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A Noeé,






« L'absinthe apporte Coubli, mais se fait payer en migraines. Le premier
verre vous montre les choses comme vous voulez les voir, le second vous
les montre comme elles ne sont pas ; aprés le troisiéme, vous les voyez

comme elles sont vraiment. »

Oscar Wilde

« No pain, no saucisson »

Jeanne Rossignol
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Résumé

La migraine affecte environ 15% de la population mondiale. Il s’agit d’'une pathologie
caractérisée par la survenue de céphalées associées a des symptoémes viscéraux, tels que les
nausées et/ou les vomissements, et des symptdmes sensoriels, tels que la photophobie, la
phonophobie ou I'osmophobie. Dans une majorité de cas, les patients présentent le
symptome d’allodynie cutanée, définie comme une hypersensibilité, telle qu’une douleur
ressentie a la suite d’une stimulation non-douloureuse. Les traitements pharmacologiques
disponibles sont soit insuffisamment efficaces chez une majorité de patients, soit entrainent
des effets secondaires importants. Récemment, il a été montré qu’inhiber la dégradation
enzymatique des enképhalines par un inhibiteur double des enképhalinases (DENKI®, le PL37)
entrainait un effet anti-allodynique dans un modeéle de migraine induite par un donneur de
monoxyde d’azote, l'isosorbide dinitrate (ISDN), chez le rat male. Considérant la forte
prévalence de cette pathologie chez la femme, nous avons, dans une premiére partie, étudié
I'effet du PL37 chez les deux sexes dans différents modeles de migraine. La deuxiéme partie a
été consacrée a l'identification des mécanismes et sites d’actions du PL37. Par la suite, dans
le cadre de I'usage pharmacologique du PL37 pour le traitement de la migraine, nous avons
étudié 'effet de la coadministration du PL37 et du sumatriptan, traitement couramment
utilisé mais présentant des effets secondaires. Nous avons ainsi analysé les effets analgésiques
de cette association PL37-sumatriptan via une étude isobolographique permettant de
montrer si une synergie était possible. Nous avons ensuite étudié si ce DENKI, lors d’injections
répétées (traitement de fond), présentait, comme le sumatriptan, un risque de

développement d’hypersensibilité et de sensibilisation latente.

En utilisant le test de von Frey, nous avons montré qu'une administration de PL37
inhibait I’hypersensibilité mécanique (HM) induite par I'ISDN, chez les femelles. Ensuite, nous
avons montré qu'une administration intraveineuse de PL37 inhibait I'HM chronique induite
par I'ISDN, chez les deux sexes, et qu'une administration orale de PL37 inhibait I'HM chronique
induite par I'lSDN chez la femelle démontrant ainsi, dans notre modele de migraine chronique,

que le PL37 était plus efficace chez les femelles. Grace a des enregistrements



électrophysiologiques in vivo, nous avons étudié I'effet du PL37 sur la dépression corticale
envahissante (CSD) et montré que le PL37 diminuait le nombre d’événements de CSD,

uniquement chez les males.

La présence d’une possible composante centrale a été montré par |'administration
intra-cisternale de PL37 inhibant 'allodynie induite par I'ISDN. De méme, cet effet anti-
allodynique était totalement bloqué par I'administration de naloxone et partiellement
diminué par la naloxone-méthiodide, démontrant également une composante périphérique.
Grace a une analyse par RT-qPCR, nous avons montré que le PL37 diminuait la surexpression

(induite par I'ISDN) des ARN messagers du CGRP.

Les administrations orales répétées de PL37 (une administration tous les 2 jours
pendant 11 jours) nont pas modifié la sensibilité mécanique cutanée, contrairement au
sumatriptan qui induisait une HM aprés 6 jours (réversible 20 jours aprés le début de
I'expérience). Les animaux traités au sumatriptan étaient soumis le 21°™¢ jour & une injection
d’ISDN et développaient une HM plus forte que les témoins (traités au véhicule), alors que
ceux traités au PL37 présentaient des seuils de sensibilité comparables aux témoins. De plus,
une administration intraveineuse de PL37 au jour 12 inversait I'HM induite par le sumatriptan

administré de fagon répétée.

Une autre partie de ce projet visait a évaluer I'effet de la coadministration du PL37 et
du sumatriptan, dans le but de réduire les doses de sumatriptan et donc ses effets
secondaires. Nos résultats montrent que I'administration de ces deux composés a différentes
fractions (EDso p137/a + ED50 sumatriptan/a ; EDso pL37/8 + ED50 sumatriptan/s ; EDso pL37/16 + ED50 sumatriptan/16)

entraine une diminution de I'HM et que le PL37 agit de fagon synergique avec le sumatriptan.

Ces données suggérent que le PL37 est efficace dans différents modéles de migraine,
chez les males et les femelles. De plus, le PL37 agit a la fois au niveau périphérique et du
systéme nerveux central, via la voie du CGRP. Il n'induit pas de sensibilisation centrale lorsqu'il
est administré de maniere répétée, ni de sensibilisation latente apres une injection d’ISDN.
Enfin l'association PL37-sumatriptan s’avére étre efficace dans notre modeéle et pourrait

constituer ainsi une option intéressante pour réduire les effets secondaires du sumatriptan.



Prises ensemble ces données suggéerent que le PL37 pourrait constituer un traitement de crise

et/ou de prophylaxie dans le cas de migraines épisodiques et chroniques.






Abstract

Migraine is a debilitating disorder, affecting approximately 15% of the population
worldwide. It is a chronic neurological disorder, characterized by the onset of headaches
associated with visceral symptoms, such as nausea and/or vomiting, and sensory symptoms,
such as photophobia, phonophobia, osmophobia or cutaneous allodynia, which is defined as
a pain felt following non-painful stimulation. Improving the clinical management of migraine
is considered as a high priority since available treatments are not effective in a high proportion
of patients. One direction may be to enhance the efficacy of enkephalins that preferentially
target the delta-opioid receptors. Indeed, it has been recently shown that the inhibition of
their enzymatic degradation by a Dual ENKephalinase Inhibitor (DENKI®, PL37) provides an
anti-allodynic effect in a rat model of migraine induced by a nitric oxide donor, isosorbide
dinitrate (ISDN), in males. However, migraine is more prevalent in females (3:1). The first part
of this study was to investigate the effect of PL37, in different migraine-like models of pain, in
both sexes. Secondly, our study aimed to investigate the mechanical sensitivity induced by
repetitive oral administrations of PL37 in comparison with sumatriptan, one of the specific
antimigraine agents resulting on medication overuse headaches and latent sensitization.
Subsequently, the effect of co-administration of PL37 and sumatriptan was studied. Finally,

the sites and mechanisms of action of PL37 were investigated.

Using the facial von Frey test, we showed that an oral administration of PL37 inhibited
ISDN-induced acute cephalic mechanical hypersensitivity (MH) (reflecting allodynia), in
females, showing no sexual dimorphism. Then, we showed that an intravenous administration
of PL37 inhibited ISDN-induced chronic cephalic MH, in both sexes, and that an oral
administration of PL37 inhibited ISDN-induced chronic cephalic MH, in males but this effect
was more efficient in females. Using electrophysiology in vivo, we investigated the potential
effect of PL37 on cortical spreading depression, another migraine-like model of pain, and we
showed that PL37 decreased the number of cortical spreading depression events, in males

only.



We also showed that repetitive oral administrations of PL37 (one administration every
2 days over 11 days) did not modify the cutaneous mechanical sensitivity whereas repetitive
administrations of sumatriptan (10 mg/kg) induced MH after 6 days that was recovered 20
days after the beginning of the experiment. To assess the latent sensitization, on day 21, ISDN
was administered. Animals prior subjected to sumatriptan developed stronger allodynia than
controls whereas those receiving PL37 were comparable to controls. Moreover, an

intravenous administration of PL37 reversed sumatriptan-induced HM.

Another question raised the potential effect of the co-administration of PL37 and
sumatriptan in order to reduce doses of sumatriptan. Our results showed that fractions co-
administration of the two compounds (EDsg pi37/a+ EDsg sumatriptan/a; EDso p137/8 + EDso sumatriptan/s;
EDso pi37/16+ EDso sumatriptan/16) raised the MH and that PL37 presented a synergistic action with

sumatriptan.

Finally, intracisternal administration of PL37 inhibited ISDN-induced cephalic MH,
indicating a possible central action of PL37. Then, using the peripherally and centrally
restricted opioid receptor antagonists, respectively naloxone-methiodide and naloxone,
reversed partially and totally this anti-allodynic effect. Using RT-gPCR analysis, we showed

that PL37 acts through CGRP pathway.

Altogether, these data suggest that PL37 is efficient in different migraine-like models,
in males and females. In addition, PL37 acts both at the level of the peripheral and central
nervous systems, via the CGRP pathway. It does not induce central sensitization when
administered repeatedly, nor latent sensitization after a single ISDN injection. Finally, the
PL37-sumatriptan combination proves to be effective in our model and could constitute an
interesting option to reduce the side effects of sumatriptan. Taken together these data
suggest that PL37 could constitute an abortive and/or prophylactic treatment in episodic and

chronic migraines.
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Chapitre | — Introduction

Partie 1 — Migraine

I. Généralités sur la migraine
1) Historique

La migraine tire son étymologie du grec ancien nuikpaviov / hémikranion (de n ut- « a

demi » et de kpavl ov « crane ») signifiant « douleur dans la moitié du crane ».

Dans la mythologie grecque, la migraine est évoquée avec la naissance d’Athéna,
« Zeus fut pris d’un violent mal de téte qui obligea Héphaistos a lui ouvrir le crane d’un coup
de hache, en laissant ainsi naitre Athéna ». Dans I'antiquité, la migraine était percue comme
étant la résultante du divin. Des registres égyptiens, datant de 1200 avant notre ére, recensent
également des maux de téte soignés par des trépanations ou des saignées. C’est au Ve™e siécle
avant J.C. que la migraine a été distinguée des autres céphalées. Hippocrate (460-370 avant
notre ere) fut le premier médecin a décrire cette pathologie, dont il souffrait lui-méme. Il
décrit une douleur sévere de I’hémi-crane accompagnée de troubles visuels. Il évoque la
notion de crise, I'unilatéralité des douleurs, les troubles visuels, |’aversion aux sons et aux
lumiéres et les vomissements. « Dans certains cas, la téte tout entiere est douloureuse.
D’autres fois, la douleur siege a droite ou a gauche, parfois elle nait dans le front » détaillait
le pére de la médecine. Ce fut le premier a décrire le phénomeéne d’aura visuelle, précédant
les violents maux de téte qui se « réparaient », selon lui, grace aux vomissements. Au [|eme
siecle, Arétée de Cappadoce précise un mal de téte unilatéral associé a des vomissements, et
simultanément, Claude Galien commence a utiliser le terme « hemicrania » pour définir ces
maux. A la renaissance, Ambroise Paré évoquait une explication sur la physiologie vasculaire
de la migraine, bien que, dans les sociétés occidentales, elle soit toujours associée au divin.
Dans le méme temps, les médecins du monde arabe font le lien entre la migraine aux
différents moments de la vie d’une femme, par exemple, la présence de maux de téte apres

I’accouchement ou pendant la période de dysménorrhée. Entre les X®™e et XIX®™e siécles, les



méthodes utilisées pour soigner les migraines étaient a base de saignées, de cataplasmes de
plantes, de fer chaud, de trépanation, d’imprégnation de coca par le cuir chevelu, d’arsenic
ou de cautérisation des arteres temporales. Ce n’est qu’en 1938, que Graham et Wolff

découvrent |'efficacité du tartare d’ergotamine.

Certaines personnalités historiques souffraient de migraine. C'est le cas de Blaise
Pascal, célebre mathématicien Clermontois, qui portait souvent son doigt a sa tempe car
c’était pour lui le seul moyen de soulager les épouvantables maux de téte qui I'accablaient
depuis son adolescence. Voltaire écrit dans le Dictionnaire Philosophique, « Rien qu’a voir
mousser le champagne, déja la migraine me gagne ». George Sand, quant a elle, souligne que

« sa chambre sombre et parfumée m’a donné la migraine ».

Deux millénaires aprés la description de la migraine par Hippocrate, cette pathologie
reste un sujet d’étude encore incompris. Malgré les effets délétéres de la migraine chez les
patients, leurs familles (Buse et al., 2010) et sur I’économie (Olesen et al., 2012), ce probleme
de santé publique reste sous-étudié et les thérapeutiques spécifiques a la migraine sont
limitées (Ducros et al., 2022). De plus, les patients sont souvent insatisfaits de leurs
traitements (Lipton et al., 2007; Hepp et al., 2014). Ces raisons soulignent I'importance des
études des mécanismes de déclenchement et de maintien de la migraine, et de développer

des traitements spécifiques, sans effets indésirables.
2) Epidémiologie de la migraine

La migraine est le deuxieme trouble neurologique le plus fréquent (apres les céphalées
de tension) (Ashina, 2020) et est considérée comme la plus invalidante. Elle touche environ
15% de la population mondiale (Steiner & Stovner, 2023), soit plus d’un milliard de personnes
a travers le monde (Stovner et al., 2018). Environ 5% de la population souffre d’au moins 18
jours de migraine par an (Stovner et al., 2007). Cette prévalence semble stable dans le temps
mais varie selon les régions du monde. La prévalence de la migraine est plus importante en
Europe et en Amérique du Nord, suivie par I’Afrique et I’Amérique du Sud, puis I'Asie (Géraud,

2015). Ces différences s’expliqueraient par des facteurs génétiques, mais aussi culturels.



Au sein d’une méme population, avant la puberté, la migraine touche 7% des enfants
(Wober et al., 2018). A I’age adulte, le ratio selon le sexe est de 3 femmes atteintes contre 1
homme (Stovner et al., 2018). Le pic de prévalence se situe entre 35 et 39 ans. 75% des
personnes affectées rapportent que le début des crises a commencé avant leur 35éme
anniversaire (Stewart et al., 2008). La pathologie tend a diminuer avec I'dage, en particulier
aprées la ménopause, chez les femmes (Vetvik & MacGregor, 2017; Steiner et al., 2019) (figure

1),

L'impact de la migraine sur la qualité de vie des patients et le colt sociétal engendrés
sont trés importants. En Europe, le colt annuel est estimé a 27 milliard d’euros (Andlin-

Sobocki et al., 2005). Elle constitue un enjeu majeur de santé publique.
3) Tableau clinique

La migraine est une maladie chronique neurovasculaire complexe caractérisée par des
céphalées, d’intensité modérée a sévére, unilatérales, pulsatiles, pouvant durer de 4 a 72
heures en I'absence de traitement, selon I'International Classification of Headache Disorder (il
s’agit d’'un manuel précieux pour le diagnostic des céphalées primaires et secondaires, qui est
désormais a sa troisieme édition, ICHD-3). Les crises de migraine peuvent étre accompagnées
de troubles végétatifs comme des nausées et/ou des vomissements, et d’hypersensibilités aux
stimulations sensorielles comme la phonophobie (aversion aux sons), la photophobie
(aversion a la lumiere) ou encore I'osmophobie (aversion aux odeurs). On retrouve chez
environ 80% des migraineux, une sensibilité cutanée anormale, présente aussi bien durant les
crises de migraine, qu’entre les crises (Burstein et al., 2000). Cette hypersensibilité est appelée
allodynie (Dahlof, 2006; Aguggia, 2012). Il s’agit d’'un symptéme se traduisant par le ressenti
d’une douleur a la suite d’un stimulus normalement non douloureux, comme une caresse sur
la joue ou le contact du visage sur 'oreiller (figure 2). L’allodynie est considéré comme un

facteur de risque de progression de la migraine vers le stade chronique (Louter et al., 2013).

La durée de la crise de migraine est en fait plus longue si on prend en compte les
symptomes prémonitoires et postdromaux (figure 3) (Ferrari et al., 2022). Les prodromes sont
des symptoémes qui vont précéder la crise, pouvant durer de quelques jours a quelques heures.

Ces symptOmes apparaissent chez environ un tiers des patients. lls peuvent étre de nature
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Figure 1 — Prévalence ponctuelle mondiale de la migraine selon I'dge en fonction du sexe.
La prévalence est exprimée en pourcentage de la population (d’aprés Stovner, 2018).
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Figure 2 — Courbes représentant la relation entre stimulus cutané et douleur.

Relation entre I'intensité du stimulus et la douleur chez un patient sain (ligne bleue), chez un
patient neuropathique (ligne rose) et chez un patient ayant une perte de sensibilité (ligne rose
pointillée). L’allodynie se situe hors de la ligne bleue, ce qui correspond a I'apparition d’une
douleur ressentie a la suite d’un stimulus normalement non douloureux. L’hyperalgésie
correspond a une hausse de la douleur ressentie a la suite d’un stimulus normalement
douloureux (d’apres Jensen and Finnerup, 2014).
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Figure 3 — Schéma représentant les différentes phases de migraine, additionnées de I"aura
(d’apres Ferrari et al., 2022).



variée : fatigue, somnolence, baillement, perturbation de la concentration, douleur ou raideur
au niveau du cou, rétention d’eau, photophobie, nausées, diarrhées ou encore des troubles
de la parole (Schoonman et al., 2006). Cette phase peut précéder la phase d’aura que I'on
retrouve chez environ 31% des patients (Kim et al., 2022), qui apparait quelques minutes avant
et/ou pendant la crise de migraine. Elle peut durer entre 5 minutes et 1 heure. Il s’agit d’'une
manifestation de symptomes neurologiques, la plupart du temps visuels, avec I'apparition de
taches lumineuses ou sombres dans le champ visuel, ou par exemple des déficits sensitifs ou
moteurs (troubles de la parole). Nous reviendrons plus tard sur ce phénomeéne dans le
chapitre concernant la dépression corticale envahissante. S’en suit la crise de migraine, qui
peut elle-méme étre suivie de postdromes, considérés comme une phase de récupération
pouvant durer jusqu’a deux jours. Les symptomes associés peuvent étre de I'asthénie, des

difficultés a se concentrer ou cognitives (Ferrari et al., 2022).

4) Criteres de diagnostic

Les critéres de diagnostic de la migraine ont été définis par I'International Headache
Society (IHS), pour la premiére fois en 1988, dans |'International Classification of Headache
Disorders, actualisé une premiére fois en 2004 puis une seconde fois en 2018, sous le terme
ICHD-3. Ces critéres sont synthétisés dans le Tableau 1. IIs permettent de distinguer la
migraine d’autres types de céphalées (comme les céphalées de tension ou les névralgies
primaires). L'ICHD-3 décrit également les « migraines probables » comme des crises qui
remplissent tous les criteres sauf un de la « migraine sans aura » ou de la « migraine avec
aura », qui ne remplissent pas tous les critéres ou ne sont pas mieux expliqués par un autre

critére de I'|CHD-3.

La fréquence des crises va également scinder les patients en deux catégories : les
patients ayant des migraines dites épisodiques et ceux ayant des migraines chroniques. Dans
I'lCHD-3, les migraines chroniques sont définies comme des céphalées (semblables a une crise
de migraine ou a une céphalée de tension), répondant aux deux critéres suivants pendant plus
de 15 jours par mois, pendant au moins 3 mois et qui ne sont pas mieux décrites par un autre

critere de I'ICHD-3 :



1.1 - Migraine sans aura 1.1 - Migraine avec aura

A — Au moins cing crises répondant aux criteres A — Au moins deux crises répondant aux

BaD crittres Bet C

B — Crises de céphalées durant 4 a 72 heures B — Aura, comprenant des troubles visuels,
(sans traitement) sensitifs et/ou de la parole ou du langage, tous

entierement réversibles, mais pas de

C—Céphalées ayant au moins deux des - 1 e
symptdmes moteur, basilaire ou rétinien

caractéristiques suivantes :
o Topographie unilatérale C — Au moins deux des quatre critéres suivants :
o Type pulsatile o Au moins un symptdme de l'aura se
o Intensité modérée ou sévere développe progressivement en 2 5 minutes
o Aggravées par, ou entrainant I'évitement, et/ou les différents symptomes de l'aura
une activité physique de routine (marcher surviennent successivement
ou monter les escaliers, par exemple) o Chaque symptdme de l'aura dure entre 5 et
D - Durant la céphalée, au moins I'un des 60 minutes

critéres suivants est présent : © Aumoins un symptdme de I'aura est
o Nausées et/ou vomissements L:nllateral ) o
o Photophobie ou phonophobie o l'aura est accompagnée ou suivie, dans les

] o 60 minutes, par une céphalée
E — N'est pas mieux décrite par un autre . o
diagnostic de 'ICHD-3 D — N’est pas mieux décrite par un autre

diagnostic de I'lCHD-3 et un accident
ischémique transitoire a été exclu

Tableau 1 — Critéres de diagnostic de la migraine sans ou avec aura, d'apres I'International
Classification of Headache Criteria (ICHD-3).



B Nombre de facteurs déclencheurs (%)

Stress I 75 .8
Hormones | 642
Fatigue I 502
Mangue de sommeil I 45,8
Posture I 24 2
Excés de sommeil I 40
Météo I 40
Changement de saison I 40
Voyage I 333
Chaleur I 317
Relichement I 30
Froid I 292
Colére | 27.5
Lumiére [ 252
Effort physique I 233
Bruit I 217
Alcool I 21
Autres I 20
Odeur I 153
Nourriture I 15
Fumée |mm——— 23
Activité sexuelle I 53
Fringale W 33

Figure 4 — Histogramme représentant la variété des déclencheurs de migraine considérés
comme fréquents (d’aprés Baldacci et al., 2013).



- Céphalées survenant chez un patient qui a eu au moins cing crises répondant aux
criteres de la « migraine sans aura » ou au moins deux crises remplissant les
critéres de la « migraine avec aura »

- Céphalées survenant au moins 8 jours par mois, pendant 3 mois consécutifs,
répondant a I'un des critéres suivants :

o Critéres de « migraine sans aura »
o Critéres de « migraine avec aura »
o Céphalée considérée par le patient comme une migraine au début et

soulagée par un triptan ou un dérivé de I'ergot

5) Facteurs déclencheurs de la crise de migraine

Il n"est pas forcément évident de faire la distinction entre les facteurs déclencheurs
des crises de migraine et les facteurs de risque (Lipton & Bigal, 2005). Dans une étude menée
par Baldacci en 2013, 72,5% des patients rapportaient spontanément au moins un facteur
déclencheur de migraine mais 100% des patients rapportaient un facteur déclencheur
lorsqu’une liste leur était suggérée. Notons que dans cette étude, 87% des sujets étaient des
femmes, 73,3% des patients étaient diagnostiqués migraineux sans aura et 85,8% des patients

présentaient des migraines épisodiques (Baldacci et al., 2013).
Ces facteurs sont multiples et variés (figure 4), les principaux rapportés sont :

- Les émotions fortes comme le stress (rapporté dans 75,8% des cas, serait le facteur
le plus fréquent, dans cette étude) ou encore I'anxiété,

- Le facteur hormonal est rapporté dans 64,2% des cas. Il faut noter que 87% des
sujets sont des femmes ayant entre 18 et 64 ans, que les changements hormonaux
jouent un réle important dans le déclenchement des crises de migraine,
notamment le premier jour de la période ménorrhée (Pavlovic et al., 2017a). Nous
reviendrons plus en détail sur ce point dans le chapitre concernant les facteurs de
risque de la crise de migraine,

- Des changements de routine, notamment la fatigue, le manque de sommeil ou au

contraire, I’excés de sommeil,



- La météo, la chaleur, le froid ou encore le changement de saison peuvent avoir un
impact sur le déclenchement des crises de migraine,

- La prise de certains aliments ou de boissons comme |’alcool (Onderwater et al.,
2019), la caféine, les produits laitiers ou ceux riches en lipides (Rockett et al., 2012),

- Des stimulations sensorielles comme une lumiere de forte intensité, certaines

odeurs ou le bruit.

6) Facteurs de risques et comorbidités

Des études épidémiologiques a grande échelle ont montré plusieurs facteurs de risque
des crises de migraine (Amiri et al., 2022). Une étude menée sur plus de 15 000 patients
migraineux et 77 000 sujets sains a montré que les troubles du sommeil, la dépression,
I’anxiété et certains troubles intestinaux étaient plus fréquents chez les patients migraineux
gue chez les patients sains. De plus, I'intensité et la fréquence de la douleur sont a la fois liées
a des troubles biologiques et psychologiques mais seraient aussi dus a I'inflammation (Buse et
al., 2020). Du fait de la nature complexe des migraines, la distinction entre facteurs de risque
et déclencheurs n’est pas évidente (Lipton & Bigal, 2005). Informer les patients des causes et

des facteurs aggravants les crises pourrait réduire la fréquence et I'intensité des attaques.
a. Facteurs hormonaux

Au vu de la prévalence de la migraine chez la femme par rapport a ’homme, I'impact
hormonal semble évident. Par ailleurs, notons qu’avant la puberté, les garcons sont autant
touchés par la migraine que les filles (figure 1) (Lipton & Stewart, 1997). Les hormones
contrélent la libération de peptides dans le cerveau qui vont affecter la sensation de douleur,
de facon a ce que tout déséquilibre hormonal peut avoir un impact sur les réseaux

d’intégration de la douleur au niveau cérébral (Hipolito Rodrigues et al., 2018).

