergique (Hayashida
et al., 2008). Toujours chez le rat, dans un modele de neuropathie chimique, 'augmentation de
I'arborisation NA est observée dans toutes les couches de la moelle épiniére et leur action se traduit
par une inhibition de la nociception médiée par les ARapha-2(Costa-Pereira et al., 2020). En revanche,
au bout de trois semaines dans un modele de transection du nerf tibial, I'innervation noradrénergique
est fortement diminuée. Il est a noter qu’a ce stade, les inhibiteurs de recapture de la NA sont toujours

capables de restaurer cette influence antinociceptrice (Hughes et al., 2013).

L'action pronociceptive du LC au niveau de la moelle pourrait impliquer également la glie, et
particulierement les astrocytes. Ceux-ci participent a lintégration du signal nociceptif et ont
notamment été impliqués dans I'allodynie (Miraucourt et al., 2011). Chez la souris, suite a l'injection
intraplantaire de formaline, la contribution des astrocytes a cette douleur est médiée par la NA issue
du LC qui va notamment permettre I'élévation de calcium dans les astrocytes en activant les ARajpha-1
(particulierement le sous-type a, Kawanabe et al., 2021). L’activation ciblée de ces récepteurs situés
sur les astrocytes suffit a déclencher une hyperalgésie chez la souris (Kohro et al., 2020). Au regard de
ce que nous avons décrit précédemment sur I'implication des astrocytes dans la migraine, on peut

émettre I'hypothese que le LC pourrait avoir le méme effet sur les astrocytes corticaux.

Ainsi I'implication du systéme noradrénergique n’est pas claire dans la douleur chronique, mais il
semble se dégager des différentes études qu’il devient moins efficace pour inhiber la douleur induite
par les stimulations nociceptives et qu’il pourrait méme devenir pronociceptif, jouant ainsi un réle

dans le maintien de la douleur chronique.
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Figure 14 : Représentation des influences du LC dans la pathophysiologie de la migraine décrites par
Vila-Pueyo et al.. (A) Les signaux nociceptifs des méninges sont transmis au systéme nerveux central
via le ganglion trigéminal (TG) jusqu’au CTC (TCC). Les voies ascendantes transmettent les signaux
jusqu’au thalamus et au LC (via le PGi). Pendant I'éveil, le LC regoit des projections excitatrices de
I’hypothalamus (fleche verte), et en retour projette de maniére descendante vers le CTC (fleche grise)
et de maniére ascendante vers le thalamus et le cortex (fleches bleues). (B) La destruction du LC inhibe
les signaux nociceptifs au niveau du CTC tout en augmentant la susceptibilité a la DCE (CSD) (Vila-Pueyo

et al., 2019).
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Il. Le LC dans la migraine

Peu d’études se sont intéressées a I'implication directe du LC dans la physiopathologie de la migraine.
Pourtant, chez 'Homme, la région du tegmentum pontique dorso-latéral contenant le LC, présente
une hausse de son activité, que ce soit avant la crise (Maniyar et al.,, 2014) ou pendant la crise
migraineuse (Afridi et al., 2005). Toujours chez I'Homme, I'étude du phénotype des neurones NA du
LC a montré la présence de CGRP et de PACAP a la fois dans les corps cellulaires et dans les vésicules
contenant la NA (Tajti et al., 2001). Or ces 2 peptides ont été impliqués dans la physiopathologie de la
migraine. Par ailleurs, les antidépresseurs ou les béta-bloquants, utilisés comme traitements de fond
dans la migraine, ont aussi une action connue sur les voies noradrénergiques. De plus les études de
modeles animaux ont montré que les antidépresseurs modulent I'activité du LC (Alba-Delgado et al.,
2012), et que le propranolol, injecté directement dans le LC, permet de diminuer I'allodynie provoquée
par une activation répétée des nocicepteurs méningés (Signoret-Genest et al., soumis). Une étude de
Vila-Pueyo et al. (2019, Figure 14) montre que le role du LC dans la physiopathologie de la migraine est
complexe. En effet une lésion du LC chez le rat diminue I'activité évoquée des neurones du CTC, par
une stimulation méningée. Pourtant cette méme lésion augmente la susceptibilité du cortex a
déclencher des DCE (Vila-Pueyo et al., 2019). L'innervation noradrénergique du LC limiterait donc
I’hyperexcitabilité corticale génératrice de DCE (Vila-Pueyo et al.,, 2019) dans des conditions
physiologiques. Au niveau cortical, I'activité noradrénergique semble jouer un réle dans I'intégrité de
la barriere hémato-encéphalique (Giorgi et al., 2020) et dans la vasomotricité des artérioles
intracérébrales ainsi que des vaisseaux pie-meriens perforants. En effet, les terminaisons
noradrénergiques établissent des contacts directement sur les vaisseaux intracérébraux ou bien
indirectement en interagissant avec les astrocytes qui participent a la barriere hémato-encéphalique
(Paspalas & Papadopoulos, 1996). Chez I’animal, la stimulation du LC induirait une réduction de débit
sanguin cérébral (Goadsby et al., 1982 ; Katayama et al., 1981) particulierement dans le cortex occipital
(Goadsby et al., 1985), lorsque cette stimulation se fait a basse fréquence (Goadsby & Duckworth,
1989). Cependant des études plus récentes montrent que la stimulation des neurones du LC
provoquerait une augmentation du débit sanguin cortical (Toussay et al., 2013). Ainsi le LC pourrait
jouer un role a plusieurs niveaux dans la physiopathologie de la migraine, grace a son réole dans la
modulation de la douleur au niveau du CTC, mais aussi grace a des connexions importantes au niveau
cortical qui semblent importante pour la vasomotricité et l'intégrité de la barriere hémato-

encéphalique.
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Enfin, étant donné le réle du LC dans I'éveil et la vigilance, il a été émis I’hypothése que le LC serait
impliqué dans la fatigue, qui est a la fois un facteur déclencheur, un prodréme et un reméde de la
migraine (Kelman, 2007). En effet, rappelons que I'activité du LC est quasi-nulle lors du sommeil (Hayat
et al., 2020) : cette théorie stipule donc que la fatigue serait issue d’une baisse d’activité basal du LC,

afin de normaliser sa suractivation pendant la migraine.
Partie IV : Différences sexuelles dans la douleur

La sensation de douleur n’est pas égale chez tous les individus. Elle évolue avec I'age (avec une
diminution progressive de la sensibilité au cours du temps, El Tumi, et al., 2017), elle différe selon
I’ethnie (les populations afro-américaines semblent avoir une plus grande sensibilité, Forsythe et al.,
2011) ou encore le sexe (Racine et al., 2012 ; Mogil, 2020). Depuis maintenant une dizaine d’année, un
nombre croissant d’études cliniques et pré-cliniques fait état de différences importantes face a la
douleur, entre hommes et femmes, selon le sexe des modéles expérimentaux ou encore selon |'état
hormonal des individus. Dans ce chapitre, nous nous intéresserons a ces différentes études (chez
I’'Homme puis chez I’animal) dans un contexte général de douleur, puis dans le cas particulier de la

migraine.
I. Généralités
1) Prévalence et perception de la douleur selon le sexe

Il est généralement admis que pour certaines pathologies et selon le site corporel étudié, la prévalence
et la sévérité de la douleur sont différentes entre les hommes et les femmes. Une prévalence féminine
a notamment été observée dans les douleurs musculo-squelettiques, comme celles touchant les
articulations : I'ostéoarthrite du genou (13,6% chez les femmes contre 10,1% chez les hommes) et des
hanches (9,6% versus 3,9%), I'ostéoporose (9,9% versus 1,9%) ou encore la fibromyalgie (2,1% versus
0,2%) (Picavet, 2003). L’'arthrite rhumatoide est également a prédominance féminine avec une
prévalence presque trois fois plus élevée chez la femme que chez I’homme (Hunter et al., 2017) et une
intensité douloureuse plus importante (Barnabe et al., 2012). On retrouve aussi certaines douleurs
musculo-squelettiques telles que le mal de dos ou des épaules, qui vont toucher plus séverement les
femmes avec des comorbidités plus importantes comme le stress ou un état dépressif (Bingefors &

Isacson, 2004).
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Comme pour les douleurs musculo-squelettiques, les femmes sont aussi globalement plus sujettes aux
douleurs abdominales, qu’elles soient dues a des pathologies chroniques, comme lors du syndrome du
cOlon irritable, ou liées a des symptdmes aigus, comme la constipation (Drossman et al., 1993) ou aux
douleurs neuropathiques dont la prévalence féminine est de 8% contre 5,7% chez 'homme
(Bouhassira et al., 2008).

La perception de la douleur est également liée a de nombreux facteurs, comme les facteurs
psychologiques, le stress ou encore I'environnement. Et la encore, un dimorphisme sexuel semble
exister. Par exemple la douleur rapportée par les hommes en présence d’'une femme est moindre
gu’en présence d’un autre homme (Levine & De Simone, 1991).

Méme si ces travaux vont dans le sens d’une prévalence féminine a la douleur et une sensibilité
augmentée chez la femme, cette différence sexuelle n’est pas si claire dans toutes les études (Racine
et al., 2012). Des études cliniques qui utilisent des stimulations exogénes pour tester la sensibilité, ont
montré que le seuil a la douleur chez la femme était plus bas mais que cela variait selon le type de
stimulus utilisé : une simulation douloureuse thermique ne présentait pas de différence sexuelle alors
gu’une stimulation électrique ou une pression en présentait. Parmiles facteurs évoqués pour expliquer
cette variabilité, il y a la diversité des tests nociceptifs qui peuvent mobiliser différentes voies de
signalisation plus ou moins sujettes a des spécificités sexuelles. La taille des échantillons pourrait aussi
étre en cause. En effet, Riley et al. en 1998 a évalué la taille minimale requise pour observer une
différence de douleur selon le sexe a quarante-et-un individus dans chaque groupe, un nombre peu
souvent atteint.

Les modeles animaux permettent également d’étudier les différences potentielles de nociception
et/ou d’'intégration de la douleur selon le sexe. Comme dans les études cliniques, les résultats obtenus
varient selon les modéles (souche animale, animaux intacts ou gonadectomisés...), ou encore les tests
utilisés (température des tests thermiques, intensité des tests électriques..., Kuba & Quinones-Jenab
2005 ; Mogil et al., 2000). Par exemple, dans le cas de chocs électriques, la sensibilité est plus élevée
chez les femelles (Beatty & Fessler, 1977). Suite a une injection de formaline ou de capsaicine, les
femelles présentent un comportement douloureux plus marqué (Gaumond et al., 2002 & 2005 ; Lu et
al., 2009), tandis que l'injection de carragénine provoque une allodynie plus importante chez le male
(Tall & Crisp, 2004). De la méme fagon, I'utilisation de tests thermiques a parfois montré une sensibilité
nociceptive plus élevée chez les males mais a majoritairement échoué a montrer une différence
sexuelle chez le rat (Mogil et al., 2000). Des études plus récentes utilisant des modeles de douleur
chronique, chez le rat comme la souris, présentent quant a elles une meilleure uniformité des résultats.
Par exemple, I'allodynie suite a une constriction du nerf sciatique est plus intense chez la rate (Nicotra
et al., 2014). Egalement, dans un modele murin de sclérose multiple, seule la femelle présente des

signes de douleurs neuropathiques (Rahn et al., 2014) ou encore, dans un modeéle de cancer osseux
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chez la souris, la femelle montre un comportement douloureux plusieurs jours avant le male, bien
gu’aucune différence sur la gravité de la pathologie ne soit détectée (Falk et al., 2013). Enfin, une lésion
musculaire répétée chez la souris induit une hyperalgésie plus longue chez la femelle que chez le male
(Gregory et al., 2013). Malgré les controverses, la sensibilisation du systeme nociceptif des femelles

semble étre plus rapide et plus durable que chez le male.
2) Efficacité des traitements a la douleur selon le sexe

De nombreuses études se sont intéressées a la différence d’efficacité de traitements chez 'homme
par rapport a la femme, notamment |'efficacité des opioides comme la morphine (Fillingim & Gear.,
2004 ; Craft, 2003 ; Berkley et al., 2006). Méme si Cepeda & Carr (2003) ont montré que les femmes
avaient une douleur plus intense suite a une chirurgie, et avaient besoin d’une quantité de morphine
supérieure de 30% pour atteindre un niveau d’analgésie similaire aux hommes, toutes les études ne
vont pas dans ce sens. Par exemple, dans le cadre d’une douleur chronique venant d’un cancer et
traitée par la morphine, aucune différence sexuelle n’a pu étre constatée (Kaiko et al., 1983) (les
douleurs cancéreuses faisant partie des douleurs dont I'intensité rapportée ne varie pas selon le sexe).
De la méme facon, le traitement de sujets sains avec un analgésique opioide, la pentazocine, n’a
montré aucune différence d’analgésie entre les hommes et les femmes (Fillingim et al., 2004). Il a
méme été rapporté que les patientes d’un hdpital consommaient moins de morphine suite a une
opération chirurgicale, pour une analgésie similaire aux hommes (Chia et al., 2002). Une méta-analyse
semble néanmoins pencher vers une efficacité supérieure de la morphine chez la femme par rapport
a ’lhomme (Niesters et al., 2010).

Chez le rongeur aussi il existe une variabilité d’efficacité de la morphine selon le sexe (Mogil et al.,
2000 ; Craft, 2003). A I'inverse de I’'homme, les opioides seraient plus efficaces chez les rats males, et
ce quel que soit la souche ou le pouvoir analgésique des molécules (Terner et al., 2002). D’un point de
vue mécanistique, plusieurs causes pourraient expliquer cette différence de sensibilité aux opioides
comme la plus grande quantité de récepteurs aux opioides u dans le tronc cérébral chez les méles et
notamment dans la PAG (Loyd et al., 2007), ou l'implication des récepteurs « Toll-like receptor 4 »
(TLR4) sur les cellules microgliales de la PAG femelle (Doyle et al., 2017 ; Averitt et al., 2019).
L'utilisation d’une combinaison de molécules associée a la morphine a également permis de mettre en
évidence un dymorphisme sexuel de réponse au traitement. Par exemple, I'ajout d’un antagoniste des
opiacés augmente |'analgésie morphinique chez la femelle et la diminue chez le male (Hamann et al.,
2004). De méme, I'ajout d’antagonistes aux récepteurs NMDA potentialise 'analgésie d’une faible
dose de morphine et réduit celle d’une forte dose chez le male et non chez la femelle (Nemmani et al.

2004).
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Au-dela des morphiniques, d’autres traitements semblent avoir une différence d’efficacité selon le
sexe. C'est le cas de la fluoxetine, un antidépresseur inhibiteur de la recapture de la 5-HT, qui réduit
drastiquement la douleur lors d’un test a la formaline chez la souris femelle. Cet effet sexe-dépendant
serait lié a une surexpression du récepteur mGlu2 et une sous-expression de I'enzyme HDAC2
(Zammataro et al., 2017). De méme, bien que son mode d’action ne soit pas connu, la cérébrolysine,
un cocktail de peptides dérivé du cerveau porcin, est capable de supprimer I'allodynie due a une
inflammation périphérique. Dans le cas d’une inflammation déclenchée par une injection de

carraghénines, cette rémission n’est constatée que chez la femelle rat (Morales-Medina et al., 2019).
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Protein Type Type of evidence Measure Sex difference
reported
Brain
Dopamine D1 receptor GPCR Pharmacology Formalin test Fonly
Dopamine D3 receptor GPCR KO Formalin test Fonly
GABA, receptor (delta) lonotropic receptor  Electrophysiology, CFA-induced current; PW Fonly
pharmacology
Melanocortin-1 receptor GPCR KO, pharmacology  k-Opioid analgesia Fonly*
NMDA recepror lonotropic receptor  Pharmacology Stress analgesia: k-opioid analgesia Monly
Vasopressin V1A receptor Peptide KO,pharmacology  Formalin test; capsaicin M only*
Spinal cord
Angiotensin [V Peptide Pharmacology PSNL-induced pain hypersensitivity Monly
Dopamine D5 receptor GPCR KO,pharmacology  Formalin test; BDNF-induced priming Monly
VV-haemorphin 7 Peptide Pharmacology PSML-induced pain hypersensitivity Maonly
Creytocin Peptide Pharmacology PSML-induced pain hypersensitivity M only
PKCuA Kinase Pharmacology Multiple Maonly
PKME Kinase KO, pharmacology  Multiple Maonly
PMCAZ Transporter KO Multiple Fonly
Prolactin (and rece ptor) Peptide KO Incisior-induced pain hypersensitivity Fonly
T cells
PPAR @ Transcription factor Pharmacology SNI-induced pain hypersensitivity M only
PPARYy Transcription factor Pharmacology SNl-induced pain hypersensitivity Fonly
Microglia
Caspase 6 Protease KO, pharmacology  CClinduced pain hyperse nsitivity Maonly
P2X4 Purinoceptor Pharmacology SMI-induced pain hypersensitivity Maonly
p38 Kinase Pharmacology SNI-induced pain hypersensitivity M only
Toll-like receptor 4 DAMP KO, pharmacology Multiple pain hypersensitivity M only
Macrophages
Toll-like receptor @ DAMP KO,pharmacology  Paclitaxel-induced pain hypersensitivity Maonly
Periphery
PKCS Kinase Pharmacology S5TZ-induced pain hypersensitivity Fonly
PKCe Kinase Pharmacology PGE,-induced priming Monly
Ryanodine rece ptor Ca™ channel Pharmacology Ryanodine-induced priming Fonly
Serotonin 1B receptor GPCR Pharmacology Sumatriptan-induced painhypersensitivity  Monly
Serotonin 1D receptor GPCR Pharmacology Sumatriptan-induced painhypersensitivity  Fonly

Tableau 4 : Tableau regroupant les protéines avec un role sexe-dépendant dans I'intégration de la
douleur. Le terme « pain hypersensitivity » regroupe l'allodynie et I’hyperalgésie. Les études
pharmacologiques ont utilisé un agoniste et un antagoniste des récepteurs concernés. GPCR:
Récepteur couplé a une protéine G, KO : Test comportemental d’un animal transgénique, PW : Test de
retrait de la patte suite a une stimulation thermique radiante, PSNL: Ligation partielle du nerf
sciatique, BDNF : Facteur neurotrophique issu du cerveau, SNI: Lésion partielle d’'un nerf, CCL:
DAMP : STZ:

Constriction chronique d’un nerf, Motifs moléculaires associés aux dégats,

Streptozotocine, PGE2 : Prostaglandine E2, M : Males, F : Femelles (Mogil, 2020).
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3) Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués

Depuis ces derniéres années, de nombreux travaux ont permis de réaliser des avancées importantes
guant aux réseaux activés et aux mécanismes cellulaires et moléculaires potentiellement impliquées
dans ces divergences sexuelles (Tableau n°4, Mogil, 2020). Par exemple, au niveau supraspinal, un
nouveau circuit de la douleur lié au sexe a été mis en évidence : ce circuit implique les neurones
dopaminergiques du raphe dorsal et de la PAG ventrolatérale qui projettent sur le noyau du lit de la
strie terminale, et régulent de maniére différente le comportement chez le male et la femelle souris.
En effet, I'activation des projections dopaminergiques diminue la sensibilité douloureuse en condition
normale et pathologique (lors d’une inflammation) uniqguement chez le male, tandis qu’elle favorise
I"activité locomotrice chez la femelle (Yu et al., 2021). Au niveau spinal, la microglie, et particulierement
son récepteur P2X4 est nécessaire au développement de I'allodynie chez le male : en effet, le blocage
de ce récepteur réduit fortement I'allodynie, un phénomene absent chez la femelle (Sorge et al., 2015).
Toujours dans la microglie spinale, I'activation de la MAP-kinase p38 lors de la douleur neuropathique
n’a lieu que chez le male (Taves et al., 2016). Il est a noter que les cellules microgliales spinales sont en
nombre inférieur chez la femelle, et que I'inhibition desdites cellules supprime I'hypersensibilité post-
inflammatoire uniquement chez le male (Fernandez-Zafra et al., 2019). Les cellules immunitaires
semblent également jouer un réle important dans les différences de douleur selon le sexe. Chez la
femelle, le recrutement de cellules immunitaires lors de I'inflammation, notamment les cellules Th17,
est beaucoup plus important (Noor et al., 2019). L’expression de certains genes dans les ganglions des
racines dorsales peut varier lors d’'une douleur chronique neuropathique : chez le rat, I'expression de
2310 geénes est modifiée spécifiquement chez le male pour 303 chez la femelle (Stephens et al., 2019).
Ces données sont bien slr non exhaustives et ne rapportent que quelques cas avec des conditions
expérimentales précises et il semble que de nombreuses autres protéines soient impliqués dans les

différences de sensibilité liées au sexe (Tableau n°4, Mogil, 2020).
4) Importance des hormones sexuelles dans la douleur

Une autre hypothese qui pourrait expliquer ces différences chez I’homme et la femme de sensibilité a
la douleur ou aux traitements, serait I'implication des hormones sexuelles. Il existe plusieurs types
d’hormones sexuelles chez I’'Homme comme |'estradiol ou la testostérone dont la quantité va varier
selon le sexe et au cours du temps (White & Porterfield, 2013, Figure 15).

Chez les femmes, de nombreuses études ont montré que la douleur était corrélée au cycle hormonal
(Herren, 1933 ; Martin, 2009). Schématiquement le cycle hormonal comprend deux phases : la phase
folliculaire qui correspond a la croissance d'un ovocyte jusqu'a I'ovulation et qui contient entre autres

les pics de progestérone et d’estrogenes (estradiol, estriol et estrone), et la phase lutéale qui se situe
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Figure 15 : Variations du niveau d’hormones stéroidiennes chez ’homme et la femme au cours de la
vie, représentées en pourcentages du niveau maximum. Ce graphique ne représente que la
testostérone (hormone masculine représentative) et I'estradiol (hormone féminine représentative).
Pour I'estradiol féminin, le niveau représenté est celui du milieu de la phase folliculaire, et ne prends
donc pas en compte les variations mensuelles. Les variations quotidiennes des deux hormones ne sont
pas prises en compte. Chaque hormone représentative du sexe est massivement synthétisée au début

de la puberté puis diminue a la fin de I’age reproductif (Ober et al., 2008).
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aprées l'ovulation et présente un taux d’hormones bas (Figure 16 A). Méme s'il n’existe pas de
consensus quant aux cycles ou le seuil de douleur est le plus élevé (lacovides et al., 2015), dans de
nombreux cas les phases menstruelles et prémenstruelles ou lors de I'ovulation sont souvent les
phases ou les femmes constatent une douleur plus importante (Herren, 1933 ; Riley et al., 1999 ;
Leresche et al., 2003 ; Hellstrom & Anderberg, 2003 ; Long et al., 2017).