La survenue des migraines peut étre affectée par les menstruations, la grossesse et la
ménopause (Faubion et al., 2018), en plus de l'utilisation de contraceptifs et de traitements
hormonaux substitutifs (Lay & Broner, 2009). Chez les femmes souffrant de migraine, les crises
surviennent généralement autour du premier jour des regles, plus ou moins deux jours, ce qui

correspond a une chute brutale du taux d’cestrogénes (Sacco et al., 2012; Barth et al., 2015).
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Cette baisse pourrait avoir un impact sur les vaisseaux sanguins, les rendant plus perméables
aux médiateurs pro-inflammatoires tels que les prostaglandines (Calhoun, 2018). Il a
également été montré que les cestrogénes sont associés a des changements de niveaux de
sérotonine comme une diminution de son absorption, de sa dégradation, mais aussi une
production accrue. Les taux fluctuants d’cestrogenes tout au long de la vie d’une femme ont
donc probablement un impact sur la sérotonine, ce qui peut entrainer des conséquences
physiologiques, notamment sur la migraine. Les ocestrogénes augmentent le tonus
sérotoninergique et la concentration de [-endorphines. Par conséquent, une chute des
cestrogénes pendant le cycle peut réduire le tonus sérotoninergique et modifier celui des
opioides, ce qui entraine une plus grande sensibilité a la douleur (Sacco et al., 2012; Todd et

al., 2018).
b. Prédispositions génétiques

L’existence de facteurs héréditaires dans la migraine a été démontrée par des études
réalisées sur des jumeaux et leurs familles dans les années 1990 (Russell & Olesen, 1995). Des
études plus récentes ont montré que la migraine était héréditaire dans 42% des cas et ont
confirmé qu’il s’agissait d’'une pathologie complexe résultant d’interactions entre les genes et
I’'environnement, d’interaction de génes entre eux et probablement de facteurs non connus
(Polderman et al., 2015). Notons que I'héritabilité est plus importante chez les patients avec
aura que chez ceux ayant des migraines sans aura (Russell et al., 2002). La migraine est
principalement poly-génétique, en raison de multiples variantes génétiques ayant chacune un
effet mineur s’accumulant pour conduire a la maladie (Cader, 2020). Dans les migraines
monogéniques, beaucoup plus rares, la mutation d’un seul géne est suffisante pour entrainer
la maladie. La principale forme de migraine monogénique est la Migraine Hémiplégique
Familiale (Familial Hemiplegic Migraine, FHM) dont la transmission autosomigue dominante.
La prévalence est estimée a 0,01% de la population (Russell & Ducros, 2011). La FHM est

divisée en 3 sous-groupes :

- FMH1 est due a une mutation du gene CACNA1A, codant pour la sous-unité o-1 du
canal calcique voltage dépendant Cay 2.1 (Ophoff et al., 1996). Ces canaux sont
exprimés dans le cerveau et dans les terminaisons synaptiques cérébelleuses et
jouent un rdle dans le contrdle de la libération de neurotransmetteurs. Plus de 25
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mutations de CACNAIA ont été identifiées chez des patients FMH1. Il s’agit
majoritairement de mutations faux-sens entrainant un gain de fonction du canal,
ce qui entraine l'augmentation des influx calciques, la neurotransmission
glutamatergique et I’excitabilité neuronale (Anttila et al., 2010).

FHM?2 est due a une mutation du gene ATP1A2, codant pour la sous-unité a-2 d’une
pompe Na*/K* astrocytaire (De Fusco et al., 2003). Son rble est d’assurer la
clairance du potassium extracellulaire et de produire un gradient de sodium
nécessaire a la recapture du glutamate de la fente synaptique. Plus de 80 mutations
d’ATP1A2 ont été identifiées chez des patients FHM2. Les mutations faux-sens sont
les plus fréquentes, mais des mutations altérant le codon STOP et des duplications
d’exons ont aussi été recensées. Ces mutations conduisent a une perte de la
fonction de la sous-unité a-2 de I’ATPase Na*/K* (Capuani et al., 2016).

FMH3 est due a une mutation du géne SCN1A codant pour la sous-unité a-1 du
canal sodique voltage dépendant Nay 1.1 (Dichgans et al., 2005). Ce canal est
impliqué dans l'initiation et la propagation des potentiels d’action des neurones
corticaux, en particulier des interneurones inhibiteurs GABAergiques (Martin et al.,
2010). Le gene SCN1A est également connu comme étant impliqué dans I'épilepsie.
Plus de 100 mutations de ce géne ont été recensées notamment des mutations
faux-sens et non-sens. La conséquence fonctionnelle de ces mutations est

complexe et mal connue (Cestele et al., 2008).

Les crises liées aux FHM sont similaires quel que soit le type de mutation, ayant pour

symptomes des auras prolongées avec confusion et pouvant étre associés a des crises

d’épilepsie. Notons que ces trois mutations identifiées dans les FHM concernent toutes des

génes impliqués dans la régulation ionique, ce qui suggere que la migraine, dans ces

conditions, serait une canalopathie. Cependant, une quatrieme sous-classe pourrait étre

ajoutée et classée comme FMHA4. Cette derniére est due a une mutation du gene PRRT2. |l

s’agit d’un gene codant pour une protéine jouant un role important dans le développement

cérébral, la formation des synapses et sur la libération des neurotransmetteurs. PRRT2 est

exprimé au niveau des terminaisons présynaptiques et interagit avec les protéines de

I’exocytose complexe. Cette mutation a été identifiée dans une douzaine de cas associés a
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I’épilepsie, des retards mentaux ou une dyskinésie. Elle entrainerait une haplo-insuffisance

(Ducros, 2021; Riant et al., 2022).
c. Dépression et anxiété

La migraine est souvent associée a des comorbidités, ce qui d’une part, peut
augmenter le handicap lié a la migraine et d’autre part, peut affecter les traitements. Les
réponses inadaptées au stress, que sont I'anxiété et la dépression, sont les principales

comorbidités associées a la migraine (Baskin et al., 2006).

La migraine et la dépression sont deux pathologies couramment retrouvées dans la
population générale (Breslau et al., 2003; Modgill et al., 2012). Il semblerait qu’il existe une
corrélation bidirectionnelle entre la migraine et la dépression ; une analyse génétique a révélé
gu’il existait un chevauchement génétique entre ces troubles (Brainstorm Consortium et al.,
2018). Dans des études de cohorte, le risque de migraine chez des personnes diagnostiquées
dépressives est 3 fois plus important que chez des personnes ne montrant aucun trouble
dépressif. D’autre part, le risque de dépression est 5 fois plus important chez des personnes
ayant des crises de migraine comparé a la population générale (Breslau et al., 2003; Modgill
et al., 2012). Les troubles de I'anxiété tels que I'anxiété généralisée, la panique, les troubles
obsessionnels compulsifs et les phobies sont jusqu’a 5 fois plus fréquemment retrouvés chez
les patients migraineux comparé a la population générale (Minen et al., 2016). De plus, les
patients souffrant d’un trouble dépressif majeur et de migraines comorbides présentent une

anxiété et des symptomes physiques prononcés (Tietjen et al., 2007).

Notons que ces comorbidités constituent un risque important de progression de la

migraine vers le stade chronique (Tietjen et al., 2007).
d. Epilepsie

Selon une étude, la prévalence de la migraine serait plus importante de 52%, chez des
patients épileptiques par rapport a des patients sans épilepsie et les migraineux auraient 79%
de risque en plus d’étre épileptiques par rapport a des patients sains (Keezer et al., 2015;
Bauer et al., 2021). En effet, les crises de migraine et d’épilepsie partagent des similitudes, des
caractéristiques prémonitoires, ictales et postdromiques (telles que des céphalées, une aura,

des symptOmes cognitifs et autonomes) et répondent tous deux aux traitements
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antiépileptiques que sont le valproate et le topiramate. Elles peuvent s’initier mutuellement
ou se produire de fagon rapprochée. De plus, la migraine et I'épilepsie ont une relation
bidirectionnelle en raison des facteurs génétiques communs (Ottman & Lipton, 1996; Ferrari

etal., 2015; Bauer et al., 2021).
e. Obésité

Bien que l'association entre l'obésité et la fréquence des migraines ait été
systématiquement démontrée et que I'obésité soit considérée comme un facteur de risque
de progression de la migraine épisodique a la migraine chronique, I'association entre I'obésité
et la prévalence de la migraine est encore débattue et semble dépendre du sexe, de I'dge,
avec des effets les plus importants observés chez les femmes blanches de moins de 55 ans

(Peterlin et al., 2010; Pavlovic et al., 2017b).

Selon une étude, menée aux Etats-Unis, utilisant I'Indice de Masse Corporel (IMC)
comme référence, les patients obéses ayant participé a I'Enquéte Nationale sur la Santé et la
Nutrition (NHANES), dont I'lMC est supérieur a 30%, avaient un risque 37% plus élevé d’avoir
des migraines ou des céphalées séveres par rapport a ceux ayant un poids moyen (Ford et al.,
2008). Une étude plus récente, appuyant cela, a montré I'impact qu’avait I'obésité sur la
sensibilisation douloureuse. En effet, les patients migraineux en surpoids sont plus affectés
par l'allodynie cutanée (Minguez-Olaondo et al., 2020). Les tissus adipeux pourraient
contribuer a cette sensibilisation via la sécrétion de molécules inflammatoires comme les
adipocytes (Dominguez et al., 2018). La perte de poids chez des patients migraineux et obéses

diminuerait la fréquence, I'intensité et la durée des crises (Di Vincenzo et al., 2020).
f. Trouble du sommeil

Il existe une relation forte et significative entre le sommeil et les migraines. Les
troubles du sommeil sont associés au type et a la gravité des crises de migraine (Buse et al.,
2013, 2020). La migraine est associée a différents types de problemes de sommeil, comme les
insomnies, les troubles respiratoires liés au sommeil (apnée du sommeil), les troubles du
mouvement liés au sommeil (syndrome des jambes sans repos), troubles d’hyper-somnolence
(Tiseo et al., 2020). De plus, les troubles du sommeil surviennent plus fréquemment chez les

migraineux chroniques plutét que chez les migraineux épisodiques (Kelman & Rains, 2005). A
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I'inverse, les troubles du sommeil sont un des facteurs engendrant les migraines (8,3 a 64%)
(Pavlovic et al., 2014; Peroutka, 2014). Les changements de rythme ou les perturbations des
rythmes circadiens sont parmi les déclencheurs de migraine les plus fréquemment cités
(Peroutka, 2014; Gross et al., 2019). Les résultats d’'une méta-analyse ont montré que les
personnes qui souffrent de migraine sont 3 fois plus susceptibles de souffrir d'insomnies que
les personnes non migraineuses (Buse et al., 2020). Cependant, la relation entre le sommeil
et les maux de téte est une relation complexe et bidirectionnelle. Les troubles du sommeil
peuvent entrainer des céphalées et inversement, ou encore, les troubles du sommeil et les
maux de téte peuvent survenir simultanément, car les deux sont liés (Boardman et al., 2005;

Amiri et al., 2022).

La migraine est un trouble handicapant dont la prise en charge est une priorité. Avant
d’aborder la physiopathologie de la migraine, et puisque les douleurs céphaliques sont liées a
la mise en jeu du nerf trigéminal, il est nécessaire de mieux comprendre le systéme trigémino-

vasculaire.
Il. Lesystéme trigémino-vasculaire

Puisque la migraine touche la sphére céphalique, les messages sont véhiculés depuis
les méninges par les fibres du nerf trijumeau (aussi appelé nerf cranien V), au niveau du
Complexe Trigémino-Cervical (CTC), constituant le premier relais central de la sensibilité
orofaciale. A partir de ce relais, les messages sont transmis via des voies ascendantes vers les
relais supra-spinaux comme le thalamus, accédant ensuite aux régions corticales et limbiques
pour intégrer les composantes sensori-discriminatives et cognitivo-affectives de la douleur.

Ces informations seront modulées par les voies descendantes de la douleur.
1) Les méninges

L’encéphale et la moelle épiniére, constituant le systéme nerveux central (SNC), sont
enveloppés par 3 couches concentriques et membraneuses, appelées méninges, qui sont, de
la plus externe a la plus interne, la dure-meére, I'arachnoide et la pie-mére. Récemment, une
guatrieme membrane, baptisée SLYM, (Subarachnoid Lymphatic-like Membrane) retrouvée

entre I'arachnoide et la pie-mére, a été identifiée (figure 5) (Mgllgard et al., 2023). La dure-
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Figure 5 — Représentation des quatre méninges enveloppant le systéme nerveux central.

Les méninges sont, de la plus externe a la plus interne, la dure-mére, I’arachnoide, SLYM,

(Subarachnoid Lymphatic-like Membrane) et la pie-mére (Mgllgdrd et al., 2023).
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meére est appelée pachyméninge tandis que l'arachnoide et la pie-mere sont appelées
leptoméninges (Adeeb et al., 2013). Leurs principales fonctions sont de protéger le SNC des

chocs, d’alimenter le SNC en nutriments et de jouer un réle dans I'immunité.

Les méninges et leurs vaisseaux sont innervés par le systeme sympathique,

parasympathique mais surtout par des nocicepteurs trigéminaux (Dallel et al., 2003).

2) Innervation trigéminale

Les méninges ainsi que la sphére orofaciale sont innervées par le nerf trigéminal,
également appelé nerf cranien V. Ce nerf est divisé en 3 branches (figure 6) (Marfurt, 1981;

Edvinsson et al., 2020; Terrier et al., 2022) :

- La branche ophtalmique (V1) est la premiére branche du nerf trigéminal dans
I’ordre rostro-caudal. Elle innerve la région péri-orbitale (ainsi que le globe oculaire
et la cornée), la paupiere, I'aréte du nez et la muqueuse nasale, les sinus frontaux,
les méninges (majoritairement les vaisseaux sanguins), la peau du front et le cuir
chevelu,

- La branche maxillaire (V2) est la deuxiéme branche du nerf trigéminal. Elle innerve
la paupiére inférieure, les ailes du nez, la joue, les narines, le maxillaire supérieur,
la levre supérieure, la bouche, le palais, les dents et les gencives supérieures, les
sinus ethmoide et sphénoide, ainsi qu’une partie des méninges,

- La branche mandibulaire (V3) est la plus grande des trois branches du nerf
trigéminal chez I’'Homme. Elle innerve le reste de la sphére céphalique, a savoir, la
levre inférieure, le menton, le maxillaire inférieur, une partie de la langue, les dents

et les gencives inférieures.

Les méninges sont le seul tissu intracranien innervé jouant un role, au niveau central,

dans la migraine.

Les divisions du trijumeau contiennent des fibres pour le toucher, la proprioception, la
pression, les vibrations et la nociception du visage, la nociception des méninges et des
vaisseaux sanguins cérébraux (Joo et al., 2014) sans distinction précise des fibres par

modalités. Néanmoins, les fibres du STV (Systeme Trigémino-Vasculaire) innervant les
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Figure 6 — Territoires innervés par le nerf trigéminal chez ’Homme et le rat.
Les territoires innervés par la branche ophtalmique V1 sont représentés en rose, la branche
maxillaire V2 en bleu et la branche mandibulaire V3 en vert (d’aprés Dallel et al., 2003).
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vaisseaux cérébraux et les méninges sont exclusivement nociceptives et parcourent les

branches du V1 (Fontaine et al., 2018).

3) Physiologie des afférences primaires

Le nerf trigéminal est composé de fibres provenant de chaque partie de la sphére
orofaciale et des méninges. Il est innervé par différentes catégories de récepteurs composés
de terminaisons nerveuses complexes ou libres. Ces terminaisons sont celles des fibres qui
constituent la branche périphérique de I'axone dit en T des neurones dont le corps cellulaire
se trouve dans le ganglion de Gasser et dont la branche principale établit des contacts au
niveau vers le CST (Complexe Sensitif du Trijumeau). Il existe différents types de fibres ayant
la capacité de détecter les stimuli périphériques, au niveau des tissus, via des
mécanorécepteurs, des thermorécepteurs ou des nocicepteurs. On retrouve trois grandes

catégories de fibres (Tableau 2) (Smith & Lewin, 2009):

- Les fibres AB sont des fibres de large diametre (5 a 15 um), entourées d’une large
gaine de myéline, ayant une vitesse de conduction rapide des informations tactiles
et proprioceptives, 30 a 100 m/s (Sessle, 2000; Bereiter et al., 2008; Abraira &
Ginty, 2013),

- Lesfibres Ad sont des fibres de diametre plus fin (1 a 5 um), faiblement myélinisées,
ce qui leur conferent une vitesse de conduction plus lente, 5 a 30 m/s (Abraira &
Ginty, 2013). Elles sont responsables de la conduction d’informations nociceptives
(Slugg et al., 2000), de courte durée et non-inflammatoires. On distingue deux
types de fibres Ad (Treede et al., 1998):

o Les fibres Ad de type | répondent a des stimuli mécaniques intenses, a la
chaleur a partir de 53°C et sont insensibles a la capsaicine,

o Les fibres Ad de type Il, moins nombreuses que les fibres de type |, sont
présentes au niveau de la peau poilue des primates. Leur vitesse de
conduction est plus faible, de I'ordre de 15 m/s. Elles sont activées par la
chaleur, a partir de 45°C et sont sensibles a la capsaicine,

- Les fibres C sont encore plus petites (0,4 a 1,2 um) et non myélinisées (Almeida et

al., 2004). Elles sont plus nombreuses et représentent 40% des neurones sensoriels
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Fibres

afférentes Reprc'esen-
. . tation
primaires
Fibres A @)
Fibres Ad (D
Fibres C e >

Myélini-

sation

Forte

Moyenne

Non

Diamétre

Large
5=15 um

Moyen
1-5um

Faible
0,4-1,2 um

Vitesse

Rapide
30-100 m/s

Moyenne
5-30m/s

Lente
0,5-2m/fs

Informa-
tions

Proprioception,
toucher léger

Nociception

(mécanique,
thermique,
chimique)

Nociception

(mécanique,
thermique,
chimique)

Tableau 2 — Physiologie des afférences primaires (d’aprés Julius & Basbaum, 2001).
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primaires trigéminaux (Cadden & Orchardson, 2001). Elles transmettent les
informations nociceptives mais également les informations thermiques non
douloureuses, a une faible vitesse de conduction, 0,5 a 2 m/s (Almeida et al., 2004;
Abraira & Ginty, 2013). Ces fibres seraient impliquées dans les douleurs
inflammatoires de longue durée. Elles sont divisées en deux contingents en
fonction de leur nature neurochimique : les fibres C peptidergiques contiennent
certains peptides comme le CGRP (Calcitonin Gene Related Peptide) ou la
substance P et les fibres non peptidergiques, capables de se lier a I'isolectine B4

(Stucky & Lewin, 1999; Basbaum et al., 2009).

Le terme de nocicepteur est utilisé pour désigner les neurones de premier ordre qui
transmettent au SNC des stimulations nociceptives, aussi bien thermiques, mécaniques que
chimiques. Les fibres Ad et C sont donc les deux types de fibres transportant la majorité des
informations nociceptives (Burgess & Perl, 1967; Bessou & Perl, 1969). Du fait de leurs
propriétés respectives, notamment via leur vitesse de conduction, ces fibres permettront la
discrimination temporelle de la détection du stimulus douloureux. Les fibres Ao détecteront
les stimuli nociceptifs rapides et aigués, alors que les fibres C transmettront des messages
différés, plus diffus (Bessou & Perl, 1969; Lewin & Moshourab, 2004). Les fibres AB ne

participent a la nociception qu’en condition pathologique.

Ces fibres constituent les trois branches du nerf trigéminal qui se rejoignent au niveau
du ganglion trigéminal (TG) (figure 7), contenant environ 20 000 a 150 000 corps cellulaires
(Anon, 2011). Notons que I'ensemble du nerf trigéminal et les vaisseaux méningés constituent
le STV. Son activation, par des stimuli mécaniques, électriques ou chimiques, entraine des
céphalées similaires a celles ressenties lors des crises de migraine (Ashina et al., 2019). Les
neurones du trijumeau sont des cellules pseudo-unipolaires a deux branches axonales, I'une
s’étendant du c6té distal vers I'une des branches du nerf trijumeau et I'autre, du coté proximal
jusqu’au CTC. En raison de ces caractéristiques anatomiques, les neurones du trijumeau
seraient capables de conduire les potentiels d’action (PA) vers le tronc cérébral (TC) mais aussi
vers les branches du trijumeau. Cette conduction est responsable de la libération de

neuropeptides inflammatoires par le STV
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Figure 7 — Schémas représentant la distribution anatomique des fibres dans le complexe

trigémino-cervical.

(A) Nociception céphalique — le corps cellulaire des nocicepteurs est localisé dans le
ganglion trigéminal et la terminaison des fibres dans le Sp5C (Vc) situé dans le tronc
cérébral. (B) Nociception extra-céphalique — le corps cellulaire des nocicepteurs est localisé

dans les ganglions de la racine dorsale, on y retrouve les fibres A8, Ab et C.

22



au niveau périphérique, survenant lors de crises migraineuses (Olesen et al., 2009;

Ramachandran, 2018).

4) Le faisceau trigéminal

Les fibres du TG traversent la racine trigéminale motrice, ventrale au ganglion, puis suit
la division V3 (Augustine, 2017). La racine sensorielle du trijumeau s’étend du TG a la face
ventrolatérale du pont. Une fois le TC atteint, certaines fibres trigéminales bifurquent pour
donner une courte branche ascendante atteignant le noyau trigéminal principal et une plus
longue, descendant jusqu’en C2 ou C3 dans le tractus trigéminal (figure 8). Les fibres y sont
organisées de facon somatotopique sur toute I'étendue rostro-caudale : les fibres V1 sont

ventrales, V2 intermédiaires et V3 dorsales (figure 9) (Terrier et al., 2022).

5) Le complexe trigémino-cervical

Le CTC s’étend le long du TC depuis la limite caudale du mésencéphale, jusqu’aux
premiers segments cervicaux (Dallel et al., 2003). Il est composé de trois noyaux

bilatéraux (figure 8) :

- Le noyau mésencéphalique (MN) s’étend le long du bord latéral du noyau gris
central, du niveau du colliculus supérieur dans le mésencéphale jusqu’au pont
moyen. |l se situe latéralement au 4¢™¢ ventricule (Joo et al., 2014),

- Le noyau trigéminal principal (NP) est un petit noyau situé dans le pont moyen, au
niveau de I'entrée du nerf V et dorso-latéralement au noyau moteur du trijumeau
(Henssen et al., 2016). |l projette majoritairement vers le thalamus (Torvik, 1957),

- Le noyau trigéminal spinal (SN), le plus caudal mais aussi le plus dorsolatéral du TC,
s’étend du noyau principal jusqu’aux segments cervicaux C2 a C4. Le SN est antéro-
latéral au 4°™¢ ventricule et médial au faisceau rachidien du trijumeau (Joo et al.,
2014; Henssen et al., 2016; Augustine, 2017). Ce noyau est lui-méme divisé en trois
parties cyto-architecturales et fonctionnellement définies, de la plus rostrale a la
plus caudale (Peker & Sirin, 2017) (figure 10) :

o Le sous-noyau oral (pars oralis, Sp50) s’étend du pont moyen au tiers

rostral de I'olive inférieure. Il joue un réle dans la sensation intrabuccale et
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Figure 8 — Les afférences du trijumeau.

Les fibres afférentes empruntent les trois divisions du trijumeau, V1, V2 et V3, et se
projettent vers le ganglion trigéminal (Tr gangl.) puis vers la racine du trijumeau (Tr root).
Celle-ci converge vers le pont ou les fibres bifurquent (les fibres du toucher atteignent le
noyau principal (NP), les fibres proprioceptives pénétrent dans le noyau mésencéphalique
(MN, non représenté) et les fibres nociceptives descendent jusqu’en C2 ou C3 au niveau du
faisceau du trijumeau (Tr tract) pour atteindre le noyau trigéminal spinal (SN)) (Terrier et
al.,, 2022).
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Figure 9 - Organisation somatotopique et laminaire du Sp5C.

Les fibres afférentes primaires du nerf trigéminal se terminent au niveau du Sp5C de
facon somatotopique. Le Sp5C a une organisation laminaire similaire a celle de la corne
dorsale de la moelle épiniére (couches | a V). Les afférences ophtalmiques se terminent
dans la zone V1 (ventro-latérale du Sp5C), les afférences maxillaires en zone V2 (dorso-
latérale du Sp5C) et les afférences mandibulaires en zone V3 (dosro-médiane du Sp5C).
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Figure 10 — Organisation somatotopique de la face

Dans cette représentation, le visage est divisé en anneaux concentriques allant des
régions péribuccales aux régions pré-auriculaires (a-f). Les nocicepteurs de la zone
faciale centrale (a-b) projettent rostralement dans le SN, tandis que la zone faciale
la plus périphérique est représentée dans le SN caudal (e-f) (Terrier et al., 2022).
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dentaire, y compris dans la douleur intrabuccale et recoit également des
signaux épicritiques de la face (Jacquin et al., 1982; Graham et al., 1988;
Peker & Sirin, 2017). Il recoit les afférences orales et péri-orales
nociceptives de courte durée (Dallel et al., 1990, 1999, Anon, 2011).
Le sous-noyau interpolaire (pars interpolaris, Sp51) s’étend du tiers rostral
de l'olive inférieure a I'obex du quatriéme ventricule. Il recoit les afférences
des neurones cutanés nociceptifs ou mécanorécepteurs a bas seuil (Hayashi
et al., 1984). Cette structure est particulierement développée chez les
rongeurs, car elle recoit les afférences provenant des vibrisses (leur
permettant de percevoir I'environnement) et peut étre impliquée dans la
perception profonde de la douleur buccale (Ohya et al., 1993). Il projette
vers le NP et le Sp5c,
Le sous-noyau caudal (pars caudalis, Sp5C ou caudalis) s’étend de I'obex
jusqu’aux segments cervicaux C2-C4. Il s’agit du relais majeur des
informations thermiques et nociceptives provenant de la face et du crane
(Joo et al., 2014; Terrier et al., 2018). Le caudalis a une organisation
laminaire comparable a celle de la moelle épiniére (Rexed, 1952) (figure
11). On retrouve :
» La couche | ou zone marginale (semblable a la lamina 1 de Rexed)
est tres fine et la plus superficielle des couches du Sp5C (Olszewski,
1950). Elle comprend des interneurones (de petite taille) et des
neurones de projection (de taille plus grande). Environ 60% des
neurones de cette couche répondent a des stimuli nociceptifs dont
80% sont polymodaux et 20% mécano-sensibles spécifiques
(Burstein et al., 1998). Les neurones de la lamina 1 envoient leurs
axones vers les régions cérébrales d’ordre supérieur (thalamus,
hypothalamus et noyau para-brachial) (Kobayashi & Nakaya, 2020),
= La couche Il est assimilée a la substantia gelatinosa (lamina 2 de
Rexed) (Gobel, 1975). Elle ne possede pas de terminaisons de fibres

de gros diametre, ce qui lui confere un aspect translucide sur des

27



Cortex ————_ “

. /—7 Thalamus

Cerveau 2
. \ - Hypothalamus
8 . & amygdale
PAG
Mésencéphale
HE Ganglion trigéminal
Pont

moyen  PB 4

Medulla
Rostrale

RVM

Medulla

caudale
Sp5c

Figure 11 — Voies ascendantes principales de la nociception trigéminale directe et indirecte.
LC : Locus Coeruleus, PB : noyau para-brachial, RVYM : médulla ventro-médiale rostrale, PAG :
substance grise périaqueducale. La voie trigémino-thalamique allant vers le cortex et la voie
trigémino-mésencéphalique (avec relais parabrachial (PB)) allant vers les cortex et systéeme
limbique (fait sur Biorender.com).
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coupes non colorées (Gobel, 1978). Elle n’est composée quasiment
que d’interneurones (Todd et al., 2003). La lamina 1l est divisée en 2
parties, interne et externe, ayant des roéles différents dans le
traitement des informations. Les fibres Ad se terminent dans la
couche Il externe tandis que les fibres C se terminent dans les
couches interne et externe (Li et al., 2011),

= Les couches lll et IV ou magnocellulaire (laminae 3 et 4) comportent
une forte densité de neurones, dont la plupart sont des
interneurones de taille plus importante que ceux de la couche Il.
Elles regoivent les afférences de types AP et comportent des
neurones de projection thalamique,

* La couche V est plus profonde, plus hétérogene, contient des
neurones de tailles variées (Gobel & Purvis, 1972). La couche V est
traversée par des faisceaux de fibres myélinisées. Elle contient des
neurones a convergence appelés WDR (Wide Dynamic Range)
répondant a des informations a la fois nociceptives et non

nociceptives (Hu, 1990).

Parmi les afférences primaires du trijumeau, les fibres faiblement
myélinisées A0 et les fibres non myélinisées C peptidergiques véhiculent
les informations nociceptives. Les fibres Ad projettent principalement
sur les laminae | et V et légérement sur la Il externe (Light & Perl, 1979;
Hayashi et al., 1984) et les fibres C se terminent dans les couches | et I
(externe et interne) (Sugiura et al., 1986). Notons que les fibres AR
fortement myélinisées se terminent dans les couches V et les couches
magnocellulaire (Il et IV) (Hayashi et al., 1984; Hayashi, 1985) (Terrier
etal., 2022).

Les limites anatomiques entre ces différentes sections ne sont pas clairement définies.

Les afférences des fibres du nerf V projettent selon une certaine somatotopie sur les
noyaux cités ci-avant. Trois arrangements somatotopiques différents ont été décrits pour les
noyaux du trijumeau. Tout d’abord, les afférences provenant des branches V1, V2 et V3
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projettent respectivement sur l'aire ventrale, intermédiaire et dorsale dans le SN (Joo et al.,
2014; Henssen et al., 2016) (figure 9). Deuxiemement, les différentes régions de la face sont
représentées par de longues colonnes rostro-caudales. Chacune représente une partie
distincte du visage, les régions médianes étant représentées médialement et la peau latérale
est représentée latéralement. La derniére représentation est appelée « schéma en pelure
d’oignon » de Déjerine, dans laquelle le visage est divisé en anneaux concentriques, partant
de la région péri-orale allant jusqu’a la région pré-auriculaire (figure 10). La zone faciale
centrale (nez et bouche) projette rostralement dans le SN, tandis que la zone faciale plus

périphérique est représentée par le SN caudal (Peker & Sirin, 2017; Terrier et al., 2022).

6) Relais d’intégrations des informations nociceptives

a. Intégration segmentaire au niveau du CTC

Les fibres nociceptives provenant du trijumeau innervent les vaisseaux sanguins des
méninges, du sinus sagittal supérieur, de I'artere méningée moyenne ainsi que l'artere
cérébrale large. L'activation de ces structures, notamment de la dure mere, que ce soit via
une stimulation mécanique, chimique ou électrique, entraine des céphalées similaires a la
douleur provoquée par les migraines, ainsi que d’autres symptomes associés a la migraine,
tels que des nausées ou la photophobie (Penfield, 1940; Ray, 1940). L'innervation nociceptive
du systéme vasculaire intracranien et des méninges comprend des projections axonales non-
myélinisées (fibres C) et finement myélinisées (fibres Ad), principalement a travers la division
ophtalmique du nerf du trijumeau (V1), mais aussi, dans une moindre mesure, par les divisions
maxillaire (V2) et mandibulaire (V3) (Goadsby et al., 2017). |l existe également une innervation

neuronale de la dure-mere a partir des ganglions de la racine dorsale cervicale (Marfurt, 1981).

Les projections afférentes centrales du trijumeau pénétrent dans la moelle caudale du
TC via le tractus du trijumeau, qui se termine dans le Sp5C, ainsi que dans la moelle épiniere
cervicale supérieure (C1-C2). Les fibres nociceptives A et C se terminent principalement dans
les couches les plus superficielles, | et |l externe, ainsi que dans la couche V du Sp5C et de
I’extension cervicale, plus profonde, (Burstein et al., 1998; Millan, 2002; Liu et al., 2004, 2008;
Holland et al., 2006; Akerman et al., 2007; Goadsby et al., 2017).
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b. Projections ascendantes depuis le CTC

Toutes les informations nociceptives des structures cranio-vasculaires sont relayées
par le CTC et via des connexions ascendantes, vers d’autres zones du TC et du diencéphale,
impliquées dans le traitement de la douleur et d’autres informations sensorielles. Grace a des
études physiologiques fonctionnelles et de tracage, les connexions ascendantes ont pu étre
cartographiées. Ces études ont pour la majorité été réalisées chez le rat et le chat. L’activation
de ces structures contribuerait a la perception de la douleur pendant la migraine, ainsi qu’aux
symptomes autonomes, endocriniens, cognitifs et affectifs qui continuent pendant I'épisode

migraineux (Goadsby et al., 2017).

Les axones des neurones de la couche | projettent majoritairement sur le noyau para-
brachial (PB) (Feil & Herbert, 1995). Cette structure est un des sites majeurs d’intégration
viscéro-sensorielle (Saper, 2002; Dallel et al., 2004) projetant par la suite sur des structures
impliquées dans la douleur comme I'amygdale (AMG) ou I’hypothalamus, chez le rat. Il existe
également des connexions ascendantes depuis le Sp5C vers la médulla ventro-médiale
rostrale (RVM), le noyau du raphé magnus (NRM), le locus coeruleus (LC) (Liu et al., 2009;
Robert et al., 2013), la substance grise périaqueducale ventrolatérale (vI-PAG) et le noyau
cunéiforme (Liu et al., 2009). Les informations nociceptives somato-sensorielles et viscérales
de la téte et des structures orofaciales, sont également transmises directement aux noyaux
hypothalamiques via le CTC, le long du tractus trigémino-hypothalamique (Burstein et al.,
1987, 1990; Malick & Burstein, 1998; Malick et al., 2000, 2001) et sont activées par la

stimulation nociceptive durale (Benjamin et al., 2004) (figure 11).

Les entrées durales fonctionnelles sont relayées par le CST médullaire caudal, via le
faisceau trigémino-thalamique vers le thalamus, comme son nom l'indique (Matsushita et al.,
1982; Shigenaga et al., 1983; Williams et al., 1994; Veinante et al., 2000; Liu et al., 2009). Les
informations nociceptives sont traitées par le noyau ventro-postéro-médial du thalamus
(VPM) et sa partie périphérique ventrale, le noyau médial du complexe postérieur, incluant le

noyau thalamique postérieur et le thalamus intra-laminaire (Goadsby & Zagami, 1991;
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Burstein et al, 1998, 2010). Les intégrations somato-sensorielles des informations
trigéminales se font dans le thalamus au niveau du VPM et du noyau postérieur (Guy et al.,
2005; Noseda et al., 2014). A partir du thalamus, les informations sont ensuite transmises aux
différents cortex. Il est important de noter qu’il existe une somatotopie selon les projections,

entre les noyaux thalamiques et les structures corticales (figure 11).

La douleur est une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, influencée par
I’expérience du sujet et par le contexte dans lequel la stimulation nociceptive se produit. Une
fois que les informations sensorielles et/ou nociceptives sont arrivées au niveau du thalamus,
elles vont étre transmises aux différents cortex. Les informations tactiles et nociceptives
arrivant au niveau du VPM vont étre véhiculées vers les cortex somato-sensoriels primaire et
secondaire et l'insula. Ces derniers permettront I'intégration de la composante sensori-
discriminative, c’est-a-dire, qu’ils permettront de déterminer la localisation, I'intensité, la
nature ou la durée de la douleur (Noseda et al., 2011). Les neurones du thalamus médian
guant a eux, vont établir des connexions avec le cortex préfrontal, cingulaire antérieur et le
systéme limbique, permettant ainsi I'intégration de la composante cognitivo-émotionnelle de

la douleur (Le Bars, 2002; Lorenz et al., 2003; Le Bars & Willer, 2004).

7) Les controles centraux de la douleur

La nociception ne peut pas étre réduite seulement au systeme des voies ascendantes.
Les informations nociceptives ascendantes seraient capables d’activer les controles
descendants de la nociception. Ces contréles exercent leurs actions sur différentes structures,

notamment au niveau du CTC, dans le cas de la migraine.
a. Contréles segmentaires : théorie du gate control

La théorie du gate control énoncée par Ronald Melzac et Patrick Wall en 1965, se base
sur le fait que la douleur résulte d’un équilibre entre I'activité des fibres nociceptives et celle

des fibres non-nociceptives (figure 12).

La corne dorsale de la moelle épiniere et le CTC sont les sites ou les fibres afférentes

primaires font synapse avec les neurones de second ordre. Ce sont également des lieux ou des
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Figure 12 — La théorie du gate control.

(A) En I'absence de stimulation des afférences primaires, les neurones inhibiteurs (I) empéchent
les neurones de projections (P) d’envoyer le message au cerveau, la porte est fermée. (B) Lors
de I'envoi d’une information somatosensorielle de type tactile, les afférences primaires de
large diametre (AB) sont activées. Le neurone inhibiteur bloque les informations véhiculées par
les fibres de petit diameétre, la porte est fermée. (C) Lors d’un stimulus nociceptif, les fibres
afférentes nociceptives sont activées (fibres de petit diamétre : AS et C) et bloquent les
neurones inhibiteurs, activant ainsi les neurones de projection qui enverront les informations
nociceptives au cerveau, la porte est ouverte (d’aprés Craig Freudenrich, 2007).

Interneurones inhibiteurs

Q-0

Neurones de projection
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interactions complexes se produisent entre les interneurones excitateurs et inhibiteurs et ou
les voies inhibitrices descendantes exercent leur effet. Comme expliqué ci-avant, il existe
différentes couches au niveau du CTC et de la corne dorsale. Dans la théorie du gate control,
les neurones nociceptifs recoivent des afférences non nociceptives des fibres AP et
nociceptives des fibres Ad et C. Les fibres AP, de gros diametres, sont capables d’inhiber les
neurones nociceptifs de fagon indirecte, en activant les interneurones inhibiteurs de la couche
IIl. Les fibres Ad et C, de petits diameétres, vont exciter les neurones nociceptifs et inhiber
simultanément les interneurones inhibiteurs. Ainsi, les afférences non nociceptives vont
fermer la porte, tandis que les afférences nociceptives vont I'ouvrir et ainsi transmettre

I'information au cerveau (figure 12) (Steeds, 2016).

L’analgésie résultante de cette théorie s’exerce sélectivement topographiquement. En
effet, la douleur n’est soulagée que dans la région du corps correspondant aux métameres
mis en jeu par la stimulation des fibres AB (les innervations nociceptive et non-nociceptive
doivent converger au méme niveau). Pour illustrer cela, frotter une zone douloureuse (en
activant les fibres APB) soulagerait la douleur (engendrée par I'activation des fibres

nociceptives Ad et C).

Cette théorie a inspiré la thérapie non-médicamenteuse non invasive qu’est la TENS
(Transcutaneous Electrical Nerve Stimulation), la neurostimulation électrique transcutanée

(Appenzeller & Atkinson, 1975).
b. Controles supra-segmentaires

La nociception trigéminale dépend de nombreux contrdles, inhibiteurs ou facilitateurs,
provenant des relais supra-spinaux. Des déréglements de ces contrdles pourraient jouer un
réle important dans I'apparition et le maintien de douleurs chroniques (Williams & Rhudy,

2009).

a) PAG

La substance grise périaqueducale ou PAG est la premiére région cérébrale a avoir été

explicitement démontrée comme activant un systeme endogene inhibiteur de la douleur. Elle
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integre les informations provenant des aires corticales et sous corticales pour moduler
différents comportements, en particulier les réponses de défenses a la douleur (Bandler &
Keay, 1996). Elle contient des neurones exprimant des enképhalines, des peptides et du GABA
(Beitz, 1982a, 1982b). La PAG est divisée en 4 colonnes longitudinales : dorso-latérale, dorso-

médiane, latérale et ventro-latérale.

Les premieres études ont montré que des micro-injections d’opioides ou des
stimulations électriques appliquées dans cette structure entrainaient un effet antinociceptif
puissant chez I'animal (Tsou & Jang, 1964; Reynolds, 1969) et chez ’'Homme (Richardson &
Akil, 1977b, 1977a; Hosobuchi et al., 1977). Il a d’ailleurs été montré que I'administration de
naloxone renversait les effets antinociceptifs induits par les injections d’opioides (Lewis &

Gebhart, 1977; Hosobuchi et al., 1977; Yeung et al., 1977).

La PAG recoit les informations des sites corticaux, tels que le cortex cingulaire antérieur
(ACC), et possede des connexions réciproques avec I’AMG (Helmstetter et al., 1998; Gauriau
& Bernard, 2002). Elle recoit également des informations nociceptives en provenance des
cornes dorsales de la moelle épiniére transitant via les noyaux para-brachiaux (Gauriau &
Bernard, 2002). C’est la partie ventrolatérale qui recoit les afférences provenant du CTC
(Menétrey et al., 1982). Des études d’imagerie chez I'Homme sain ont révélé que I’ACC rostral
médiait I'analgésie induite par le placebo via I'activation de la PAG (Petrovic et al., 2002;
Eippert et al., 2009). La PAG influence la modulation de la douleur principalement a travers
ses échanges avec la RVM (Fields, 1984). Par exemple, I'excitation des neurones de la PAG
entraine également l'activité des neurones de la RVM et est associée a une inhibition des
réflexes nociceptifs chez le rat (Behbehani & Fields, 1979). La PAG est située a un endroit
stratégique pour moduler les entrées nociceptives et la perception de la douleur, notamment,
grace a ses interactions avec les sites de projections ascendants et descendants (Ossipov et

al., 2014).

Nous reviendrons ultérieurement sur le role des opioides endogénes dans la
modulation de la douleur dans la PAG dans le chapitre concernant les opioides endogénes

(Bagley & Ingram, 2020).
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b) RVM

La PAG est a l'origine de denses projections allant vers la médulla rostro-
ventromédiale, ou RVM, qui est une structure cérébrale intégrant également les informations
provenant des aires corticales et sous-corticales. La RVM est la porte de sortie majeure du
circuit modulateur de la douleur descendant vers la moelle épiniére (Willis, 1985). Elle est
constituée des noyaux médians du raphé magnus (NRM) et de la formation réticulée
adjacente. Les neurones de la RVM regoivent les afférences de |'aire para-brachiale (Chen et
al., 2017). ll existe 3 classes de cellules différentes identifiées selon leurs réponses aux stimuli

nociceptifs (Fields et al., 1995) :

- Les cellules « OFF » sont inhibitrices de la douleur, elles sont donc activées lors de
d’une stimulation nociceptive pour soulager la douleur. Elles projettent sur les
couches |, Il et V du Sp5C,

- Les cellules « ON » sont facilitatrices, elles sont pro-nociceptives et projettent sur
les mémes couches du Sp5C que les précédentes. Elles seraient majoritairement
GABAergiques et inhiberaient les interneurones enképhalinergiques (Francois et
al., 2017),

- Les cellules « neutres » ne répondent dans aucun cas, leur réle n’est pas encore
identifié. Elles libéreraient de la sérotonine au niveau de la moelle et du CTC (Kwiat

& Basbaum, 1992).

Il a été montré que les opioides présents au niveau de la RVM seraient responsables
de I'antinociception (Azami et al., 1982; Heinricher et al., 2001) en réduisant la pause des
cellules « OFF » (Morgan et al., 1992; Heinricher et al., 1994). Le déclenchement des cellules
« ON » est corrélé a I'hyperalgésie et il a été montré que I'administration systémique de
morphine réduisait le déclenchement des cellules « ON » (Morgan et al., 1992). Des fibres
denses contenant des enképhalines communiquent avec les cellules « ON » de la RVM (Mason
et al.,, 1992), leur permettant la modulation des réponses nociceptives. Notons que, les
cellules « OFF » seraient plus impliquées que les cellules « ON » dans les contréles

descendants de la nociceptions du Sp5C (Chebbi et al., 2014).
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Nous reviendrons ultérieurement sur le réle des opioides endogénes dans la
modulation de la douleur dans la RVM dans le chapitre concernant les opioides endogenes

(Bagley & Ingram, 2020).
c) LC

Le locus cceruleus (LC) est situé dans le pont et est le principal site de synthése de la
noradrénaline (NA) dans le cerveau (Amaral & Sinnamon, 1977). Il regoit les projections du
noyau hypothalamique paraventriculaire (Robert et al., 2013). Des études d’imagerie ont
montré que les régions pontiques dorsales étaient activées avant mais aussi pendant la crise
de migraine, ce qui inclurait le LC (Maniyar et al., 2014). Sa stimulation provoque une
réduction du flux sanguin intracranien, indiquant une vasoconstriction (Goadsby et al., 1982,
1983), entrainant une augmentation de la résistance de la carotide interne. Notons que le
niveau maximal de débit sanguin cérébral au niveau du cortex occipital diminue apreés la
stimulation du LC (Goadsby & Duckworth, 1989), et c’est également au niveau de ce cortex
gue débuteraient les changements de débit sanguin lors de I'aura migraineuse (Olesen et al.,
1981; Cutrer et al.,, 1998). Cette vasoconstriction intracranienne s’accompagne d’une
augmentation de la fréquence du débit sanguin extra-cranien, indiquant une vasodilatation,
entrainée par la diminution de la résistance vasculaire de la carotide externe (Goadsby et al.,
1982). Ces réponses indiquent que les noyaux du LC peuvent engendrer des changements
vasculaires au niveau intra- et extra-cérébraux, qui apparaissent pendant la crise migraineuse
(Lance et al., 1983), ou plus particulierement, peuvent entrainer des modifications de flux
sanguin au niveau du cortex, similaires a ceux retrouvés durant la phase d’aura, qui pourraient

donc étre déclenchés suite a I'activation du TC (Goadsby et al., 2017).
d) Les Contrdles Inhibiteurs Diffus de la Nociception

Afin de définir ce phénoméne de Controles Inhibiteurs Diffus de la Nociception (CIDN),
on pourrait se référer a I'aphorisme d’Hippocrate selon lequel : « Deux souffrances survenant
en méme temps, mais sur des points différents, la plus forte fait taire la plus faible » (Willer et
al., 1999). En d’autres termes, les CIDN peuvent étre déclenchés par un stimulus nociceptif
appliqué sur un autre territoire corporel, distinct du territoire douloureux, c’est pourquoi ils

sont dits « diffus ». lls mettent en jeu les neurones de convergence trigéminaux (Dallel et al.,
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1999). Des voies ascendantes et descendantes sont impliquées dans les mécaniques des CIDN.
Dans le sens ascendant, deux voies pourraient moduler les CIDN : une voie spino-para-
brachiale issue des neurones de la lamina | exprimant la NK1 (Neurokinine de type 1) (Lapirot
et al., 2009) et une voie spinoréticulaire issue des neurones des couches profondes de la
moelle (Le Bars, 2002). Le systéme descendant met en jeu une voie dopaminergique et une
voie sérotoninergique, issues respectivement du noyau hypothalamique A1l (Lapirot et al.,
2011; Abdallah et al., 2013, 2015) et du noyau du raphé magnus (NRM) (Chebbi et al., 2014),

ainsi qu’une voie réticulo-spinale issue du noyau sous réticulaire dorsal (Le Bars, 2002).

Contrairement a la théorie du gate control, les CIDN produisent une inhibition
descendante qui n’est pas limitée a la région stimulée (Dickenson et al., 1981; Talbot et al.,
1987, 1989). Un stimulus nociceptif intense active les neurones nociceptifs non spécifiques
(WDR) correspondant au segment médullaire activé, tout en inhibant simultanément des
neurones de méme type situés ailleurs dans la ME ou dans le CTC. En réduisant I'activité des
neurones WDR, les CIDN atténueraient le bruit de fond et 'activité des neurones spécifiques,

sollicités par la stimulation nociceptive.

Une étude menée au laboratoire sur le modéle de migraine induit par la soupe
inflammatoire a la surface des méninges (Boyer et al., 2014) a montré que les neurones
nociceptifs trigémino-vasculaires étaient sensibilisés de facon persistante et que les CIDN
étaient altérés également. Cet affaiblissement des CIDN pourrait conduire a la chronicisation
de la migraine. Ce phénomeéne d’altération des CIDN a été observé en clinique, chez des
patients migraineux. Des dommages au niveau des systemes endogenes supra-spinaux de la
modulation de la douleur pourrait contribuer au développement ou au maintien d’une

sensibilisation centrale des céphalées primaires, donc contribuer a leur chronicisation.

L’hypothalamus est une structure importante pour I’homéostasie de certaines
fonctions comme les cycles éveil/sommeil, la digestion et I’alimentation, la reproduction ou
encore dans la gestion du stress. Du fait de ces roles, il a été étudié dans le cadre de la migraine
car son implication pourrait expliquer certains prodromes (Goadsby et al., 2017).

L’hypothalamus est impliqué dans la douleur notamment grace a ses connexions réciproques
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avec le CST mais aussi avec le noyau du tractus solitaire (NTS), la RVM, la PAG et le NRM. |l est
composé de plusieurs sous-noyaux mais ceux impliqués dans la modulation de la douleur sont
le noyau hypothalamique postérieur, le noyau hypothalamique paraventriculaire (PVN) et le

noyau hypothalamique A11.

La région hypothalamique postérieure sécréte des neuropeptides, tels que I’'Orexine A
et B, impliqués dans la régulation du sommeil, de I'alimentation ou encore du systeme
autonome (Uddman et al., 1985; Sakurai, 2007; Holland & Goadsby, 2007). L'Orexine A a la
capacité d’inhiber les réponses faciales cutanées évoquées, électriques et thermiques, dans le
CTC, tandis que I'Orexine B facilite ces mémes réponses (Bartsch et al., 2004b). Compte tenu
du réle que jouent I'hypothalamus et le systéme orexinergique dans la modulation de la
douleur, I'alimentation, I'éveil et la régulation du sommeil, ces données pourraient expliquer

le lien entre 'origine du déclenchement de la migraine et les symptomes prémonitoires.

Concernant les neurones du PVN, ils projettent vers les couches | et Il externe du Sp5C
(Robert et al., 2013). Dans la méme étude, les auteurs ont montré, entre autres, que des
administrations locales dans le PVN, de muscimol, un agoniste des récepteurs GABAa,
inhibaient I'activité neuronale basale et trigémino-vasculaire évoquée. Cette étude démontre
I'effet puissant qu’a le PVN dans la modulation des réponses nociceptives trigémino-

vasculaires (Goadsby et al., 2017).

Le noyau hypothalamique A1l est localisé le long de I'axe rostro-caudal du noyau gris
périventriculaire de I’hypothalamus caudal (Dahlstroem & Fuxe, 1964). Il projette directement
vers la corne dorsale de la ME et sur le Sp5C grace a ses projections dopaminergiques
inhibitrices (Abdallah et al., 2013). Chez le rongeur, une désinhibition GABAergique ou une
Iésion excitotoxique des neurones dopaminergiques de ce noyau provoque une analgésie
trigéminale (Abdallah et al., 2015), tandis qu’une activation de ce noyau inhibe la transmission

nociceptive en provenance des méninges (Charbit et al., 2009).

Les données concernant la modulation hypothalamique des voies trigémino-
vasculaires montrent que plusieurs régions sont impliquées dans la modulation des entrées
nociceptives trigéminales. Un dysfonctionnement de I'une de ces régions pourrait entrainer

une altération du traitement des entrées nociceptives traitées et pourrait générer une douleur
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migraineuse ou alors entrainer I’activation de neurones trigémino-vasculaires quiescents, ce

qui serait percue comme une activation nociceptive (Goadsby et al., 2017).

Le cortex somato-sensoriel primaire (S1) exerce un contrdle inhibiteur sur I'activité
trigéminale. Cela a été mis en évidence chez le chat (Dubner, 1967), ou 50% des cellules du
noyau trigéminal principal étaient inhibées en réponse a une stimulation du S1. Une autre
étude chez le rongeur a montré qu’il existait des projections directes issues du cortex somato-
sensoriel et de I'insula se projetant, respectivement, au niveau des couches IlI-V et I-Il du CTC
(Noseda et al., 2010). Les projections provenant du cortex somato-sensoriel seraient
inhibitrices, tandis que celles provenant de I'insula seraient excitatrices (Noseda et al., 2010;

Haque et al., 2012).