Bien que la plus grande partie des articles traitant des différences sexuelles de la douleur mettent en
lumiere les hormones féminines comme les estrogenes (lacovides et al., 2015), la testostérone,
hormone exprimée en plus grande quantité chez 'homme, posseéde également une action sexe-
spécifique sur la douleur. Par exemple, dans une étude s’intéressant aux douleurs musculaires
d’ouvriéres scandinaves, les travailleuses les plus souffrantes possédaient un taux de testostérone tres
bas (Kaergaard et al., 2000). Ou encore, une stimulation nociceptive thermique chez des femmes
possédant un taux de testostérone élevé va provoquer une activation plus importante de la RVM
(observée en imagerie cérébrale) et un seuil de sensibilité plus élevé (Vincent et al., 2013).

Chez le rongeur, des études ont également mis en évidence I'influence des hormones dans la sensibilité
douloureuse, bien que a l'instar des études chez 'Homme, elles s’intéressent le plus souvent aux
estrogenes, ou en tous cas au cycle hormonal féminin. En effet, méme si le cycle hormonal des femelles
rongeurs ne dure que 4 a 5 jours, il est également composé de plusieurs phases qui comprennent des

changements importants de concentration d’hormones sexuelles (Becker et al., 2005, Figure 16 B).
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Figure 16 : Niveaux d’estradiol, de progestérone et d’hormone lutéinisante (LH) au cours du cycle
hormonal chez la femme (A) et la rate (B). L'axe des abscisses (temps) est en jours (30) pour (A) et en
heures (96), les barres noires en (B) représentent les périodes de nuit des animaux. L’hormone
lutéinisante est souvent associée aux autres hormones par son importance dans le déclenchement de
I’ovulation et son activité facilitant la synthéese d’hormones sexuelles, notamment lors de la grossesse.
Les auteurs considérent que la phase folliculaire est analogue aux phases de diestrus (Becker et al.,

2005).
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On retrouve également chez le rongeur une modulation de I'analgésie par les opioides différente selon
la phase hormonale. En effet, I'action des opioides est plus efficace lors des phases de métestrus,
diestrus et proestrus, par rapport a I'estrus (Craft et al., 2003 ; Terner et al., 2005 ; Stoffel et al., 2003).
On retrouve :
- La phase proestrus avec un premier pic de concentration d’estradiol qui arrive en début de
phase, tandis qu’un pic de progestérone et d’hormone lutéinisante est observé en fin de phase.
- La phase estrus (correspondant a I’ovulation), ou I’estradiol et la progestérone sont en faible
guantité.
- La phase métestrus (ou diestrus 1) ou I'estradiol augmente légerement puis diminue, tandis
gu’une légere augmentation de progestérone est observée en fin de phase métestrus.
- La phase diestrus (ou diestrus 2) ou la concentration d’estradiol augmente graduellement et

une seconde augmentation de progestérone est observée au milieu de phase.

Comme chez I'homme, la sensibilité nociceptive chez la rate semble liée au cycle hormonal. En effet,
un pic de sensibilité peut étre observé lors de la phase proestrus et au début de la phase d’estrus
(Fillingim & Ness, 2000 ; Tall & Crips, 2004).

La testostérone semble également influencer différemment le comportement douloureux chez le male
et la femelle. Par exemple, une injection de formaline chez le rat va provoquer un comportement de
léchage plus fréquent chez la femelle et le ramener au niveau du male suite a un traitement de
testostérone (Aloisi et al., 2004). Cet effet impliquerait différents acteurs du systéme immunitaire
comme des lymphocytes T et les récepteurs TLR4 principalement localisés dans la microglie (Sorge et
al., 2011 & 2015).

En plus de I'analgésie liée au cycle hormonal, les types de récepteurs activés semblent jouer un role
important. En effet, dans une étude trés compléte de 2005, Stoffel et al. ont mesuré I'analgésie
produite par des agonistes des récepteurs aux opioides mu, delta et kappa chez des rats et rates
gonadectomisés (ou non) recevant (ou non) des hormones (testostérone pour les males, estradiol
et/ou progestérone pour les femelles). lls ont montré que I'activation des récepteurs mu et kappa était
plus efficace chez le male, tandis que I'activation des récepteurs delta était plus efficace chez la
femelle. Al'inverse, dans un modele d’inflammation de I'articulation temporomandibulaire chez le rat,
la douleur induite était plus intense chez les femelles en phase diestrus, et I'analgésie médiée par
I'activation des récepteurs kappa plus efficace dans ce méme groupe (Clemente et al., 2004). Ces
résultats démontrent une hétérogénéité d’effet en fonction du type de récepteur aux opioides activé,
du cycle hormonal et du modele étudié.

L'importance du cycle hormonal dans la sensibilité douloureuse semble indiscutable, cependant,

émettre un précepte général sur un potentiel réle pro ou anti-nociceptif de telle ou telle hormone
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Figure 17 : Graphique décrivant les changements d’intensité douloureuse chez la femme en fonction
de la variation cyclique des estrogénes, basée sur une revue de la littérature. Cette littérature s’est
concentrée sur les douleurs chroniques non cancéreuses, et démontre I'existence d’un consensus sur

I'impact des variations hormonales dans la douleur chez la femme (Hassan et al., 2014).
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n’est pas chose aisée. Par exemple, méme si une injection d’estradiol chez des rats en situation
neuropathique peut étre liée a une action anti-douloureuse (Lee et al., 2018), le fait que l'injection
d’estradiol sur des rates ovariectomisées diminue I'analgésie médiée par la morphine lors d’une
distension colorectale (Ji et al., 2007), suggere parfois un role plutét pro-douloureux de I'estradiol.
L’action des hormones, semble donc aussi dépendre du modele, de la stimulation nociceptive et ne
présente pas toujours de cohérence dans les études sur des femelles ayant un cycle hormonal naturel
et lors d’injection d’estrogénes chez les femelles ovariectomisées. Il a d’ailleurs récemment été
suggéré que la fluctuation du niveau d’hormones serait plus importante que le niveau en lui-méme

(Zhang et al., 2020 b, Figure 17).

Il. Dymorphisme sexuel dans un contexte de migraine
1) La migraine et les femmes

Comme nous lI'avons vu dans la premiere partie de cette thése, la migraine fait partie des douleurs
chroniques dont une des caractéristiques majeures est sa prévalence chez la femme, avec une
incidence deux fois supérieure a celle des hommes (Burch et al., 2021), des crises plus longues et des
symptomes liés (nausées, photophobie et phonophobie) plus importants (Bolay et al., 2014). De plus,
il est admis que les crises de migraine surviennent plus fréquemment lors des menstruations
(MacGregor & Hackshaw, 2004 ; Stewart et al., 2000), se raréfient lors de la grossesse (Maggioni et al.,
1997) et tendent a disparaitre aprés la ménopause (Victor et al., 2010). Dans tous les cas, ces phases
correspondent a une modification du taux d’hormones. De plus, le fait que le maintien d’un taux fixe
d’estrogenes grace a I'utilisation de contraceptifs oraux modifie I'incidence de la migraine (Silberstein
et al., 1993) et que les migraineuses aient une chute des estrogénes a la fin de la phase lutéale plus
rapide que les non migraineuses (Pavlovic et al., 2016), montre qu’en plus d’une différence sexuelle
homme/femme dans la prévalence de la migraine, il y a une trés forte implication des hormones
féminines (notamment les estrogénes) dans le déclenchement de la migraine (Figure 18). Une fois ce
constat fait, une des questions qui se pose est d’identifier les mécanismes cellulaires qui contribuent

a ces différences.
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Figure 18 : Graphique représentant les changements hormonaux et I'incidence de la migraine sans
aura chez la femme, au cours du cycle menstruel, de la grossesse et de la ménopause. Les hormones
représentées sont la progestérone (PROS), I'estradiol (EST), la LH et la FSH (Hormone folliculo-
stimulante qui stimule la croissance des follicules ovariens, la synthese d’hormone et favorise la
fécondation) ainsi que la HCG (Gonadotropine chorionique humaine qui stimule la synthése
d’hormones pendant la grossesse et inhibe la LH et la FSH). On peut remarquer que les pics d’incidence
de la migraine sont corrélés avec la chute concomitante de I’estradiol et de la progestérone quelle que

soit la période considérée (Sacco et al., 2012).
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Une des hypothéses qui a été émise dans plusieurs études serait un dymorphisme sexuel des régions
du systéme nerveux périphérique et central, impliquées dans la physiopathologie de la migraine. Dans
les chapitres précédents, nous avons vu que de multiples régions supraspinales étaient liées aux crises
de migraine (comme le thalamus, la RVM, la PAG, ou encore le CST et le LC...), mais pour contextualiser
cette introduction dans le cadre de notre projet, nous nous intéresserons a deux régions spécifiques :

le STV et le LC.

2) Dimorphisme sexuel dans le complexe trigemino-vasculaire

Le STV fait partie des structures fondamentales impliquées dans la physiopathologie de la migraine :
or, les différentes structures qui le composent, et notamment le ganglion trigéminal avec ses neurones
nociceptifs/non nociceptifs a la périphérie et le CTC au niveau central, vont présenter un certain

nombre de différences sexuelles.
a) Génétique

Le fonctionnement du STV est régulé par de nombreux facteurs. Parmi ces facteurs, certains vont étre
exprimés différemment selon le sexe en condition physiologique et/ou en condition pathologique.
Tout d’abord, en condition physiologique chez la souris, des différences importantes d’expression
génique sont observées entre la femelle (au stade estrus) et le male, dans le ganglion du nerf trijumeau.
La femelle va en effet exprimer plus de génes que le male et ces génes vont étre liés a la régulation de
la nociception, a I'inflammation, ou encore a I'excitabilité neuronale (Mecklenburg et al., 2020).
Certains canaux potassiques spécifiques, comme les canaux K-ATP de type Kir.2, vont étre exprimés en
quantité plus importante chez le male que chez la femelle (Niu et al., 2011). Pour les génes qui ne
montrent aucune différence selon le sexe en condition physiologique, des différences peuvent survenir
en condition pathologique. Par exemple lors de la constriction du nerf infraorbitaire, la Iésion va
augmenter I'expression de certains génes chez le male et d’autres génes chez la femelle, ou alors va
provoquer une augmentation de I'expression de certains génes plus importante chez la femelle (ou
chez le male). Parmi les génes surexprimés chez la femelle, 92% sont impliqués dans la modulation de
la réponse a la douleur, et notamment ceux qui ont un réle dans les processus inflammatoires
(Korczeniewska et al., 2018). Dans un autre contexte, une inflammation périphérique (par le CFA) peut
également provoquer dans le ganglion trigéminal une modification de I'expression de certaines
protéines qui sera différente selon le sexe : le CGRP va augmenter de maniére plus importante chez la
souris femelle, alors qu’une augmentation de I'expression de cytokines pro-inflammatoires

(interleukine 1b, IL6, TNF) et de BDNF sera plus grande chez la souris male (Kuzawinska et al., 2014).
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b) Expression des récepteurs aux estrogénes

Comme dans de nombreuses régions supraspinales impliquées dans la migraine, le systeme sensoriel
trigéminal contient une quantité importante de récepteurs aux estrogenes (ER, Bereiter et al., 2005 ;
Warfvinge et al., 2020). Parmi ces récepteurs ER, on retrouve les récepteurs ERa et ERB qui sont des
récepteurs nucléaires (Hewitt & Korach, 2018) et un troisieme type, les récepteurs aux estrogénes
couplés aux protéines G qui sont des récepteurs de membrane (Prossnitz & Hathaway, 2015). Ces trois
types sont retrouvés dans le ganglion trigéminal, comme dans les couches superficielles du CTC
(Amandusson & Blomqvist, 2010 ; Flores et al., 2003 ; Bereiter et al., 2005 ; Warfvinge et al., 2020). De
maniere intéressante, les femelles aux stades proestrus et diestrus ont dans la partie caudale du Sp5C
une plus grande quantité de neurones qui expriment les récepteurs ERa par rapport aux males
(Bereiter et al., 2005). Cette variabilité est intéressante car il a été montré a I'aide de souris
transgéniques KO pour ERa ou Erf que ces récepteurs semblaient avoir respectivement un effet anti

et pronociceptif (Coulombe et al., 2011).
c) Activité neuronale du STV

Les cycles hormonaux sont connus pour affecter I'activité neuronale du STV. Par exemple, une
inflammation de I'articulation temporomandibullaire chez le rat provoque une activation des neurones
des couches profondes du CTC qui est d’amplitude et de durée différente selon le cycle hormonal. Par
exemple, la fréquence de décharge des neurones est bien plus importante chez les femelles en
proestrus que chez les femelles en diestrus (Okamoto et al., 2003). De la méme fagon, une activation
des méninges (via I'application de capsaicine) aux différents stades du cycle hormonal, va provoquer
une sensibilisation du STV plus importante chez les rates aux stades proestrus/estrus que
diestrus/metestrus avec un élargissement du champ récepteur et une augmentation de la fréquence
de décharge des neurones des ganglions et du Sp5C (Martin et al., 2007). Méme chez I’homme, une
injection de capsaicine au niveau du front va provoquer un élargissement des champs récepteurs et
une augmentation de I'allodynie qui sera non seulement différente selon le sexe (plus importants chez
la femme) mais aussi selon le cycle hormonal (plus importants lors de la période menstruelle, Gazerani
et al., 2005). D’un point de vue cellulaire, une augmentation d’excitabilité et une baisse du seuil de
potentiel d’action des neurones en culture issus des ganglions trigéminaux prélevés chez des femelles
aux stades proestrus ou estrus (Saleeon et al., 2015), semblent confirmer I'importance du sexe et du

cycle hormonal dans la sensibilisation différentielle du STV.
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3) Dimorphisme sexuel dans le LC

Une autre structure dont les différences sexuelles nous intéresse particulierement est le LC (Figure 19).
a) Génétique

Mulvey et al. (2018) a étudié chez la souris I'expression de nombreux genes dans différentes régions
du tronc cérébral. Dans le cas du Locus, il est apparu que plus d’une centaine de génes étaient exprimés
différemment chez la femelle ou le male, que ce soit au niveau basal ou aprés activation du LC avec du
LPS. L'un des génes ayant attiré leur attention était PtgER3 (deux fois plus exprimé chez la femelle),

encodant le récepteur de la PGE2.
b) Anatomie

Le LC chez le rat adulte (Wistar mais pas Long-Evans) contient entre 2000 et 2600 neurones chez la
femelle contre 1600 a 2200 pour le male (Guillamén et al., 1988, Garcia-Falgueras et al., 2006). Le
volume du LC chez la rate (mais pas chez la souris femelle) est également proportionnellement
supérieur au male (Guillamoén et al., 1988). Cependant, cette différence de volume est générale, et se
complexifie lorsque la régionalisation du LC est prise en compte. Ainsi, le LC dorsal, contenant
majoritairement des projections ascendantes vers le cortex, est plus large chez le méale (Babstock et
al., 1997), tandis que le volume et le nombre de cellules est plus important dans le LC antérieur des
femelles (Luque et al., 1992). La morphologie dendritique des neurones du LC est également différente
selon le sexe : les arborisations ventro-medianes des neurones sont bien plus importantes chez la
femelle, en longueur comme en nombre de branches (Bangasser et al., 2011). Sachant que la région
ventrale du LC est tres proche d’une population de neurones GABAergiques projetant sur le LC (Aston-
Jones, 2004), les différences sexuelles anatomiques du LC pourraient modifier son propre
fonctionnement. Il est a noter que ces différences tendent a disparaitre quand les rats sont
gonadectomisés a la naissance (le nombre de cellules étant alors le méme pour les deux sexes, a un
niveau intermédiaire), ce qui démontre un réle prépondérant des hormones sexuelles dans la

formation du LC, qui survient au moins en partie aprés la naissance (Guillamoén et al., 1988).
c) Embryogenése et développement

Le nombre de neurones chez le rat croit de maniere similaire dans les deux sexes jusqu’a la naissance.
Apres celle-ci, un pic d’apoptose survient chez les males, ce qui va temporairement diminuer le nombre
de neurones du LC. Ce pic ne semble pas dépendre de la testostérone synthétisée a ce moment puisque
le nombre de neurones du LC male n’est pas modifié par la castration (Guillamén et al., 1988), alors

qgu’il a été démontré que des males issus d’une souche de rat mutant aux testicules « féminisés »
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Figure 19 : Schéma représentant le noyau du LC (LC core) ainsi que les régions péricéruléennes
dorsolatérale (DL Peri-LC) et ventromédiane (VM Peri-LC) chez le rat. Les deux différences sexuelles
structurelles majeures sont mentionnées, a savoir les dendrites femelles plus étendues et plus
complexes et le plus grand nombre de neurones femelle. Plusieurs afférences du LC pouvant affecter
la région péri-LC sont mentionnés : le noyau central de I'amygdale (CeA), le noyau du lit de la strie
terminale (BNST), le noyau de Barrington (Bar), le PGi, le noyau du tract solitaire (NTS) et la PAG

(Bangasser et al., 2016).

75



possédaient un LC similaire a celui des femelles (Garcia-Falgueras et al., 2005). La neurogenése
continue jusqu’a la puberté des rats (45 jours), puis stoppe chez les males, tandis qu’elle se maintient
chez les femelles jusqu’a la soixantiéme journée, atteignant dans les deux cas le nombre de neurones
définitif du LC « adulte », et mettant ainsi en place la plus grande partie du dimorphisme sexuel du LC.
L'influence des estrogenes apparaissant a la puberté est nécessaire a la prolongation de la
neurogenése féminine puisque sa suppression maintient le nombre de neurones au niveau masculin
(Pinos et al., 2001). Chez la souris, si ce nombre plus élevé de neurones chez la femelle est avérée, la
guantité de neurones exprimant la TH, enzyme essentielle a la synthése de NA, diminue quatre mois
apres la naissance pour arriver au niveau des males, ladite diminution étant médiée par le ERB, sept
fois plus présent dans le LC male (Pendergast et al., 2008). Toutes ces caractéristiques ne doivent étre
transposées a 'Homme qu’avec prudence : les données de comptage des neurones du LC humain
proviennent majoritairement d’études sur les maladies d’Alzheimer ou de Parkinson, ou une
dégénérescence du LC est constatée. Ainsi, si certaines de ces études semblent bien indiquer un
nombre plus élevé de neurones chez la femme (Ohm et al., 1997 ; Busch et al., 1997), d’autres n'y

parviennent pas (Liu et al., 2019).
d) Récepteurs des hormones sexuelles

En plus des différences sexuelles, le LC présente des différences d’expression des récepteurs aux
hormones en fonction du cycle. Ainsi, le récepteur aux estrogénes ERa est surexprimé en toute fin de
diestrus (comme pour le récepteur a la progestérone), au début de proestrus et a la fin de I'estrus
(Helena et al., 2006). Ce récepteur semble étre majoritairement responsable de la modulation du LC
par les hormones puisque chez le rat, une injection d’estradiol chez la femelle ovariectomisée multiplie
par trois la quantité de TH et DBH (toutes deux enzymes de la voie de synthése de la NA) présente dans
le LC. Cet effet n’est pas observé en cas de non-expression du ERa (Serova et al., 2002 & 2004). De
plus, un traitement a I'estradiol seul sur des femelles ovariectomisées inhibe I’activation des neurones
du LC (observée via l'utilisation du marqueur d’activation neuronale c-Fos et d’enregistrement de
I'activité spontanée), tandis que I'action concomitante d’estradiol et de progestérone active les
neurones du LC (Szawka et al., 2009). Ces résultats suggerent I'importance de I'ensemble des

hormones dans le dimorphisme sexuel du LC.

76



Injection d 'aCSF/IS

Allodynie
mécanique

cutanée
(1)

Méninges

Ganglion
trigéminal

Figure 20 : Représentation schématique de nos objectifs. Suite a une injection d’aCSF (témoin) ou d’IS
(traitement), nous avons étudié le développement de I'allodynie mécanique cutanée (1). Nous avons
ensuite analysé I'expression de c-Fos au niveau du CTC (2) et du LC (3) apres injections d’aCSF ou de
soupe inflammatoire (IS). Enfin, des injections de traceurs ont été faites dans le CTC, le LC et les

méninges afin d’étudier les afférences/efférences (4, en rouge).

Les deux premieres questions ont fait I’objet d’une premiére publication (article 1) et la

troisiéme question d’une seconde publication (article 2)
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Hypothése de travail et objectifs

Une multitude de mécanismes aux niveaux cellulaires et moléculaires peuvent ainsi expliquer les
différences sexuelles dans la douleur, aussi bien en clinique (Picavet, 2003) qu’en pré-clinique (Mogil
et al., 2000), et particulierement dans un contexte de douleur chronique. Ce constat est encore plus
vrai pour la migraine, dont la prévalence féminine est tres importante (Bolay et al., 2015). D’un point
de vue mécanistique, I'intégration de la douleur céphalique passe par le CTC, qui va étre lui-méme étre
modulé par différentes régions supraspinales, dont le LC. Ces deux structures vont étre
particulierement intéressantes dans notre problématique car elles présentent toutes deux un

important dimorphisme sexuel (Guillamén et al., 1988 ; Bereiter et al., 2005).