Ces structures ont donc pour role l'intégration de la douleur, mais participent

également a sa modulation.
lll. Physiopathologie de la migraine

Malgré les avancées réalisées depuis les derniéres décennies, la physiopathologie de
la migraine reste encore méconnue. Cependant, certaines théories permettraient d’expliquer

les déclenchements et les mécanismes des crises de migraine.
1) Déclenchement de la crise de migraine

Les théories concernant le déclenchement des migraines ont subi de nombreuses
évolutions au cours du temps. C'est a la fin des années 1970 que Moskowitz propose le STV
comme site de la migraine. Ce systéme représente la relation anatomique et physiologique
entre les méninges, le nerf trigéminal, le CST et les premiers segments cervicaux de la moelle
épiniére. Cependant, malgré les avancées de ces dernieres décennies, la physiopathologie
exacte de la migraine demeure encore inconnue, particulierement en ce qui concerne les
mécanismes de déclenchement de la crise de migraine ou encore ceux qui seraient a I'origine

de la progression de la migraine vers le stade chronique. L'explication des déclenchements
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des crises de migraines a longtemps reposé sur deux théories basées sur des données cliniques

ou expérimentales.
a. Théorie vasculaire

La théorie vasculaire de la migraine a été énoncée par Wolff et ses collaborateurs dans
les années 1940 (Ray & Wolff, 1940). La stimulation mécanique et la vasodilatation des
vaisseaux sanguins craniens entrainaient des céphalées chez des patients ayant subi une
chirurgie du crane. Cette théorie repose sur l'idée que la vasodilatation des artéres extra-
craniennes ainsi que des vaisseaux sanguins intracraniens produit une activation des fibres
nociceptives périvasculaires qui innervent les vaisseaux et entraine des maux de téte (Ray &
Wolff, 1940; Schon, 1988). Cette théorie a été renforcée par le fait que la migraine est
pulsatile, ainsi que par des études plus récentes montrant que le monoxyde d’azote (NO), un
puissant vasodilatateur, est capable de déclencher des céphalées et que I'administration de
triptans, qui sont des molécules vasoconstrictrices, a un effet thérapeutique sur ces maux.
Cependant, des données précliniques et clinigues montrent que ce concept reposait sur des
interprétations erronées. Contrairement a cette hypothese, les pulsations ressenties lors
d’une de crise de migraine ne sont pas synchronisées avec les contractions cardiaques car les
pulsations ont une fréquence plus faible (Ahn, 2010; Mirza et al., 2012). Par ailleurs,
I’administration de nitroglycérine (NTG, un donneur de NO), une substance connue pour étre
vasodilatatrice, n’entrainerait qu’une vasodilatation temporaire, bien qu’une crise de
migraine soit apparue chez 74% des participants (Schoonman et al., 2008). Certaines études
ont montré que la vasodilatation n’était ni nécessaire, ni suffisante pour déclencher une crise
de migraine. En effet, une étude montre que le sildénafil (un inhibiteur de la
phosphodiestérase 5) est capable de provoquer une crise de migraine sans pour autant
déclencher de vasodilatation (Kruuse et al., 2003). A l'inverse, la vasodilatation artérielle
produite pas le VIP (Peptide Intestinal Vasoactif) ne déclenche pas de céphalées migraineuses
chez les patients (Rahmann et al., 2008). Il a aussi été montré qu’un vasoconstricteur pouvait
entrainer une crise de migraine (Rowbotham & Lowenstein, 1990). L’ensemble de ces études
conteste la théorie vasculaire comme étant a 'origine de la migraine, mais serait plutét un
phénomeéne sous-jacent aux crises de migraine. Cette théorie a été opposée a la théorie

neuronale.
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b. Théorie neuronale

L’activation de certaines régions cérébrales lors des crises de migraine et/ou entre les
crises de migraine a été identifiée grace a des études d’imagerie et d’électrophysiologie

réalisées sur des patients migraineux ou sur des modeles animaux.

Le déclenchement des crises pourrait reposer sur un dysfonctionnement des noyaux
du TC impligués dans les contréles descendants de la douleur (Matharu et al., 2004; Afridi et
al., 2005; Moulton et al., 2008; Tajti et al., 2012; Morelli et al., 2013). Les crises migraineuses
s’accompagnent d’'une augmentation du débit sanguin dans certaines régions du TC, telles que

la PAG, la RVM ou encore le LC.
a) Implication de la PAG

Chez ’'Homme, la stimulation de la PAG dans le cadre du traitement de céphalées
chroniques déclenche des céphalées similaires a la migraine (Raskin et al., 1987; Veloso et al.,
1998). D’autres données cliniques ont montré que les connexions entre la PAG et d’autres
structures impliquées dans la modulation de la douleur, telles que le cortex préfrontal et
cingulaire antérieur ou encore I'’AMG, sont diminuées pendant mais aussi entre les crises
(Mainero et al., 2011; Chen et al., 2017a). Au contraire, les connexions de la PAG avec d’autres

structures du TC seraient renforcées (Schwedt et al., 2014).

Chez I'animal, des études confortent le fait que la PAG ait une implication directe dans
la migraine. Une stimulation électrique (Knight & Goadsby, 2001) ou une injection de triptan
(Bartsch et al., 2004a) dans la vI-PAG entrainerait I'inhibition de la nociception méningée. De
plus, la stimulation du sinus sagittal supérieur entrainerait une surexpression de c-Fos dans la
PAG (Hoskin et al., 2001). Ces données prouvent que la PAG joue un rble central dans la

douleur migraineuse et dans son déclenchement.
b) Implication de la RVM

Chez I’'Homme, I’activation anormale de la RVM chez des patients migraineux sans aura

a été mise en évidence récemment (Kim et al., 2021).

42



Chez I'animal, 'activation de la voie facilitatrice descendante de la RVM serait
impliquée dans les mécanismes de sensibilisation des neurones du CST. Comme expliqué ci-
avant, la RVM contient des cellules «ON» et «OFF». Selon des données
électrophysiologiques, I'application de médiateurs inflammatoires a la surface des méninges
entrainerait |'activation des cellules « ON » et une inhibition transitoire des cellules « OFF »
(Edelmayer et al., 2009). Notons que la RVM est impliquée dans le relargage de sérotonine (5-
HT). Les triptans, des agonistes des récepteurs 5-HT1g/1p et les ditans, des récepteurs 5-HTp,
vont avoir un effet antalgique tandis que I'administration orale de m-chlorophénylpiperazine,
un agoniste des récepteurs 5-HTzg/c, suffit a déclencher des migraines (Brewerton et al., 1988).
Selon la nature du récepteur concerné, la sérotonine synthétisée par la RVM pourrait soit

contrer la crise migraineuse, soit la déclencher.
c) Implication du LC

Le r6le du LC dans la physiopathologie de la migraine est peu détaillé dans la littérature,
mais au laboratoire, cette structure est étudiée (Signoret-Genest J., these 2020) et les résultats
rapportent que le propranolol injecté dans le LC altere les propriétés intrinséques du noyau
en réduisant sa capacité a faciliter le Sp5C. Les auteurs suggerent que le LC pourrait faciliter

les mécanismes de déclenchement des céphalées migraineuses.

Chez 'Homme, il a été montré que lors de I'administration de NTG, la région du
tegmentum pontique contenant le LC est suractivée, aussi bien avant la crise (Maniyar et al.,
2014) que pendant la crise (Afridi et al., 2005). Grace a I'étude du phénotype des neurones
noradrénergiques du LC, des neuropeptides impliqués dans la physiopathologie de la
migraine, le CGRP et le PACAP, ont été retrouvés, aussi bien dans les corps cellulaires que dans
les vésicules des neurones contenant la noradrénaline (NA) (Tajti et al., 2001). De plus, une
étude menée par Marta Vila-Pueyo en 2019, révele que le role du LC dans la migraine serait
complexe. Une lésion du LC chez le rat diminuerait I'activité évoquée des neurones du CTC,
induite par une stimulation méningée et augmenterait la susceptibilité du cortex a déclencher
des événements de dépression corticale envahissante (CSD) (Vila-Pueyo et al., 2019).
L'innervation noradrénergique du LC limiterait I’"hyperexcitabilité corticale, ce qui serait une

source de déclenchement de la CSD.
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Le LC joue un role important dans I'éveil et la vigilance. Une hypothése a été émise
concernant le fait que le LC serait impliqué dans la migraine puisque la fatigue est a la fois un
facteur déclencheur de crise et un prodrome, et que le sommeil la soulagerait (Kelman, 2007).
L’activité du LC est au repos pendant le sommeil (Hayat et al., 2020). Cette théorie suggere
gue la fatigue serait due a une baisse d’activité du LC, afin de contrebalancer sa suractivation

pendant la migraine.

Selon une étude, 80% des patients migraineux développent des symptdémes
prémonitoires tels que la faim, la soif, la fatigue, les baillements, 'oppression ou I'envie
d’uriner, suggérant une origine hypothalamique puisque cette structure est impliquée dans
ces comportements (Quintela et al., 2006). Chez des patients migraineux chroniques, des
études d’imagerie ont montré une activation de I'hypothalamus aussi bien pendant les crises
(Denuelle et al., 2007), qu’entre les crises (Lerebours et al., 2019). Notons que malgré
I’administration de traitement comme le sumatriptan, 'activation de I’hypothalamus persiste,
ce qui pourrait expliquer la réapparition de la céphalée lorsque le traitement a cessé d’agir
(Denuelle et al., 2007). Chez I'animal, la stimulation de |la dure-mére, chez le rat, entraine une
expression de la protéine c-Fos (un marqueur de la plasticité neuronale activé lors d’une
douleur répétée ou intense), dans les noyaux ventro-médian, dorso-médian et
paraventriculaires de I’hypothalamus. Chez le chat, la stimulation du sinus longitudinal
supérieur entraine I'expression de c-Fos dans les noyaux supra-optique et postérieur de
I’hypothalamus (Alstadhaug, 2009). Notons que ces noyaux sont connectés a la PAG, la RVM
et aux structures cortico-limbiques impliquées dans les composantes cognitives et affectives
de la douleur (Millan, 1999). D’autres parts, la dopamine (DA) pourrait agir sur les fibres
afférentes primaires et ainsi moduler I'activité du STV, contenant des récepteurs de la DA de
type D1 et D2 (Charbit et al., 2011). Le noyau A1l de I'hypothalamus contient des neurones
DA projetant sur les neurones du CST (Abdallah et al., 2013, 2015), inhibant ainsi la

transmission nociceptive du CTC (Charbit et al., 2009).
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Chez les patients migraineux, des stimulations sensorielles intenses, a la lumiére ou
aux sons, ou le stress peuvent déclencher des crises. De facon générale, le cortex
somatosensoriel de ces patients répond de maniere excessive aux stimuli répétés et cette
sensibilité peut persister (Coppola et al., 2007). Notons que lors d’une stimulation magnétique
transcranienne du cortex visuel, primaire et secondaire, le seuil d’induction des phosphénes
(apparitions de taches lumineuses dans le champs visuel) est significativement plus bas chez
les migraineux comparé aux témoins (Aurora et al., 2003). Récemment, des données
indirectes ont suggéré que la région préfrontale était impliquée dans le développement de la
crise de migraine. En effet, la courbe de prévalence de la migraine augmente a la puberté
(figure 1) puis diminue lors de la vieillesse, ce qui correspondrait a des périodes de maturation

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

Les mécanismes a l'origine de I'altération de I’excitabilité corticale sont peu connus et

multifactoriels.

En conclusion, il faut garder a I'esprit qu’aucune de ces deux théories n’est suffisante.
La migraine est considérée comme étant le résultat de la synthese de ces deux théories. A
I’heure actuelle, nous parlons de maladie neurovasculaire. Il est nécessaire de distinguer les
régions nerveuses et/ou vasculaires qui pourraient étre impliquées dans le déclenchement de

la crise de migraine et celles responsables de douleurs liées a la migraine ou a la céphalée.

2) La Dépression Corticale Envahissante (CSD)

Les études d’'imagerie (Woods et al., 1994; Hadjikhani et al., 2001), chez 'Homme, et
la recherche basée sur des modeles animaux (Ledo, 1944, 1947; Brennan et al., 2007;
Eikermann-Haerter et al., 2015) ont révélé des changements d’activités corticales durant la
phase d’aura migraineuse, regroupés sous le terme de dépression corticale envahissante (CSD
— Cortical Spreading Depression) (Hoffmann et al., 2019). Cette partie vise a décrire ce

phénoméne.
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a. Généralités

La CSD a été décrite par Ledo en 1944 chez le lapin (Ledo, 1944). Au méme moment,
au début des années 1940, Lashley décrit une onde de scotome se propageant lentement avec
une bordure scintillante et a calculé la vitesse de progression de cette onde dans le cortex
visuel qui était d’environ 3 mm/min (Lashley, 1941). C'est en 1958 que le lien entre ces deux

études a été fait grace a Milner (Milner, 1958).

La CSD est une onde de propagation lente (2-5 mm/min) de dépolarisation presque
compléte des neurones et de la glie, provoquant une dépression des signaux électro-corticaux
(Ayata & Lauritzen, 2015). Chez les migraineux, on pense que la CSD débute principalement
dans le lobe occipital ou se trouve le cortex visuel, entrainant des scintillations visuelles ou un
scotome, et progresse rostralement (Ledo & Morison, 1945). Dans la littérature, les termes
« dépression envahissante » ou « dépolarisation envahissante » sont retrouvés, ce qui peut
porter a confusion. La « dépression envahissante » serait un terme utilisé auparavant et
progressivement remplacé par « dépolarisation envahissante », plus couramment employé
désormais. En effet, la « dépolarisation envahissante » désigne I'onde de dépolarisation elle-
méme, mais la « dépression envahissante » fait référence a la « dépression » des activités
électro-corticales dans le cerveau ischémique ou I'activité électro-corticale basale a déja été
réduite. Pendant la CSD, le K* et le glutamate extracellulaire, et le Na* et le Ca®* intracellulaires,
augmentent. L’eau pénéetre également dans I'espace intracellulaire, entrainant un gonflement
des cellules. L'augmentation du K* extracellulaire pourrait étre le principal évenement qui
diffuse et dépolarise les cellules adjacentes, plutdt que la diffusion du glutamate, (Enger et al.,

2015).

Des études d’imagerie réalisées chez I’'Homme par Hadjikhani et ses collaborateurs en
2001 (Hadjikhani et al., 2001) ont permis de capturer une onde de type CSD chez des
migraineux. Les patients souffrant de migraine avec aura ont été soumis a des IRMf (imagerie
par résonance magnétique fonctionnelle) pendant la phase d’aura. Le changement du signal
dépendant du niveau d’oxygénation du sang (BOLD), dans le cortex occipital controlatéral a
I'aura visuelle, ressemblait a la CSD observée dans le modeéle animal. Cette étude a permis de
renforcer I'"hypothése selon laquelle la CSD serait un phénomeéne sous-jacent de |'aura

migraineuse. De plus, la CSD pourrait contribuer au développement de céphalées en activant
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les structures du STV impliquées dans la migraine (Bolay et al., 2002; Zhang et al., 2010, 2011;
Karatas et al., 2013; Zhao & Levy, 2016). Cependant, les patients souffrant de migraine sans
aura pourraient avoir des CSD asymptomatiques. Une étude publiée en 2013 suggere que la
perception visuelle de I'aura pourrait disparaitre pendant quelques minutes avant de
réapparaitre dans un endroit éloigné, suggérant que l'aura pourrait-étre cliniquement
silencieuse, c’est-a-dire que les patients ne présenteront pas de signe clinique de I'aura
(Hansen et al., 2013). En d’autres termes, certains patients migraineux, sans aura percue,

pourraient avoir des activités de CSD se propageant a travers le cortex (Takizawa et al., 2020a).
b. Modeéles expérimentaux d’induction de la CSD

Dans les modeéles expérimentaux, la CSD peut étre provoquée par une stimulation
mécanique (e.g. trauma), chimique (e.g. KCl, agonistes des récepteurs au glutamate,
activateurs de canaux Na* ou Ca?") ou électrique, directement sur un tissu cérébral

normalement perfusé et oxygéné (Chen et al., 2017c).

L'induction mécanique ou avec une piqglre a I'aide d’une aiguille (pin prick) du cortex
cérébral peuvent étre utilisées pour évoquer la CSD ; cependant, il est difficile de déterminer
le seuil de CSD induit mécaniquement, et la reproductibilité varie selon les opérateurs et les
parametres (Harriott et al., 2019). En revanche, |'exposition continue, au-dessus du seuil des
stimuli dépolarisants (par exemple lorsque le KCl est concentré), ou l|'application de
stimulations électriques d’intensités croissantes sont couramment utilisées pour induire la
CSD expérimentalement, et sont plus fiables que les précédentes. La technique de stimulation
lumineuse d’optogénétique, mise au point récemment, est utilisée pour induire des CSD,
permettant de garder des propriétés électrophysiologiques identiques a celles induites par les
méthodes traditionnelles. Grace a des souris transgéniques exprimant le canal a la
rhodopsine-2 dans les neurones, la CSD peut étre provoquée par I'exposition a la lumiére
bleue. L'avantage de cette méthode est le fait qu’elle ne soit pas irréversible, sélective d'une
population de neurones et qu’elle peut étre réalisée sur animal vigile (Chung et al., 2018;

Harriott et al., 2021).

Il existe différentes fagons d’enregistrer les CSD. Il s’agit notamment de capturer les

changements de potentiel de champs locaux liés a la CSD via des enregistrements
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électrophysiologiques, d’observer les changements de flux sanguin associés par laser Doppler,
d’enregistrer les changements de diffusion/perfusion grace aux IRM ou de mesurer les
changements de réflectance corticale dus a la réponse hémodynamique en utilisant le signal
d’imagerie optique intrinséque (Chen et al., 2017c; Chung et al., 2018). Plusieurs parametres
peuvent étre utilisés pour mesurer la sensibilité des tissus cérébraux aux CSD, tels que
I'intensité du seuil de déclenchement du stimulus, la fréquence, la vitesse, la durée et
I’'amplitude des CSD (Ayata et al., 2006; Peeters et al., 2007; Hoffmann et al., 2010; Tozzi et
al., 2012). Les seuils de déclenchement de la CSD peuvent étre déterminés par I'application
de concentrations incrémentielles de solutions chimiques ou d’intensités croissantes de
stimuli électriques. La fréquence des CSD peut étre mesurée en appliquant du KCl supra-seuil
(c’est-a-dire plus concentré que son seuil de déclenchement de CSD) de fagon continue et en
comptant le nombre de CSD induites pour une durée déterminée. La vitesse de propagation
peut étre définie en utilisant deux électrodes (une proximale et I'autre distale par rapport au
site d'induction des CSD) et en mesurant le temps nécessaire a la CSD pour parcourir la
distance entre les deux électrodes. Pourtant, il existe une hétérogénéité importante parmiles
données publiées, et la sensibilité, la spécificité et les valeurs prédictives des différents
modeles expérimentaux restent a examiner systématiquement (Ayata, 2013; Chen & Ayata,

2017).
c. Conséquences de la CSD

Les données actuelles ne permettent pas encore de déterminer si la CSD est la cause
ou la conséquence d’autres cascades physiologiques et son initiation ainsi que la fin de son
induction sont inconnus. Cependant, certaines études ont permis d’identifier les

conséquences engendrées a la suite du déclenchement d’'une CSD (Takizawa et al., 2020a).

Apreés le déclenchement de la CSD, le systéeme trigémino-vasculaire est activé. Ceci a
été démontré notamment par la vasodilatation méningée, I'extravasation de protéines
plasmatiques, I'activation de cellules immunitaires méningées et I'activation de neurones
trigéminaux aux niveaux périphérique et central (Bolay et al., 2002; Zhang et al., 2010, 2011,

Karatas et al., 2013; Schain et al., 2018). Chez les rongeurs, le débit sanguin artériel méningé
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augmente 5 a 45 minutes aprés le déclenchement de la CSD (Bolay et al., 2002), et cette
dilatation de I'artéere méningée moyenne est considérée comme étant un indicateur plutot
gu’une cause directe de I'activation trigémino-vasculaire. L’activation des nocicepteurs
méningés du trijumeau peut étre due a la libération de neuropeptides pro-inflammatoires ou
de cytokines, telles que le CGRP, la substance P ou la neurokinine A, par les nocicepteurs du
trijumeau (Bolay et al., 2002; Melo-Carrillo et al., 2017), des mastocytes duraux dégranulés
(Levy, 2012; Karatas et al., 2013), des protéines plasmatiques extravasées (Bolay et al., 2002)
ou encore des macrophages piaux et duraux et des cellules dendritiques (Schain et al., 2018).
De plus, la CSD entraine I'expression de c-Fos au niveau du Sp5C ipsilatéral (Moskowitz et al.,
1993; Bolay et al., 2002), ce qui fournit une preuve de I'activation trigémino-vasculaire. Ceci a
été renforcé par des études montrant une activation neuronale retardée évoquée par la CSD
dans les TG et le CTC, lors d’enregistrements unicellulaires (Zhang et al., 2010, 2011). Notons
gue l'activation des nocicepteurs pourrait étre de deux types : soit une activation biphasique,
c’est-a-dire une breve activation autour du site d’induction de la CSD, suivie d’une activation
retardée et persistante, principalement dans la population de fibres Ad, soit une activation
persistante avec une apparition retardée, dans la population de fibres C (Zhao & Levy, 2016).
La mécano-sensibilisation afférente méningée retardée pourrait expliquer les processus
nociceptifs qui entrainent |’aggravation de la migraine dans certains cas, telle que

I’augmentation transitoire de la pression intracranienne (Zhao & Levy, 2016).

De nombreuses études in vivo rapportent que les marqueurs inflammatoires
augmentent dans le cortex cérébral apres la CSD (Caggiano & Kraig, 1996; Choudhuri et al.,
2002; Urbach et al., 2006; Cui et al., 2008; Karatas et al., 2013; Chen et al., 2017b; Takizawa
et al., 2020b), bien que d’autres rapportent le contraire (Choudhuri et al., 2002). Dans une
étude récente, les auteurs ont mesuré des marqueurs inflammatoires, tels que I'interleukine-
1B (IL-1B), le ligand chimiokine 2 (CCL2), le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a),
I'interleukine-6 (IL-6), la molécule d'adhésion intercellulaire-1 (ICAM-1), la molécule
d'adhésion cellulaire vasculaire-1 (VCAM-1) et la cyclooxygénase-2 (Cox-2), apres six CSD
induites par du KCl topique sur la surface du crane aminci ou induites de maniere non invasive

a l'aide d'optogénétique. lls ont révélé que I'IL-1B cortical, I'expression de I'ARNm de Cox-2,
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CCL2 et TNF-a étaient a leurs pics d’expression autour de 1, 1, 2 et 4 h, respectivement. L'IL-6
et I'lCAM-1 n'étaient que modérément élevés, avec un pic autour de 1 et 4 h, respectivement,
tandis que le changement de VCAM-1 était insignifiant (Takizawa et al., 2020b). Aprés une
induction hebdomadaire de CSD pendant 4 semaines, une surrégulation de I'lL-1B, du TNF-a
et de I'lL-6 a été observé dans le cortex (Ghaemi et al., 2018). A noter que la réponse
inflammatoire corticale aprés les CSD chez des souris KO (knock-out) pour le récepteur 1 a I'lL-
1 pourrait étre atténuée (Takizawa et al., 2020b). Chez les patients migraineux, 'augmentation
du taux de cytokine dans le sang est trés controversée. Certaines études ont rapporté que les
marqueurs inflammatoires augmenteraient pendant la crise de migraine mais aussi entre les
crises, cependant, d’autres études n’ont montré aucun changement lors de ces mémes phases
de migraine (van Hilten et al., 1991; Empl et al., 2003; Fidan et al., 2006; Koger et al., 2009;
Tanure et al., 2010; He et al., 2014; Duarte et al., 2015; Yiicel et al., 2016; Oliveira et al., 2017;
Martami et al., 2018; Han, 2019). Ces données suggérent qu’il n’existe pas encore assez de
preuves pour établir un lien de causalité entre l'aura migraineuse et I'expression de

biomarqueurs inflammatoires (pour revue (Takizawa et al., 2020a)).

La CSD entrainerait la modification de la barriere hémato-encéphalique (BHE) en
activant des métalloprotéases de la matrice dans le cortex (Gursoy-Ozdemir et al., 2004).
Récemment, il a été montré que l'induction de CSD entrainait des perturbations de la BHE et
de la perméabilité endothéliale (Sadeghian et al., 2018). Reste a explorer si la dégradation de
la BHE pourrait avoir une relation causale avec la neuro-inflammation évoquée par la CSD. Il
serait également intéressant de savoir si la perméabilité de la BHE pourrait étre « réparée »
grace a des traitements médicamenteux pendant les crises. Notons tout de méme que les
preuves cliniques concernant les perturbations de l'intégrité de la BHE sont encore limitées

(Kimetal., 2021).

3) Mécanismes de la céphalée migraineuse

Les données obtenues en recherche clinique et en expérimentation animale suggerent
qgue les céphalées migraineuses et les symptomes associés sont la conséquence d’une

activation des neurones du STV.
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Un premier argument en faveur de cette théorie a été montré, en 1934 par Penfield,
chez des patients ayant subi une craniotomie sous anesthésie locale. En effet, des stimulations
méningées et des structures vasculaires associées déclenchaient des douleurs pulsatiles, alors
gue les mémes stimulations au niveau du parenchyme cérébral, n’appartenant pas au CTC,
n’entrainaient pas de douleur (Penfield, 1934). Un second argument en cette faveur est
I’augmentation du taux de CGRP dans la veine jugulaire interne pendant la crise de migraine
qui tend a se normaliser aprés I'administration de sumatriptan (Juhasz et al., 2005). Notons
gue dans cette méme étude, lorsque le sumatriptan n’avait pas d’effet chez les patients, le
taux de CGRP restait élevé (Juhasz et al., 2005). D’autres preuves appuient cette théorie,
notamment chez le chat ou la stimulation du sinus sagittal supérieur entraine une
augmentation du débit sanguin cérébral, dans la zone alentour, et une augmentation du taux
de CGRP dans les veines jugulaires externe et interne (Zagami et al., 1990). Chez le rat, la
stimulation du TG entraine une augmentation du débit sanguin cérébral et extra-cérébral,
ainsi gu’une inflammation neurogene de la dure-meére, associée a une vasodilatation, une
extravasation de protéines plasmatiques et une dégranulation des mastocytes (Moskowitz,
1993). Cette inflammation conduirait a I'activation et a la sensibilisation des afférences

méningées trigéminales.

Bien que les mécanismes de la céphalée migraineuse ne soient pas encore bien connus,
plusieurs acteurs ont été identifiés. En effet, lors des crises de migraine, au niveau des
afférences méningées, certains composés, tels que le NO, ou certains neuropeptides sont
libérés (pour revue (Hoffmann et al., 2019)). De plus, I'activation du systéme parasympathique

jouerait un role important sur les symptomes liés a la migraine.
a. Neuropeptides

Les neuropeptides jouent un réle essentiel dans la physiopathologie de la migraine. Les
études marquantes de Goadsby et ses collaborateurs a la fin des années 1980 et au début des
années 1990 (Goadsby et al., 1988, 1990; Goadsby & Edvinsson, 1993, 1994) ont
remarquablement élargi notre compréhension de l'importance des neuropeptides dans la
physiopathologie de la migraine et pour certains ont été une réussite de la recherche
translationnelle car ces neuropeptides et leurs récepteurs sont actuellement a I'étude en tant

que cibles thérapeutiques potentielles. L'activation du CTC implique l'activation du nerf
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trigéminal et la libération des principaux neuropeptides tels que le CGRP (Calcitonin Gene
Related Peptide), la substance P (SP), la neurokinine A (NKA) et le PACAP (Pituitary Adenylate
Cyclase-Activating Polypeptide). L'activation trigémino-vasculaire implique également
I'innervation vasculaire cranienne du systéme nerveux parasympathique, avec la libération de
neuropeptides comme le VIP, le PACAP, le neuropeptide Y (NPY) et I'acétylcholine (ACh), ainsi
gue du systéme nerveux sympathique, avec la libération neuropeptides tels que la
noradrénaline, NPY et I'adénosine triphosphate (ATP). Certains de ces neurotransmetteurs
sont libérés pendant la migraine et certains d'entre eux peuvent méme déclencher des crises
de migraine. La base physiopathologique de cet effet déclencheur n'a pas été entierement
élucidée car leurs effets vasoactifs, ainsi que leurs propriétés pro-inflammatoires, ont été
réfutés en tant que mécanismes déclencheurs potentiels de crises. Cependant, certaines de
ces substances peuvent moduler directement I'activité neuronale nociceptive, pouvant
expliquer leur réle dans la physiopathologie de la migraine (pour revue (Hoffmann et al.,

2019)).

Le CGRP est un neuropeptide de 37 acides aminés, synthétisé a partir du gene CALCI.
Il est localisé dans les fibres C et en plus faible quantité dans les fibres Ad du STV et est présent
au niveau des afférences méningées, du TG, du CTC, de la PAG, de I'hypothalamus et du
thalamus (Edvinsson, 2004; Edvinsson et al., 1998; Edvinsson & Ho, 2010; Eftekhari et al.,
2010; Eftekhari & Edvinsson, 2011, 2010; Hokfelt et al., 1992; Tajti et al., 1999; van Rossum et
al., 1997). Au-dela du STV, le CGRP a été identifié dans plusieurs zones des systémes nerveux
périphérique et central, ainsi que dans un certain nombre de régions extra-craniennes,
notamment au niveau des vaisseaux sanguins, du cceur, des reins, des poumons et des tissus
intestinaux (Russell et al., 2014). Le CGRP est stocké dans des vésicules a noyau dense, dans
les terminaisons nerveuses sensorielles (Matteoli et al., 1988). Au cours de l'activation
neuronale, le CGRP est libéré par exocytose. Lors de sa libération au niveau des fibres
nerveuses sensorielles, le CGRP se lie a son récepteur, composé de trois protéines : CLR
(calcitonin receptor-like receptor) (Aiyar et al., 1996), RAMP1 (receptor activity modifying
protein 1) (McLatchie et al., 1998) et RCP (receptor component protein) (Ma et al., 2003). Dans

les voies de la douleur liées a la migraine, le récepteur au CGRP peut étre retrouvé a la fois a
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la périphérie des muscles lisses des artéres méningées mais aussi aux niveaux pré- et post-
synaptiques au niveau du TG (Oliver et al., 2002; Lennerz et al., 2008; Eftekhari et al., 2010;
Eftekhari & Edvinsson, 2010). Notons que le CGRP n’a pas été identifié dans les afférences
méningées (Lennerz et al., 2008), ce qui pourrait expliquer pourquoi I'application de CGRP au
niveau des méninges n’entraine pas l'activation de la voie du trijumeau (Levy et al., 2005). Au
niveau central, les récepteurs au CGRP sont situés au niveau du CTC et du tractus trigéminal

spinal.

Le CGRP est le neuropeptide ayant une fonction importante dans la régulation du flux
sanguin (Brain et al., 1985). La vasodilatation induite par le CGRP est médiée par des voies
dépendantes, mais aussi indépendantes du NO. Dans la voie dépendante du NO, le CGRP se
lie aux récepteurs situés sur les cellules endothéliales, déclenchant une cascade médiée par la
phosphokinase A (PKA), conduisant a 'activation de la NOS endothéliale (eNOS) et améliore
ainsi la production de NO. Le NO diffuse vers les muscles lisses vasculaires adjacents induisant
une vasodilatation. Dans la voie indépendante du NO, le CGRP se lie directement aux
récepteurs situés sur le muscle lisse vasculaire, induisant sa relaxation et donc sa

vasodilatation (Russell et al., 2014).

Le CGRP jouerait un réle dans les processus inflammatoires car il pourrait réduire le
taux de cytokines pro-inflammatoires (Wang et al., 2002; Gomes et al., 2005) mais aussi car
ses concentrations plasmatiques sont élevées dans plusieurs conditions inflammatoires (Joyce
et al., 1990; Alstergren et al., 1995; Hernanz et al., 2003). D’aprés une étude, la capacité du
CGRP a moduler I'activité neuronale nociceptive dans plusieurs régions du systéme nerveux,
y compris au niveau du CTC, se ferait via une neurotransmission glutamatergique (Storer et

al., 2004).

Au niveau clinique, I'importance du CGRP dans la migraine a été relevée suite a une
observation dans la circulation extra-cérébrale pendant I'activation du trijumeau (Goadsby et
al., 1988), mais aussi pendant les crises spontanées de migraine (Goadsby et al., 1990;
Goadsby & Edvinsson, 1994). Notons qu’aprés un traitement au sumatriptan, le taux
plasmatique élevé de CGRP est normalisé (Goadsby & Edvinsson, 1993). Etant donné
I’efficacité des antagonistes aux récepteurs du CGRP (cf. partie sur les traitements de la

migraine) dans les traitements de crise et que les anticorps (Ac) dirigés contre le neuropeptide
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ou son récepteur sont efficaces dans le traitement préventif de la migraine (Goadsby &
Edvinsson, 1994; Ho et al., 2008; Dodick et al., 2014c, 2014a; Bigal et al., 2015, 2016; Sun et
al., 2016), il est suggéré que le CGRP est impliqué dans le déclenchement et le maintien des

crises de migraine et des céphalées associées.

Des études préclinigques se sont intéressées aux mécanismes conduisant a la libération
de CGRP et les conséquences fonctionnelles engendrées. Malgré les données concernant la
localisation du CGRP, de ses récepteurs dans le STV et les voies centrales de traitement de la
douleur, les sites d'action qui seraient pertinents pour la génération et le maintien d'une crise
de migraine n’ont pas été entierement identifiés. Cette pathologie serait initiée dans le
cerveau, tres probablement dans des processus impliquant I’hypothalamus, un site d'action
central semble probable. Cette hypothése a été alimentée par le fait que le CGRP et son
récepteur sont localisés dans le CTC (Lennerz et al., 2008) et que I'application locale de CGRP
facilite I'activité neuronale dans ce relais central (Storer et al., 2004). Conformément a ces
résultats, les antagonistes des récepteurs peptidergiques et non peptidergiques du CGRP, le
CGRPs.37 et I'olcegépant (BIBN4096BS), respectivement, inhibent I'activité neuronale induite
dans le CTC suite a une stimulation des méninges (Fischer et al., 2005), du sinus sagittal
supérieur (Storer et al., 2004), I'application locale de glutamate (Storer et al., 2004) ou par
I'infusion systémique de NO (Koulchitsky et al., 2009). Enfin, I'application locale de CGRP ou
de I'antagoniste des récepteurs au CGRP, I'olcegépant sur les méninges (Fischer et al., 2005;
Levy et al., 2005) ou sur le TG (Covasala et al., 2012) ne modifie pas l'activité neuronale dans
le CTC. De plus, I'administration systémique de CGRP a eu peu d'effet sur les réponses
trigéminales afférentes primaires périphériques sur 60 minutes (Levy et al., 2005). Ensemble,
ces données suggérent plutot un site d'action central du CGRP dans ces modeéles de céphalées.
L'observation faite dans le TG est particulierement intéressante car le CGRP, ainsi que son
récepteur, ont été identifiés dans le TG bien qu'ils ne semblent pas étre colocalisés, indiquant
gue le CGRP est présent dans un groupe de neurones influencant un autre groupe de neurones
lors de sa libération (Eftekhari et al., 2010). Fait important, paradoxalement, les nouvelles
thérapeutiques a base d’anticorps monoclonaux dirigés contre le CGRP ou contre son
récepteur ont une efficacité chez les patients migraineux mais ne passent pas la BHE, ils ont

donc une action seulement périphérique (Edvinsson & Warfvinge, 2019).
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VIP et PACAP sont deux neuropeptides pharmacologiquement similaires jouant un role
majeur dans la communication parasympathique. VIP est un neuropeptide de 28 acides
aminés, tandis que PACAP existe sous plusieurs isoformes mais la plus rencontrée associée a
la douleur est PACAP3s, contenant, comme son nom l'indique, 38 acides aminés. Il est
intéressant de noter que ces deux neuropeptides, VIP et PACAP3s, se lient a une série de
récepteurs membranaires couplés aux protéines G (RCPG), connus sous les dénominations :
VPAC1, VPAC; et PAC;. L'affinité de VIP et PACAPsg pour VPAC;: et VPAC; est similaire, mais
I'affinité de PACAPsg pour PAC; est 100 fois plus élevée (Harmar et al., 2012). Leur interaction
fonctionnelle s’étend au-dela de leur action sur les mémes récepteurs puisqu’il a été montré
que les fibres PACAPss-positives innervent les neurones VIP-positifs (Sanggaard et al., 2003;
Falktoft et al., 2009) et PACAPsg induit I’expression du géne VIP (Georg & Fahrenkrug, 2000;
Falktoft et al., 2009) ainsi que sa libération (Guo et al., 2017).

VIP et PACAPsg jouent un role dans la vasodilatation : en effet, dans des modeles
précliniques in vivo d’activation trigéminale, ces neuropeptides induisent une vasodilatation
méningée transitoire. Seul PACAP3g facilite I'activation et la sensibilisation neuronales dans le
CTC, qui seraient accompagnées d’une hypersensibilité neuronale a la stimulation cranienne
somato-sensorielle, probablement via I'activation de PACi1 (Boni et al., 2009; Akerman &
Goadsby, 2015). Notons que des études ont montré que |'application locale de PACAPss sur
les méninges entraine la libération de CGRP au niveau du CTC (via le récepteur PAC1) et non
du TG, alors que I'exposition au VIP n’a aucun effet sur la libération du CGRP (Jansen-Olesen
et al., 2014). Chez 'Homme, des études montrent que les crises de migraine sans aura sont
induites par PACAP3g mais pas par VIP (Rahmann et al., 2008; Schytz et al., 2009; Amin et al.,
2014). En clinique, I'induction de crise par le PACAP3g n’entraine pas d’augmentation du taux
de CGRP plasmatique, contrairement aux données précliniques. Par ailleurs, lors de crises de
migraines spontanées, sans symptomes autonomes, une augmentation du taux de PACAP3s
mais pas de VIP est relevée dans le circulation cranienne (Goadsby et al., 1990; Tuka et al.,
2013; Zagami et al., 2014). Cependant, quand les crises sont accompagnées de symptémes
autonomes, le taux plasmatique de VIP est augmenté (Goadsby et al., 1990). Ceci suggere que

le PACAP3s aurait la capacité d’activer le systeme trigéminal et parasympathique, tandis que
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le VIP semble étre réduit aux neurones parasympathiques (pour revue (Hoffmann et al.,

2019)).

La substance P (SP) est un neuropeptide appartenant a la famille des tachykinines
(comme la NKA), exprimée au niveau central et périphérique (May & Goadsby, 2001). Chez
I’'animal mais également chez 'Homme, |'activation du trijumeau via la stimulation du TG,
entraine la libération de la SP (Goadsby et al., 1988). Elle se lie au récepteur NK1 et entraine
une vasodilatation ainsi qu’une extravasation de protéines plasmatiques (Williamson et al.,
1997). La libération de la SP peut étre inhibée par le sumatriptan (Buzzi & Moskowitz, 1990;
Arvieu et al., 1996). En clinique, plusieurs antagonistes du récepteur NK1 auquel se lie la SP
ont été développés et testés pour le traitement de la migraine. Malheureusement, aucun n’a
dépassé la phase 2 d’essais clinique, n’ayant démontré aucune efficacité thérapeutique

(Goldstein et al., 1997, 2001; Diener, 2003).
b. Monoxyde d’azote

Le NO a une action vasodilatatrice importante. |l peut moduler I'activité neuronale
nociceptive dans plusieurs régions du systéme nerveux telles que le TG, le CTC et la PAG
(Tassorelli & Joseph, 1995; De Col et al., 2003; Zhang et al., 2013). Dans les modéles animaux,
le NO peut potentialiser les réponses neuronales aux stimuli faciaux (Jones et al., 2001), alors
gue I'administration locale d’un inhibiteur de la NO synthase (NOS) inhibe la réponse a la
stimulation périphérique (Hoskin et al., 1999; De Col et al., 2003; Lambert et al., 2004). En plus
de son rble dans l'activation du trijumeau, le NO est impliqué dans la sensibilisation
trigéminale centrale (Lin et al., 1999; Zhang et al., 2013), le corrélat physiopathologique de
I'allodynie cutanée et constitue un élément important dans la chronicisation de la migraine.
L’effet facilitateur du NO est lié a son interaction fonctionnelle avec le CGRP. En effet,
I’administration de NO entraine la libération locale de CGRP et induit une activation et une
sensibilisation neuronales (Strecker et al., 2002; Akerman et al., 2002; Bellamy et al., 2006;
Koulchitsky et al., 2009; Miyamoto et al., 2009; Eberhardt et al., 2009). Le NO pourrait activer
les canaux TRPV1, augmentant ainsi la libération de CGRP (Miyamoto et al., 2009). Notons que

la relation entre NO et CGRP peut étre bidirectionnelle car le CGRP peut aussi induire une
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vasodilatation par la synthése et la libération de NO (Russell et al., 2014). Il existe deux
isoformes de la NOS, la nNOS pour NOS neuronale et la eNOS, pour NOS endothéliale. La nNOS
augmenterait la production de NO au niveau neuronal, entrainant la libération de CGRP a
partir des fibres trigéminales peptidergiques, et la production de NO médiée par la eNOs serait

activée par le CGRP.

Chez les patients atteints de migraine, les donneurs de NO ont la capacité de
déclencher des crises de migraine (Ekbom, 1968; Dahl et al., 1990; Olesen et al., 1993, 1994).
lls auraient méme la capacité de déclencher des symptémes prémonitoires d’une crise de
migraine (Afridi et al.,, 2004). Cependant, les mécanismes sous-jacents restent incertains

(Hoffmann et al., 2019).
c. Implication du systeme parasympathique

Le systéme parasympathique est supposé étre a I'origine des symptomes végétatifs
craniens tels que les larmoiements, les rhinorrhées, la congestion nasale, la transpiration ou
encore les rougissements pouvant étre observés pendant les crises de migraine (Lai et al.,
2009). Selon une étude menée par Barbanti en 2016, lorsque des migraineux présentaient ces
symptoémes, les céphalées étaient plus douloureuses, ce qui suggere que le systéeme
parasympathique pourrait aggraver la sensibilisation du STV (Barbanti et al., 2016). De plus, le
stress est connu comme étant un déclencheur de migraine. Lorsque des patients sont stressés,
certaines structures seraient activées comme [|’hypothalamus, les aires limbiques ou
corticales. Ces structures projettent sur les neurones parasympathiques du noyau salivaire
supérieur (SSN) (Burstein & Jakubowski, 2009). Le SSN établit a son tour des contacts avec les
neurones parasympathiques du ganglion sphéno-palatin (situé derriére la cavité nasale), qui
envoie des projections au niveau des vaisseaux méningés. Une étude a d’ailleurs montré que
la stimulation électrique du ganglion sphéno-palatin suffisait a déclencher une extravasation
de protéines dans |’espace subarachnoidien (Delépine & Aubineau, 1997). A l'inverse, bloquer
I'activité du ganglion sphéno-palatin, avec de la lidocaine, aurait un effet dans le traitement

des céphalées migraineuses, en diminuant les flux parasympathiques (Yarnitsky et al., 2003).
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4) Photophobie et phonophobie

La fagon dont les migraineux gerent leur douleur donne une indication claire
concernant leur hypersensibilité aux stimulations sensorielles. En effet, certains patients iront
se coucher lors d’une crise, éteindront les lumieres et éviteront tout type de stimulation

sensorielle par la lumiére, le son, le toucher ou méme certaines odeurs.

Les études sur les mécanismes neuronaux impliqués dans la physiopathologie de la
photophobie liée a la migraine ont montré que 'exacerbation de la crise nécessitait un nerf
optique intact, quelle que soit la capacité visuelle de la personne (Noseda et al., 2010b). De
plus, chez des rats, il a été montré que la lumiére était capable d’activer spécifiguement
certains neurones thalamiques sur lesquels convergeaient des afférences tigémino-durales et
rétiniennes, et que cette activation augmentait avec l'intensité lumineuse. Ces neurones
thalamiques projetaient également des efférences vers les cortex somato-sensoriel, visuel et
associatifs (Noseda et al., 2010b). Sur le plan neurochimique, certains données suggerent que
le CGRP serait un élément du mécanisme de photophobie migraineuse (Russo et al., 2009;

Russell et al., 2014).

Les mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la phonophobie ne sont pas
clairement établis. L’hypothése avancée serait qu’une hyperexcitabilité du cortex auditif
recevant des projections de neurones nociceptifs thalamiques relayerait des messages

trigémino-vasculaires (pour revue (Goadsby et al., 2017)).

Enfin, le dysfonctionnement de certaines structures, telles que I"hypothalamus,
peuvent déclencher des céphalées mais aussi des troubles végétatifs associés comme les
nausées et les vomissements. Chez le rongeur, la sensibilisation trigémino-vasculaire (via
I'inflammation durale) entrainerait I'activation de neurones para-brachiaux et
hypothalamiques (ventro et dorso-médians) a |'origine de trouble végétatifs (pour revue

(Goadsby et al., 2017)).

Dans I'optique de diminuer l'intensité et la fréquence des crises et des symptomes

associés, des traitements ont été développés.

IV. Traitements de la migraine
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Les traitements de la migraine peuvent se résumer en deux catégories : les traitements
de crise, qui, pour étre efficaces, doivent étre pris dés le début des symptémes et les

traitements de fond ayant pour objectif de diminuer la fréquence et I'intensité des crises.

Notons que I’éducation du patient est importante dans la prise en charge des
migraines, notamment de limiter 'abus médicamenteux, qui est un facteur important dans la

chronicisation de migraine.

1) Traitements de crise

Les objectifs du traitement de la migraine aigué sont d’obtenir la disparition de la
douleur dans les deux heures suivant la prise du médicament, jusqu’a 24 heures et sans (ou
avec un minimum) d’effets indésirables. Le soulagement des symptoémes associés, tels que les
troubles digestifs ou les hypersensibilités sensorielles et la capacité a reprendre des activités,
doivent étre pris en considération. Lors de migraine avec aura, le but du traitement de crise
est de diminuer la durée de I'aura, mais a I’heure actuelle, aucun traitement pharmacologique

de ce type n’est efficace (Ducros et al., 2021) (tableau 3).
a. Analgésiques

Le paracétamol (acétaminophéne) est largement utilisé, surtout en automédication, et
est efficace car il permet de réduire la douleur de la migraine mais seulement lors d’attaques
d’intensités moyenne a modérée (Derry & Moore, 2013) (tableau 3). Son efficacité en
association avec la codéine, la caféine ou I'aspirine a également été montré (Derry & Moore,
2013; Moore et al., 2015). Dans certains cas, des opioides, tels que le tramadol ou la codéine,
peuvent étre prescrits (Lipton et al., 2020), méme si leur prescription est largement réduite

depuis la crise des opioides qui sévit aux Etats-Unis depuis plusieurs années.
b. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

L’aspirine, le kétoproféne, I'ibuprofene, le naproxene... sont les traitements les plus
couramment utilisés, avec le paracétamol, pour le traitement des crises aigués de migraine

(Pardutz & Schoenen, 2010) (tableau 3). Notons que, I'utilisation répétée d’aspirine et de
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Traitements non-spécifiques de la crise de migraine

Analgésiques Niveau d'efficacité Dose, voie d' ion Effets Contre-| lons
Acide Haute 1000 mg (comprimé, Acide acétylsaliciligue :  Acide acétylsaliciligue : ulcére gastro-ducdénal,
acétylsalicilique, comprimé effervescent, trouble digestif, risqgues d'hémorragie, déconseillé pendant la
aspirine poudre), maximum 3000 hémeorragie, allergie, grossesse, hépathigue, insuffisance cardiague ou
mg,/jour Syndrome de Reye rénal, asthme, hypersensibilité

Acide acétylsaliciliqgue Haute

900 mg + 10 mg (poudre),

Métoclopramide :

Métoclopramide : hémorragie gastro-intestinale,

+ métoclopramide maximum 3 [jour syndrome dyskinétique, perforation digestive, dyskynésie, syndrome
trouble psychiatrigue de extrapyramidal, déconseillé chez I'enfant
|'agitation, troubles
endocriniens

Paracétamol Haute (pendant les 500, 1000 mg (comprimé), Paracétamol : toxicité Insuffisante hépatigue sévére

crises d'intensité maximum 4 g/jour hépatique et
modérée) hématologigue
d'intensitée modérée et
pendant les attaques
Paracétamal + Haute 500 mg + 50 mg (comprimé), Cafféine : palpitation,
caférine maximum & comprimés /jour insomnie
Anti-inflammatoire
Niveau d'efficacité Dose, vole d'administration Effets secondaires Contre-indications
non stéroidien (AINS)

Diclofénac Haute 25, 50, 100 mg (comprime), Hémorragie, troubles Ulcere gastro-ducdénal hypersensible aux AINS,

maximum 150 mg/jour digestifs, dyspepsie, risques d'hémorragies (cérébral, digestif,

Flurbiproféne Haute 8,75 mg (comprimé), nau.sées., diarrhé.es, . autre.s},. insuffisance rénale ou hép.uatique.,

maximum 5 comprimés fjour constipation, Vertiges, déconseillé pendant la grossesse aprés le 5éme
asthénie mois

Ibupraféne Haute 200 mg, 400 mg (comprimé),

maximum 1200 mg /jour
Indométacine Meoyenne 25 mg. 75 mg [comprimé),

100 mg (suppositoire),

maximum 300 mg/jour

Kétoproféne Haute 100 mg. 150 mg (comprimé),

100 mg (suppositoire),
maximum 200 mg/jour

Naoproxéne Haute 550 mg, 1000 mg

[comprimé), maximum 1100

Tableau 3 — Traitements de crise non spécifiques des migraines (d’aprés Ducros et al.,

2021).
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AINS, au-dela de 14 jours dans le mois, peut contribuer a des céphalées par abus

médicamenteux (CAM) chez les patients migraineux.
c. Triptans

Les triptans ont été les premiers médicaments spécifiques développés pour le
traitement de la migraine. Ce sont des agonistes récepteurs 5-HTis/5-HTip. Les triptans
inhibent la libération de neuropeptides vasoactifs et pro-inflammatoires (dont le CGRP) et
provoquent la vasoconstriction des vaisseaux. Sept triptans sont disponibles en France
(tableau 4), dont le sumatriptan, molécule étudiée dans ce projet de thése. Cependant,
environ 30 a 40% des migraineux épisodiques rapportent que les triptans sont insuffisamment
efficaces ou peu tolérés (Ferrari et al., 2002; Lipton et al., 2013; Viana et al., 2013). Les triptans
peuvent avoir des effets cardiovasculaires indésirables via leur liaison au récepteur 5-HT1s, ce
qui peut limiter leur prescription. En raison du risque de potentiel de CAM, l'utilisation des
triptans ne doit pas dépasser régulierement huit jours par mois (Diener et al., 2019;

Krymchantowski et al., 2020).
d. Ditans

Les ditans sont des agonistes hautement spécifiques des récepteurs 5-HT1f, n'ayant
pas de propriétés vasoconstrictrices, ce qui limite leurs effets indésirables, notamment au
niveau vasculaire. Le lasmiditan appartient a cette classe et s’est révélé étre efficace pour

soulager la migraine (Kuca et al., 2018; Goadsby et al., 2019; Knievel et al., 2020) (tableau 4).
e. Ergots

L’ergotamine (souvent combiné a la caféine) est un ancien traitement utilisé contre la
migraine aigué qui est parfois encore prescrit. Les ergots sont associés a un risque accru
d’effets indésirables graves (Steiner et al., 2019) et sont contre-indiqués chez les patients a
risque cardiovasculaire accru. Notons que la dihydroergotamine (DHE) est la mieux tolérée de

cette classe, mais a toujours plus d’effets indésirables que les AINS et les triptans.
f. Gépants

Les gépants sont des antagonistes du récepteur au CGRP. L'ubrogépant et le

rimégépant, administrés par voie orale (p.o), ont montré leur efficacité dans la migraine aigué
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Traitements non-spécifiques de la crise de migraine

Triptans Niveau d'efficacité  Recommandation Dose, voie d'administration Effets secondaires Contre-indications
Almotriptan Haute Forte 12.5 mg (comprimé), Paresthésie des Maladies cardiagues coronarienne, syndrome de
maximum 25 mg/jour extrémités, nausées, Wolff Parkinson White, infarctus du myocarde,
Eletriptan Haute Forte 20 ou 40 mg (comprimé), frissons, vertiges, maladie artérielle périphérigue, maladie de
maximum 80 mg/jour asthénie, syndrome Raynaud, attague ischémigue transitoire,
Frovatriptan Haute Forte 2.5 mg (comprimé), maximum thoracique (sensation de hypertension non contrélée, insuffisance rénale
5 mg/jour constriction de la nugue ou hépathigue, traitement concomittent avec un
Naratriptan Haute Forte 2.5 mg [comprimé), maximum et de la poitrine), flush  inhibiteur de de monocamine oxydase, allergie
5 meg/jour cutané, scmmleme,. €as c.rcisé.e avec des sulfr..:na.:mides [sauf pour le
Rizatrigtan Haute Forte 5, 10 mg (comprimé), 10 mg despasm.es mrol.'sarlens, rizatriptan et le zolmitriptan)
. hypertension séwére,
(comprimé effervescent)
maximum 20 mg/jour syMrome .
serotoninergigue
Sumatriptan Haute Forte 50 mg (comprimé), maximum
300 mg/jour, 10/20 mg (spray
nasal), maximum 40 mg/jour, &
mg (injection sous cutanée),
maximum 12 mg/jour
Zolmitriptan Haute Forte 2.5 mg (comprimé ou
comprimé effervescent),
maximum 10 mg/jour, 5 mg
[spray nasal, indisponible en
France)
Niveau d'efficacité  Recommandation Dose, voie d'administration Effets secondaires Contre-indications
Rimegépant Haute Forte 75 mg (comprimé), maximum  Nausées, réaction Réaction d'hypensensibilité
(indisponible en 75 mg/jour allergique
France]
Ubrogépant Haute Forte 50, 100 mg (comprimé),
(indisponible en maximum 200 mg/jour
France)
Ditans Niveau d'efficacité  Recommandation Dose, vaie d'administration Effets secondaires Contre-indications
Lasmiditan Haute Modérée 50, 100 mg (comprimé), Vertige, fatigue, En association avec aleool, canabis ou autre
(indisponible en maximum 200 mg/jour, pas paresthésie, sédation, dépresseurs du systéme nerveux central
France) plus d'une dese ne doit étre naussées etfou

prise dans les 24h

vomissements, faiblesse
musculaire, dépression
du SNC (vertige,
sédation), hallucination,
euphorie, risqgue d'abus
ou de mésusage, rares
cas de syndrome
sérotoninergigue

Tableau 4 — Traitements de crise spécifiques des migraines (d’apres Ducros et al., 2021).
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(Croop et al., 2019, 2019; Lipton et al., 2019) (tableau 4). Les gépants semblent causer moins
d’effets secondaires que les triptans, mais pourraient potentiellement comporter un risque
cardiovasculaire (van Hoogstraten & MaassenVanDenBrink, 2019; Moreno-Ajona et al., 2022).
L'utilisation des gépants, p.o, dans les traitements de prophylaxie sont en cours d’étude. Ils

pourraient potentiellement réduire le risque de CAM.
g. Antiémétiques

Les données de la littératures montrent que des antagonistes dopaminergiques
comme le métoclopramide, administré par voie orale ou en intraveineuse, et le dompéridone,
administré par voie orale, sont efficaces dans le traitement des nausées associées aux crises
de migraine et peuvent améliorer I'absorption d’autres traitements oraux de la migraine aigué

(Derry & Moore, 2013; Kirthi et al., 2013; Eken, 2015; Golikhatir et al., 2019) (tableau 3).