L'objectif général de notre projet a donc été d’évaluer dans un modeéle animal de douleur
migraineuse I'importance du sexe et du cycle hormonal dans I'allodynie cutanée et I’activation du
CTC et du LC. Nous avons également étudié le réseau par lequel le LC peut moduler I'intégration de

la douleur par le CTC

Nous avons tenté de répondre a plusieurs questions :

Dans une étude précédente, I'injection de soupe inflammatoire (IS) sur les méninges chez le
male a induit une allodynie mécanique cutanée (mesurée a I'aide de filaments de Von Frey), croissante
au fur et a mesure des injections (Boyer et al., 2014). Y a-t-il une différence d’allodynie entre le male
et la femelle dans notre modele de migraine ? Que se passe-t-il si I'on dissocie les femelles selon le

cycle hormonal ?

Chez le male, la douleur méningée issue des injections est associée a une augmentation
d’expression de c-Fos (un marqueur d’activation neuronale) dans le CTC. De plus, la sensibilisation du
CTC serait liée a une activation des neurones du LC. (Boyer et al., 2017). L’activation du CTC et du LC
est-elle observée suite aux injections répétées de Sl chez la femelle ? Est-elle la méme selon le

cycle hormonal ?

Si 'anatomie et le réle des projections spinales du LC sont bien décrits (Schwarz et al., 2015),
I'existence de projections directes du LC vers le CTC ne fait pas I'objet d’un consensus (Couto et al.,
2006 ; Kaushal et al., 2016), alors que le CTC est activé par les nocicepteurs méningés et qu’il est
influencé par d’autres contréles inhibiteurs descendants. Ces projections existent-elles chez le rat ? Si
oui, y a-t-il des différences entre les sexes ? Pour répondre a cette problématique, nous avons injecté
des traceurs et virus rétrogrades dans le CTC, et un virus antérograde dans le LC. Nous avons également

appliqué un traceur rétrograde sur les méninges afin d’observer son innervation.
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Article 1

Sex and Estrus cycle influence trigeminospinal central
but not Locus Coeruleus sensitization
associated to migraine development in rat
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ABSTRACT

Migraine is a chronic neurological disorder whose the incidence is threefold higher in
women. Among migraine symptoms, cutaneous allodynia is recognized as a central
sensitization signal during migraine attacks. To date, most of studies have been restricted to
male animals and little is known about how sex and estrous affect migraine-induced allodynia
and central sensitization. Using preclinical behavioral model of migraine, we show that one
inflammatory soup (IS) injection produce a reversible cephalic allodynia that becomes
persistent upon four repeated IS stimulations in female, as well as in male rats. However, the
peak of allodynia following each dural inflammation appeared earlier in females than males.
Furthermore, when we dissociate females according to their hormonal cycles,
Proestrus/Estrus (P/E) females displayed a higher intensity hypersensitivity than
Metestrus/Diestrus (M/D) ones after two IS stimulations. These results clearly illustrate the
importance of stratifying data by the stage of the estrous cycle. Using c-Fos immunoreactivity,
we also examined the effect of gender and estrous cycle on trigemino-cervical complex (TCC)
and Locus Coeruleus (LC)/Sub-coeruleus (SubC) neurons after two repeated-IS injection.
Touch-induced c-Fos expression was observed specifically in the V1 region of the most caudal
TCC and increased in only P/E females after dural stimulations. We further showed sexual
dimorphism of c-Fos expression in LC and surprisingly, LC neurons did not displayed c-Fos over-
expression following dural inflammation, neither in males nor in P/E and M/D females.
Together, our data demonstrate that the intensity of migraine-induced mechanical allodynia

is associated to activation of TCC neurons and depends on the hormonal estrous cycle.
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1. Introduction
It is now well known that sex differences exist in chronic pain pathologies (Ruau et al.,

2012; Mogil, 2012; Melchior et al., 2016). Clinical studies have demonstrated that in numerous
chronic pain conditions women are overrepresented compared with males (Riley et al., 1998;
Hurley and Adams, 2008; Fillingim et al., 2009; Vetvik and MacGregor, 2017). Most animal
studies have confirmed such clinical evidence (Craft et al., 2004), with female rodents
consistently exhibiting lower thresholds to painful stimuli than male ones (LaCroix-Fralish et
al., 2006). The overall migraine prevalence, too, is higher in women than in men (Burch et al.,
2021). Migraine is a complex neurological disorder, characterized by headache attacks
together with sensory symptoms such as cutaneous allodynia (Melhado et al., 2020), pain in
response to normally innocuous stimuli. Over the last few years, animal models of migraine
have significantly improved our understanding of migraine physiopathology (Haanes and
Edvinsson, 2019). Nevertheless, though women are roughly twice as likely as men to suffer
from migraine (Racine et al., 2012; Buse et al., 2013; Mogil, 2012), most animal studies have
been performed in male (Oshinsky and Gomonchareonsiri, 2007; Edelmayer et al., 2009;
Wieseler et al., 2010; Boyer et al., 2014; 2017). The issue of the mechanisms involved in gender
disparity has thus been little addressed. Moreover, our understanding of migraine
development is further complicated by hormonal cycle in women (Krause et al., 2020). Indeed,
pain thresholds to all, but electrical, stimulus modalities vary with the hormonal cycle (Riley
et al., 1999): thus the reactivity to evoked pain increases perimenstrually and at mid-cycle
(Leresche et al., 2003; Hellstrom and Anderberg, 2003; Long et al., 2017). Fluctuations of
estrogen level during the menstrual cycle may also contribute to the development of chronic
migraine (Dao and LeResche, 2000; Zhang et al., 2020). However, the sex and hormonal cycle-

dependent mechanisms that cause migraine attacks are largely unknown.

A large body of evidence suggests that multiple cortical, subcortical and brainstem
areas involved in the regulation of autonomic, affective, cognitive and sensory functions are
affected by migraine. Among brainstem structures involved in migraine pathophysiology, is
the trigemino-cervical complex (TCC), the first sensory relay for meningeal and cutaneous
information (Shankland, 2000). Our group showed that repeated activation of meningeal
nociceptors induces cephalic and extracephalic mechanical allodynia together with elevated
touch-evoked c-Fos expression in the trigeminal as well as spinal dorsal horn (DH) and TCC

neuronal spontaneous activity in male rats (Boyer et al.,, 2014). Such neuronal activity is
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modulated by descending controls of pain (Millan, 2002), projecting from cerebral structures,
including the Locus Coeruleus (LC) (Westlund and Coulter, 1980; Fritschly and Grzanna, 1990;
Kaushal., et al., 2016), the main source of noradrenaline in the central nervous system (Taylor
and Westlund, 2017; Aston-Jones and Waterhouse, 2016), to the TCC and DH. LC projections
have been shown to play a crucial role in the sensitization of trigeminovascular neurons within

TCC (Boyer et al., 2017).

Interestingly, there are many sex differences in the rodent trigeminal sensory system.
For example, there are gender differences in trigeminal ganglion (TG) gene expression in
physiological (Mecklenburg et al., 2020) and pathological (Korczeniewska et al., 2018)
conditions and in its neurochemical response (CGRP, proinflammatory cytokines, BDNF) to
facial inflammation (Kuzawinska et al., 2014). CGRP also displays sexual dimorphism in TCC
(Stucky et al., 2011; Ji et al., 2019). Or Likewise, LC neurons, too, exhibit sex differences in
gene-expression (Mulvey et al., 2018), at anatomical (Guillamén et al., 1988; Luque et al.,
1992; Garcia-Falgueras et al., 2006; Bangasser et al., 2011) as well as cellular levels (Bangasser
et al., 2010). Such extensive evidence of sex differences in these brain areas led us to
investigate the role of sex and estrous cycle in our model of migraine. In this study, we
specifically tested the hypothesis that repeated dural injections of inflammatory soup (IS)-
induced mechanical allodynia and TCC and LC physiological changes are sex-dependent. Using
the anatomical marker of activity, c-Fos immunohistochemistry, in rats, we assessed the sex

and estrous cycle-dependent changes in TCC and LC/SubCoeruleus (SubC) neuronal activation.

2. METHODS
2.1. Animals
Adult male and female Sprague-Dawley rats weighing 150 to 250 g (Charles Rivers, Italy) were

housed at 21°C in plastic cages (3 rats by cage, 1 after surgery) on soft bedding with ad libitum
water and food, under a 12 h light/dark cycles with lights on at 07:00 AM. Environmental
enrichment (tissue paper and cardboard rolls) was provided for nest building and shelter, and
transferred with rats when cages were cleaned. All efforts were made to minimize the distress
of animals and to assure the well-being of rats. 89 Male and females rats were included in this
study. All efforts were made to minimize the number of animals used. Animals were
randomized in injections groups before the starting of experiments. All procedures and

analysis were performed following ARRIVE (Animals in research: reporting of in vivo
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experiments) guidelines. Experiments were in accordance with the ethical guidelines of the
IASP (Zimmermann 1983) and of the Directive 2010/63/UE of the European Parliament and
the Council and French Decree 2013-118 on the protection of animals used for scientific
purposes. Experimental protocols were approved by the local animal experimentation
committee CEMEAA (“Comité d’Ethique en Matiere d’Expérimentation Animale Auvergne”;
N° C2EA-02) and the French Ministry of Higher Education and Research (17432).

2.2. Cannula implantation
As previously described (Boyer et al., 2014; 2017), rat underwent surgery after one week of

habituation to the experimenter and the observation room. Animals were anesthetized with
2,5% isofluorane in O2. Rats were placed in a stereotaxic frame with warming pad. A sufficient
depth of anesthesia was confirmed periodically by the lack of spontaneous movements or
arousal responses evoked by the application of noxious stimuli, and the cutaneous
vascularization was periodically checked by observing the color of the paw extremities and
the rapidity with which they regained normal color after pressure application. Area of the skull
around the bregma was cleared by cuting the skin in the sagittarius axis and cleaning with
hydrogen peroxyde. The dura was exposed by drilling a 1mm hole (1mm right to metopic
suture and 1 mm anterior to coronal suture) and a hand-made cannula, extending 0,5mm from
the skull surface to avoid dural irritation, was inserted. The cannula was glued to 2 screw set
at the left side of the metopic suture and posterior to the coronal suture, all consolidated with
dental acrylic (Duralay Reliance powder). Animals received an injection (0,1mL/100g) of a
5mg/mL solution of ketoprofen (Axience Nefotek) to help its recovery. Rats were left to
recover during 1 week before starting injections and sensory testing (Fig. 1A) while their state
was closely monitored. 56 rats were canulated for sensory testing and 33 for c-Fos

immunochemistry.

2.3. Follow-up of the hormonal cycle
Female hormonal cycle was determined with vaginal smears performed each day at the same

hour, beginning the first day of injection. We used a very similar protocol as the one described
in MclLean et al., 2012. Briefly, a platic pipette was filled with approximatively 300uL of distilled
H20. A drop of water was pumped several times at the entrance of the vaginal canal, and
deposed on a glass slide. After drying, the glass slide was stained in a Crystal Violet solution

(Sigma C6158-50G 0,1g/100mL distilled water) during 1 min then rinsed in osmosed water 2
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times. Photomicrographs were taken on a Nikon optiphot-2 microscope (Nikon optiphot-2,
Nikon Europe BV, Amsterdam, Netherlands) using x10 and x20 objective lens. Three primary
cell types were identified: nucleated epithelial cells, cornified squamous epithelial cells and
leukocytes. The relative ratio of these cells was used identify the stage of the estrous cycle
proestrous (P), estrous (E), metestrous (M), aslo referred to as diestrus 1) and diestrous (D,
also referred as diestrus 2). We pooled females according to the estrous phase they presented
the day of the first injection: in one group we included females in P/E and in the second group,

female showing M/D phase (Giamberardino et al., 1997).

2.4. Injections of inflammatory soup or artificial cerebrospinal fluid
After a brief gas anesthesia with 2% isofluorane (<3min), injections (10uL) of inflammatory

soup (IS) (composed with histamine, serotonin, bradykinin at all 2mM and PGE2 at 0,2mM,
diluted in a 10mM HEPES solution, pH 5.0), or artificial cerebrospinal fluid (aCSF) were
performed through the cannula at 2/3 days intervals (Fig. 1A). Animals were randomly

assigned to IS or aCSF group by a blind experimenter.

2.5. Face sensory testing
Sensory testing protocols are similar to those previously used (Boyer et al., 2014). Cephalic

mechanical cutaneous sensitivity was assessed on the anterior periorbitar region with Von
Frey (VF) filaments (Bioseb, France, maximum filament strength:8 g). The mechanical
threshold was assessed using the ascending-descending method, before surgery and after
surgery: before each injection day (day 1, 3, 5 and 8) and every 30 min for 4 hours after
injection. VF filaments threshold in grams was equal to the filament evoking a withdrawal
response of the head 3 times, with VF application lasting at least 3 seconds to determine
negative withdrawal response. The evaluating experimenter was blinded to the experimental
group.

2.6. cFos immunohistochemistry and counting
Two days after receiving the first injection of ISor aCSF, 33  animals were deeply

anesthesized with a solution of 25% urethane (0,6mL/100g, Sigma, intraperitoneally) and the
second injection of 1S/aCSF was performed. One hour later, rats were hand-stimulated in the
right anterior periorbitar area by a 6g VF filament (determined as a non-noxious stimulation

for control rats and noxious for inflammated rats) during 1 min at 1Hz. Two hours later, rats
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were perfused transcardially: first with a saline heparinized solution (25 Ul heparin mL?) and
then with a cold (10°C) 4% paraformaldehyde solution (DiaPath Antigenfix P0014) for 20 min.
Brains were removed and postfixed in 4% paraformaldehyde during 2 hours before being
cryoprotected in a 30% sucrose and 0,5% azide solution (4°C) for at least 3 days. Coronal frozen
section (30um thick) were cut and colleced in Tris Buffered Saline (TBS) with 0,5% azide.
Sections containing TCC and LC neurons were isolated and pretreated 5 min in a mixture of
60% TBS, 40% MetOH and 1% H202. After sections had free-floated in TBS-Triton (0,3%)-BSA
(2,5%) for 2 hours, immunohistochemistry reaction was carried out with a Mouse antibody
against cFos (1:1000 overnight at room temperature; Abcam Mouse anti-cFos [2H2]) using a
peroxidase kit against mouse igG (40 min at room temperature; Vector ImmPRESS Horse anti-
Mouse IgG polymer kit MP-7402,). C-Fos immunoreactivity was visualized in sections using
3,30-diaminobenzidene tetrahydrochloride (DAB) and ammonium nickel sulfate (Vector DAB
Substrate kit peroxidase SK-4100). All step were performed under 100 rpm agitation and all
immunolabels were diluted in 0.25% bovine serum albumin, 0.3% Triton X-100 in TBS, and in
all cases, sections were rinsed in TBS several times before and after each incubation. Sections
were then transferred to gelatinized slides before being dehydrated (5 min incubation in EtOH
99%, 5 min incubation in Xylenes) and coverslipped with DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Images were acquired using a CCD color camera (Sony DXC-950P; Sony, Tokyo, Japan)
connected to a Nikon Optiphot-2 microscope. C-Fos positive neurons were computed out of
11 sections at the level of the trigemino-cervical complex (TCC, between -4000 and 0 mm
caudal to the obex according to the Paxinos and Watson Atlas, Paxinos and Watson, 2007) and
6 sections in the locus coeruleus (LC) and in subcoeruleus (SubLC) region (between Bregma -
10.20 and -9.20 mm according to the Paxinos and Watson Atlas, Paxinos and Watson, 2007).
Intervals of 200 mm between planes ensured that cells were counted only once. C-Fos cells
were also counted according to the somatotopic representation of the trigeminal nerve
branches V1, V2 and V3 (according to Strassman and Vos, 1993). Counts were performed by
an observer who was blind to the experimental group. The data are expressed as the sum of

the total number of labeled cells counted from all sections that were analyzed in each animal.

2.7. Statistical analysis
The number (n) of neurons used for each analysis is shown in the corresponding figure or

table. Statistical analysis between groups were performed using GraphPad Prism (v7.04,
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GraphPad Inc., La Jolla, CA, USA) software. Values in two groups were tested for normal
distribution using a Kolmogorov-Smirnov test, followed by a two-sample t-test if both groups
followed the normality or a Kruskall-Wallis test in other cases. When three groups and only
one factor were compared, we used one-way non-repeated measures analysis of variance
(ANOVA) followed by the Tukey HSD post-test. Two-way repeated or non-repeated measures
ANOVA followed by the Tukey HSD (when compared with respective control group) or the
Dunnett’s multiple comparison (when compared with baseline measures in the same group)
post-tests were used to compare differences between three or more groups with two factors.
F-values were expressed with their associated degrees of freedom (df): F(df of group, residual)
for one-way ANOVA; Fgroup (df of group, residual) and Fsecond factor (df of second
factor/residual) for two-way ANOVA. For behavioral study, as no statistical differences were
found between aCSF1, aCSF2, aCSF3 and aCSF4-injected rats, all results were pooled and
named “vehicle" group. P<0.05 was considered to be statistically significant. Figures were

made using CorelDraw Graphics software (v12.0, Ottawa, Canada).

3. RESULTS

3.1. Cephalic cutaneous hypersensitivity relies on estrus cycle
We previously showed that cephalic mechanical allodynia worsens with repetition of dural

stimulation in male rats (Boyer et al., 2014). We thus first assessed whether similar results
were obtained in female rats. As in male rats (Fig. 1B1), each IS injection reduced mechanical
thresholds in female (compared with baseline values: Ftime (8,837) =80.8, p<0.0001; compared
with those obtained in saline-injected animals: Fgroup (4,837) = 86.68, p<0.0001; Fig. 1B2). The
first injection (IS1) induced a reversible cephalic cutaneous hypersensitivity with allodynia
already detected at 30 min (p<0.0001 1S1 versus vehicle). The second injection (IS2) produced
a stronger, but still reversible — no longer detectable at 240 min —, mechanical allodynia
compared with IS1. The third (IS3) and fourth (IS4) injections produced ever stronger and
longer mechanical allodynia (Fig. 1B2, Supplemental Fig. 1A). In addition, as in male rats (see
Boyer et al., 2014), cephalic thresholds before the fourth IS injection (Mean=4.72+0.37g) in
female rats were already lower than those before the first IS (Mean=7.82+0.22g), indicating
that IS-induced allodynia was superimposed on a persistent cephalic cutaneous static

mechanical hypersensitivity (p<0.001, Supplemental Fig. 1B).
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We then evaluated the influence of estrous cycle on IS-induced cephalic mechanical
hypersensitivity. Using vaginal cytology (Fig. 1C), females were classified as in
proestrous/estrous (P/E; n=7) and metestrous/diestrous (M/D; n=17) the day of the first
injection. We first controlled that IS injection did not modify the cycle duration (data not
shown). Moreover, the sensitivity thresholds measured at IS1, 1S2, IS3 and 1S4 were
independent of the time of the first injection within the estrous cycle (M/D or P/E)
(Supplemental Fig. 2). When P/E and M/D females were compared with males, sex differences
appeared in the time course of IS1-induced cutaneous hypersensitivity. Mechanical allodynia
peaked at 30 min in both P/E and M/D females (Mean=3.34+0.61g and Mean=2.88+0.31g,
respectively), whereas males showed a more progressive increase in mechanical allodynia,
with a peak at 60 min after IS1 injection (at 60 min: Mean=2.82+0.37g versus at 30 min:
Mean=4.44+0.44g; Fig. 1D1). Therefore, there was a shift in the time to peak of IS1-induced
cutaneous hypersensitivity between males and females. Furthermore, females in M/D had
lower threshold than male rats (p<0.001) 30 min after I1S1 injection, whereas at 60 min (as well
90 min), male rats displayed more important allodynia compared to both M/D and P/E female
rats (p<0.001 at 60 and 90 min). On the other hand, there was no difference between females
and males at I1S2. Nevertheless, there was a difference in females according to estrous cycle
(Fgroups (3,43) = 33.07, p<0.0001; Fig. 1 D2). P/E females were more allodynic than M/D ones
at 90 min (p<0.05) and 120 min (p<0.01). Finally, there were no differences in 1S3- and 154-
induced cephalic mechanical allodynia between male, P/E and M/D females (IS3: Fig. 1D3; IS4:
Fig. 1 D4).

1.2. Two repeated dural stimulations potentiates touch-induced c-Fos expression

according to a somatotopic distribution
By using c-Fos protein expression to monitor neuronal activation, we previously showed that

touch-evoked activation of trigeminocervical complex (TCC) neurons is increased in males
after four repeated dural noxious stimulations (IS4) (Boyer et al., 2014). We thus asked
whether this enhanced activation was observed in males already at IS2 and whether two dural
noxious stimulations (IS1 + 1S2) also modified c-Fos expression in females. In males, after IS2,
cephalic stimulation induced a significant increase in c-Fos expression throughout the
ipsilateral (p<0.05, aCSF male versus I1S2 male; Fig 2A1) as well as contralateral TCC (p<0.001,

aCSF male versus IS2 male; Fig. 2A2). Compared with aCSF-treated female rats, 1S2-treated
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ones exhibited a higher touch-evoked c-Fos expression in only the ipsilateral TCC (ipsilateral:

p<0.05; contralateral: p=0.6; Fig. 2A3, 2A4).

We also analyzed the rostrocaudal expression of c-Fos from the rostral TCC (level 0) to
C2 cervical DH (level -4000) (Fig. 2B). In males, the increase in c-Fos expression was restricted
to ipsilateral (Fig. 2C1) as well as contralateral (Fig. 2C2) -2000-C2 levels. We therefore pooled
rostral (from 0 to -1600) and caudal (from 2000 to -4000) c-Fos immunoreactive neurons. The
c-Fos number of was significantly higher in caudal than in rostral regions (mean caudal c-Fos
=50.0045.33 vs. mean rostral c-Fos = 14.33+3.00, p<0.001 in ipsilateral IS2 male; mean caudal
c-Fos = 26.17+2.98 vs. mean rostral c-Fos = 9.50£2.61 p<0.001 in contralateral IS2 male; Fig
2D1, D2). Compared with aCSF-injected female rats, 1S2 induced a significant increase in the
mean number of touch-evoked c-Fos immunoreactive neurons in the caudal region of the
ipsilateral (p<0.05 aCSF female vs. 1S2 female; Fig. 2D3), but not the contralateral, TCC (Fig.
2D4). This suggests that two repeated dural noxious stimulations are sufficient to potentiate
touch-evoked c-Fos activation in ipsilateral as well as contralateral male and ipsilateral female

TCC neurons, predominantly in caudal TCC neurons.

The ventral, intermediate and dorsal part of TCC receive sensory information from the
ophthalmic (V1), maxillary (V2) and mandibular (V3) branches, respectively (Fig. 3A). Because
innocuous mechanical stimulations were applied on the anterior periorbital region of the face,
we then asked whether the c-Fos-immunoreactive cells were exclusively located in V1 TCC
region or spread up to other regions. We thus counted c-Fos-immunoreactive cells according
to the trigeminal somatotopy. In males, c-Fos expression was increased in the caudal part of
the V1 region of both ipsilateral (inset: p<0.05; Fig. 3B1) and contralateral (inset: p<0.01; Fig.
3B2) TCCs, but neither in ipsilateral/contralateral V2 TCC region (Fig. 3B3, 3B4) nor in
ipsilateral/contralateral V3 TCC region (Fig. 3B5, 3B6). In females, an increase in the number
of c-Fos-immunoreactive cells was also found within only the V1 (p<0.001; Fig. 3C1), but not
in others, region of ipsilateral TCC (Fig. 3C2-C6). These results indicate that two-repeated
activations of meningeal nociceptors can sensitize the caudal part of TCC but such

sensitization cannot spread up to other TCC territories.
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3.3. The potentiation of touch-evoked c-Fos expression in V1 region of caudal TCC
relies on estrus cycle
We then investigated whether the reported touch-evoked c-Fos activation was different in

females and males. We showed that sex did not influence c-Fos expression, neither in
ipsilateral (Fig. 4A1) nor in contralateral (Fig. 4A2) TCC (p=0.4 and p=0.5, respectively).
Moreover, since our behavioral results suggest that the intensity of cephalic mechanical
hypersensitivity is related to estrous stage (see above), we then asked whether c-Fos
activation was also dependent on female cycle. When c-Fos-immunoreactive cells were
counted based on the female hormonal state (P/E vs. M/D), a significant increase was found
in P/E, but notin M/D, females (Fig. 4B, 4C). Compared with c-Fos neurons in aCSF P/E females,
those in 1S2 P/E females displayed a significant increase in both ipsilateral (F2,13) = 8.04,
p=0.005; p<0.01 aCSF PE females vs. I1S2 P/E females, Fig. 4B1) and contralateral (Fi2,13) = 6.13,
p=0.01; p<0.05 aCSF PE females vs. 1S2 P/E females, Fig. 4B2) sides. Such effect was not
observed in M/D female rats (ipsilateral: Fz,15) = 1.75, p=0.20, Fig. 4C1; contralateral: F(3,15) =
0.16, p=0.85, Fig. 4C2). Therefore, only P/E females exhibited a significant activation of TCC
neurons. Overall, these findings indicate that the induction of mechanical allodynia and the
sensitization of caudal TCC neurons following two-repeated dural stimulations are regulated

by the estrus cycle.

3.4. Locus coeruleus neurons display a sexual dimorphism in touch-induced c-Fos
expression and c-Fos expression in LC is not potentiated after inflammation
It was previously shown that inflammation is associated with the activation of LC (Baulmann

et al., 1999; Ter Horst et al., 2001), a brainstem structure that projects to TCC (Kaushal et al.,
2016). We therefore investigated whether two repeated IS injections had an effect on LC
neuronal activation, in male and female rats. Repeated meningeal nociception produced no
change in the total numbers of touch-evoked c-Fos-immunoreactive neurons in both
ipsilateral (Fig. 5A1, 5B1) and contralateral (Fig. 5A2, 5B2) LCs, in males (Fig. 5A1, 5A2) females
(Fig. 5B1, 5B2) as well as in their rostrocaudal distribution (from Bregma -10.20 to -9.20 mm;
Fig. 5C, D1-4). Therefore, these results indicate that repeated meningeal nociception fails to
increase touch-evoked c-Fos expression within LC. Nevertheless, touch-evoked c-Fos
expression was significantly larger in control conditions in females that in males (Fig. 5E;

ipsilateral: P<0.05 aCSF male vs. aCSF female, Fig. 5F1; contralateral: P<0.01 aCSF male vs.
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aCSF female, Fig. 5F2). Moreover, this difference remained similar after two repeated dural
stimulations (ipsilateral: P<0.001 I1S2 male vs. IS2 female, Fig. 5F3; contralateral: P<0.01 1S2
male vs. I1S2 female, Fig. 5F4). These strongly support the existence of sexual dimorphism with

respect to touch-evoked LC activation.

Though two repeated dural noxious stimulations had no effect on LC activation in
females, we investigated whether the hormonal cycle could have an effect (Fig. 6). Neither
P/E (Fig. 6A1, 6A2) nor M/D females (Fig. 6A3, 6A4) exhibited repeated dural stimulation-
induced change in touch-evoked c-Fos expression in both ipsi- and contralateral LCs (I1S2 vs.
aSCF). Nevertheless, in inflammatory conditions (IS2), the number of touch-evoked c-Fos
immunoreactive neurons in ipsilateral LC was higher in P/E than in M/D female rats (P<0.05,
Fig. 6B1). The difference was significant in the somatotopic 9.6 and 9.8 Bregma levels (F(1.66) =

11.39, P=0.001; P<0.01 at 9.6 and P<0.01 at 9.8 level, Fig. 6C1).

Since the subcoeruleus region (SubC) receives dense projections from LC, and also
directly projects onto LC, we also investigated touch-evoked c-Fos neuronal expression within
SubC, at least within the area containing the subcerulean LC sprouting (Fig. 7A). No difference
was found in the number of SubC c-Fos immunoreactive neurons between inflammatory and
control conditions (I1S2 vs. aCSF animals), neither in male (Fig. 7 B) nor in P/E and M/D females
(Fig. 7C), on both the ipsilateral and contralateral sides. The rostrocaudal distribution of c-Fos
expression from Bregma -10.20 to -9.20 was also similar in both conditions (Fig. 7D). As
observed in LC, the number of c-Fos immunoreactive neurons was higher in females than in
males in aCSF conditions (P<0.05, ipsilateral and contralateral, Fig. 7E1, E2 respectively) and
in the ipsilateral (P<0.05, Fig. 7E3) but not the contralateral (Fig. 7E4) SubC in inflammatory
conditions (IS2 animals). However, in contrast to LC, two IS injections produced similar effects

in the ipsilateral (Fig. 7F1, F2) and contralateral SubCs (Fig. 7F3, F4) of in P/E and M/D females.

4. DISCUSSION
The present experiments were designed to test the hypothesis that mechanical allodynia and

TCC and LC physiological changes, induced by repeated meningeal nociception exhibits sex
differences. We demonstrate that an IS injection produces a reversible cephalic mechanical
allodynia in both sex. Nevertheless, such cutaneous mechanical allodynia peaks sooner in
females than in males. In females as well as in males, IS-induced cutaneous hypersensitivity
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gradually worsens and becomes partly persistent upon repetition. Importantly, mechanical
allodynia at 1S2 depends on the hormonal cycle at I1S1: P/E females exhibit greater cephalic
allodynia that M/D females. Inflammation of the meninges is also associated with TCC
sensitization, mainly in its caudal part receiving afferents from the V1 branch but only in P/E
females. Finally, under physiological conditions, touch-evoked c-Fos expressions in LC and
SubC are larger in females than in males. In contrast to TCC, LC and SubC do not show
enhanced c-Fos expression after two IS injections, although P/E females show a higher c-Fos

expression than M/D females.
Influence of sex and hormonal cycle on orofacial skin hypersensitivity

As in our previous study in males (Boyer et al., 2014), repeated IS injections led to a gradual
worsening of IS-induced cephalic mechanical allodynia in female. However, there was a sex
difference in the time to peak of mechanical allodynia: it came earlier in females than in males
(30 min vs. 60 min). There are others examples of faster behavioral expression of pain in
females compared with males in rats: in a model of chronic migraine, allodynia occurs in
females on day 4 after 10ul IS injection but on day 5 in males (Stucky et al., 2011), or in a
model of neuropathic pain, hyperalgesia develops faster in females than in males, despite
great individual variability (Sherman et al., 2021). In mice, too, mechanical allodynia peaks
earlier in females that in males after a non-invasive supradural injection of isothiocyanate or
low pH (but not after interleukin-6 or IS injection: Burgos-Vega et al., 2019). In a mouse model
of bone cancer, females also exhibit nociceptive behavior several days before males, without
differences in disease severity (Falk et al., 2013). Several hypotheses can be put forward to
explain these differences, in particular the involvement of sex hormones, which may be in
greater or lesser blood concentration according to the hormonal cycle (Becker et al., 2005;
Stucky et al., 2011; Hassan et al., 2014). Nevertheless, that, here, both P/E and M/D females,
the latter being assumed to have a lower concentration of hormones (Becker et al., 2005),
exhibited similar early cephalic mechanical allodynia does not support this hypothesis.
Another oneis that these differences are related to activation of diffuse inhibitory pain control
(CIDN). CIDNs, an endogenous pain regulation circuit, are known to be more effective in males
than in females (Quiton and Greenspan, 2007; Popescu et al., 2010; Da Silva et al 2018). Under
our experimental conditions, CIDNs could act more quickly in males and therefore shift the

peak of mechanical allodynia.
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In contrast to a previous study showing that females exhibit lower mechanical
thresholds than males in a model of infraorbital nerve ligation (Dominguez et al., 2009),
repeated dural IS injections produced similar mechanical allodynia in pooled males and
females. However, when considering the female hormonal cycle, sex differences in pain
threshold between male and P/E or M/D females appeared after the first IS injection, and
between P/E and M/D females, after the second injection. These results highlight the need to
study not only the gender but also hormonal cycle depency of mechanical allodynia and the
underlying neurobiological mechanisms. Differences in models and/or tests used (Kuba and
Quinones-Jenab, 2005) but also the hormonal status of the rodent females used in studies
may account for the many conflicting results that have been observed in models of spinal pain
(Beatty and Fessler, 1977; Mogil et al., 2000; Gaumond et al., 2002; 2005; Tall and Crisp, 2004;
Lu et al., 2009)

Our observation that P/E females are more sensitive than M/D females is consistent
with clinical studies indicating that migraine is correlated with hormonal cycle (Herren, 1933;
Riley et al., 1999; Leresche et al., 2003; Hellstrom and Anderberg, 2003; Long et al., 2017). In
animals, although some studies (mainly obtained from visceral pain model) have reported
greater sensitivity to pain during the metestrus phase (Drury and Gold, 1978; Giamberardino
et al., 1997; Bradshaw et al., 1999; Martinez-Gémez et al., 1994), most recent studies indicate
that sensitivity to pain peaks during the proestrus and estrus phases (Frye et al., 1992; 1993;
Kayser et al., 1996; Fillingim and Ness, 2000; Tall and Crisp, 2004; Kaur et al., 2018; Moloney
et al., 2016). Interestingly, this difference in sensitivity according to the hormonal cycle is no
longer observed after the 3™ (IS3) and the 4% (1S4) injection, when mechanical allodynia
becomes persistent. This suggests that after 3 IS injections, the hormonal modulation of pain

sensitivity is no longer effective.

Hormonal differences in TCC sensitization in migraine model

As previously shown in male, inflammatory meningeal stimulation sensitizes TCC neurons
manifested as increased c-Fos expression (Strassman et al., 1994; 1996; Boyer el al., 2014). In
our study, we confirm that sensitization is mainly localized within the V1 region of the most
caudal part of TCC (Laborc et al., 2020). These results are consistent with a specific activation
of the ophthalmic branch, which innervates meninges. We thus can exclude a non-specific

activation of the maxillary branch or V2 (Greene, 1936), which could be induced by the muzzle
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placement in the stereotaxic frame, and non-specific activation of the mandibular branch or
V3 (also corresponding to the auriculo-temporal nerve, Folan-Curran et al., 1994) which could
be induced by the placement of the ear bars in ear canals. Thus, the specific activation of the
V1 region suggests that 2 IS injections are not sufficient for an extended activation of TCC
neurons, in contrast to 4 IS injections (Boyer et al., 2014).

Although, in average, no sexual differences in TCC activation could be observed in our
model, the dissociation of females according to the hormonal cycle made it possible to show
that only females in P/E stage exhibited increased c-Fos expression. Thus factors related to
the hormonal cycle, more than factors related to sex, will modulate the expression of central
sensitization induced by meningeal inflammation. Other studies have also highlighted the
importance of hormonal cycle and P/E stage, in activating TCC neurons. For example,
inflammation of the temporomandibullary joint produces c-Fos expression in superficial TCC
layers (Hathaway et al., 1995; Bereiter and Bereiter, 2000), such expression being larger in
proestrus than in diestrus females (Bereiter, 2001). In this model, the discharge frequency of
neurons located in deep TCC layers was more sustained in females in poestrus (Okamoto et
al., 2003). Likewise, the sizes of the receptor fields as well as the amplitude of TCC neuronal
responses after meningeal application of capsaicin are larger in P/E than M/D females (Martin
et al., 2007). Overall, these data suggest that the estrus stage at which meningeal nociception
occurs affects both behavioral pain as well as TCC neuronal activation.

The mechanisms to account for our results are currently unknown. We can
nevertheless propose that it may arise from the different expression of certain genes in the
trigeminal system depending on sex and /or cycle and /or physiological or pathological
experimental condition (Kuzawinska et al., 2014; Korczeniewska et al., 2018; Mecklenburg et
al., 2020). We also know that the estrogen receptors ERa and ERP are located within both the
trigeminal ganglion and superficial TCC layers (Amandusson and Blomqvist, 2010; Flores et al.,
2003; Bereiter et al., 2005; Warfvinge et al., 2020) and that the amount of Era in TCC under
physiological conditions is different in females than those in males (Bereiter et al., 2005).
Further experiments are needed to determine which hormonal fluctuations (Zhang et al.,

2020), which gene or protein and the associated mechanisms, are involved in our results.
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Sexual dimorphism in touch-induced c-Fos expression in Locus Coeruleus (LC) and

SubCeruleus (SubC)

Under physiological conditions, touch-induced c-Fos expression in LC as well as SubC, was
larger in females than in males. To date, sex differences in the rodent LC have been observed
in many studies (Bangasser et al., 2016; 2019). For example, there are differences in the
expression of many genes in females and males (Pinos et al., 2001; Mulvey et al., 2018). The
LC morphology also exhibit a gender disparity : the LC is larger in females (Luque et al., 1992),
the number of neurons is also greater in females (Guillamén et al., 1988; Garcia-Falgueras et
al., 2006), and the ventro-median dendritic arborizations of neurons is more extensive and
numerous in females compared to males (Bangasser et al., 2011). Although these differences
were not observed in all strains of rats (in Wistar rats but not Long Evans), our data confirm
the existence of a sexual dimorphism in LC in Sprague Dawley rats, in favor of overexpression

of c-Fos neurons in females LC and SubC.

Previous studies in pain models such as stimulation of the dental pulp (Voisin et al., 2005),
dural inflammation following formalin (Baulmann et al., 1999) or capsaicin injection (Ter horst
et al., 2001) showed a significant increase c-Fos expression in LC. In contrast, two dural IS
injections does not sensitize LC and SubC neurons, neither in males nor in females. These
results suggest that LC neurons normally involved in descending control of pain (Millan, 2002),
did not influence the sensitization of TCC neurons following two IS injections. Other brainstem
structures could exert an earlier modulating role in mechanical allodynia triggered by
meningeal inflammation such as RVM and PAG. These regions were previously shown to be
activated in animals, following four repeated inflammation of the meninges (Boyer et al.,
2017), and in humans after spontaneous or induced migraine attack (Weiller et al., 1995; Afridi

et al., 2005).
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Figure 1:

(A) Timeline representing the protocol of behavior and immunohistochemistry study. Rats were
acclimated to glass chamber for behavioral testing and to innocuous mechanical stimulation. One week
after cannulation, rat received artificial cerebrospinal fluid (aCSF) or inflammatory soup (IS) injections
every 2/3 days and mechanical sensitivity of ophthalmic cutaneous territory was tested using Von Frey
Test (VFT). Fos immunohistochemistry were performed on Day 3 after the second aCSF or IS injections.
(B) Time courses of facial sensitivity threshold measured by VFT before (0) and at 30 min intervals (until
240 min) after dural injections of vehicle (respective aCSF) or IS in male (B1) and female (B2) rats.
Symbols represent mean + S.E.M of n rats per group. ?p<0.05, °p<0.01, °p<0.001 versus vehicle-injected
rats by Tukey’s HSD post-test following two-way measures ANOVA.

(C) Representative photomicrographs (20x magnification) of vaginal cytological samples taken from
female rats during Proestrus (P), Estrus (E), Metestrus (M) and Diestrus (D) periods.

(D) Time courses of facial sensitivity threshold measured by VFT in male, Proestrus/Estrus (P/E) and
Metestrus/Diestrus (M/D) female rats before (0) and at 30 min intervals (until 240 min) after the first
(D1), the second (D2) the third (D3) and the fourth (D4) dural injections of aCSF or IS. Symbols represent
mean + S.E.M of n rats per group. 2p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 versus female aCSF-injected rats by
Tukey’s HSD post-test following two-way measures ANOVA. (D1) *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 male
versus corresponding M/D female by Dunnett’s post-test following two-way measures ANOVA;
%%%p<0.001 male versus corresponding P/E female by Dunnett’s post-test following two-way measures
ANOVA. (D2) #p<0.05, ¥p<0.01, M/D female versus corresponding P/E female by Dunnett’s post-test
following two-way measures ANOVA.
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Figure 2 :

(A) Bar histograms showing the density of c-Fos-labeled neurons in TCC evoked by mechanical
stimulation (Von Frey Filament) of the face,1 hour after the second artificial cerebrospinal fluid (aCSF,
light grey bar) or inflammatory soup (IS, dark grey bar) injections, in ipsilateral side of male (A1),
contralateral side of male (A2), ipsilateral side of female (A3) and contralateral side of female (A4).
Data are represented by means + SEM. *p<0.05 and **p<0.01 by unpaired Student’s t-test.

(B) Schematic illustration of six (out of eleven) TCC sections where Fos expressing neurons were
guantified. The counted region is highlighted in grey.

(C) Distribution of c-Fos-immunoreactive neurons in TCC from rostral to C2 levels. Fos activation was
evoked by mechanical stimulation (Von Frey filament) of the face 1 hour after the second artificial
cerebrospinal fluid (aCSF, dark grey line) or inflammatory soup (IS, light grey line) injections in
ipsilateral side of male (C1), contralateral side of male (C2), ipsilateral side of female (C3) and
contralateral side of female (C4). Data are represented by mean + SEM. "p<0.05, “p<0.01, *“p<0.001
versus rostrocaudal levels and ¥p<0.05, %4p<0.01, %#&p<0.001 IS versus corresponding aCSF-injected
rats by Tukey’s HSD post-test following two-way ANOVA.

(D) Bar histograms showing the mean density of c-Fos-labeled neurons in rostral and caudal TCC. C-
Fos activation was evoked by mechanical stimulation (Von Frey Filament) of the face,1 hour after the
second artificial cerebrospinal fluid (aCSF, light grey bar) or inflammatory soup (IS, dark grey bar)
injections, ipsilateral side of male (D1), contralateral side of male (D2), ipsilateral side of female (D3)
and contralateral side of female (D4). Data are represented by means + SEM. “p<0.05, *“p<0.001

versus rostrocaudal level and p<0.05, ¥4&p<0.001 IS2 versus aCSF-injected rats by Tukey’s HSD post-
test following one-way ANOVA.
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Figure 3:

(A) Schematic figure of trigeminal pain pathway. Left, Dermatome distribution of the trigeminal nerve
divisions of the face. Trigeminal ganglion contains the first-order neurons, second-order neurons are
found in the spinal cord and medulla. Middle, Schematic figure of the dorsal horn shows the
somatotopic representation of the three branches of the trigeminal nerve. The ventral (red),
intermediate (orange) and dorsal (yellow) part of the dorsal horn considered to be equivalent to the
area of the ophthalmic (V1), maxillary (V2), and mandibular (V3) branch. Right, Representative
photomicrographs at low and high (inset) magnification of coronal sections at the -3200 level after 2
injections in aCSF- (left) and 1S2-treated rats (right). Bar = 100 um. aCSF, artificial cerebrospinal fluid;
IS, inflammatory soup.

(B, C) Distribution of c-Fos-immunoreactive neurons from rostral TCC to C2 levels in male (B) and
female (C) according to the territories V1 (B1, B2 in male; C1, C2 in female), V2 (B3, B4 in male; C3, C4
in female) and V3 (B5, B6 in male; C5, C6 in female). C-Fos activation was evoked by mechanical
stimulation (Von Frey filament) of the face 1 hour after the second artificial cerebrospinal fluid (aCSF,
dark grey line) or inflammatory soup (IS, light grey line) injections. Comparison between aCSF and I1S2
in ipsilateral side (B1, B3, B5) and contralateral side (B2, B4, B6). Data are represented by mean + SEM.
*p<0.05, “p<0.01, IS2 versus aCSF-injected rats by Tukey’s HSD post-test following two-way ANOVA.
Inset: Bar histograms showing the mean c-Fos number between aCSF (light grey bar) and IS2 (dark grey
bar). "p<0.05, “p<0.01, **p<0.001 by a two-sample t-test.
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Figure 4:
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(A) Bar histograms showing the number of c-Fos-labeled neurons in V1 area of caudal TCC region, in
male (dark grey bars) and female (light grey bars) after inflammation (IS2). C-Fos was evoked by
mechanical stimulation (Von Frey Filament) of the face, 1 hour after inflammatory soup. Ipsilateral side
(A1), contralateral side (A2). Data are represented by means = SEM. ns: non significant by a two-sample
t-test.