2) Traitements de fond

Les traitements de fond ou traitements préventifs, visent a réduire la fréquence des
migraines épisodiques d’au moins 50%, et d’au moins 30% dans le cas des migraines
chroniques. Les traitements prophylactiques visent également a réduire la consommation de
traitements aigus, l'intensité et la durée des crises et surtout, d’améliorer la qualité de vie des
patients. Les patients sous prophylaxie continueront d’avoir des crises et doivent étre
informés de la maniére de les traiter. Dans le cas des patients avec aura, le but du traitement

sera de réduire la fréquence, la durée et la sévérité des auras (tableau 5).
a. Bétabloquants

Les bétabloquants sont le traitement de premier choix lors de la mise en place d’un
traitement de fond. Le propranolol est le plus étudié de cette catégorie et s’est révélé étre
efficace dans le traitement de la migraine épisodique et chronique (Jackson et al., 2019)
(tableau 5). L'efficacité anti-migraineuse des bétabloquants est inopinée puisque c’est en
voulant traiter un angor chez un patient migraineux qu’elle fut constatée (Wykes, 1968). Les
bétabloquants agissent sur la contraction des vaisseaux sanguin et sont des molécules
lipophiles, passant la BHE, ayant ainsi une action centrale. Au laboratoire, il a été montré que

I'efficacité du propranolol en traitement de fond dans le modele de migraine induite par I'ISDN
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réduisait I’hypersensibilité mécanique céphalique (Dallel et al., 2018; Descheemaeker et al.,
2022). Une autre étude, réalisée sur le modéle de soupe inflammatoire, a permis de mettre
en évidence qu’un traitement de fond au propranolol permettait d’éviter la sensibilisation des
neurones du CST et de diminuer I'expression de c-Fos dans la RVM et dans le LC (Boyer et al.,

2017).
b. Antiépileptiques

Les antiépileptiques sont utilisés lorsque la prescription de bétabloquant est contre-
indiquée ou lorsqu’il est inefficace. Le topiramate et I'acide valproique sont les plus
couramment prescrits en prophylaxie et efficaces sur des patients atteints de migraine
épisodique (Jackson et al., 2015) (tableau 5). IIs peuvent agir soit en modifiant la conductance
ionique des canaux calciques ou sodiques soit en bloguant I’hyperexcitabilité neuronale en
limitant la libération de neurotransmetteurs excitateurs, comme le glutamate, soit en

augmentant I'activité inhibitrice, en libérant du GABA.
c. Antidépresseurs

Certains antidépresseurs ont fait leur preuve en tant que traitements prophylactiques
dans la migraine, mais sont des molécules de second choix, du fait de leurs effets indésirables.
Ils vont agir en inhibant les systémes de recapture de la sérotonine ou de la noradrénaline,
par exemple. L'amitriptyline et la venlafaxine sont les plus couramment utilisés et ont montré
leur efficacité en traitements préventifs (Jackson et al., 2010, 2015; Silberstein, 2015) (tableau

5).
d. Toxine botulique

L'onabotulinumtoxin A, ou toxine botulinique A (inhibiteur de la libération
d’acétylcholine), a une efficacité établie dans la prévention de la migraine chronique avec ou
sans abus médicamenteux, mais n’est pas supérieure a I'effet du placebo pour le traitement
de la migraine épisodique (Herd et al., 2018) (tableau 6). Une étude clinique PREEMPT-2 a
montré qu’une injection trimestrielle de toxine botulinique A réduisait significativement le
nombre de jours de céphalées (Diener et al., 2010). Le mécanisme d’action n’est pas encore
bien connu, mais il semblerait que son efficacité périphérique serait limitée au site d’injection,

mais pourrait également étre centrale, notamment via un transport axonal. Les mécanismes

64



Traitements prophylactique oraux

Recommandation
Traitements par la société Dose quotidienne, dose
(approuvés ou non par Niveau d'efficacité frangaise d'étude et minimale-maximale Effets secondaires Contre-indications
la France) traitements de la (moyenne quotidienne)
douleur
Bouche séche,
Haute en ME / Forte en ME / 10 - 100 mg (25 mg) / Une - Absolue : glaucome, adénome prostatigue /
Amitriptyline (oul) Passable en MC Meodérée en MC prise avant le dinner i:?;smleme, gain de Modérée : obésité
Haute en ME / Forte en ME / Faible 20 -_240 mg (80 mg: deux TOIS Cc.mmuns. : asthenlle, Absolue asthm.eJ |ns.uff|sance can‘jllaque,
Propranolol {oui) par jour ou une fois le matin ~ faible tolérence 4 I'effort bloes atrio-ventriculaire, bradyeardie [
Passable en MC en MC L . . ) . . . .
(libération prolongée) / Rare : dépression Modérée : dépression
Haute en ME / Non Forte en ME / Non 50 - 200 mg (100 mg), une
Métop (o) testé en MC recommandée en MC fois le matin
Modérée en ME / X
(non) Moyenne.en ME / Non recommandé 5- 1.0 mg (10 mg), une fois le
MNon testé en MC matin
en MC
Haute en ME [/ Modérée en ME / 50 - 200 mg (100 mg), une
Atenolol
(non) Passable en MC Faible en MC fois le matin
Modérée en ME /
Haute en ME / Non 10 - 60 mg (20 mg), deux fois
Timolol (non) testd o MC / Nen recommandée ¢ iour el el,
en MC par )
Absolue : insuffi di ténose de
Moyenne en ME /  Forte en ME / Faible 8- 32 mg (16 mg), une & deux . . r.?ue .|ns !same.car |aq.ue,semse
Candesartan (non) . . Hypotension |'artére rénale, insuffisance rénale, grossesse
Passable en MC en MC fois par jour o )
/ Modérée : hypotension
Communs : somnolence
F aine fou) Haute en ME / Modérée en ME / 5- 10 mg (5 mg), une fois le  prise de poids, Dépression, obésité, maladie de Parkinson,
Passable en MC Faible en MC matin mais pas plus de 6 mois dépression / Rare : Brossesse
parkinsonisme
Modéré ME ion, t éche,
Passable en ME / reeen "{ 5 - 40 mg (20 mg), une fois Hypotermcr\. cm( seche, Angio-oedéme, sténose de |'artére rénale,
Lis {non) Mon testé en MC Non recomma r jour exanthéme, déficit des déficit rénaux, hyperkalémie, grossesse
en MC parl fonctions rénales 105 e vE
‘Communs : vertiges,
Faible en migraine insomnie / Rare : Absolue : hypersensibilité au lametigine,
Lamotrigine (mon) Passable en avec aura / Non 25 - 300 mg (100 mg), une & réactions hypersensibles, allaitement / Modérée : précédentes

migraine avec aura

Moyenne en ME /

Lévé, tam (non) Passable en MC

Passable en ME /

Oxe (oui) MNon testé en MC
Moyenne en ME /

Pizot] (oul) MNon testé en MC
Haute en ME /

T ate foul) Haute en MC
Haute en ME [/

Valproate

(non) Moyenne en MC

Passable en MC/

Venlafaxine (non)

MNon testé en MC

recommandée en MC

Faible en ME / Faible
en MC

Modérée en ME /
Non recommandée
en MC

Modérée en ME /
Non recommandée
en MC

Forte en ME / Forte
en MC

Forte en ME /
Modérée en MC / Ne

deux fois par jour

500 - 3000 mg, deux fols par
Jours
60 - 180 mg (120 mg), une

fols le matin

50 - 300 mg (150 mg), deux
fois par jour

50 - 200 mg (100 mg), une
fois le matin

250 - 2000 mg (750 mg), une
fois le matin ou deux fois par

jamais utilisé chez la

femme enceinte

Faible en migraine
avec aura / Non
recommandée en MC

jour

37.5.- 300 mg (75 - 150 mg),
une fois par jour

dépression, idées
suicidaires

Irritabilité, dépression
Communs : somnolence /

Rare : diarrhées,
parkinsonisme

Communs : sédation,
gain de poids

Communs : paresthésie,
perte de poids, déficits

allergies a un autre anti-épileptigue
Modérée : insuffisance rénale

Maladie de Parkinson, parkinsonisme,
grossesse

Obésité, glavcome, adénome protatigue,
grossesse

Aboslue : hypersensibilité au topiramate,

«cognitifs, dépression /
Rare : calculs rénaux,
myopie aigué avec
glaucome secondaire a
angle fermé

Communs : nausées,
prise de poids,
somnolence,
tremblement, alopécie,
augemenation de |'ASAT
et ALAT, hépatite

Communs : nausées,
bouche séche,
hyperhydrose

E glaucome, ladi |

sévére, prise de métformine, maladie
hépathique, néphrolithiase, déficit rénaux /
Modérée : dépression, idées suicidaires

Absolue : maladie du foie, grossesse, maladie
mitechondriale / Modérée : obésité / Ne
Jamais prescrire chez la femme enceinte

Hypersensibilité au venlafaxine

Tableau 5 — Traitements oraux de prophylaxie (d’aprés Ducros et al., 2021).
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Traitements prophylactique oraux

Recommandation
Compaosé actif par la société Dose quotidienne, dose
(approuvés ou non par Niveau d'efficacité francaise d'étude et minimale-maximale Effets secondaires Contre-indications
la France) de la (moy quotidienne)
douleur
31 - 39 injecti de 155 - 195
Toxine botulique A Haute en MC, Forte en MC, non ul [195::]’ dal:sm}' rou Injection au site de la Absolue : myasthénie auto-immune,
(oui) inefficace en ME recommandée en ME . Braupes X douleur sclérose amyotrophigue latérale
musculaires, tous les 4 mois
Recommandation
Anticorps anti-CRGP par la société Dose quotidienne, dose
ou anti-récepteur au  Niveau d'efficacité francaise d'étude et minimale-maximale Effets secondaires Contre-indications
CGRP traitements de la (moyenne quotidienna)
douleur
70 - 140 mg, s.c., tous les Injection au site de la
Erenumab (oui) Haute en ME et MC Forte en EM et MC mois douleur, rougeurs, Infarctus du myocarde, AVC, accident
— : ischémigue transitoire, facteurs de risgue
R i constipation, allergies Isc !
Eptinezumab (non)  Haute en ME et MC Forte en EMetMc 00~ 200 M8, [:v, tous les 4 cardiovasculaire non contrlé, grossesse

mois

225 mg, 5.c., tous les mois /

Fremanezrumab {oul) Haute en ME et MC Forte en EM et MC X
675 mg, 5.c., tous les 4 mois

240 mg, s.c., pour la premiére

Galcanezumab {oui)  Haute en ME et MC Forte en EM et MC  injection puis 120 mg, s.c.,
tous les maois

Tableau 6 — Traitements de prophylaxie administrés par voie injectable (d’aprés Ducros et al.,
2021).
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sous-jacents pourraient inclure une modulation dans la libération de
neurotransmetteurs ou agir au niveau de |'expression des récepteurs a la membrane

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

e. Anticorps monoclonaux anti-CGRP et anti-récepteur au

CGRP

Le CGRP est le principal neuropeptide libéré par le STV et responsable des migraines.
Les Ac monoclonaux ciblant la voie du CGRP appartiennent a une nouvelle classe
thérapeutique, spécifique. On retrouve I'erenumab, le fremanezumab, I'eptinezumab et le
galcanezumab ; le premier bloque le récepteur du CGRP et les trois autres bloquent le CGRP
lui-méme (tableau 6). Les Ac anti-CGRP ont démontré leur efficacité dans la prévention des
migraines épisodiques et chroniques, avec ou sans abus médicamenteux (Edvinsson et al.,
2018; Han et al., 2019; Charles & Pozo-Rosich, 2019). L’'Europe et les Etats-Unis ont autorisé
la commercialisation de 'erenumab. En revanche, en Europe, il reste réservé aux patients en
échec thérapeutique et souffrant d’au moins 4 crises de migraines par mois (Markham, 2018).
Notons que la voie d’administration de I’erenumab se fait par voie sous-cutanée, tous les mois
et que son co(t est important. En France, a I’heure actuelle, seuls les patients ayant des
migraines séveres pendant au moins 8 jours par mois, en échec thérapeutique d’au moins
deux traitements prophylactiques et sans probléme cardiovasculaire, peuvent bénéficier d'un

remboursement de ce traitement par la sécurité sociale (source HAS).

Les Ac anti-CGRP sont des molécules de taille importante, ne pouvant pas passer la
BHE (Edvinsson & Warfvinge, 2019), ils agissent donc seulement en périphérie, notamment au
niveau du TG. Or, leur efficacité dans les migraines chroniques a été montré, ce qui est
intéressant puisque jusqu’alors, cette pathologie était considérée comme étant centrale.
L'efficacité de I'’erenumab chez les patients migraineux chroniques indique que méme a un
stade avancé de la pathologie, 'aspect périphérique est important et joue un réle dans le

déclenchement des crises.
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3) Les traitements non-médicamenteux

Certains patients tolerent peu les traitements médicamenteux, qui peuvent avoir de
nombreux effets secondaires ou étre peu efficaces (Goadsby & Sprenger, 2010; Hepp et al.,
2015). C'est alors qu’entrent en jeu les autres approches, non pharmacologiques, pour

soulager les crises ou les diminuer.

Le premier traitement non pharmaceutique de choix est appelé nutraceutique. Il s’agit
d’adapter son alimentation en enrichissant ou en appauvrissant son régime alimentaire en
fonction des bénéfices que cela peut apporter a sa propre santé. Chez les patients migraineux,
des compléments alimentaires tels que la vitamine B2 (riboflavine) (Schoenen et al., 1998), la
coenzyme Q10 (Sandor et al., 2005), le magnésium (Pfaffenrath et al., 1996), des extraits de
racines de betterave (Lipton et al., 2004) ou de grande camomille (Pfaffenrath et al., 2002)
ont montré leur efficacité sur la prévention des crises de migraine. Il s’agit d’'une option

intéressante pour les patients ayant des comorbidités, peu chére et facile a se procurer.

D’autres patients trouveront satisfaction dans des activités telles que la relaxation, des
thérapies cognitivo-comportementales (gestion du stress) ou I'acupuncture (Goslin et al.,

1999; Diener et al., 2006; Penzien et al., 2015).

Des thérapies émergentes comme la neuromodulation sont a considérer. Il existe deux
types de neuromodulation : non invasive et invasive. La premiére vise a stimuler le systeme
nerveux central ou périphérique, a travers la peau, soit avec un courant électrique, soit grace
a un champ magnétique : c’est le cas, par exemple, de la stimulation transcutanée des nerfs
craniens (Schoenen et al., 2013) ou de la stimulation magnétique transcranienne (Kalita et al.,
2016). Notons que la neuromodulation non invasive n’est disponible que dans des centres
spécialisés. Concernant les neuromodulations invasives, cette fois, la stimulation électrique
stimule directement le nerf (occipital, par exemple) afin de moduler la transmission centrale

de la douleur (Bartsch & Goadsby, 2002).

L'utilisation de traitements non pharmacologiques pour la migraine représente une
pratique clinique en expansion et tous les praticiens devraient envisager ces options en

complément du traitement pharmacologique classique (Puledda & Shields, 2018).
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V. De la migraine épisodique a la migraine chronique

1) Les deux types de migraines

La migraine est une pathologie affectant environ 15 % de la population générale
(Steiner & Stovner, 2023). Il est communément considéré que la migraine est un trouble
épisodique, de céphalées séveéres, mais cela sous-estime a la fois sa complexité
physiopathologique et son impact. Par définition, les migraine épisodiques (ME) sont
caractérisées comme étant des céphalées qui apparaissent moins de 15 fois par mois. On
distingue deux catégories de ME : les ME a basse fréquence (<10 jours de céphalées dans le
mois) et les ME a haute fréquence (10-14 jours de céphalées dans le mois) (Lipton et al., 2014).
Les migraines chroniques (MC) sont caractérisées par des céphalées qui apparaissent au moins
15 jours dans le mois, pendant au moins 3 mois consécutifs. Les céphalées doivent avoir les
caractéristiques des migraines au moins 8 jours par mois (IHS, 2013) (Tableau 1). Il est
important de noter que les MC ont un impact sociétal et personnel considérablement plus
important, associées a des comorbidités plus fréguentes et des perturbations cérébrales
persistantes et progressives (Aurora et al., 2011). L’évolution du stade de ME a MC peut
évoluer sur plusieurs mois ou plusieurs années et est bidirectionnelle. En effet, la
chronicisation est réversible puisqu’environ 26% des patients souffrant de migraines
chroniques entrent en rémission dans les deux années suivant leur chronicisation (Manack et

al., 2011).

La MC touche environ 2% de la population mondiale (May & Schulte, 2016) et 8% chez
les migraineux, avec une prévalence entre 18 et 29 ans et entre 40 et 50 ans (Buse et al., 2012).
Chaque année, environ 3% des patients souffrant de ME va progresser vers le stade chronique

(Bigal & Lipton, 2008).
2) La progression de la migraine vers le stade chronique

Les caractéristiques cliniques que sont lI'augmentation de la sensibilité sensorielle,
I'allodynie cutanée et les signes neurophysiologiques tels que I'accoutumance, identifient
I’hyperexcitabilité neuronale comme étant le mécanisme physiologique sous-tendant la

progression de la migraine vers le stade chronique. Deux principaux mécanismes pourraient
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conduire a cette excitabilité. Le premier est di a une augmentation de ['excitabilité
intrinséque des neurones dans les zones cérébrales responsables de la pathogenese de la
migraine, phénomene connu sous le nom de sensibilisation, qui peut étre dii a une activation
nociceptive répétée. Le second mécanisme serait di a la diminution des contrdles inhibiteurs
endogenes du TC, ce qui entraine une augmentation de I’excitabilité des neurones nociceptifs

du STV et du cortex (Rattanawong et al., 2022) (figure 13).
a. Lafréquence des crises

Le premier facteur de chronicisation de la migraine est 'augmentation de la fréquence
des céphalées mesurée en nombre de jours par mois (Bigal & Lipton, 2008; Rattanawong et

al., 2022). La fréquence des crises serait donc un marqueur de I’évolution de la migraine.

La répétition des crises et donc l'activation répétée des différentes structures
cérébrales activées lors des crises de migraine, vont entrainer la sensibilisation des voies et
des relais nociceptifs comme la PAG et ainsi, entrainer une altération des contréles
descendants (Knight & Goadsby, 2001; Solstrand Dahlberg et al., 2018). Mainero et ses
collaborateurs ont montré, chez des migraineux, une forte connectivité entre la PAG et
d’autres aires cérébrales impliquées dans la nociception et les processus somato-sensoriels

(cortex préfrontal, ACC et AMG) (Mainero et al., 2011).
b. L’abus médicamenteux

La surconsommation de médicaments utilisés dans les traitements de crises est un
probléme courant chez les patients souffrant de migraine. En plus d’autres effets indésirables,
cela peut entrainer des CAM. Plusieurs études épidémiologiques ont confirmé que la
surconsommation de médicaments était un facteur de risque de progression de la migraine ;

la progression des ME vers le stade chronique serait de 2,5% par an (Bigal et al., 2008).

De plus, des études animales ont démontré qu'une surconsommation de médicaments
utilisés dans les traitements de crise, qu'il s'agisse d'analgésiques simples, d'opiacés ou
d'agents spécifiques a la migraine, tels que les triptans et les ergots, peut altérer les processus
de modulations endogenes, entrainant une facilitation nociceptive du trijumeau.
L’administration chronique de morphine chez les rats a augmenté de maniéere significative

I'amplitude du courant post-synaptique excitateur monosynaptique (EPSC) évoqué dans les
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Figure 13 - Mécanismes hypothétiques conduisant a la progression de la migraine vers le stade

chronique.

L’hyperexcitabilité des neurones de la voie du trijumeau et d’autres zones cérébrales liées a la
pathogenése de la migraine jouent un réle important dans la progression de la migraine. Deux
mécanismes principaux : hyperexcitabilité des réseaux provoquée par une activation
nociceptive répétée et prolongée et une altération des contréles descendants (d’aprés

Rattanawong et al., 2022).
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neurones de la corne dorsale a partir de la racine dorsale et la fréquence des EPSC spontanés
dans le modele de tranche de moelle épiniere. Au contraire, le traitement a la morphine a
diminué les EPSC et les courants N-méthyl-D-aspartate (NMDA) évoqués par I'application
directe de NMDA. Ces résultats indiquent que le traitement chronique aux opioides
potentialise I'activité présynaptique, mais altére |'activité postsynaptique des récepteurs a la
NMDA dans la moelle épiniére (Zhao et al., 2012). Une expansion des champs récepteurs
cutanés et des seuils inférieurs de neurones médullaires de la corne dorsale sensibles a la
dure-mére ont été observés chez des rats recevant une perfusion soutenue de morphine,
indiquant la présence d'une sensibilisation (Okada-Ogawa et al., 2009). Par ailleurs,
I'exposition chronique aux triptans entraine également une sensibilisation centrale. Chez les
rats, I'administration répétée de triptans entraine une allodynie cutanée dépendante du
temps et réversible, ainsi qu'une expression accrue de CGRP dans les afférences durales du
trijumeau. Fait intéressant, deux semaines aprés |'exposition au triptan lorsque les animaux
recouvraient leur seuil basal, I'administration d’un donneur de NO entrainait une allodynie
cutanée accrue chez les rats et une augmentation du CGRP dans le sang, indiquant la présence
d'une sensibilisation latente (De Felice et al., 2010). Le mécanisme sous-jacent a la
sensibilisation des nocicepteurs induite par les triptans pourrait étre dii a un déficit de
I'inhibition médiée par la PKA du couplage oxyde nitrique-Nav1.9, entrainant I'hyperactivité

des nocicepteurs méningés et l'inflammation des méninges (Bonnet et al., 2019).
c. Allodynie cutanée

L'allodynie cutanée est définie comme la perception anomale d’une douleur ressentie
a la suite d’une stimulation non nociceptive. Pour donner un exemple, une caresse peut vite
étre ressentie comme douloureuse chez les patients migraineux. Cette caractéristique est
retrouvée chez 63,2% des patients migraineux (Lipton et al, 2008). La prévalence de
I'allodynie cutanée chez les patients atteints de MC est plus élevée que les estimations pour
les populations épisodiques, allant de 40 a 90% (Ashkenazi et al., 2007; Mathew et al., 2016).
Il s’agit d’un prédicteur indépendant de I'augmentation du nombre de jours de migraine et un
facteur de la transformation de la migraine vers le stade chronique (Buse et al., 2012; Louter

etal., 2013).
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L’apparition de I'allodynie cutanée céphalique résulte de la sensibilisation centrale du
STV. Elle est proéminente du c6té de la face ou la douleur est la plus sévere mais peut
s’étendre aux territoires extra-céphaliques, ce qui suggére une sensibilisation des structures
cérébrales, comme le thalamus (Noseda & Burstein, 2013). L’activation de ces structures peut
entrainer une aggravation de l'allodynie céphalique qui peut se prolonger entre les crises de

migraine (Dahlof, 2006). Chez les animaux le terme d’hypersensibilité mécanique sera préféré.
d. La sensibilisation centrale

Une stimulation nociceptive intense, en plus de son effet sur le STV périphérique,
répétée et soutenue des afférences trigéminales, peut conduire a I'état d'hyperexcitabilité des
neurones centraux du trijumeau, entrainant une sensibilisation centrale. Dans cet état, les
neurones centraux vont augmenter leur activité spontanée, réduire leur seuil d'activation et
élargir leurs champs récepteurs des neurones nociceptifs (Latremoliere & Woolf, 2009).