(B, C) Bar histograms showing the number of c-Fos-labeled neurons in V1 area of caudal TCC region. C-
Fos was evoked by mechanical stimulation (Von Frey Filament) of the face, 1 hour after the second
artificial cerebrospinal fluid (aCSF) and inflammatory soup in P/E (B), M/D (C) female rats and male.
Comparisons between aCSF P/E or aCSF M/D females (white bars), 1S2 P/E or IS2 M/D females (light
grey bars) and IS2 males (dark grey bars). Ipsilateral side (B1, C1), contralateral side (B2, C2). Data are
represented by means + SEM. “p<0.05, ““p<0.01 by Tukey’s HSD post test following one-way ANOVA.
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Figure 5:

(A, B) Bar histograms showing the number of c-Fos-labeled neurons in locus coeruleus (LC). C-Fos
activation was evoked by mechanical stimulation (Von Frey Filament) of the face, 1 hour after the
second artificial cerebrospinal fluid (aCSF, dark grey line) or inflammatory soup (IS, light grey line)
injections in ipsilateral (A1) and contralateral (A2) side of males and in ipsilateral (B1) and contralateral
(B2) side of females. Data are represented by means = SEM. ns: by a two-sample t-test.

(C) Schematic illustration of six sections, which contain LC region (highlighted in grey) where c-Fos-
expressing neurons were quantified.

(D) Distribution of c-Fos-immunoreactive neurons in LC region from Bregma -10.20 to -9.20 mm. C-
Fos activation was evoked by mechanical stimulation (Von Frey filament) of the face 1 hour after the
second artificial cerebrospinal fluid (aCSF, dark grey line) or inflammatory soup (IS, light grey line)
injections in ipsilateral (D1) and contralateral (D2) side of male and in ipsilateral (D3) and contralateral
(D4) side of female. Data are represented by mean + SEM.

(E) Representative photomicrographs at low and high magnification (inset) of coronal sections from
Bregma 9.8 mm in aCSF male (left) and aCSF female (right) rats. Bar = 100 um.

(F) Bar histograms showing the number of c-Fos-labeled neurons in LC in male versus female rats.
Comparison between males (dark grey bars) and females (light grey bars) rats in aCSF ipsilateral side
(F1), aCSF contralateral side (F2), 1S2 ipsilateral side (F3), 1S2 contralateral side (F4). Data are
represented by means + SEM. "p<0.05, “*p<0.01, ***p<0.001 by a two-sample t-test
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(A, B) Bar histograms showing the number of c-Fos-labeled neurons in LC according to the female
hormonal cycle. (A) Comparisons between aCSF (light grey bars) and I1S2 (dark grey bars) in P/E female
(A1, A2) and in M/D females (A3, A4). (B) Comparisons between 1S2 P/E female and 1S2 M/D female.
Ipsilateral side (A1, A3, B1), contralateral side (A2, A4, B2). "p<0.05 by a two-sample t-test.

(C) Distribution of c-Fos-immunoreactive neurons in LC region from Bregma -10.20 to -9.20 mm.
Comparisons between IS2 P/E female (dark grey line) and IS2 M/D female (light grey line). Ipsilateral

side (C1), contralateral side (C2). Data are represented by mean + SEM. "p<0.05, by Tukey’s HSD post-
test following two-way ANOVA.

109



A B1 B2

aCSF Male (5) 3CSF Male (8
2 d opg, e 152 Mae 5 .3 opg, W 1S2 MaenE]

150 150

cFas+ Neurons number in Sul
=
5]

a &
0%
&Fass Neurmns ruiber in
oo
a &8
o @
oo

Ipsilateral Contralateral
.
C1 Cc2 c3 c4
- FE C5F Female (51 FE aC3F Female (5) D 3CTF Famale 1) BCIF MD Famaie i4)
82 Fi 1 2 5] 2 . -
é 2004 W FE 132 Femaie (5) § 200 W PE 122 Female i5) 9 200 MID 2 Femaie (8) % 20n 122 MO Femaie (2]
£ @ : o E €
150 o 15 @ i
P @ ) g . 1] .
a § . a
7 100 [ P A S
a
5 ® oo,
§ =] oo S 5o o .i B o S 50 Pouf
" T T a o \ L]
% B 3 3
% L — % o [ — & L — & o
— Contraixsra Ipsiataral Contraaters

o
Q
[}
]
[
)
A

aCSF Male (5) aCSF Female (3) ACSF Femaie (3)

Y aCSFMak (5} o o o
& 40 - 152 Mae 5] ﬁ 41 = 152 Maie (5] ﬁ 4y T 152 Female (13) g apq % 152 Female (13)
£ £ £ <
3 kL g 30 ?gb 30 __3 o
- E H &
<0 20 20 £ 20
: £ g gy = R
&, - o
§ 10| z—ia I\ g 1w & -s-‘-.z\‘ § w] ¥ “F 73 10 -
3 R B e 3
g0 - g o 2o
® 9.2 94 9.6 3.8 100102 °© © “
- e . o¥ ot of oF of oF =¥ ot o of P oM ot of of o P o)
Ipsiateral Bregma Level Contralateral Bregma Level Ipsiiataral Bragma Level Contralateral Bregma Level
mm ICSF Make (5) mem 3CSF Male (5) mm 152 Male 5) 152 Male (5]
g 3CSF Femake (3) ¥ JCSF Femake (3) 5 152 Femae (13) b1 152 Female (13}
w 200 rg 200- & 200 o 200
c € = =
£ 150 8 150 E 150 — E-sn
5 5 g g
5 100 s 100 g 1o ;-nc
] : :
. | il |
i oy b o b o
% % A — 5 rerr———
= Ipstateral = Contralateral “ Ipsliateral N Contralateral
F1 F2 F3 .. s F4
m FE 152 Femak (5) e PE 152 Fema - ::';22;1":2:2- o -+ PE 152 Femaie
" WD 152 Female (3] £ VD 122 Pente . D @ 3 . MO 152 Female
9 200 A 40 8200 @4
@ c £
£ = £ &
i Bl N
3 @ 2 5
5 o g0 B . g20 13-
3 100 g « 100 o £
& p g o0 210 \;
3= Pa0s” Zw ¥ 3w 2ga® 5
& % &
3 F o i i
g o & T T g 0 ° R I, L 8
5 S 4
IFGI %'I' qh r.gb a?‘.v QQ Q'I' = I Y T Y0 B
Igsl Bregma Level Contralateral Sregma Lavel

Figure 7:

(A) Up : Schematic illustration of six sections which contain Subcoeruleus (SubC) region (highlighted in
grey), where Fos expressing neurons were quantified. Numbers are distance of the section in
millimeters from the bregma. Down : Representative photomicrographs at low and high (inset)
magnification of coronal sections at the 9.8 Bregma region after 2 IS-injections in female. Bar = 100
pum.

(B, C) Bar histograms showing the number of c-Fos-labeled neurons in SubC. (B) Comparisons between
aCSF (light grey bars) and 1S2 (dark grey bars) in male (B), P/E female (C1, C2) and in M/D females (C3,
C4). Ipsilateral side (B1, C1, C3), contralateral side (B2, C2, C4).

(D) Distribution of c-Fos-immunoreactive neurons in SubC region from Bregma -10.20 to -9.20 mm.
(D1, D2): Comparisons between aCSF male (light grey bar) and 1S2 male (dark grey bar); (D3, D4)
Comparisons between aCSF female (light grey line) and 1S2 female (dark grey line). Data are
represented by mean + SEM.

(E) Bar histograms showing the number of c-Fos-labeled neurons in SubC in male versus female rats.
(E1, E2): Comparison between aCSF male (dark grey bar) and aCSF female (light grey bar). (E3, E4):
Comparison between I1S2 male (dark grey bar) and I1S2 female (light grey bar). Data are represented by
mean * SEM. Ipsilateral side (E1, E3), contralateral side (E2, E4). "p<0.05 by a two-sample t-test.

(F) Bar histograms (F1, F3) and distribution (F2, F4) of c-Fos-immunoreactive neurons in SubC region
according to female’s hormonal cycle. Comparison between 1S2 P/E female (dark grey bar/line) and 152
M/D female (light grey bar/line). Ipsilateral side (F1, F2), contralateral side (F3, F4). Data are
represented by mean + SEM.

Artificial cerebrospinal fluid (aCSF); inflammatory soup (IS).
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Statistical stacking table summarizing the statistical differences compared to baseline (0) each time
after IS injections (A) and statistical differences between each IS injections (B). The color of each sub-
cell indicates the level of significance of the statistical comparison (white, non significant; light gray, p
< 0.05; dark gray, p < 0.01; black, p < 0.001). Statistical comparisons were performed using two-way-

measures ANOVA followed by Tukey’s HSD post-test.

111



P/E

Stage at the first injection =m M/D

Qo
1

(o)
1
°
°

: :
: .

..T.. e : o o000 b
: :
:

N
1

Pic of facial
sensitivity threshold (g)
=S

o
o L g
O

1S3 1S4

o
1

1S1

Figure S2:

Bar histograms showing the pic of facial sensitivity threshold according to the stage at the first IS
injection: either Proestrous/Estrous or Metestrous/Diestrous. I1S1, IS2, IS3, IS4 correspond to the first,
second, third and fourth IS injection, respectively.

112



113



Article 2

Direct and indirect Locus coeruleus projections
to the Trigemino-Cervical Complex:
Reappraisal of the noradrenergic pathways
and putative implication in migraine modulation

114



Direct and indirect Locus coeruleus projections to the Trigemino-Cervical Complex:
Reappraisal of the noradrenergic pathways and putative implication in migraine

modulation

Barnet, M.}, Da Silva Borges, G., Ginisty, A.%, Dallel, R.%, Antri, M.1*, Monconduit, L.**

Affiliations:

L Université Clermont Auvergne, CHU Clermont-Ferrand, Inserm, Neuro-Dol, 63000

Clermont-Ferrand, France

*Corresponding author: Inserm/UCA U1107, Neuro-Dol: Trigeminal pain and migraine,
Faculté de Chirurgie Dentaire, 2 rue de Braga, Clermont-Ferrand 63100, France. Tel.: +33 4
73 17 73 13. fax: +33 4 73 17 73 06. E-mail address: lenaic.monconduit@uca.fr (L.

Monconduit); myriam.antri@uca.fr (M. Antri).

To be submitted to Journal of Headache and Pain

115



Abstract

The pathophysiology of migraine is not completely understood due to, among other reasons,
the lack of studies targeting the neuroanatomical supraspinal organization. The Locus
coeruleus-noradrenergic (LC-NA) system has been gaining relevance in migraine modulation,
but its connections with key regions in this pathology, such as the Trigemino-Cervical Complex
(TCC), have been lightly studied. The few evidence of a direct descending LC-NA innervation
of the TCC are from decades ago and are difficult to reconcile. In addition, literature review
suggests two putative indirect mechanisms by which the LC might modulate the TCC: either
by targeting other structures implicated in the descending pain modulation (such as the rostral
ventromedial medulla, RVM); or by targeting the peripheral encephalic circulatory system.
Therefore, in the present study, we aim to study the direct and indirect projections by which

the LC may modulate TCC activity.

We employed retrograde traditional and anterograde specific viral neuroanatomical tracing
and immunohistochemistry techniques to identify LC projections to the TCC, to the RVM, to

the cortex, and to the meningeal circulatory system.

Our results confirmed that the LC innervates the TCC by a direct noradrenergic pathway. It
also shows that indirect modulation of the descending pain control system is possible, as
demonstrated by the convergence, in the RVM, of LC-NA terminations contacting RVM
neurons projecting to the TCC. The study of the LC anatomical pathway regulating peripheral

encephalic circulatory system still requires further research.

The present study uncovers the LC-NA network in migraine, and more precisely in headache
pain. Indeed, the role of LC in gating and modulating sensory information could account for
increasing TCC excitability and, in turn, lower the threshold for headache, through direct and

indirect pathways.
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Introduction

Migraine is a common and debilitating neurological disorder affecting 15% of the worldwide
population. It has a complex pathophysiology which is far from being completely understood.
A large body of evidence suggests that migraine pathophysiology involves inherited alteration
of brain excitability, intracranial arterial dilatation, associated to recurrent activation and

sensitization of the trigemino-cervical complex (TCC, [41]).

There is also strong clinical evidence that the transformation from episodic to chronic migraine
depends on dysfunctional brainstem nuclei that modulate neuronal excitability and pain [40].
First, stimulation of the brainstem either by electrodes implanted in the dorsal midbrain for
pain control [48,62], by lesions from multiple sclerosis [28] or vascular malformation [25,34]
causes migraine-like headache in patients. Second, imaging studies have revealed abnormal
functioning of the brainstem in migraine, with or without aura, as well as in chronic migraine
[1,3,14]. One of the brainstem regions that was ignored for many years in migraine research,
although evidence suggests otherwise, is the Locus coeruleus (LC). LC is the main source of
noradrenaline (NA) in the nervous system and, helped by its strategic location in the pons near
the fourth ventriculus, it has projections to virtually the entire brain and spinal cord. It is
therefore undeniable that neurons in the LC modulate several vital functions in the body such
as arousal, sleep, stress, anxiety, cognition, or nociception [51]. Particularly in the pain
context, LC is crucial in both ascending and descending circuits [44,63,64]. Its role in migraine
pathophysiology has been suggested by early neuroanatomical studies [36] and later
supported by preclinical and clinical research [9,40,63]. However, even if great progress has

been made, there is no sufficient data to understand the role of the LC-NA system in migraine.

Nociceptive information arising from the activation of nociceptors around the meningeal
blood vessels reaches the LC indirectly, via an intermediary projection from the TCC region to
the Paragigantocellularis nucleus (PGi, an excitatory afferent to the LC; [45,61]). Once in the
LC, hypothetically, two outcomes are expected: (i) initiation of the noradrenergic descending
modulation by descending efferent projections; (ii) initiations of changes in arousal, stress,

anxiety, and cognition with forebrain projections.

The direct descending projections from the LC to TCC are mostly assumed without a precise
demonstration. For example, Couto et al.,, 2006 performed a wide retrograde labelling

injecting Fast Blue in the spinal trigeminal nucleus (including the caudal division) and found
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almost no neurons in the LC [16]. On the contrary, studies using anterograde tracers in the LC
lack of clarity in LC projections to TCC. When old papers showed some positive fibers in the
spinal trigeminal [22,66], but without a detailed description of the projection distribution,
more recent studies with a viral approach identify cervical spinal [11] and medulla projections
[52] from the LC noradrenergic neurons but, unfortunately, none of these studies mention the

Sp5C.

A second set of studies showed that LC might modulate the TCC by projections to other brain
structures involved in the descending control of pain or in the peripheral/meningeal cephalic
circulation, suggesting an indirect modulation of the TCC by the LC. Thus, the rostral
ventromedial medulla (RVM) innervates the TCC [2] and receives LC-noradrenergic
innervation [55]. On the other hand, studies performed almost four decades ago showed that
the electrical stimulation of the LC resulted in cerebral vasoconstriction [27]. This effect could
be explained by the presence of Dopamine Beta Hydroxylase (DBH)-fibers innervating pial-
derived intraparenchymal arterioles and capillaries, which are directly originated at the LC
(review in [24]). Altogether, this evidence suggests that, in migraine, the LC might be capable
of modulating the TCC by a direct and/or an indirect mechanism, which adds to the complexity
of migraine pathophysiology but, unfortunately, no studies provided a comparative
description of projections from LC that could be involved in modulation of dural nociceptive

information in TCC.

In the present study, we aim to study, in both male and female rats, the direct innervation of
the TCC by the LC noradrenergic neurons. We also aim to study the possibility of an indirect
modulation of the LC-NA projections targeting either other structures of the descending pain
control or targeting the leptomeninges. In carrying out this study, we used different
retrograde tracer to determine which one was the best to label LC descending and ascending
efferent. Then to confirm our results, we used a genetically specified viral vector-based
anterograde tracing method to obtain a more accurate perspective on the noradrenergic

projections.
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Material & Methods

1) Animals

Male and female Sprague-Dawley (SD) rats weighing 150-250 g were obtained from Charles
River Laboratories (L'Arbresle, France). Male and female heterozygous tyrosine hydroxylase
(TH)-Cre transgenic Long-Evans rats were obtained from Champalimaud’s Foundation (Lisbon,
Portugal), breed and genotyped on site. All animals were housed at 22 + 1°C with 12 h
light/dark cycles, 3 rats by cage, on soft bedding and environmental enrichment (paper and

cardboard rolls), with ad libitum access to water and food.

Every effort was made to minimize the number of rats used and the eventual pain that might
result from the surgical procedures. All experiments, analysis, and reporting were ARRIVE-
compliant (Animals in research: reporting in vivo experiments). The experiments followed the
ethical guidelines of the Directive 2010/63/UE of the European Parliament and of the Council
and French Decree 2013-118 on the protection of animals used for scientific purposes. The
protocols used in this study were approved by Clermont-Auvergne University Institutional
Review Board and authorized by the French Ministry of Primary, Secondary and Higher

Education, and Research (Projects number 20572 and 28656).

a. Locus coeruleus to TCC (Retrograde labelling): To identify supraspinal inputs
to the TCC and particularly localize the soma of the LC-projecting neurons,
different retrograde tracers were injected unilaterally in the most caudal part
of the Sp5C of SD rats. This experiment also served to identify the best tracer
for further manipulations.

b. Locus coeruleus to TCC (Anterograde labelling): To identify the LC specific
noradrenergic terminations in the TCC, an anterograde Cre-Dependent virus
was injected (~0.5uL) in the LC of female and male TH-Cre Long-Evans rats. Two
cohorts of TH-Cre Long-Evans rats received double injection (anterograde virus
in the LC and retrograde tracer in the TCC) to identify TCC input regions
receiving direct LC-NA innervation.

c. Locus Coeruleus to meningeal membranes/surface (Retrograde labelling): To

study the eventual innervation of the meningeal/dura vessels directly by the
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LC, a paper embedded in Fluorogold (FG) was applied to the meningeal
membrane of SD rats.

d. Locus Coeruleus to meningeal membranes (Anterograde labelling): The
animals used in section “b” (above) were also used to verify the LC-
noradrenergic innervation of the meningeal membranes and the surface of the
cortex.

e. Trigeminal Ganglion to Meningeal surface: the TGs of the animals used in

section c were used to confirm the correct migration of the retrograde tracer.

2) Surgical Procedures
Animals were anesthetized with isofluorane (4% to induce, 2.5% to maintain in 1-2L O3) and
placed in a stereotaxic frame with warming pad. A sufficient depth of anesthesia was
confirmed periodically by the lack of spontaneous movements or arousal responses evoked
by the application of noxious stimuli. Additionally, the cutaneous vascularization was
periodically checked by observing the color of the paw extremities and how fast they regained
normal color after pressure application. The eyes were covered with vaseline and the incision

zone was cleaned with betadine.

a. Sp5C/C1-C2 injection
For the unilateral (right side) TCC injection, the rat’s head was tilted in ventroflexed position
by means of an adapted metallic bar. The Sp5C was exposed by carefully removing the
overlying musculature, the atlanto-occipital membrane, and dura mater. Injections were
performed approximatively 2,6mm lateral and -1.5mm from the obex point, with the
stereotaxic arm at, approximately, 15° angle inclination. Injections were 0,4 to 1mm deep to
affect various regions of the Sp5C/C1-C2, with the main target being V1 part. Using a heat-
polished borosilicate glass capillary (Harvard apparatus GC100F-15 1.0mm OD*0.58mm ID),
filled with the tracer/virus, male and female SD rats or TH-Cre rats (Cre-dependent virus) were
injected with <0.5uL of FG (Cohort 1 and Cohort 6, Santa Cruz sc-358883, 0,02g/mL in a
0,016g/mL cacodylic acid solution), or Rhodamine (Cohort 2; Invitrogen
Tetramethylrhodamine 3000 D3308 in a 10% Saline/DMSO solution), or CTB488 (Cohort 3;
Invitrogen Cholera Toxin Subunit B Alexa Fluor 488 conjugated C34775, 1mg/mL in PBS), or Dil
(Cohort 4; Invitrogen Fast Dil Oil D3899, 2,5mg/mL in 100% DMSOQ), or virus AAVrg-hSyn-EGFP
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(Cohort 5; 1.5 x 10713 GC/mL; Addgene). After 2 minutes of resting the glass capillary was
removed, the musculature and the skin were sutured with non-absorbable suture and the

surface was cleaned with betadine.

b. Locus coeruleus injection
A 1 mm hole in the occipital bone (From lambda: -5.5mm anteroposterior, -1.2mm
mediolateral) was performed uni- or bilaterally. With a 20-degree inclination, a heat-polished
borosilicate glass capillary (see reference above) filled with 1uL of anterograde virus (Cohort
5 and Cohort 6; AAV8/hSyn-DIO-mCherry 2.6 x 10713 GC/mL; Addgene) was lowered 4.8mm
from the brain surface and 0.5uL of volume was slowly released into the tissue. One to two
minutes later, the glass capillary was gently removed, the incision was closed with a non-

absorbable suture and cleaned with betadine.

c. Meningeal administration
A 2 mm hole in the parietal bone (1 mm right of midline, 1 mm anterior to bregma) was drilled
to expose the dura of rats. Without damaging the meninges or touching the skull, a 1 mm x
1mm paper square embedded in FG (Cohort 7) was placed directly in contact with the
meningeal membrane. The incision was closed with a non-absorbable suture and cleaned with
betadine. To control this administration and eliminate the possibility of a false positive due to
absorption of the tracer by the superficial layers of the cortex (densely innervated by the LC),
the procedure was repeated but, in addition to the paper embedded with the tracer, an
impermeable barrier of parafilm or aluminum foil (with a larger size than the paper embedded

with the tracer), was placed between the meninges and the cortex.