L'allodynie résulterait de ces changements (Rattanawong et al., 2022).

L'activation des récepteurs NMDA joue un role crucial dans le développement et le
maintien de la sensibilisation centrale, éventuellement par le processus de phosphorylation.
La voie proposée implique une libération soutenue de CGRP a partir des axones centraux des
neurones ganglionnaires du trijumeau pouvant déclencher l'activation de la cascade de
signalisation de la protéine kinase activée par les mitogenes (MAPK). La kinase activée favorise
la phosphorylation de la sous-unité NR1 du récepteur NMDA, provoquant des changements
dans la transduction des canaux et I'excitabilité des neurones postsynaptiques. Ce processus
induit par le CGRP facilite la transmission nociceptive et contribue au développement et au
maintien d'un état sensibilisé et hypersensible des neurones de transmission de la douleur de
second ordre dans le systeme nerveux central, contribuant ainsi a la sensibilisation centrale

(lyengar et al., 2017).

L'activation de la cascade de signalisation MAPK modifie également le facteur de
transcription contrélant le processus de transcription génétique dans les cellules
postsynaptiques. Ce processus conduit a la sensibilisation centrale et pourrait entrainer la

progression de la ME vers la MC (lyengar et al., 2019). La sensibilisation des neurones
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trigémino-thalamiques est susceptible d'expliquer I'allodynie cutanée généralisée impliquant

les régions extra-céphaliques.

e. Hypothéses de progression de la migraine

Concernant la physiopathologie de la chronicisation de la migraine, une hypothése
propose qu’elle pourrait étre due a un probléme de seuil. Pendant la période inter-ictale, c’est-
a-dire entre deux crises de migraine, le seuil sensoriel est normal et la probabilité que des
stimuli induisent des attaques est faible. Des changements provenant probablement du
systéme limbique (Stankewitz et al., 2011) entraineraient une diminution des seuils sensoriels
qui augmenteraient la sensibilité aux stimuli, entrainant des crises de céphalées. Ainsi, les
facteurs de risque, cités ci-avant, pourraient entrainer la diminution du seuil de
déclenchement des crises et ainsi augmenter la probabilité des crises de migraine. De plus,
I’augmentation de la fréquence des attaques raccourcit la période intercrise de sorte que le
seuil ne puisse pas revenir au niveau de base. Cette théorie est étayée par le fait qu’une
fréquence d’attaque élevée est elle-méme un facteur de risque de chronicisation (Scher et al.,
2003; Katsarava et al.,, 2004). De plus, le processus de sensibilisation centrale pourrait
augmenter la susceptibilité des facteurs déclencheurs de migraine et abaisser davantage le

seuil.

La nociception trigéminale, induite notamment via I'inflammation neurogene du CGRP,
est nécessaire a la progression de la migraine. Edvinsson et ses collaborateurs suggerent que
la stimulation des fibres C lors des crises de migraine répétées, et I'activation des fibres Ad et
des cellules ganglionnaires satellites qui en résulte, entrainent une neuroinflammation
neurogéne dans le STV, favorisant le processus de chronicisation (Edvinsson et al., 2019). Une
inflammation répétée et prolongée conduirait a une sensibilisation périphérique puis centrale,
entrainant des changements de plusieurs réseaux cérébraux liés a la fois aux comportements
douloureux et non douloureux. Le processus de nociception lié a I'inflammation due au CGRP
est renforcé lorsque les systemes endogenes de modulation du TC, en particulier ceux

dépendant de la sérotonine, sont altérés (figure 14). Notons que les traitements utilisés de
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Les crises fréquentes de migraine entrainent une nociception inflammatoire répétée et
prolongée (induite par le CGRP) et induisent une sensibilisation périphérique puis centrale.
L’augmentation de la sensibilité nociceptive du trijumeau entraine des changements
adaptatifs dans les réseaux cérébraux liés aux comportements douloureux ou non. La
consommation répétée de médicaments peut altérer les systémes endogénes de modulation
du tronc cérébral, en particulier la dépendance a la sérotonine, pouvant entrainer la
chronicisation de la migraine (d’aprés Rattanawong et al., 2022).
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facon chronique peuvent altérer la modulation du systeme sérotoninergique (comme c’est le
cas du sumatriptan, par exemple) et entrainer une augmentation du taux de CGRP, ce qui peut
provoquer une sensibilisation de longue durée dans la voie nociceptive du trijumeau. Le
déréglement des voies descendantes de la modulation de la douleur se traduit par une
facilitation des voies descendantes, un manque d’accoutumance et favorise la chronicisation
de la douleur. Par conséquent, I'association entre I'inflammation répétée et la diminution de
la modulation du TC est un mécanisme possible contribuant a la progression de la migraine

vers le stade chronique (Rattanawong et al., 2022).

La prévention de la chronicisation est essentielle et nécessite un traitement adéquat
des crises individuelles de migraine, l'initiation précoce d’un traitement préventif et la

prévention de la surconsommation d’analgésique (May & Schulte, 2016).
VI. Les modeles animaux de migraine

L’étude de la migraine chez I'animal oblige une approche indirecte car il n’existe pas
de modéle de migraine a proprement parler. Les modeéles existants vont tenter de reproduire
un événement de la physiopathologie de la migraine. On retrouve des modeles de CSD,
d’inflammation ou de vasodilatation. Le choix du modele dépend de I'hypothése de travail et
des techniques expérimentales. Dans le cas de I'étude de la FMH, des modeles génétiques ont

été développés.

Il reste impossible de prouver qu’un animal souffre de céphalées. Cependant, grace a
des études comportementales, il est possible d’évaluer des symptomes, tels que
I’hypersensibilité mécanique cutanée ou allodynie (marqueur de la sensibilisation centrale), la
photophobie (aversion a la lumiére) ou encore les comportements spontanés de I’'animal (rat
grimace scale). D’autres techniques comme |’électrophysiologie ou I'immunohistochimie, par
exemple, vont plutét se focaliser sur des marqueurs de la sensibilisation centrale, qui est le

reflet de la douleur ressentie par I'animal.
1) Les modeles de CSD

La CSD est considérée comme étant le substrat électrophysiologique de I'aura
migraineuse. Elle peut étre provoquée expérimentalement par une stimulation mécanique
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(e.g. trauma, pin prick), chimique (e.g. KCl, agonistes des récepteurs au glutamate, activateurs
de canaux Na* ou Ca?*) ou électrique, directement dans un tissu cérébral normalement
perfusé et oxygéné (Chen et al., 2017c¢). Les modeéles expérimentaux utilisés pour étudier la

CSD sont détaillés dans la partie lllI-2)b. (s’y référer pour plus de détails).

2) Les modeles de vasodilatation

Les modéles animaux de vasodilatation se rapprochent de la théorie vasculaire
puisqu’ils ont pour but de reproduire la vasodilatation des vaisseaux méningés, retrouvée lors
d’une crise de migraine. Ce sont essentiellement des donneurs de NO tels que la NTG (Bates
et al., 2010), l'isosorbide dinitrate (ISDN) (Dallel et al., 2018), sodium nitropruside (SNP)
(Bonnet et al., 2019), administrés par voie intrapéritonéale. L'inconvénient de ce modele est
gue ces molécules agissent sur I'’ensemble du corps et sont peu spécifiques des méninges. De
plus, le NO est soluble et peut avoir des effets déléteres sur la BHE, notamment en
augmentant sa perméabilité (Thiel & Audus, 2004). Notons que la NTG et I'ISDN sont des
molécules administrées chez ’'Homme dans le but d’étudier les mécanismes sous-jacents de
la migraine (Sicuteri et al., 1987; Bellantonio et al., 1997; Castellano et al., 1998; Sances et al.,

2004; Juhasz et al., 2004).

Récemment, des modeéles utilisant le CGRP administré par voie systémique ont été
développés (Wattiez et al., 2019). L’avantage de ce modele est qu’il est a la fois un modeéle de

vasodilatation et d’inflammation.

3) Les modeles d’inflammation

L'administration de substances inflammatoires a la surface des méninges est une
méthode drastique mais qui a I’'avantage d’activer spécifiquement les nocicepteurs méningés
(Strassman et al., 1996). Le modele de « soupe inflammatoire » chez le rongeur (Burstein et
al., 1998) est réalisé en appliquant sur les méninges une solution d’histamine, de sérotonine,
de prostaglandine et de bradykinine. L'inflammation provoquée va entrainer la libération de
substances pro-inflammatoires comme des cytokines, des interleukines ou encore le TNF-a

qui participent au recrutement des macrophages. Cette inflammation active les fibres
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nociceptives du STV qui liberent des neuropeptides comme le CGRP ou la substance P, ce qui

favorise une inflammation neurogéne (pour revue (Goadsby et al., 2017)).

Un autre modéle d’inflammation, non invasif cette fois, se base sur la dégranulation
mastocytaire provoquant la libération massive d’histamine, de protéases et d’autres
marqueurs de l'inflammation (Levy et al., 2007). L’administration par voie intrapéritonéale de
composé 48/80 (un agent permettant la sécrétion de mastocytes) entraine la dégranulation
de mastocytes duraux, une activation des nocicepteurs méningés et une augmentation de

I’expression de la protéine c-Fos dans le CTC (Levy et al., 2007; Erdener & Dalkara, 2014).

4) Les modeles génétiques

Les études génétiques de la migraine se basent sur la compréhension du caractéere
génétique de la FMH. Il existe des modéles de mutations monogéniques de la migraine sur des
souris knock-in (KI). Ces mutations vont affecter majoritairement des canaux ioniques ou leurs
transporteurs, modifiant ainsi I'équilibre entre I'activité excitatrice et inhibitrice dans le

cortex, le rendant plus susceptible de générer des CSD (Pietrobon & Brennan, 2019).

Tout modele animal posséde ses avantages et ses inconvénients. Le but de la recherche
étant de se rapprocher au mieux de ce que I’on retrouve chez ’'Homme. Notons tout de méme
gue le choix du modeéle dépend de I’'hypothése de recherche. Une solution intéressante serait
de combiner plusieurs de ces modéles afin de se rapprocher au mieux de la physiopathologie

migraineuse.

La migraine est un trouble dont |'origine et les mécanismes d’action sont encore non
élucidés et dont I'amélioration de la prise en charge est une priorité. Une nouvelle piste de

recherche viserait a améliorer |'efficacité du systéme opioide endogene.
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Partie Il — Le systeme opioide endogéne et DENKIs

Depuis toujours, les opioides sont utilisés en médecine comme analgésiques et
euphorisants. Dans les années 70, I'efficacité des opioides a été considérablement améliorée
grace aux progrés de la chimie et des neurosciences. La découverte des peptides endogénes
et des récepteurs, la synthese d’opioides hyper-sélectifs et puissants tels que le fentanyl et
I’'héroine, ont eu a la fois des effets bénéfiques mais aussi néfastes sur la médecine et la
société. A I'heure actuelle, les opioides restent des analgésiques couramment utilisés dans le
traitement des douleurs aigués sévéres, péri-opératoires et chroniques. Au cours des deux
dernieres décennies, l'utilisation des opioides exogenes pour la gestion de la douleur a
largement augmentée, notamment aux Etats-Unis, avec la crise des opioides.
Malheureusement, les opioides possedent de nombreux effets néfastes, incluant la tolérance
aux analgésiques, I'hyperalgésie paradoxale, les nausées, les vomissements, la constipation,
la dépression respiratoire et la dépendance (Inturrisi, 2002; Volkow & McLellan, 2016;

Streicher & Bilsky, 2018).

Le systeme opioide endogéne est composé de quatre familles de peptides opioides, les
endorphines, les enképhalines, les dynorphines et la nociceptine, et de quatre familles de
récepteurs, le récepteur aux opioides 1 (MOR), le récepteur aux opioides & (DOR), le récepteur
aux opioides k (KOR) et le récepteur a la nociceptine (NOP ou ORL). Les peptides opioides et
leurs récepteurs ont une distribution étendue mais sélective dans le SNC et en périphérie, en
particulier dans les circuits de modulation de la douleur, de récompense, les réponses liées au
stress et le contréle autonome. Alors que I'activation des récepteurs aux opioides provoque
une inhibition présynaptique et post-synaptique, I'expression différentielle et la localisation
stratégique des différents sous-types de récepteurs aux opioides, dans les neurones de
projection et les interneurones inhibiteurs locaux, offrent un large éventail d’effets
comportementaux induits par les opioides. Le systéme opioide jouerait un réle important dans
les mécanismes d’analgésie supra-spinale, spinale et périphérique, sur les systémes de
récompense liés a I'alimentation, I'addiction et la modulation des émotions et des réponses

liées au stress.
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I. Les opioides endogenes

Les opioides endogenes sont des neuromodulateurs qui agissent en modifiant les
propriétés électriques d'autres neurones cibles, rendant ainsi ces neurones difficiles a exciter
(Winters et al., 2017). Contrairement a d'autres peptides, les peptides opioides ont un certain
nombre de précurseurs différents. Chaque peptide opioide a des formes prépro- et pro- qui
sont clivées séquentiellement. En fonction des besoins biologiques cellulaires, ils sont
modifiés par des événements post-traductionnels, notamment I'acétylation, la glycosylation,
la phosphorylation et la méthylation. Ce type de modifications est une étape critique dans la
régulation régionale du systéme opioide car il modifie leur puissance, leur profil
pharmacologique, leur affinité pour les récepteurs ou leur sélectivité. Les peptides opioides
partagent une séquence amino-terminale commune appelée motif opioide, qui est Tyr-Gly-
Gly-Phe (Abrimian et al., 2021) et qui interagit avec les 3 types de récepteurs opioides
(Benarroch, 2012).

Il existe quatre familles de ligands opioides endogenes: les -endorphines, les
enképhalines, les dynorphines et la nociceptine/orphanine FQ. Ces ligands sont largement
distribués dans le SNC, en particulier dans les voies de la douleur. Ces peptides opioides sont
conditionnés dans le soma des vésicules a noyau dense et transportés vers les terminaisons
axonales. Au cours de ce processus, |'épissage enzymatique des pré-propeptides aboutit a la
formation de divers transmetteurs peptidiques spécifiques aux récepteurs. La B-endorphine
est dérivée de la molécule mére appelée pro-opiomélanocortine (POMC), fortement exprimée
dans le noyau arqué et dans le NTS (Lazarus et al., 1976; Bloom et al., 1978). La POMC est
clivée en deux molécules, la pro-opiocorticotropine ou |I'adréno-corticotropine (ACTH), qui
sont ensuite de nouveau décomposées en [-endorphine, en hormone stimulatrice des
mélanocytes o (a-MSH) et en hormone de libération de la corticotropine (figure 15). Ces
peptides vont agir respectivement sur les récepteurs aux opioides i (MOR), a la mélanocortine

et a la corticotropine. De plus, la B-endorphine peut étre clivée en met-enképhaline ayant une
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Figure 15 — Synthése des peptides opioides endogénes.
Les peptides opioides endogénes sont dérivés de trois protéines différentes, dont la séquence
signal (encadré bleu) est clivée par une peptidase. POMC produit la pro-opioicorticotropine
et I'adréno-corticotropine (ACTH), elles-mémes décomposées en [-endorphine, hormone
stimulatrice des mélanocytes o (a-MSH) et hormone de libération de la coritcotropine (CRH).
PENK est clivée en met- et leu-enképhalines. PDYN est clivée en dynorphine A, dynorphine B
et en a-néo-endorphine.
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Opioide Séaquence pebtidique Affinité pour les
endogéne 9 pepticia récepteurs opioidergiques

[Met}enképhaline Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

" [Leu]enképhaline Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu 8, u
Sl Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe (6>>u)
Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Gly-Leu
B-endorphine Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro- S, 1
Pro-opiomélanocortine Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-lle-lle-Lys-Asn-Ala- (6=p)
Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu
Dynorphine A Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys-Leu-Lys-
Trp-Asp-Asn-GIn
Dynorphine A(1-8) Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle 81 Kk
Pro-dynorphine Dynorphine B Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-GIn-Phe-Lys-Val-Val-Thr ; ! t
a-néo-endorphine Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Lys (i>>p et §)
fS-néo-endorphine Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Lys-Tyr-Pro
[Leu]enképhaline Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
Pro-nociceptine Nociceptine Phe-Gly-Gly-Phe-Thr-Gly-Ala-Lys-Ser-Ala-Arg-Lys-Leu- ORL
Ala-Asn-Gln
Inconnu Endomorphine-1 Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2
Endomorphine-2 Tyr-Pro-Phe-Phe-NH, [~

Tableau 7 — Peptides opioides endogénes, séquences peptidiques et leur affinité pour les
récepteurs aux opioides (d’apres Janecka et al., 2004)
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affinité pour les DOR et les MOR (tableau 7). Similaires a la B-endorphine, les enképhalines et
les dynorphines proviennent de molécules plus grosses. La pré-pro-enképhaline (PENK) est
clivée en met- ou leu-enképhaline (figure 15) (Bower et al., 1976). La pré-prodynorphine
(PDYN) quant a elle, peut étre clivée en plusieurs ligands sélectifs des KOR, notamment en
dynorphine-A(1-17), dynorphine-B(1-13) et I'a-néo-endorphine (figure 15). La dynorphine
peut aussi étre clivée en leu-enképhaline et en dynorphine A, capable de se lier aux MOR, DOR
et KOR (Goldstein et al., 1979; Chavkin, 2013) (tableau 7). La nociceptine est dérivée de la pré-
pronociceptine (PNOC) et a une affinité plus élevée pour le NOP comparé aux autres
récepteurs opioides (Meunier et al., 1995). Contrairement a la transmission synaptique des
petites molécules comme le glutamate ou la dopamine, les opioides dépendraient d’une
libération volumétrique dans les espaces synaptiques et extra-synaptiques et diffuseraient

vers leurs récepteurs (Duggan, 2000; Banghart & Sabatini, 2012).

Il existe une organisation différentielle des voies opioides endogénes dans le SNC
(figure 16) (Maldonado, 2010; Nandhu et al., 2010). Les neurones POMC, synthétisant la 3-
endorphine sont localisés au niveau du noyau arqué de I’hypothalamus et dans le NTS et
projettent sur le SNC. En revanche, PENK, PDYN et PNOC sont exprimés dans des neurones
locaux répartis a plusieurs niveaux du SNC (hippocampe (HPC), le thalamus, ganglions de la
base, 'hypothalamus, PAG, |'aire tegmentale ventrale (VTA), RVM et les couches superficielles
de la corne dorsale et du Sp5C. Ces neurones opioides locaux ont une distribution hétéroge-
ne ; par exemple, PENK est abondamment exprimé dans le thalamus et PDYN dans I'HPC,
I’hypothalamus et le noyau accumbens. Dans de nombreuses régions, les opioides sont
coexprimés avec d'autres neurotransmetteurs. PENK et PDYN sont exprimés dans 2 sous-
populations différentes de neurones GABAergiques dans le striatum et les enképhalines sont
coexprimées avec des marqueurs de neurones GABAergiques ou glutamatergiques dans les
couches superficielles de la corne dorsale (Samadi et al., 2006; Marvizén et al., 2009; Blomeley

& Bracci, 2011; Benarroch, 2012).
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Figure 16 — Distribution des peptides opioides et leurs récepteurs dans le systéme nerveux

central (d'aprés Benarroch., 2012).
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Il. Lesrécepteurs aux opioides

Le systéme opioide endogéne comprend quatre récepteurs couplés aux protéines G
transmembranaires : le récepteur aux opioides pu (MOR), codé par le géne OPRM1; le
récepteur aux opioides 6 (DOR), codé par le geéne OPRD1, le récepteur aux opioides k (KOR),
codé par le gene OPRK1 (tableau 8) et le récepteur a la nociceptine (NOP), codé par le géne
OPRL1 (Al-Hasani & Bruchas, 2011; Toll et al., 2016). Les trois premiers types de récepteurs
sont pharmacologiquement bloqués par la naloxone. Cependant, il existe des sous-types pour
ces récepteurs, définis par leur affinité pour une variété d’agonistes et d’antagonistes. Par
exemple, les MOR comprennent les récepteurs ul, responsables de I'analgésie supra-spinale,
et les récepteurs p2, intervenant dans le déclenchement de la dépression respiratoire et des
myosis (rétrécissement de la pupille). Des études pharmacologiques montrent que les [3-
endorphines agissent principalement via les MOR et les DOR, les enképhalines agissent
majoritairement via les DOR et les dynorphines via les KOR. La nociceptine se lie aux NOP, qui
ont une faible affinité pour les agonistes et antagonistes sélectifs des opioides (Mika et al.,

2011) (tableau 7).
1) Distribution anatomique des récepteurs aux opioides

Les récepteurs aux opioides sont largement mais différemment exprimés dans le SNC,
y compris dans le cortex cérébral, le systéme limbique, les ganglions de la base, le TC, la corne
dorsale de la moelle épiniere, ainsi que dans les ganglions de la racine dorsale et le systeme
nerveux entérique (figure 16). Le récepteur p est le plus abondant dans I’AMG, le thalamus et
le tronc cérébral. Le récepteur & est plus exprimé au niveau du cortex cérébral, du systéme
olfactif, du striatum et du cortex limbique et le récepteur k est retrouvé dans le claustrum, le
striatum et I'HYPOTHALAMUS. Ces trois sous-types sont retrouvés dans les couches
superficielles de la corne dorsale de la moelle épiniére et au niveau du Sp5C (Benarroch, 2012).
La distribution anatomique globale des peptides et des récepteurs suggere qu’il existe deux
systémes ligand/récepteurs opioides fonctionnellement distincts, un systéme B-endorphines-

enképhaline/u-6 et un systeme dynorphines/k et nociceptine/NOP ; ces deux systémes ayant
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Nomenclatures retrouvées

Géne

Distribution

Agoniste endogéne principal

Effets dans I'analgésie
Effets sur les mécanismes de
récompense et d’addiction

Effets sur les comportements

Autres effets

N S N T N —

MOR, MOP, OP3
OPRM1

Cortex cérébral

Tronc cérébral

Corne dorsale de la moelle
épiniere

Neurones des ganglions de la
racine dorsale

B-endorphine
Met-enképhaline

Analgésie spinale et supra-spinale

Facilitateur

Sédation
Euphorie

Dépression respiratoire
Myosis

Vomissements
Rétention urinaire
Constipation

DOR, DOP, OP1

OPRD1

Cortex cérébral

Thalamus

Striatum

Corne dorsale de la moelle
épiniére

Neurones des ganglions de la
racine dorsale

Enképhalines
Analgésie spinale et supra-spinale

Facilitateur

Sédation
Anti-dépresseur

Neuroprotection

KOR, KOP, OP2

OPRK1

Hippocampe

Striatum

Hypothalamus

Tronc cérébral

Corne dorsale de la moelle
épiniére

Dynorphine A
Analgésie spinale
Inhibiteur
Psychomimétique

Sédation
Dysphorie

Protection contre les convulsions

Tableau 8 — Récepteurs aux opioides, ligands, distribution anatomique et leurs effets.
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des effets différents sur la modulation nociceptive et comportementale (tableau 7)

(Benarroch, 2012).

Les récepteurs aux opioides sont principalement situés au niveau présynaptique (Baldi

etal., 1982).

Les MOR et les DOR ont des propriétés analgésiques importantes et sont fortement
exprimés dans les ganglions de la racine dorsale (DRG). Chez I’'Homme, les DOR spinaux sont
presque exclusivement localisés sur les terminaisons centrales des neurones DRG, au niveau
des couches superficielles (Mennicken et al., 2003), alors que chez les rongeurs, ils sont
exprimés a la fois sur les terminaisons présynaptiques et sur les neurones spinaux (Quirion et
al., 2022). Les DOR sont majoritairement exprimés dans les neurones myélinisés (fibres A} et
Ad), méme si on en retrouve, en faible quantité dans les fibres C, tandis que les MOR sont
retrouvés au niveau des fibres de petits diamétres peptidergiques et non peptidergiques

(fibres C) (Quirion et al., 2022).

Notons que peu d’études jusqu’alors se sont intéressées a I'expression des DOR dans
le CTC. Cependant, le groupe de Pradhan a montré que les DOR était présents au niveau du
TG et du CTC (Moye et al., 2021). Les MOR sont également présents au niveau du CTC (Aicher
et al., 2003; Mitchell et al., 2004; Bai et al., 2020).

2) Activation des récepteurs aux opioides

a. Mécanisme de transduction

Les récepteurs aux opioides appartiennent a la superfamille des RCPG et produisent
leurs effets cellulaires via leur couplage avec les sous-unités Gi/Go, entrainant des cascades de
transduction. L’activation des récepteurs opioides conduit a I'inhibition de I'adénylate cyclase
(et donc de I'’AMPc), de canaux calciques voltage dépendant et I'activation de canaux
potassiques rectifiant vers I'intérieur. Au niveau cellulaire, toutes les actions provoquent une
inhibition présynaptique de la libération de neurotransmetteurs, une hyperpolarisation post-
synaptique et une diminution de I’excitabilité neuronale. Les récepteurs aux opioides activent
également la voie des MAPK ainsi qu’une signalisation intracellulaire via des voies

indépendantes de la protéine G (Trescot et al., 2008; Benarroch, 2012).