3) Perfusion and immunohistochemistry

One week (for the tracers) or 3 weeks (for viruses) after injection, animals were deeply
anesthetized with 25% urethane (0,6mL/100g; Sigma 94300-1KG). Rats were then perfused
transcardiacally, first with heparinized saline solution (9g of sodium chloride and 2,5mL of
heparin; Choay 25000U1/5mL; approximatively 200-250mL per rat) and second with a cold
ready-to-use 4% paraformaldehyde solution (DiaPath Antigenfix P0014) for 20mn

(approximatively 400mL per rat). Brains and spinal cords were removed and postfixed in 4%
pp y Y Y p
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paraformaldehyde for 2 hours before being cryoprotected in a 30% sucrose and 0,5% azide
solution in Tris Buffered Saline (TBS) for at least 3 days. Once the tissue sinks, 4 series of
coronal sections of 30um were made with a microtome, cryoprotected in sucrose with azide
solution and stored at 4°C. In other to avoid excessive autofluorescence, TGs were not post-
fixed, they were instead placed directly in 30% sucrose. Four series of TG coronal frozen
sections (20um thick) were made using a cryostat and fixed directly into a gelatin-coated

microscope slide and stored at 4°C until further processing.

Each tracer or virus used in the present study was amplified by immunohistochemistry using
specific antibodies. The colocalization with TH or DBH was used to identify or confirm their
noradrenergic nature. For brains and spinal cords, a free -floating approach was used. Briefly,
after 3 washes with TBS, the sections were incubated, for 2 hours, with a blocking solution
containing 0.25% bovine serum albumin, 0.3% Triton X-100 in TBS (TBS-T). Afterwards,
immunohistochemistry reaction was initiated by incubation, overnight at 4°C, with a TBS-T
solution containing a mix of the primary antibody for the tracer/virus plus the primary
antibody against TH/DBH: Rabbit against FG (Millipore Rabbit anti-FG ab153, 1/2500); a Rabbit
against rhodamine (Rockland Mouse anti-Rhodamine p/n 200-301-246, 1/2000); a Rabbit
against mCherry (Takara Living Color DS Red 632496; 1/2000); a Goat against CTB (List
Biological Laboratories Goat anti-CTB #703, 1/5000); a Rabbit against TH (Millipore Rabbit
anti-TH ab152, 1/2000); Mouse antibody against DBH (Millipore Mouse anti-DBH MAB308,
1/2500).

The sections were then washed three times (5 minutes each wash) with TBS-T. After the
washes, the sections were incubated, for two hours at RT, with a TBS-T solution containing a
mix of secondary antibodies: a Goat against Mouse (Goat anti-Mouse IgG Cy5 115-175-146 or
Cy3 115-165-003 or Cy2 115-225-146, 1/400; Jackson ImmunoResearch), a Goat against
Rabbit (Goat anti-Rabbit IgG Alexa Fluor 488 111-545-003 or Cy5 111-175-144 or Cy3 111-165-
003, 1/400; Jackson ImmunoResearch), a Donkey against Rabbit (Donkey anti-Rabbit IgG Cy5
711-175-152, 1/400; Jackson ImmunoResearch) and a Donkey against Goat (Donkey anti-Goat
IgG Alexa Fluor 488 705-545-003, 1/500; Jackson ImmunoResearch). All incubations were
performed under continuous agitation (100rpm). The immunoreaction was finished by

performing 3 washes in TBS. The sections were mounted in gelatin-coated microscope slides,
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dehydrated (5mn incubation in EtOH 99%, 5mn incubation in Xylene) and mounted with DPX
Mountant for histology (Sigma-Aldrich 06522-100ML).

When TG tissue was used, the immunoreaction was performed directly on the microscopy
slides, following a similar protocol as described above. The primary antibody used was Rabbit
against FG (1/2500) and the secondary antibody was Goat against Rabbit (Goat anti-Rabbit
IgG Alexa Fluor 488 111-545, 1/400; Jackson ImmunoResearch).

The images were observed with an epifluorescence microscope Zeiss Axioplan 2, coupled with
a Retiga 3 camera and analyzed with the Metamorph software, and a confocal laser Zeiss LSM
800 microscope and analyzed with the software Zen 2 lite Blue edition version 2.0 (Carl Zeiss

Microscopy GmbH).

4) Quantification and analysis

The correct placement of the injection and the extension of the injection /infection was
confirmed/verified by using as a reference the Atlas Paxinos and Watson (2006, 6th Edition,
[43]), and only the rats where the injection was well-placed were included in the present
study. In what concerns to the quantification of FG profiles in the LC, the entire Rostral-Caudal
axis from Bregma was taken into consideration, their noradrenergic nature (DBH+/DBH-) and,
as well, the Dorsoventral and Ipsi-/Contralateral localization of the soma. In what concerns to
the quantification of FG profiles in the RVM, only the Rostral Caudal axis from Interaural and

the localization Ipsi-/Contralateral localization of the soma were taken into consideration.
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Results

In this study, we explored the direct and indirect LC-noradrenergic modulation of the TCC, a
key structure in the migraine pathophysiology, by using traditional and specific viral

neuroanatomical tracing techniques.

1) Direct descending LC projections to the TCC evidenced by retrograde and

anterograde labelling

To identify the LC neurons projecting to the TCC, our approach was to test four traditional
retrograde tracers. We then studied the labelling in the LC (Cohort 1-4; Table I; Figure 1A). This
experiment served to verify the best tracers for the upcoming experiments. We observed that,
even though the injection sites were mostly restricted to TCC (Figure 1B and 1C), positive
labelling in the LC was only robustly observed when using FG or, in less extent and intensity,
Rhodamine (Figure S1A). We also tested the ability of the AAVrg-hSyn-EGFP virus to effectively
infect axonal terminations in the TCC and migrate to the soma of LC-projecting neurons (Figure
S1B). Despite positive labelling among other regions, in the LC the presence of positive profiles
was extremely rare (only one positive neuron found in the LC among a total of 4 animals).

Therefore, further neuroanatomical studies were performed with FG.

Unilateral injection of the retrograde tracer FG into the TCC resulted in an equivalent number
of positive neurons in both ipsi- and contralateral sides of the LC in males and females (Cohort
1; Figure 2A). However, the entire population of FG+ neurons in males was slightly superior to
the FG+ population in females. This difference might be a bias of the extension of the injection
site and/or the localization into the Sp5C in both sexes. Furthermore, we observed not all FG+
neurons, identified in the LC, were DBH+. Indeed, in males the proportion of FG+/DBH-
neurons was of 5% in the ipsilateral side and 3% in the contralateral side. In females, this
proportion was slightly larger: 10% for both ipsi- and contralateral sides (Figure 2B). When
considering the distribution along the rostro-caudal extension, we found the majority of FG+
neurons in the central and caudal part of the axis, in both ispi-and contralateral sides (Figure
2C and 2D). This pattern of distribution was similar for both males and females in the
contralateral side of the LC. In the ipsilateral side, FG+ neurons observed in females were

mostly located between -9.72mm and -9.96mm from bregma, while in males, the distribution
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of positive neurons was observed between -9.36mm and -9.96mm from Bregma. Concerning
the dorsoventral localization of the FG+ soma, we found that the great majority was situated
in the ventral part (males ipsilateral: 71%; males contralateral: 75%; females ipsilateral: 79%
and females contralateral: 84%; Figure 2E and 2F). Overall, these results show that the LC
projects bilaterally to the TCC. It also demonstrates that most of the projecting neurons are
noradrenergic (Figure 2G) and located in the ventral portion of the LC. Females appear to have

a slightly more condensed distribution within the rostro-caudal and dorsoventral axes.

To better characterize the NA projections from LC to TCC, we used TH-Cre transgenic rats, and
we injected an anterograde Cre-dependent virus (AAV8/hSyn-DIO-mCherry) into the LC
(Figure 3A). This strategy allows to target only noradrenergic cells projecting, among other
regions, to the TCC (Figure 3B). Successful infection was confirmed by positive labelling for
mCherry in the LC (Figure 3C), specifically by the observation of labelling in the nucleus,
cytoplasm and some dendritic arborization and, as well, co-expressing DBH. At the level of the
TCC, mCherry+ labelling was found throughout the TCC: while the innervation was dense in
deep layers from layer V to lll, a sparse innervation was observed in the layer | and only rare
mCherry+ fibers in layer Il, (Figure 3D, Left panel). This labelling is specifically from the LC as
no infection was detected in adjacent noradrenergic regions as A5 and A7 (Figure S2). Confocal
magnification photomicrographs show several varicosities throughout the mCherry+ / DBH+
fiber, reaching virtually all the layers of the TCC (Figure 3D, Right panel). As demonstrated
above with FG retrograde studies, mCherry+ fibers were detected in both ipsi- and
contralateral sides of the TCC. Both males and females showed a similar pattern of distribution
of positive mCherry fibers in the TCC. However, the quantity of positive fibers observed in the
TCC were proportional to the number of LC-NA neurons infected with the anterograde virus.
Nevertheless, corroborating the findings obtained with the retrograde tracer FG, detection of
mCherry positive fibers in the TCC were visually more abundant when the infection reached
the ventral part of the LC. Overall, the results obtained support the previous findings showing

the LC projects bilaterally to the TCC.
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2) LC projections are in contact with the descending pain circuit targeting the TCC

Studies pointed out the role of RVM in pain modulation [42] and migraine pathophysiology
[18]. To assess whether LC could modulate this projection, we injected anterograde Cre-

dependent virus AAV8/hSyn-DIO-mCherry into the LC and/or FG in TCC.

Using the cohort 1, we first analyzed the distribution of FG+ neurons in RVM (Figure 4A). Our
results showed that unilateral injection of the retrograde tracer FG into the TCC resulted in an
equivalent number of positive neurons in both ipsi- and contralateral sides of the RVM in
males and females (Figure 4B). When considering the distribution along the rostro-caudal axis,
the majority of FG+ neurons were found in the most caudal part of the RVM (Figure 4C and
4D). When taking into consideration the sex, we observed a slight larger number,
accompanied as well of a great variance, of FG+ neurons in the caudal part of the ipsilateral
side in females (Figure 4E). Overall, these results show that the RVM projects bilaterally to the

TCC.

Wondering whether contacts exist between RVM projecting neurons and LC endings, we
analyzed both FG+ neurons and mCherry+ fibers (Figure 5A). We were able to observe that,
indeed, some FG+ neurons were in contact with varicosities of mCherry+ fibers originated
from the LC (Figure 5B and 5C). Altogether, our results suggest that modulation of the RVM

neurons projecting to TCC by noradrenergic inputs from the LC is possible.

3) LC projections reach the leptomeninges

In migraine, events such as cortical spreading depression or inflammatory factors released
from mast cell and/or intracranial vessels could lead to peripheral sensitization that in turn
drives central sensitization. We assessed whether LC may play a role in these events by
studying its projections to cortical superficial layer and leptomeninges. We used a filter paper
embedded in FG and applied to the meningeal surface of SD rats (Figure 6A). The results we
found were the similar for the males and female analyzed. First, we confirmed the FG
migration by analyzing the ipsilateral TG and observing FG+ labelling neurons all present in V1
part of TG (Figure 6B). Then we studied the presence of FG+ neurons in the LC and we found
the presence of labelling (Figure 6C). The FG+ neurons co-expressed the marker DBH,

confirming their noradrenergic nature, and were distributed throughout the rostrocaudal as
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well as the dorsoventral axis of the LC. Although FG site is restricted to the meninges, we found
extensive FG labelling in several layers of the cortex (Figure 6D). In fact, cortical neurons that
send dendrites to superficial layer as well as LC neurons might take FG spreading from the
leptomeninges to the most superficial cortical layer. Indeed, when analyzing the cortex of the
TH-Cre Long Evans rats injected with the anterograde mcCherry virus, we also observed
extensive distribution of mCherry +/ DBH+ fibers throughout the entire cortex, that reached

the most superficial layer of cortex (Figure 6E).
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Discussion

The present study employed the techniques of anatomical tracing to examine the direct and
indirect connections between the LC and TCC in male and female (Figure 7). We did not find
significant or major sex differences in the anatomical organization of LC projections to the
TCC. Following injections of FG into the TCC, we observed most of the positive labelling in the
central, caudal, and ventral part of the LC. Moreover, our results indicate that LC can also
modulate neuronal TCC activity through an indirect descending pathway involving RVM, given
that in this area, we found a convergence between neurons projecting to TCC, and LC-specific
terminations. Finally, the anterograde injection in the LC confirms the noradrenergic

innervation of the superficial layers of the cortex.

Technical considerations

Our data on efferent LC projections to TCC are in general accord with previous studies
performed in rats using several approaches such as lesions, retrograde tracing, and
anterograde tracing. Thus, anterograde tracer studies showed light label bilaterally at least in
deep layers of TCC [20, 63] whereas using retrograde strategy, Couto (2006) failed to show LC
neurons projecting to TCC. Moreover, anti-DBH-saporine injections into spinal trigeminal
nucleus induced NA axonal degeneration at different levels of the LC [35]. However, one
technical problem in our experiments was that most of the retrograde tracers we used, failed
to label LC neurons, along with Couto et al (2006, [16]). Other studies reported the low
labelling efficiency of AAV retrograde virus, which could justify our lack of results when using
the retrograde EGFP virus. Indeed monoaminergic projection neurons, such as serotonergic
neurons of raphe magnus, dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta or
noradrenergic neurons of LC, seem to be resistant to AAV virus transduction [23,58,65]. The
likely explanation for the lack of labelling in noradrenergic neurons is the entry of AAV virus
into the axon terminals of these cells, or the lack of retrograde transport of the genetic
material [23]. More unexpected, we failed to detect any LC neurons labeled from TCC
following CTb injections while this tracer is known to be sensitive [23]. Probably, the fact that
the CTb used in the present work was conjugated with a fluorophore 488 made it too heavy
to be absorbed by the LC terminals. Finally, the best tracer was the FG that allowed us to label

LC neurons from TCC injections. However, it is important to keep in mind that this
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conventional tracer can be taken up by fibers of passage [15,17,50], which can lead to
incorrect identification of projections, even though NA can be released from varicosities which
are distributed along the fibers themselves. Moreover, the spread of FG around the injection
site results in intense and diffuse labelling that may reflect deposition in the extracellular
matrix or take up by neurons or glia [50]. Such non-specific labelling makes it difficult to
reliably identify the injection extension. Taken into consideration these limitations, we
selected for further analysis, FG sites in medulla that were restricted to the ventral part of
TCC, where neurons are activated by both cutaneous and meningeal stimulations [8,12]. On
the other hand, we found some technical issues when analyzing the meninges projections
from LC. Indeed, we’ve tried to analyze the meninges from the TH-Cre Long Evans rats injected
with the anterograde mCherry virus. However, we have faced a number of difficulties such as
important meninge autofluorescence, poor penetration of antibodies, or damage of the
meninges during injection into the LC and dissection. Furthermore, we cannot rule out that a
part of LC neurons labeled from meningeal FG site are caused by the spread of FG to superficial
cortical layers which are densely innervated by LC-NA terminations [24,47]. The examination
of the cortical parenchyma below the application of the FG showed some immunoreactivity
and, additionally, we found mCherry+ fibers in all the cortex and more specifically in the most

superficial layer in the contact with leptomeninges.

In contrast to AAV retrograde, noradrenergic neurons do not show resistance to AAV
anterograde virus that are injected into the LC in agreement with previous studies [23,68].
Following AAVS injections, axons with varicosities were labeled in TCC, RVM, and cortex. In a
subset of bilaterally injected animals, unilateral expression was observed, possibly due to off-
target administration, like other studies describing the difficulties of targeting a small
brainstem nucleus and observing unilateral expression after bilateral LC administration of the
viral vector [33,49,53]. When the LC injection was successfully placed, all neurons mCherry+

were DBH+ although no neurons were labeled in A5 or A7.
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Functional considerations of LC projections

Functionally, it has been shown that LC is involved in trigeminal pain and migraine
pathophysiology. Indeed LC is activated by different orofacial stimulations, such as capsaicin-
induced trigeminal nociception [57] and nytroglycerin-induced headache [56], but it is not
overactivated by electrical stimulation of the TG [6]. Upon systemic propranolol treatment, a
beta-adrenoreceptor blocker, it was observed a decrease of both cutaneous ophthalmic
allodynia and the TCC central sensitization [9]. Additionally, this treatment was shown to
decrease the LC activity [9]. This suggests that the activation of the LC neurons might have a
facilitatory role on TCC sensitization. This is in part corroborated by the fact that destruction
of the noradrenergic neurons in the LC inhibits the dural-evoked TCC activation [63]. However,
the same authors showed that the susceptibility to cortical spreading depression is increased
in this low noradrenergic output condition [63], suggesting a divergent role of the LC in

migraine pathophysiology.

Most of FG+ neurons in LC were DBH+ but a few of LC neurons were DBH- in male and female.
Although it is generally accepted that all LC neurons contain NA [51,54], recent studies have
highlighted a subpopulation of GABA interneurons into the LC that modulate LC excitability
[10,31]. However, no non-adrenergic projection neurons have been demonstrated to date.
Therefore, it is likely that DBH immunofluorescence was too low to be detected in these few

neurons.

Our results indicate that RVM receive bilateral LC projections, according to previous studies
[37,66]. However, the functional significance of this pathway raises questions, given that local
anesthesia of the nucleus Raphe Magnus does not block LC stimulation-produced inhibition of
dorsal horn neurons [32]. This pathway seems therefore to be a minor route for descending
pain pathway from LC in acute conditions. As the analgesic activity of LC is altered in chronic
pain conditions (for review, see [38]), new functional pathways, such as the LC-RVM-TCC one,
might emerge when pain is long-lasting. Neurons in the RVM can either inhibit or facilitate
pain transmission through direct projections to the spinal trigeminal nucleus [30]. Three
distinct classes of cells have been identified based upon the temporal correlation of changes
in their firing with the noxious stimulus-evoked reflex [20]. On-cells increase their neuronal
discharge just prior to the occurrence of the tail flick. In contrast, off-cells are characterized

by an abrupt pause in firing prior to a noxious stimulus evoked reflex. A third category, neutral
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cells, does not respond in a consistent manner to noxious stimulation. Each sub-class of RVM
neuron modulates nociception in a distinct manner. Thus, activation of the on-cells and
inhibition of the off-cell activities have been involved in the expression of allodynia in a model
of migraine [18]. More recently, the activation of at least one sub-class of neutral cells,

serotonergic neurons, has been demonstrated to facilitate nociception [13].

We demonstrated FG+ neurons in the LC from meninges injection sites. Whether these FG+
neurons result from meninges site, or whether they result from FG diffusion to the most
superficial cortical layers, this is particularly interesting. Indeed, in the first case, NA released
by LC could strengthen neurogenic inflammation in meninges ([19,24]). Moreover, in
leptomeninges, nociceptors were identified in human studies [21]. The activity of these
nociceptors may be modulated par directly by LC. In the second case, penetrating pial
arterioles and intracortical microvessels receive a central NA input, originating from the LC.
Such NA neuronal-glial and neuronal-glial-vascular associations could be of significance in the
regulation of local metabolic and vascular functions under normal and pathologic situations
[24]. Thus stimulation of LC can change blood-brain barrier permeability [7,29,47], and the
stimulation of cells locally within the LC lead to an increase in cortical cerebral blood flow [59].
Moreover, the glymphatic system, which is thought to be responsible for the delayed
sensitization of TCC following cortical spreading depression by releasing all inflammatory
agents at once, is likely to be under LC control. This assumption comes from the observations
that glymphatic flux is potentiated during sleep, anesthesia or pharmacological inhibition of

LC [4], but decreased during wake and modulated by adrenergic antagonists [67].
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Conclusion

The role of LC in gating and modulating sensory information [5] could account for increasing
TCC excitability and, in turn, lower the threshold for headache, through direct and indirect
pathways. The involvement of LC in migraine is consistent with imaging studies revealing an
early activation of several regions in migraineurs’ brainstem during migraine attacks [39].
Moreover, brainstem/LC activity fluctuates along physiological rhythms and is influenced by
homeostatic states. And in particular, because the LC receives strong inputs from the
hypothalamus [46] and amygdala [60], its level of activity can also be influenced by the
different triggers of migraine attack (e.g., feeling hungry, being tired or stressed). The LC
would therefore in turn produce changes at both peripheral — by promoting the vasomotility
of intracerebral vessels leading to enhanced peripheral nociceptive inputs to TCC [26] — and
central levels — by enhancing the processing of dural nociceptor information in Sp5C —

lowering the headache threshold.
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Tables and Figures

Table I: Description of the cohorts of rats used in the present study and resume of the results

obtained.
Visualization / Analysis
Cohort Injections Males | Females | Meninge TG Sp5C LC Others
Yes- RVM-
Cohort Positive Positive
FG in the Sp5C N=4 N=4 No No Injection Site
1 FG FG
Labeling labeling
Yes-
Cohort
Rhodamine in the Sp5C N=4 N=2 No No Injection Site Almost no /
2
labeling
Cohort Yes-No
CTh488 in the Sp5C N=2 N=2 No No Injection Site /
3 labeling
Cohort Yes-No
in the Sp5C N=5 N=1 No No Injection Site /
4 labeling
Injection A5-N
AAVrg/hSyn-EGFP in the -No
Injection Site + Site + 1 labeli
Cohort Sp5C abeling
N=2 N=2 No No Positive labeling positive
5 AAV8/hSyn-DIO-mCherry A7-No
) mCherry EGFP cell
in the LC i the LC labeling
Injection A5-No
FG in the Sp5C Injection Site + Site + | .
Cohort abeling
AAV8/hSyn-DIO-mCherry / N=2 Yes No Positive labeling Positive
6 A7-No
in the LC mCherry FG
labeling labeling
Yes-
Yes- Cortex-
Cohort Positive
FG Meniges N=5 N=1 No Positive FG No Positive
7 FG
Labeling labeling
Labeling

Abreviations: CTb, Cholera Toxin Subunit B; Dil, 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3’,3'-tetramethyl indocarbocyanine
perchlorate; EGFP, Enhanced Green Fluorescent Protein; FG, Fluorogold; LC, Locus Coeruleus; Sp5C, spinal

trigeminal nucleus caudalis; RVM, Rostral Ventromedial Medulla; TG, Trigeminal Ganglion.
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Blue = FluoroGold
Red = Rhodamine
Green = CTB-438
Orange= Dil

Figure 1: Retrograde labelling to identify Trigemino-Cervical Complex (TCC) inputs. A)
Schematic representation of the retrograde tracing strategy to target Locus coeruleus (LC) neurons
projecting to the TCC in Sprague-Dawley male and female rats (Left Side) and schematic representation
of the target zone of injection (Right Side). B) Overall representation of the injection sites and their
extension in the TCC using traditional tracers. C) Representative photomicrographs of the injection

sites for each traditional tracer used.
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Figure 2: Fluorogold (FG) retrograde tracer labelling Locus coeruleus (LC)-projecting neurons
to the Trigemino-Cervical Complex (TCC). A) Total FG-positive profiles quantified in the ipsi- and
contralateral sites of the LC, in both males and females’ rats. B) Proportion of total FG-positive profiles
expressing Dopamine beta-hydroxylase (DBH; light blue for the males and light rose for females) versus
FG positive profiles not-expressing DBH (dark blue for the males and dark rose for the females) in both
ipsi- and contralateral sides. C-D) Distribution of the FG positive profiles throughout the rostro-caudal
axis in the ipsilateral side (C) or contralateral side (D) of the LC in both male and female rats. E)
Proportion of total FG-positive profiles localized in the dorsal part or in the ventral part of the LC in
both male and female rats. F) Representative photomicrographs of the distribution of FG-positive
profiles in the LC of a male rat, with a transverse line indicating the division of Dorsal (D) and Ventral
(V) part of the LC. The inserts highlight the localization in the Paxinos and Watson Atlas (Edition 2006).

G) Magnified photomicrograph of an FG-positive profile and its colocalization with DBH marker.
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B AAV8/hSyn-DIO-mCherry D

TH-cre Long Evans Rats

S ——————
Anterograde tracing

Figure 3: mCherry anterograde tracer labelling Locus coeruleus (LC)-terminations in the

Trigemino-Cervical Complex (TCC). A) Schematic representation of the target zone of injection /
infection in the LC. B) Schematic representation of the anterograde tracing strategy to target the LC-
noradrenergic terminations in the Sp5C in both males and females TH-Cre Long Evans Rats. C)
Representative immunohistochemistry of mCherry expression in the LC (above) and high-power
confocal images of mCherry in LC noradrenergic neurons. D) Representative photomicrographs
showing the LC-noradrenergic innervation in the TCC (Left side) and high-power confocal images of a

mCherry- positive fiber and its colocalization with DBH (Right side).
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Figure 4: Fluorogold (FG) retrograde tracer labelling Rostral ventromedial medulla (RVM)-
projecting neurons to the Trigemino-Cervical Complex (TCC). A) Schematic representation of
the retrograde tracing strategy to target RVM neurons projecting to the TCC in Sprague-Dawley male
and female rats. B) Total FG-positive profiles quantified in the ipsi- and contralateral sites of the RVM,
in both males and females’ rats. C-D) Distribution of the FG positive profiles throughout the rostro-
caudal axis in the ipsilateral side (C) or contralateral side (D) of the RVM in both male and female rats.
F) Representative photomicrographs of the distribution of FG-positive profiles in the RVM of a female
rat. The inserts highlight the localization in the Paxinos and Watson Atlas (2006, 6th Edition) and the

dashed square identifies the zone of magnification in right panel.
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AAV8/hSyn-DIO-mCherry

TH-Cre Long Evans Rats

Figure 5: Indirect descending projection of the Locus Coeruleus (LC) to the Trigemino-
Cervical Complex (TCC), via Rostral ventromedial medulla (RVM). A) Schematic representation
of the double anterograde (Virus mCherry) and retrograde (Fluorogold) tracing strategy to label RVM
neurons projecting to the TCC and receiving direct innervation from the LC, in TH-Cre Long Evans male
rats. B-C) Magnified photomicrographs of an FG-positive profile and its contact with a mCherry fiber

(white arrow).
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TH-cre Long Evans Rats

Figure 6: Putative modulation of the encephalic peripheral circulatory system by direct Locus
coeruleus (LC) innervation. A-C) Schematic representation of the tracing strategy: A) a filter paper
containing Fluorogold (FG) was directly applied to the meninges. FG would be captured by putative LC
terminals surrounding meningeal blood vessels and migrate to the soma of the LC neurons. B)
Confirmation of FG migration by the presence of FG+ profiles in the Trigeminal ganglion (TG). C) FG
retrograde tracer labelling LC-projecting neurons and magnified FG+/DBH+ positive cell in the LC (On
the right). D) Positive FG labelling in the Somatosensory Cortex (SST), near to the zone of application
of the FG. E) mCherry anterograde tracer labelling LC-terminations in the SSC, analyzed in TH-Cre Long

Evans rats receiving LC injection of the anterograde mCherry virus.
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Figure 7: Proposed direct and indirect connections of the Locus coeruleus (LC) with

Trigemino-Cervical Complex (TCC).
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Figure S1: Rhodamine (A) and Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP, B) retrograde labelling to

identify Trigemino-Cervical Complex inputs. Positive labelling in the Locus coeruleus was rare, difficult

to observe, with a low intensity.
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Figure S2: No expression of mCherry was observed in (A) A5 and (B) A7 noradrenergic neurons.
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Tableau récapitulatif des résultats

Résultat

S

Objectif

Communs aux deux sexes

Différents selon les sexes et/ou le cycle
hormonal

Y a-t-il une différence d’allodynie
entre le male et la femelle dans
notre modele de migraine ? Que se
passe-t-il sil’on dissocie les
femelles selon le cycle hormonal ?

Développement d'une allodynie transitoire,
qui devient persistante a 1S3

Le maximum d'allodynie survient a 30
minutes pour les femelles et 60 minutes
pour les males

L'activité des femelles ne semble pas
modifiée par I'lS

L'allodynie dépend du cycle hormonal

chezlafemelle : elle est plus importante

en P/Equ’en M/D

L'activation du CTC et du LC est-elle
observée suite aux injections
répétées de Sl chez lafemelle ? Est-
elle laméme selon le cycle
hormonal ?

Le nombre de neurones exprimant c-Fos dans
le CTC est supérieur apres I1S2 comparé a
aCSF2

L'augmentation de I'expression de c-Fos
traduit une sensibilisation du CTC et est
surtout visible dans la partie ipsilatérale
caudale du Sp5C et aux niveaux C1/C2, dans le
territoire V1

Le cycle hormonal influence la
sensibilition du CTC: I'augmentation de c-
Fos apres 1S2 n'est significative par
rapport a aCSF2 que pour les femelles P/E

Le LC n'est pas activé dans le modéle de
migraine: I'expression de c-Fos n'est pas
modifiée parl'lS

Au niveau basal (aCSF2), le LC male est
moins activé que celui des femelles:
|'expression de c-Fos est bien moins

importante.

Le cycle hormonal influence I'activité du
LC dans le modele de migraine:
I'expression de c-Fos ipsilatérale des
femelles P/E est supérieur a celle des
femelles M/D apres 1S2.

Les projections directes du LC vers
le CTC existent-elles? Y'a-t-il des
différences des projections du LC

selon le sexe?

Le LC projette vers le CTC, laRVM et le cortex.

Les neurones de projections du LC vers le CTC
sont localisés dans la partie ventrale du LC,
aux niveaux médian et caudal.
Les terminaisons du LC dans le CTC sont
réparties dans toutes les couches

Les projections de laRVMvers le CTC
semblent avoir une prédominance ipsilatérale

Une minorité de projections du LC vers le
CTC est non-noradrénergique: cette
minorité est environ deux fois plus

importante chez les femelles
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DISCUSSION

Malgré les avancées de ces derniéres années, notamment grace au développement de la
génétique, aux études d’imagerie chez I'Homme, et a la compréhension du mécanisme des
traitements, la migraine reste une pathologie dont I'origine est inconnue. A l'instar d’autres
pathologies inflammatoires, la migraine se caractérise notamment par sa forte prévalence féminine.
Par ailleurs, chez la femme, la migraine est associée a des symptémes qui deviennent plus importants
pendant certaines phases du cycle menstruel, comme les périodes pré-menstruelles, menstruelles ou
lors de I'ovulation (Herren, 1933, Riley et al., 1999, Lereshe et al., 2003, Hellstrom & Anderberg, 2003,
Long et al., 2017). Chez I'animal, méme si certaines études ont rapporté une plus grande sensibilité
lors de la phase Metestrus (Bradshaw et al., 1999 ; Drury & Gold, 1978 ; Giamberardino et al., 1997 ;
Martinez-Gémez et al., 1994), la plupart des études semblent montrer un pic de sensibilité plus
important lors des phases proestrus et estrus (Frye et al., 1992 ; Frye et al., 1993 ; Kayser etal., 1996 ;
Moloney et al., 2016 ; Kaur et al., 2018 ; Fillingim & Ness, 2000 ; Tall & Crips, 2004).

C’est dans le cadre de cette problématique que se place ce travail de these. Nos objectifs étaient
d’étudier (i) s’il existait des différences d’activation et de sensibilisation du CTC entre les males et les
femelles dans un modeéle murin de migraine, (ii) si le cycle hormonal avait une influence sur ces
mécanismes, (iii) si les connections anatomiques et fonctionnelles entre le CTC et le LC étaient
identiques chez les males et les femelles. Nous avons utilisé un modéle de douleur méningée sur des
rats des deux sexes, consistant en |'application a la surface des méninges d’une soupe inflammatoire
(IS). Ce modele est connu pour activer les nocicepteurs méningés, ce qui va induire une allodynie

mécanique cutanée et augmenter |'expression de c-Fos dans le CTC.
Nos résultats (tableau ci-contre) ont montré que :

1) Chez la femelle, une allodynie mécanique cutanée se développe dés la premiere injection d’IS. Les
injections suivantes accroissent cette allodynie puisqu’a partir de la troisieme injection, le seuil basal

diminue et ne revient pas a la normale au bout de 4h.

2) L’évolution temporelle de I'allodynie est différente aux deux premiéres injections : le pic d’allodynie

est plus précoce pour les femelles que pour les males.

3) L'allodynie dépend du cycle hormonal apres la deuxieme injection d’IS : les femelles au stade
proestrus/estrus (P/E) présentent une allodynie céphalique d’intensité supérieure par rapport aux

femelles en metestrus/diestrus (M/D).
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4) 1l n'existe pas de différences anatomiques entre les males et les femelles dans les voies de
modulations de la douleur issue du LC : dans les 2 sexes, le LC projette sur le CTC, mais aussi sur la RVM

et les couches les plus superficielles du cortex.

Comme nous l'avons décrit dans I'introduction, la migraine implique de nombreux facteurs et de
nombreuses structures cérébrales. Dans cette derniéere partie, nous allons discuter de I’'ensemble de
nos résultats par rapport a la littérature, ainsi que de I'apport de nos données dans la compréhension

de la migraine.
Sensibilisation du CTC

Dans ce travail, nous avons montré que "application d’IS sur les méninges entraine une allodynie, qui
s’accompagne d’une augmentation de I'expression de la protéine c-Fos, aussi bien chez les males que
chez les femelles. L'allodynie céphalique est un facteur de progression de la migraine et signe une
sensibilisation centrale (Bigal et al., 2008). Nos résultats montrent une allodynie céphalique d’intensité
évolutive avec la répétition des stimulations, ainsi qu’une persistance de cette allodynie apres la 3eme
injection. Ceci met en évidence une sensibilisation des neurones du CTC qui recoivent a la fois des
informations nociceptives provenant des méninges et du territoire cutané céphalique péri-orbitaire
(Burstein et al., 1998 ; Boyer et al., 2014). Au niveau des méninges, I'application d’IS active de maniere
prolongée les nocicepteurs, ce qui entraine par réflexe d’axone (ou inflammation neurogéne), une
libération de neuropeptides tels que le CGRP ou la SP (Tajti et al., 2015), qui provoquent une
vasodilatation et une dégranulation mastocytaire comprenant des molécules inflammatoires.
L'ensemble de ces événements va sensibiliser les nocicepteurs périphériques (Ramachandran, 2018)
puis entrainer une sensibilisation centrale, qui va s’aggraver avec la répétition des stimulations

chimiques (Boyer et al., 2014).

Cette sensibilisation est plus marquée dans le territoire V1 des niveaux les plus caudaux du Sp5C et
des premiers segments cervicaux, comme le montre I'expression de la protéine c-Fos. Ainsi,
contrairement aux effets liés a 4 injections d’IS (Boyer et al., 2014), 2 injections ne sont pas suffisantes
pour étendre I'activation des neurones du CTC aux territoires adjacents. Par ailleurs ces résultats sont
cohérents avec les études électrophysiologiques qui montrent que les neurones répondant a la fois
aux méninges et au champ ophtalmique de la face sont situés dans ce territoire (Burstein et al., 1998 ;
Boyer et al., 2014 & 2017). L’enregistrement électrophysiologique des neurones WDR de cette région
montre une augmentation transitoire de leur activité spontanée aprés 1 injection d’IS. Cette
augmentation de I'activité se manifeste également par une augmentation de la taille de leurs champs

récepteurs, une diminution de leurs seuils nociceptifs et une augmentation de leur activité évoquée
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par des stimulations nociceptives et non nociceptives cutanées (Burstein et al., 1998 ; Boyer et al.,

2014 & 2017).
Initiation de la sensibilisation centrale

L'initiation de la sensibilisation des neurones de second ordre dépend essentiellement de I'activation
des fibres afférentes primaires et particulierement des fibres C. En effet, 'anesthésie de ces fibres par
la lidocaine, dix minutes aprées la stimulation chimique des méninges, prévient la sensibilisation des
neurones trigéminaux (Burstein et al., 1998). Quand elles sont activées, celles-ci libérent a la fois des
neuropeptides, tels que le CGRP et la SP, ainsi que du glutamate (Watkins et al., 2005). Ce dernier va
cibler les récepteurs ionotropiques NMDA et AMPA et, a travers une cascade d'événements
intracellulaires, étre a l'origine d’une modification des propriétés fonctionnelles des neurones
(Morisset & Nagy, 2000). L'importance du role du glutamate dans la sensibilisation centrale lors des
crises de migraine est mise en évidence par l'efficacité du topiramate, un antagoniste de ses
récepteurscomme traitement de la migraine. Il faut cependant noter que |'effet bénéfique de cette
molécule pourrait également étre lié a son action inhibitrice sur les canaux sodiques (Andreou &
Goadsby, 2011). Par ailleurs, les triptans, traitement de référence de la crise de migraine, inhibent la

libération pré-synaptique de glutamate par les fibres afférentes primaires (Choi et al., 2012).
Maintien de la sensibilisation centrale

Le maintien de cette sensibilisation dans le temps, fait également intervenir les neuropeptides sécrétés
par ces mémes fibres (SP, Neural Growth Factor, CGRP). Ces derniers entrainent la phosphorylation de
kinases telles que les protéines kinase A ou C ou la protéine ERK qui augmentent alors I’excitabilité des
neurones (Ji et al., 2002 ; Woolf, 2011). La transmission synaptique est renforcée, les temps
d’ouverture des canaux sont diminués et I'adressage des récepteurs a la membrane est accéléré. Ces
protéines kinase entrainent également des changements au niveau des propriétés biochimiques et
biophysiques de protéines cibles, dont certaines (CREB, Serum Response Factor) sont impliquées dans
la régulation de la transcription et provoquent I'activation de génes spécifiques (Buritova & Besson,
1999). Apreés la transcription de génes a expression précoce immédiate, tel que c-Fos, des geénes plus
tardifs, qui vont induire des réponses a long terme, sont exprimés (Buritova & Besson, 1999). Ainsi, la
sensibilisation centrale qui était dépendante de I'activité prolongée des nocicepteurs devient
indépendante et peut persister sur de longues périodes, comme le montre I'allodynie persistante apres
3 injections d’IS. Les enregistrements électrophysiologiques confirment cette persistance de la
sensibilisation centrale des neurones au lendemain de la troisieme stimulation chimique des méninges

et montrent qu’une nouvelle stimulation méningée I'aggrave encore (Boyer et al., 2014).
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Influence des hormones dans la sensibilisation centrale

Nos résultats montrent que le pic d'allodynie est plus précoce chez la femelle que chez le male (30
minutes versus 60 minutes). Dans des modeéles de migraine chronique, I'allodynie est observée chez la
femelle au jour 4 alors qu’elle n"apparait qu’au jour 5 chez le male, (Stucky et al., 2011). De méme,
dans des modeles de douleur neuropathique, le développement de I'hyperalgésie est globalement plus
rapide chez les femelles, malgré une grande variabilité individuelle (Sherman et al., 2021). Cette
sensibilisation précoce chez les femelles a également été observée dans un modele de cancer des os
chezla souris, ol les femelles manifestent un comportement nociceptif plusieurs jours avant les males,
sans qu'il n’y ait de différences dans la gravité de la maladie (Falk et al., 2013). Plusieurs hypotheses
peuvent étre émises pour expliquer cette différence, notamment I'implication des hormones sexuelles
qui seraient en quantité plus ou moins importante selon le cycle hormonal (Hassan et al., 2014 ; Stucky
et al,, 2011). Cependant, le fait que dans notre étude, les femelles en proestrus/estrus comme les
femelles en metestrus/diestrus (supposée avoir une quantité d’hormones plus faible, Becker et al.,
2005), présentent une allodynie céphalique précoce par rapport aux males, suggere que des
mécanismes autres que hormonaux pourraient étre impliqués dans cette différence d’évolution
douloureuse. Une possibilité serait I'intervention des CIDN. En effet, il a été montré que les CIDN, qui
correspondent a une boucle de régulation endogéne de la douleur, sont plus efficaces chez le male
qgue chez la femelle (Quiton & Greenspan, 2007 ; Popescu et al., 2010 ; Da Silva et al., 2018). Dans nos
conditions expérimentales, les CIDN pourraient donc agir plus rapidement chez le male et donc décaler

le pic d’allodynie.
Influence du cycle hormonal sur la sensibilisation centrale

Nous avons montré des différences dans le seuil douloureux entre les femelles en proestrus/estrus
comparé aux femelles en metestrus/diestrus. En effet, les femelles au stade proestrus/estrus sont plus
sensibles que les femelles au stade metestrus/diestrus suite a la deuxiéme injection de soupe
inflammatoire (IS2). De maniére intéressante, cette différence de sensibilité selon le cycle hormonal
n’est plus observée aprés la 3éme (IS3) et la 4éme (IS4) injection, lorsque la persistance de I'allodynie
apparait, ce qui suggére qu’a partir de 3 injections de soupe inflammatoire, la modulation hormonale
n’est plus efficace. Ces résultats montrent que les facteurs liés au cycle hormonal, plus que les facteurs
liés au sexe, vont contribuer a I'expression d’une sensibilisation centrale liée a une inflammation des
méninges, bien que la contribution de ces facteurs devienne non-significative au stade « chronique »
(IS3 et 1S4 dans notre modele). D’autres modeles d’études ont également souligné I'importance du
cycle hormonal et du stade proetrus/estrus dans I'activation des neurones du CTC. Par exemple, une
inflammation de [Iarticulation temporo-mandibulaire va activer les neurones des couches

superficielles du Sp5C (Hathaway et al., 1995 ; Bereiter & Bereiter, 2000) de maniére plus importante
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chez les femelles en proestrus que chez les femelles en diestrus (Bereiter, 2001) et provoquer une
activation électrophysiologique des neurones des couches profondes du CTC dont la fréquence de
décharge sera plus soutenue chez les femelles en proestrus (Okamoto et al., 2003). De la méme fagon,
la taille des champs récepteurs ainsi que I'amplitude de la réponse des neurones du Sp5C est
augmentée au stade proestrus/estrus suite a I'application méningée de capsaicine (Martin et al.,
2007). L'ensemble de ces données suggere que les variations hormonales jouent un réle fondamental
dans I'apparition et l'intensité de I’allodynie cutanée chez I'animal, comme chez 'homme (Riley et al.,
1999 ; Lereshe et al., 2003 ; Hellstrom 2003 ; Gazerani et al., 2005 ; Long et al., 2017). Des expériences
complémentaires seraient nécessaires pour déterminer quelle(s) hormone(s) et/ou quelle(s)
fluctuations hormonales favorisent ou inhibent ces effets sur la douleur allodynique (Zhang et al., 2020
b).

Méme si les mécanismes permettant d’expliquer nos résultats sont actuellement inconnus,
plusieurs hypothéses pourraient étre émises. Par exemple, cela pourrait provenir de I'expression
différente de certains génes dans le systéme trigéminal selon le sexe et/ou le cycle et/ou la condition
expérimentale physiologique ou pathologique (Kuzawinska et al., 2014 ; Korczeniewska et al., 2018 ;
Mecklenburg et al., 2020). Nous savons également que les récepteurs aux estrogénes ERa et ER[ sont
localisés dans le ganglion trigéminal et dans les couches superficielles du Sp5C (Amandusson &
Blomqvist, 2010 ; Flores et al., 2003 ; Bereiter et al., 2005 ; Warfvinge et al., 2020) et que la quantité
des ERa dans le Sp5C en condition physiologique est différente chez les femelles par rapport aux males
(Bereiter et al., 2005). Enfin au niveau périphérique, il a été montré chez I'animal, que la densité des
cellules mastocytaires méningées variait en fonction du cycle hormonal, avec une augmentation des
cellules sous I'effet des estrogénes (Boes & Levy, 2012). Bien que ceci reste pour le moment a
démontrer chez la femme, les estrogenes favoriseraient aussi la dégranulation de ces cellules ainsi que
la libération des médiateurs inflammatoires (Zaitsu et al., 2007), ce qui entrainerait la sensibilisation

des nocicepteurs méningés.

Le role du LC dans la migraine

Activation du LC dans la migraine

Notre étude anatomique, utilisant des traceurs rétrogrades et antérograde, a montré qu’il existe bien
une voie directe bilatérale LC-CTC dont les projections se terminent majoritairement dans les couches
profondes du CTC. Au niveau des couches superficielles, les fibres se trouvent en bien moins grande
qguantité. Ces résultats sont en accord avec les études ayant utilisé des traceurs antérogrades
(Westlund & Coulter, 1980 ; Fritschy & Grzanna., 1990), mais pas avec celle ayant choisi la stratégie

rétrograde (Couto et al., 2006). En effet il semble que les neurones monoaminergiques descendants
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n’absorbent et/ou ne transportent pas efficacement les traceurs rétrogrades (Ganley et al., 2021).
Nous-mémes en avons testé plusieurs et seul le FG, quand le signal est amplifié par une révélation
immuhistochimique, a permis de mettre en évidence les neurones du LC projetant sur le CTC. De
maniére surprenante, notre étude c-Fos ne montre pas d’activation des neurones du LC aprés 2
injections d’IS a la surface des méninges, contrairement a d’autres études. Par exemple, dans différents
modeles de douleur tels que la stimulation de la pulpe dentaire (Voisin et al., 2005), I'inflammation
durale apreés injection de formaline (Baulmann et al., 2000) ou de capsaicine (Ter horst et al., 2001),
une augmentation du nombre de c-Fos dans le LC a pu étre observée. Une des hypothéses pour
expliquer cette différence serait que c-Fos ne soit pas le bon marqueur pour mettre en évidence une
activation du LC évoquée par la stimulation mécanique de la face aprés I'application d’IS sur les
méninges. En effet, alors qu’une stimulation trigéminale par la capsaicine (Ter Horst et al., 2001) ou
par la nitroglycérine, connue pour déclencher des céphalées (Tassoreli & Joseph, 1995), provoquent
une augmentation de c-Fos dans le LC, aucune différence dans son expression n’est mise en évidence
aprés une stimulation électrique directe du ganglion trigéminal (Bohar et al., 2013). Par ailleurs,
I’expression de c-Fos fait parfois défaut dans certaines régions cérébrales, comme le thalamus latéral
par exemple (Pearse et al., 2001), alors que les études électrophysiologiques montrent bien I’activation
de ces noyaux lors de stimulations nociceptives (Martin et al., 1996). Il conviendrait donc de tester
I’expression d’une autre protéine telle que pERK ou Jun pour confirmer ou infirmer notre résultat. Une
deuxieme hypothese serait que 2 stimulations méningées ne soient pas suffisantes pour sensibiliser
ces neurones. Il serait alors intéressant de regarder aprés 4 stimulations si le LC est activé. Ces

expériences sont en cours de réalisation et d’analyse.

Méme si son role semble complexe, il est cependant difficile de croire que le LC n’est pas impliqué
dans la modulation de la douleur trigéminale et en particulier dans la douleur déclenchée par les
nocicepteurs méningés, au regard des effets des lésions du LC sur lintégration des messages
nociceptifs par le Sp5C. En effet, Vila-Pueyo et al. (2019) montrent que la lésion du LC entraine une
inhibition de I'activité évoquée des neurones du CTC lors de stimulations méningées. Ceci est en accord
avec des résultats obtenus au laboratoire ou nous montrons que le propranolol, un antagoniste des
ARypeta, qU’il soit administré per os (Boyer et al., 2017), ou bien injecté directement dans le LC (Signoret-
Genest et al, soumis) prévient I'apparition de I'allodynie faciale aprés des stimulations répétées des
méninges, ceci en inhibant I'activité des neurones du LC. Cependant le réle du LC ne semble pas
unidirectionnel puisque dans son étude, Vila-Pueyo et al. (2019) montrent également que la lésion du
LC provoque aussi une augmentation des DCE. Il semblerait donc que ces voies descendantes
faciliteraient I'intégration du message nociceptif issu des méninges, tandis que les voies ascendantes

seraient plutot inhibitrices. Cette dichotomie du LC a été retrouvée dans une étude utilisant une
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stimulation optogénétique ciblée, soit de la partie dorsale, soit de la partie ventrale du LC (Hickey et
al., 2014). Ces auteurs montrent que la stimulation de la région ventrale provoque une inhibition de Ia
douleur alors que celle de la partie dorsale provoque une facilitation de cette méme douleur. Ainsi a
la lumiére de ces différents résultats, le LC pourrait jouer un réle de facilitation dans le déclenchement
des migraines en augmentant directement la sensibilité du CTC. Une fois qu'une crise a débuté,
I'influence facilitatrice du LC sur le CTC pourrait également augmenter l'intensité de la céphalée.
Cependant, I'implication du LC pourrait ne pas s’arréter a ce réle quand on prend en compte I'étendue

aussi bien de ses projections afférentes qu’efférentes.
Prodromes et facteurs de risques

Si on émet I'hypothése que le LC joue un réle dans la phase céphalalgique de la migraine, alors
I’activation de ce noyau devrait avoir lieu avant I'apparition de la céphalée, a savoir pendant les
prodromes. D'autre part, il est connu que certains facteurs de risque, tels que la faim, la fatigue ou
encore le stress, augmentent la probabilité de déclencher des céphalées migraineuses. L’'effet de ces

facteurs déclencheurs pourrait également passer par une activation du LC.

Par exemple, si I'on s’intéresse a la relation entre le LC, la migraine et la faim, il a été montré qu’une
injection intraveineuse de leptine, peptide présent dans I'hypothalamus et connu sous le nom
d’hormone de la satiété, diminue l'activation trigéminale induite par une stimulation méningée
(Martins-Oliveira et al., 2017). Cette méme hormone provoque également une inhibition de I'activité
des neurones du LC (Laque et al., 2015). Par ailleurs, la faim a un impact majeur sur I'état de vigilance
en augmentant I'attention dans le but de trouver de la nourriture et en diminuant les épisodes de
sommeil (Borbély, 1977 ; Jacobs & McGinty, 1971). De fait, I'activité du LC semble étre étroitement
régulée par la faim (et la satiété), et il est donc probable que la « faim prodromique » puisse mener a

|'activation du LC.

Concernant la relation entre le sommeil et/ou la fatigue et les crises de migraine, les migraineux sont
davantage en manque de sommeil que les sujets témoins (Kim et al., 2018), et la narcolepsie est un
facteur de comorbidité de la migraine (Dahmen et al., 2003). D'autre part, |'activation du LC par les
orexines hypothalamiques est nécessaire a I'éveil (Hagan 1999), et des altérations de l'axe
hypothalamo-coeruléen peuvent étre impliquées dans la fatigue (Hanken et al., 2016 a & b). Or la
connexion de ces 2 régions est renforcée chez les migraineux (Moulton et al., 2014), ce qui nous améne
a émettre I'hypothése que le LC pourrait jouer un réle dans ce symptéme prodromique. En plus de cet
axe, une autre région cérébrale est impliquée dans les phénomeénes de vigilance : il s’agit du cortex
préfrontal médian (mPFC) qui a des projections réciproques avec le LC (Jodo et al., 1998 ; Cerpa et al.,

2019). Il faut noter que les cellules du LC qui projettent sur le mPFC possédent des caractéristiques
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spécifiques par rapport a toutes les autres cellules du LC puisqu’elles sont plus excitables et qu’elles
synthétisent de maniere plus efficace de la NA (Chandler et al., 2014). Ainsi, l'activité du LC augmente
au début d'un épisode de fatigue, comme aprés une privation de sommeil, ce qui entraine une
augmentation de la libération de NA a la fois dans le mPFC et dans les autres cortex (Bellesi et al.,
2016). Cependant, apres un certain temps, la concentration de NA dans le mPFC diminue, ce qui
permet d’expliquer les déficiences cognitives associées a la fatigue. Ce qui est intéressant, c'est que la
libération de NA est toujours augmentée dans d'autres régions corticales (Bellesi et al, 2016), et qu’il
y a donc une dissociation des niveaux de NA entre le mPFC et ces autres régions. Cela permet
d’expliquer non seulement la déficience cognitive associée a la fatigue, par diminution de NA dans le
mPFC, mais aussi les effets d’'une augmentation de NA ailleurs, en particulier au niveau d’autres régions

corticales, favorisant les hypersensibilités.

Comme nous l'avons déja décrit, le LC est également activé par le stress, via les projections CRF du
noyau CeA (Curtis et al., 2002 & 2012). Cette activation du LC est d’ailleurs nécessaire et suffisante
pour l'expression comportementale de I'anxiété. Par ailleurs, les régions limbiques, et en particulier
I"amygdale, sont plus activées par les émotions négatives chez les patients migraineux (Wilcox et al.,
2016). Ceci suggére une forme de sensibilisation de cette région cérébrale, ce qui pourrait avoir pour
effet d’augmenter la libération de CRF. De plus, le stress répété conduit a la sensibilisation des
neurones du LC au CRF (déplacement de la courbe dose-réponse vers la gauche). Ceci pourrait donc
fournir un substrat anatomique sous-tendant la progression de la migraine vers une forme chronique
ou les patients seraient plus sensibles a des niveaux de stress plus faibles et/ou ils auraient une réponse
plus élevée pour un stress donné lorsque les crises se répéetent (Chen et al., 2017 c ; Valentino & Van
Bockstaele, 2008 ; Petit et al., 2021). D’autre part, la sensibilité accrue du LC des femmes au CRF
pourrait étre a I'origine de la prévalence accrue de la migraine chez les femmes, d’autant plus que des
différences entre les LC des hommes et des femmes se mettent en place a la puberté (Stewart et al.,

1991).

Enfin, les troubles temporaires de I'humeur, y compris le sentiment d'étre "déprimé", font partie des
prodromes chez certains patients (Spierings et al., 1996 ; Laurell et al., 2016). Plus important encore,
la dépression est un facteur de risque majeur pour la progression de la migraine vers une forme
chronique (May & Schulte, 2016). La théorie monoaminergique classique de la dépression supposait
que la cause de la dépression est une déficience en NA et en 5-HT, ce qui était soutenu par I'efficacité
des inhibiteurs de recapture. Cependant, les théories actuelles suggérent plutét une sur-activation du
LC dans la dépression. En effet, des niveaux élevés de NA sont observés dans le cerveau des patients
dépressifs (Ehnvall, 2003 ; Wong et al.,, 2000) et les traitements antidépresseurs efficaces,

pharmacologiques (tricycliques, inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine, mirtazapine) ou
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non (sismothérapie/électroconvulsivothérapie, utilisées notamment dans le traitement de la
dépression) ont tous en commun de réduire (entre autres) I'activité spontanée et évoquée du LC, alors
gue ce n’est pas le cas des traitements inefficaces (West et al., 2009). Cela suggére que |'effet des
antidépresseurs dans la migraine pourrait dépendre de l'inhibition du LC, mais aussi réciproquement
gue l'augmentation de la fréquence des crises chez les patients dépressifs pourrait étre due a une

augmentation du tonus noradrénergique.

Il est a noter qu'’il est difficile de différencier facteurs de risques et comorbidités ainsi que facteurs
favorisants et prodromes, et ce particulierement lorsqu’on s’intéresse au LC, qui posséde souvent une

relation bidirectionnelle avec les structures cérébrales impliquées.

Réle dans la DCE, I'altération de la barriére hémato-encéphalique et la sensibilisation

des nocicepteurs méningés

Par ses projections efférentes, le LC peut moduler I'excitabilité corticale. En effet, I'augmentation de
I"activité phasique du LC augmente le rapport signal-sur-bruit des réponses sensorielles évoquées au
niveau du thalamus et des aires corticales dédiées, rendant ses régions sensibles a des stimulations de
faible intensité (Safaai et al., 2015). Ainsi le LC qui projette sur le cortex occipital, a partir de neurones
situés dans sa partie dorsale (Waterhouse et al., 1983), pourrait jouer un réle dans le déclenchement
de la DCE. En effet, la Iésion du LC augmente la probabilité de déclencher des DCE (Vila-Pueyo et al.,
2019), alors que son activation via une stimulation du nerf vague diminue cette probabilité (Groves et
al.,, 2005 ; Chen et al.,, 2016) ce qui suggere que le LC jouerait un role dans |'apparition de ce
phénoméne. Comme nous |'avons évoqué dans l'introduction, la DCE peut ensuite entrainer une
altération de la barriere hémato-encéphalique qui permettra a des molécules pro-inflammatoires
d’aller activer directement les nocicepteurs méningés. Le LC peut, lui aussi, participer directement aux
modifications de la perméabilité de cette barriere (Raichle et al., 1975 ; Sarmento et al., 1994) et
induire des modifications du débit sanguin cortical (Goadsby et al., 1984 ; Toussay et al., 2013) qui
peuvent étre bloquées par I'utilisation d’un antagoniste des ARapha-2 (Goadsby et al., 1985). En effet,
comme le montre notre étude anatomique, le LC projette jusqu’au niveau des couches les plus
superficielles du cortex, sans doute au niveau des vaisseaux pie-mériens. Il nous faudra confirmer ce
dernier résultat en utilisant un marqueur endothélial (comme la P-selectine, Goncharov et al., 2017)

pour étudier la proximité des projections NA avec la paroi de ces vaisseaux.

Enfin le LC pourrait directement participer a la sensibilisation des nocicepteurs méningés par ses
projections au niveau méningé. L'injection de FG au niveau des méninges montrent des neurones
répartis dans tout le LC. Bien que les études antérieures ne montrent pas de projection du LC sur les

méninges (Ohta et al., 1991 ; Mathiau et al., 1993), il semble probable que ces neurones innervent au
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moins les artérioles pénétrantes provenant des leptoméninges ou méninges molles constituées de la
pie-mére et arachnoide (Bonvento et al., 1990). Dernierement, une étude chez ’lhomme a montré que
les nocicepteurs méningés n’étaient pas seulement situés au niveau de la dure-mere, mais bien aussi
au niveau de la pie-mére (Fontaine et al.,, 2018). Ainsi ces projections LC-leptoméninge pourrait
promouvoir directement la sensibilisation des nocicepteurs et participer a la sensibilisation
périphérique du systeme trigémino-vasculaire. Nous devons cependant confirmer ou infirmer ce

résultat en améliorant notre étude anatomique, comme nous en discuterons dans les perspectives.
Influence des hormones sur I'activité du LC

Nous avons observé en condition physiologique que I’expression de c-Fos dans le LC, comme dans la
région subcéruléenne (SubC), était plus importante chez la femelle par rapport au male. De
nombreuses études ont montré des différences sexuelles au niveau cérébral et tout particulierement
dans le LC. Ainsi il existe des différences dans |’expression de nombreux génes chez les femelles et les
males en condition physiologique, comme pathologique (Pinos et al., 2001, Mulvey et al., 2018). lly a
aussi des différences dans certaines caractéristiques anatomiques. Par exemple, le LC est plus
volumineux chez les femelles (Luque et al., 1992), le nombre de neurones est plus important
également chez les femelles (Guillamén et al., 1988, Garcia-Falgueras et al., 2006), ou encore les
arborisations dendritiques ventro-médianes des neurones vont étre bien plus étendues et nombreuses
chez la femelle par rapport aux males (Bangasser et al., 2011). Méme si ces différences n’ont pas été
observées dans toutes les souches de rats (chez les rats Wistar mais pas Long Evans), nos données
confirment I'importance d’un dimorphisme sexuel dans le LC chez les rats Sprague Dawley, en faveur
d’une surexpression chez la femelle des neurones c-Fos dans le LC et le SubC.

Nous avons également montré une différence d’activation par IS entre les femelles P/E et les
femelles M/D du c6té ipsilatéral (que I’on ne retrouve pas en condition physiologique). Les différences
d’expression des récepteurs hormonaux dans le LC pourraient intervenir dans cette différence. En
effet, le récepteur aux estrogenes ERa est surexprimé au début de Proestrus et a la fin de I'Estrus
(Helena et al., 2006). Ce récepteur semble étre majoritairement responsable de la modulation du LC

par les hormones (Serova et al., 2002 & 2004).

Le role de la RVM dans la migraine

Nous avons montré que le LC pourrait également moduler la douleur trigéminale indirectement par la
voie LC-RVM-CTC. En effet les neurones de la RVM qui projettent sur le CTC se situent a proximité des
fibres afférentes NA. Nous n’avons pas pu identifier s’il existait des contacts synaptiques entre les
neurones et les fibres, mais les 2 éléments sont suffisamment proches pour que la NA libérée puisse

modifier I'activité des neurones. En effet les fibres NA ont la particularité de libérer le contenu de leurs
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vésicules au niveau mais aussi en dehors des espaces synaptiques, la NA pouvant ensuite agir a
distance grace a un phénomene de diffusion dans I’espace extracellulaire (Fuxe et al., 2010). La RVM,
qui recoit donc des projections du LC ainsi que de la PAG (Tanaka 1996 ; Hayashi 1984), fait partie des
régions importantes impliquées dans les voies descendantes de la douleur et peut moduler les
informations nociceptives de la corne dorsale de la moelle épiniere tout comme celle du CTC
(Pertovaara et al., 1996 ; Edelmayer et al., 2009). La RVM serait impliquée aussi bien dans la
modulation des voies ascendantes (De Felice et al., 2013) que dans les voies descendantes (Edelmayer
et al., 2009) lors de stimulations nociceptives méningées. L’action de la NA dans la RVM se ferait par
I'intermédiaire des ARaipha. En effet, I'administration, dans la RVM, d’agoniste des ARajpha-2 (Haws et al.,

1990) ou d’antagoniste des ARajpha-1 produit une hypoalgésie (Sagen & Proudfit, 1985).
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Conclusion et Perspectives :

L'ensemble du travail présenté ici a permis de comparer I'organisation et le réle du réseau impliquant
notamment le CTC et le LC chez les males et les femelles. Nos conclusions concernant les structures
cérébrales et les mécanismes possibles impliqués dans I'allodynie cutanée induite par la stimulation
chimique des méninges nous suggerent plusieurs orientations dont certaines sont déja en phase

expérimentales.

Quelle est I'activation du CTC et du LC apreés 5 injections d’IS ?

Tout d’abord, les différences liées au cycle hormonal observées lors de I'étude comportementale a 1S2
peuvent étre associées a des différences dans I'activation du CTC, mais que le LC ne semble pas jouer
de réle a ce stage. Considérant que cette différence d’allodynie n’est plus visible a partie d’IS3, la suite
des expériences serait d’analyser I'expression de c-Fos dans le CTC et le LC aprés 5 injections d’IS, ce
qui est en cours.

Par ailleurs, comme mentionné précédemment, c-Fos pourrait ne pas étre le meilleur marqueur
d’activation pour le LC. L'utilisation d’un autre marqueur permettrait de vérifier si I'absence
d’activation du LC suite a une injection d’IS est réelle et d’étudier I'activation d’autres structures

n’exprimant pas c-Fos dans nos conditions comme le thalamus latéral, le ganglion trigéminal.

Le LC pourrait-il étre impliqué dans I’allodynie extracéphalique ?
De plus, bien que nous ne présentions pas ces données, nous avons pu observer le développement
d’une allodynie extracéphalique (au niveau de la patte arriere ipsilatérale) a partir de la 3¢ injection
d’IS. Une des questions qui reste en suspens est de savoir quels sont les mécanismes responsable(s)
de cette extension. On sait par exemple que le LC projette a la fois vers la moelle épiniere et vers le
CTC, et qu’il n’est pas rare qu’un neurone du LC projette vers plusieurs régions. En poursuivant notre
étude anatomique par I'injection d’un traceur dans le CTC et d’un deuxieme dans la corne dorsale de
la moelle épiniére, nous pourrions peut-étre démontrer I’existence d’une population de neurones du
LC doublement marqués, projetant simultanément sur ces deux structures. La sensibilisation de ces
neurones par les injections d’IS pourrait alors altérer la modulation de la sensibilité spinale et

contribuer a I'allodynie extracéphalique.

Quelles voies indirectes peuvent permettre au LC de moduler I'activité du CTC ?
Il est nécessaire d’améliorer notre étude anatomique des projections du LC vers les couches

superficielles du cortex et/ou vers la leptoméninge. Pour cela, il nous reste a résoudre le probleme de
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contamination du cortex sous-jacent par le FG lors de son application sur les méninges. Pour contrer
ce probléme, nous avons inséré entre le cortex et les méninges, du parafilm ou de I'aluminium, afin de
prévenir la diffusion du FG au niveau du cortex : I'analyse de ces expérimentations est en cours. D’autre
part, nous allons tester un autre traceur rétrograde qui n’est pas capté par les fibres de passage, tel
qgue la Rhodamine Dextran, puis regarder le marquage au niveau du LC et du cortex. Enfin nous
pouvons également améliorer la stratégie antérograde. Pour cela, nous allons infecter de nouveaux
rats avec le virus AAV8/hSyn-DIO-mCherry et prélever I'ensemble « méninges-encéphale » pour
réaliser des coupes coronales ou sagittales qui maintiennent I'intégrité du cortex, de la leptoméninge
et de la dure-meére. Ceci nous permettra une meilleure analyse des fibres m-Cherry+ pour conclure sur

la présence ou non de fibres NA au niveau de la pie-mére.

Enfin, au vu du matériel biologique déja disponible, nous pourrions étudier les projections du LC vers
d’autres structures des contrOles descendants projetant également vers le CTC, ainsi que leur
activation a IS2 (ce que nous n’avons pas fait pour la RVM par exemple). Une de ces structures serait
le subnucleus reticularis dorsalis, impliqué dans les CIDN, et dont la connectivité avec la RVM et le Sp5C
est modifiée par la migraine (Mills et al., 2021 ; Hitomi et al., 2016). La méme étude anatomique et
fonctionnelle est également possible pour toutes les régions projetant vers le CTC, comme le cortex
insulaire, le cortex somatosensoriel et le noyau hypothalamique Al1, dont la synthése de dopamine
posséde une trés forte influence sur la modulation de la nociception au niveau du Sp5C (Abdallah

2015).
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