87



b. Interaction des récepteurs

Il existe des interactions complexes entre les différents types de récepteurs opioides.
En général, les DOR ont des similitudes fonctionnelles, une synergie et une coopération avec
les MOR. Les MOR peuvent former des hétérodiméres avec les DOR et les KOR (Cahill et al.,
2007; Vanderah, 2010; van Rijn et al., 2010). Ces interactions peuvent affecter le trafic des
récepteurs, leurs expressions a la surface des cellules et leurs effets en aval. L'inflammation
et des traitements prolongés d’agonistes des MOR peuvent conduire a la translocation des
DOR a la membrane et peuvent favoriser la dimérisation de ces deux récepteurs (Cahill et al.,
2007; Vanderah, 2010). Les KOR peuvent potentialiser les MOR (Chakrabarti et al., 2010), mais
ils peuvent également s’opposer fonctionnellement a d’autres effets médiés par les MOR et
avoir des effets synergiques avec les NOP (Mika et al., 2011). Notons que les récepteurs aux
opioides peuvent coopérer avec d’autres RCPG tels que les récepteurs a-2 adrénergiques
(Stone & Wilcox, 2004; Overland et al., 2009) et récepteurs cannabinoides (CB1) (Lépez-
Moreno et al., 2010; Parolaro et al., 2010; Benarroch, 2012).

c. Désensibilisation

L'activité des récepteurs opioides, par les opioides exogenes, est limitée par la
désensibilisation (figure 17). Il s’agit d’un processus complexe de régulation par rétroaction,
comprenant la phosphorylation des récepteurs, le découplage de la protéine Gi, et
I'internalisation par endocytose. Plusieurs kinases, telle que la kinase RCPG, peuvent
phosphoryler les récepteurs aux opioides, conduisant a une affinité accrue pour les molécules
d’arrestine intracellulaire, la formation de complexes récepteurs arrestine-opioides
empéchant le couplage de la protéine G et favorisant l'internalisation des récepteurs via des
voies dépendantes de la clathrine. Les MOR sont rapidement recyclés a la surface de la cellule,
tandis que les DOR sont ciblés pour la dégradation lysosomale. La perturbation de la formation
des hétérodimeéres MOR/DOR atténue significativement la tolérance aux effets antinociceptifs
de la morphine. Notons que différents agonistes des récepteurs aux opioides peuvent
déclencher différents degrés de couplage de I'arrestine, d’internalisation des récepteurs et de
désensibilisation. Cette sélectivité fonctionnelle est nommée agonisme biaisé (Frélich et al.,

2011) et serait un mécanisme important de tolérance aux effets analgésiques,

88



Signalisation via la protéine G Signalisation via l'arrestine
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Figure 17 - Voie de signalisation des récepteurs opioides.

La ligison des ligands aux récepteurs opioides provoque des changements conformationnels
favorisant le recrutement de la protéine G et I’hyperpolarisation de la cellule liée a
I'ouverture des canaux K* et la fermeture de canaux Ca?*. La désensibilisation des récepteurs
s’effectue par l'internalisation via I’arrestine (d’aprés Corder at al., 2018).
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comportementaux et autres effets de ces médicaments (Pradhan et al., 2010; Benarroch,

2012).

d. Conséquences fonctionnelles de I'activation des récepteurs

aux opioides

Les opioides exercent divers effets selon la distribution pré- ou post-synaptique de
leurs récepteurs dans les neurones de projection ou locaux. Par exemple, dans la corne dorsale
et a la périphérie, les MOR et DOR présynaptiques inhibent la libération de glutamate, de
substance P et de CGRP dans les afférences nociceptives primaires (Benarroch, 2012). Au
niveau du cortex cérébral, tous les récepteurs opioides inhibent de maniére pré-synaptique la
libération de glutamate. Dans la PAG ou la VTA, 'activation des MOR et DOR provoque un
effet facilitateur des neurones descendants en inhibant la libération de GABA par les neurones

inhibiteurs locaux (Benarroch, 2012).

lll. Les opioides endogénes et leurs récepteurs dans la modulation de la

douleur

Une des fonctions principales des peptides opioides endogénes est de moduler les
réponses a la douleur. Cette partie est consacrée aux circuits modulateurs descendants de la
douleur, composés principalement des projections allant de la PAG vers la RVM. Les
projections de la RVM modulent les afférences nociceptives entrantes au niveau de la ME et

du CTC (Bagley & Ingram, 2020).
1) Mécanismes supra-spinaux

Les opioides endogenes tels que la met- et la leu-enképhalines, les dynorphines et les
-endorphines sont largement exprimés dans le cerveau (Bodnar, 2013; Gu et al., 2017) et
dans le circuit modulateur descendant de la douleur (Finley et al., 1981; Moss et al., 1983; Del

Rio et al., 1983).
a. Amygdale

Le noyau central de '’AMG (CeA) joue un role dans la modulation descendante de la

douleur, notamment grace a ses projections vers la PAG. Cette derniére envoie des projections
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aux sous-régions latérale (Cel) et médiale du CeA (CeM) (Li & Sheets, 2018) et réciproquement

(Oka et al., 2008; Sun et al., 2019), plus particulierement vers la vI-PAG.

La stimulation électrique du CeA entraine une analgésie (Oliveira & Prado, 2001). De
plus, I'analgésie induite par les opioides nécessite un CeA intact chez les rongeurs et les
primates (Manning, 1998; Manning et al., 2001) et |'injection d'agonistes aux MOR et aux DOR
dans le CeA, comme la morphine (Helmstetter et al., 1993; Pavlovic et al., 1996), produit une
analgésie. Les opioides endogénes agissant dans le CeA produisent une analgésie modérée
(Valverde et al., 1996). L'analgésie résultant de la stimulation électrique du CeA résulte de
I’action des neurones de sortie du CeA stimulant la libération d'opioides dans la PAG (Pavlovic

et al., 1996; Oliveira & Prado, 2001).

Le niveau d'activité des neurones du CeA, projetant vers la PAG, est déterminé a la fois
par leur activation via les entrées synaptiques glutamatergiques et par leur inhibition via les
entrées synaptiques GABAergiques. L'activation des MOR inhiberait la libération de GABA sur
environ 60% des neurones du CeA se projetant vers la PAG tout en laissant la libération de
glutamate pratiguement incontrélée, avec des effets inhibiteurs observés dans seulement
23% des cellules (Finnegan et al., 2005). Ceci suggere que, comme dans la PAG (Vaughan &
Christie, 1997), les agonistes des MOR activent la voie modulatrice descendante de la douleur

par désinhibition des neurones du CeA allant vers la PAG.

Les enképhalines et la B-endorphine sont exprimées dans I'AMG (figure 18). Des
niveaux trés modestes de fibres B-endorphines positives, provenant probablement d'entrées
hypothalamiques, sont trouvés dans toute I'AMG (Gray et al., 1984). Les enképhalines sont
exprimées a des niveaux élevés dans le CeA, avec une expression plus élevée dans le Cel, (Gray
et al., 1984; Poulin et al., 2006) et dans I'une de ses principales zones d'entrée, les cellules
intercalées de I'AMG (Jacobsen et al., 2006). Il est possible que I'un ou l'autre des opioides
endogenes puisse participer a l'activation de la voie descendante. Cependant, les

enképhalines joueraient un réle plus important dans I’activation des projections médiées par

91



,- Cel ’
; .
&
. @ CeM g =)

& Output
%
Celim =

Hypothalamus Vers la

PAG

Vers la

Hypothalamus moelle
épiniére
Inhibition de la douleur Facilitation de la douleur
“Y  Enképhalines n MOR <) Neurones glutamatergiques
**  P-endorphines il KOR Neurones GABAergiques
&2  Dynorphines ‘ DOR

Figure 18 — Distribution des opioides endogénes et leurs récepteurs dans le noyau médial de

I’'amygdale (CEM) la PAG et la RVM chez le rat (d’aprés Bagley & Ingram, 2020).
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Figure 18 (suite) — AMG (amygdale) (encadré du haut) : les peptides opioides endogénes sont
libérés dans le noyau centro-médian (CeM). Les enképhalines sont probablement libérées par
des neurones centro-latéraux (Cel) et de I'ilot principal des cellules intercalées (Im), alors que
la B-endorphine est libérée par les terminaisons hypothalamiques, la source de dynorphine
n'est pas définie. Le récepteur opioide prédominant exprimé dans le CeM est le MOR dont
I'activation inhibe la libération de GABA dans le CeM. Les KOR sont également exprimés sur
les neurones GABA.

PAG (encadré du milieu) : les peptides opioides endogénes sont libérés dans la PAG a partir
des terminaisons issues de 'AMG et de I’HT. Les MOR hyperpolarisent les neurones via
'activation des canaux potassiques couplés aux protéines G (GIRK). Les MOR sont également
exprimés sur les terminaisons présynaptiques glutamatergiques et GABAergiques provenant
de l'extérieur de la PAG et inhibent la libération de neurotransmetteurs. Les KOR sont
également exprimés sur les terminaisons présynaptiques.

RVM (encadré du bas) : les cellules OFF sont insensibles aux opioides et cellules ON sont
directement hyperpolarisées par les agonistes MOR. Une partie des cellules OFF sont inhibées
par les agonistes KOR. Les récepteurs MOR et KOR inhibent la libération présynaptique de
glutamate et de GABA sur les deux types de cellules (d’aprés Bagley and Ingram, 2020).

93



le CeA allant vers la PAG. En effet, I'expression d'enképhalines dans le CeA et dans les cellules
intercalées est significativement plus élevée (Gray et al.,, 1984; Poulin et al., 2006). La
dynorphine, empécherait l'inhibition GABAergique sur les neurones du CeM par leurs actions
au niveau des KOR (Gilpin et al., 2014) bien que I'on ne sache pas si ces neurones du CeM

projettent vers la PAG (Finnegan et al., 2005).

Les opioides endogénes qui produisent une analgésie dans le CeA pourraient étre
libérés soit par des cellules du CeA elles-mémes, soit par des neurones intercalés (Poulin et

al., 2006; Jacobsen et al., 2006; Bagley & Ingram, 2020).

b. PAG

Les terminaisons contenant des enképhalines sont présentes dans toute la PAG mais
plus particulierement dans la vI-PAG. Ces terminaisons sont concomitantes a la fois aux
terminaisons des neurones GABAergiques mais aussi non-GABAergiques, ainsi qu’aux
neurones de projection allant de la PAG vers la RVM (Williams & Beitz, 1990). Une partie des
neurones de projection PAG-RVM exprime des MOR et DOR (Osborne et al., 1996; Wang &
Wessendorf, 2002) indiquant que les opioides endogénes inhibent directement certains
neurones de sortie du circuit PAG-RVM. L'origine des terminaisons des enképhalines n’est pas
complétement caractérisée mais les neurones exprimant les enképhalines sont répartis dans
la PAG (Moss et al.,, 1983; Williams & Dockray, 1983). Des études de coloration par
immunohistochimie des enképhalines, menées chez le singe et le rat, montrent de
nombreuses similitudes (Haber & Elde, 19824, 1982b). Fait intéressant, certains neurones
contenant des enképhalines dans la PAG envoient des projections a I’AMG (Li et al., 1990a) et
au noyau accumbens (Li et al., 1990b), indiguant que la libération d’opioides dans ces zones

pourrait aider a coordonner les réponses a la douleur dans les structures supérieures.

Les fibres provenant du noyau arqué de I|'hypothalamus, contenant de la PB-
endorphine, se projettent fortement vers la PAG (Finley et al., 1981; Ibata et al., 1985; Sim &
Joseph, 1991). La stimulation du noyau arqué augmente la libération de B-endorphine dans la
PAG (Bach & Yaksh, 1995; Sun et al.,, 2007), mais la stimulation de la PAG augmente

principalement la libération de met-enképhaline (Bach & Yaksh, 1995). La met-enképhaline et
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la B-endorphine sont des agonistes complets des MOR (Alt et al., 1998). La stimulation
nociceptive augmente la libération de peptides opioides dans la vI-PAG (Del Rio et al., 1983;
Williams et al., 1995). La libération de B-endorphine dans la PAG est associée a une analgésie
induite par le stress (Killing et al., 1989), ainsi qu'a des lésions périphériques (Nakamura et
al., 2013). Le systéeme opioide endogene répond aux situations douloureuses en activant les
récepteurs opioides dans la PAG, mais les roles physiologiques des différents peptides ne sont

pas clairement établis.

En plus des niveaux élevés de MOR, les neurones de la PAG expriment également des
DOR et des KOR (figure 18), ainsi que les NOP (Mansour et al., 1995; Kalyuzhny & Wessendorf,
1998; Chiou et al.,, 2002; Bobeck et al., 2016). Les DOR sont localisés au niveau des
terminaisons contenant des enképhalines (Commons et al., 2001) et peuvent agir comme
autorécepteurs. Des marquages au niveau des terminaisons des neurones non-GABA
exprimant les DOR font synapse sur les neurones GABAergiques dans la vI-PAG, ce qui suggere
gu'ils inhiberaient les entrées de glutamate sur les neurones GABAergiques (Commons et al.,
2001). Ainsi, ils pourraient contribuer a l'analgésie en diminuant I'excitation des neurones

GABAergiques intrinseques a la PAG.

La colocalisation des ARNm et des protéines MOR et KOR est observée a la fois dans la
PAG et la RVM (Gutstein et al., 1998), bien que des micro-injections d’opioides exogenes (tels
gue la morphine) dans la PAG produisent une antinociception robuste (Cheng et al., 1986;
Morgan et al., 2006) principalement via les MOR (Bodnar et al., 1988; Smith et al., 1988; Fang
et al., 1989; Ossipov et al., 1995). Notons qu’a ce jour, les roles physiologiques des KOR dans

la PAG sont méconnus.

Les MOR sont exprimés a la fois aux niveaux pré- et post-synaptiques dans la vI-PAG.
La liaison des opioides aux MOR post-synaptiques active les canaux GIRK qui hyperpolarisent
une sous-population de neurones de la PAG (Chieng & Christie, 1994; Vaughan et al., 2003;
Ingram et al., 2007), y compris certains neurones de sortie allant de la PAG vers la RVM
(Osborne et al., 1996). Les MOR post-synaptiques se couplent également aux canaux calciques

et inhibent leur activation (Connor & Christie, 1998; Bagley & Ingram, 2020).
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c. RVM

La PAG envoie de denses projections a la RVM qui va par la suite intégrer des
informations provenant des zones corticales et sous-corticales. La RVM constitue la sortie
prédominante du circuit modulateur descendant de la douleur vers la ME (Heinricher &
Ingram, 2008). Les opioides présents au niveau de la RVM vont provoquer une antinociception
(Dickenson et al., 1979; Azami et al., 1982) en réduisant la pause des cellules OFF de la RVM
(Heinricher et al., 1992, 1994). Le déclenchement des cellules ON est corrélé a I'hyperalgésie
et I'injection systémique de morphine réduit le déclenchement des cellules ON (Barbaro et al.,
1986; Heinricher et al., 1992). Des fibres denses contenant des enképhalines communiquent
avec les cellules ON de la RVM (Mason et al., 1992), fournissant un substrat anatomique pour

la modulation des cellules ON par des peptides opioides endogenes (figure 18).

Les enképhalines sont également répandues dans la RVM (Guthrie & Basbaum, 1984;
Khachaturian et al., 1983; Williams & Dockray, 1983). Les neurones de la RVM expriment les
MOR, les DOR et les KOR a des niveaux inférieurs a ceux de la PAG (Kalyuzhny et al., 1996;
Gutstein et al., 1998; Wang & Wessendorf, 1999; Drake et al., 2007). L'activation de ces
récepteurs entraine des actions pré- et post-synaptiques dans la RVM (Pan et al., 1990; Pan &
Fields, 1996) entrainant I'inhibition directe des cellules ON et I'activation indirecte des cellules

OFF (Cheng et al., 1986; Heinricher et al., 1987, 1989).

Les MOR et les DOR pourraient interagir dans la RVM (Marinelli et al., 2005), en
particulier dans les états de douleur chronique, via la contribution des enképhalines (Hurley

& Hammond, 2001).

Les entrées descendantes de la RVM vers la ME ont été étudiées grace a des travaux
utilisant un tracage rétrograde dans des lignées de souris transgéniques (Cai et al., 2014;
Zhang et al., 2015; Francois et al., 2017). L'expression sélective de marqueurs dans les
neurones de la RVM exprimant les enképhalines se trouve au niveau de la RVM, dans des
circuits descendants impliqués dans la modulation des réponses aux stimuli nociceptifs.
Certains des neurones de la RVM coexpriment le GABA et les enképhalines, et I'élimination de
ces neurones pourrait augmenter I'hypersensibilité aux stimuli nociceptifs chez les souris

(Zhanget al., 2015). Les MOR et les DOR sont exprimés dans une sous-population de neurones
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de la RVM qui projette vers la ME chez le rat (Kalyuzhny et al., 1996; Wang & Wessendorf,
1999), mais on ne sait pas quelles contributions ces neurones ont dans le contréle de la

douleur descendante.

Ensemble, ces résultats suggérent que les opioides endogénes permettent des

réponses réduites a la douleur attendue (Eippert & Tracey, 2014).

2) Mécanismes spinaux

Les enképhalines et les dynorphines sont présentes dans différentes populations de
neurones de la corne dorsale, mais aucune preuve claire ne permet de confirmer 'expression
de I'endorphine dans la corne dorsale (Marvizén et al., 2009). De plus, la dynorphine est
présente dans certaines fibres C. Les enképhalines peuvent étre colocalisées avec le GABA ou
le glutamate dans les interneurones de la corne dorsale (Marvizén et al., 2009). Les MOR, DOR,
KOR et NOP sont exprimés dans la corne dorsale de la ME et dans les afférences nociceptives
primaires des neurones DRG. Les MOR et DOR sont également exprimés au niveau du CTC
(Aicher et al., 2003; Mitchell et al., 2004; Bai et al., 2020; Moye et al., 2021). Ces 2 récepteurs
produisent une analgésie a la fois par des mécanismes présynaptiques et postsynaptiques. Ils

peuvent également interagir dans la ME (Benarroch, 2012).

3) Mécanismes périphériques

Plusieurs études indiquent que les récepteurs opioides situés a la périphérie
contribuent aux effets analgésiques des opioides administrés par voie systémique (Rachinger-
Adam et al., 2011). lls sont exprimés dans les afférences nociceptives primaires mais sont
fonctionnellement inactifs en conditions basales. Cependant, les récepteurs opioides
périphériques sont surexprimés et induisent des effets antinociceptifs dans le cadre de
I'inflammation. L'inflammation déclenche la synthése et le transport axonal des MOR dans les
neurones des DRG ; ce processus dépend a la fois de I'activité neuronale et de la production
de cytokines pro-inflammatoires, de facteur de croissance nerveuse et de bradykinine.
L'inflammation des tissus périphériques favorise également la migration des leucocytes
contenant des peptides opioides tels que la B-endorphine et les enképhalines. Les

chimiokines, les cytokines, le facteur de libération de la corticotropine et les catécholamines
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libérées par les terminaisons sympathiques facilitent la libération d'opioides par les
leucocytes, ce qui favorise les effets analgésiques et immunomodulateurs via les récepteurs
opioides situés a la périphérie. Notons que les MOR et les DOR sont également retrouvés au
niveau des ganglions trigéminaux (Zhang et al., 2014; Lee et al., 2016; Bagues et al., 2017,
Moye et al., 2021).

4) Role des opioides dans la migraine

La compréhension des mécanismes sous-jacents de la migraine est encore limitée et,
comme pour d’autres affections douloureuses, les récepteurs opioides semblent jouer un role

important dans la régulation de la céphalée.

Les opioides exogénes comme la morphine sont souvent prescrits aux USA dans le
traitement de la migraine (Bigal & Lipton, 2009) et ces analgésiques agissent principalement
par le biais des MOR (Borsodoni et al., 2019). Cependant, la consommation d’opioides peut
entrainer une augmentation paradoxale de la douleur, soit I'hyperalgésie induite par les
opioides (Hayhurst & Durieux, 2016), classée comme CAM (Anon, 2018). Dans ce cas, les
opioides entrainent initialement un soulagement des crises, mais a long terme, ils peuvent
entrainer une augmentation de la fréquence et de l'intensité des céphalées (Bigal & Lipton,
2009; Buse et al., 2012). Les CAM sont difficiles a traiter et peuvent entrainer une dépendance
et un abus d’opioides, ce qui a contribué a la crise sanitaire des opioides aux USA (Reid et al.,

2002; Colas et al., 2004, Diener et al., 2016)

Sur le plan épidémiologique, les preuves montrent que ['utilisation excessive
d'opioides peut faciliter la transition de la migraine épisodique vers la migraine chronique

(Bigal & Lipton, 2009) et augmenter l'incapacité associée (Buse et al., 2012).

Les DOR ont été identifiés comme une nouvelle cible thérapeutique pour les troubles

de la céphalée (Charles & Pradhan, 2016).

Bien que les agonistes DOR ne soient pas tres efficaces dans les modeles de douleur
aigué, des résultats ont montré que trois agonistes DOR sélectifs différents, SNC80, ARM390
et JNJ20788560, inhiberaient I'allodynie mécanique associée a la migraine induite par la NTG

(Pradhan et al., 2014). Un autre groupe a confirmé que le SNC80 pouvait bloquer les effets de
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la NTG, sur I'hyperalgésie thermique (Dripps et al., 2018). Il est important de noter que les
agonistes qui favorisent a la fois l'internalisation élevée (SNC80) et faible (ARM390) des DOR
étaient actifs dans ce modeéle de migraine, ce qui indique qu'il ne s'agit pas d'un effet biaisé
par le ligand (Vicente-Sanchez & Pradhan, 2018). Ces études indiquent que les agonistes DOR

peuvent étre efficaces comme agents thérapeutiques contre la migraine aigué.

Les agonistes DOR se sont révélés aussi étre efficace dans un certain nombre de
modeéles de douleur chronique, y compris dans des modeéles de douleur inflammatoire et
neuropathique (Martin et al., 2003; Vicente-Sanchez et al., 2016). De plus en plus de preuves
indiquent que les DOR sont fonctionnellement régulés positivement pendant les états de
douleur chronique (Nadal et al., 2006; Cahill et al., 2007; Pradhan et al., 2013; Gendron et al.,
2016).

Les agonistes des DOR seraient également une voie prometteuse pour le traitement
de la migraine chronique (Dripps et al., 2020). Il a été démontré que le SNC80 inhibait
I'allodynie céphalique induite par la NTG, dans un modeéle de douleur chronique associée a la
migraine (Moye et al., 2019b). L'injection aigué de SNC80 a également été efficace dans un
modéle de migraine chronique induite par une lésion cérébrale traumatique légére, connue
sous le nom de migraine post-traumatique (Moye & Pradhan, 2017; Moye et al., 2019b). |l est
important de noter que le traitement a long terme avec le SNC80 a également empéché le
développement de la migraine chronique dans ce méme modele de céphalée post-
traumatique (Moye et al.,, 2019a). Les DOR pourraient étre efficaces a la fois pour les
céphalées épisodiques et pourraient également protéger de l'induction de la chronicité des
céphalées. Ces résultats suggerent que les MOR et les DOR régulent distinctement le
traitement des céphalées. En effet, dans un modele de douleur induite par I'administration
chronique de morphine, l'activation du DOR, par le SNC80, bloquait I’allodynie induite (Moye
et al., 2019b). De plus, I'allodynie reflétant les CAM induites par les triptans a également été
inhibée par le traitement au SNC80 (Moye et al., 2019b). Ces études suggerent que les DOR
peuvent étre une cible efficace non seulement pour la migraine, mais pour les troubles de Ia

céphalée plus largement.

De plus, I'activation du DOR s'est également avérée bénéfique sur les symptomes liés

a l'aura migraineuse. Il a été démontré que le SNC80 a considérablement réduit le nombre
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d'événements des CSD évoqués par le KCI (Pradhan et al., 2014), démontrant que les DOR
peuvent réguler |'excitabilité corticale associée a la migraine, ce qui suggére a nouveau que
les agonistes DOR pourraient également s'avérer étre efficaces dans le traitement préventif
de la migraine. Notons tout de méme que I'activation des DOR par le SNC80 entrainerait des
effets indésirables chez I'animal, tels que des convulsions (Hong et al., 1998; Chu Sin Chung et

al., 2015; Bertels et al., 2021).

Les KOR pourraient également représenter une cible thérapeutique pour les troubles
de la céphalée, et dans ce cas, une stratégie antagoniste est proposée. La régulation a la
hausse du ligand endogéne des KOR, la dynorphine, a été identifiée comme un marqueur de
stress (Bruchas et al., 2010; Carlezon & Krystal, 2016), et cela pourrait expliquer une facon
dont le stress entraine mécaniquement la migraine. Le stress est communément identifié
comme un déclencheur de la migraine (Maleki et al., 2012), et a I'appui de cette idée, les
antagonistes de KOR se sont récemment révélés étre efficaces dans un modéle de céphalées
induites par le stress (Xie et al., 2017). L’administration répétée de sumatriptan chez le rat
entrainait une hypersensibilité, similaire aux CAM, et simultanément une hypersensibilité a
un signal de stress lumineux. Une surexpression de CGRP plasmatique, ainsi qu'une induction
d'allodynie céphalique et périphérique, ont été montrées dans ce modele. Les injections
systémiques d'antagonistes aux KOR, a action longue (norbinaltorphimine) ou courte
(CYM51317), ont bloqué a la fois la surexpression de CGRP et I'allodynie. De plus, le traitement
chronique avec le sumatriptan a augmenté les concentrations de dynorphine et des KOR
phosphorylés dans I'AMG, et l'injection de norbinaltorphimine directement dans 'AMG
entrainait une diminution de I'allodynie. Ces résultats ouvrent la possibilité de cibler les
antagonistes des KOR pour le traitement de la migraine, en particulier chez les patients

présentant une sensibilité accrue au stress.

Enfin, le NOP a également été impliqué dans la physiopathologie des céphalées. La
nociceptine est fortement exprimée dans les ganglions trigéminaux humains (Hou et al.,
2003), jusqu'a 70 % des neurones étant positifs pour la nociceptine. De plus, dans un modele
électrophysiologique de migraine, la nociceptine inhibe significativement la vasodilatation
durale neurogene. Les niveaux de nociceptine ont également été identifiés dans une

population de patients souffrant de migraine. Notons qu’entre les crises, les niveaux du ligand

100



endogene de NOP, sont significativement plus faibles dans le plasma des patients souffrant de
migraine par rapport aux témoins sains, et ces concentrations chutent d’autant plus lors d'une
crise de migraine (Ertsey et al., 2005). Ensemble, ces études suggerent une recherche plus
approfondie sur le réle de la nociceptine et de son récepteur dans les troubles de la céphalée

(Parker et al., 2020).

La compréhension de la régulation complexe des opioides endogenes aiderait a
prendre des décisions rationnelles concernant |'utilisation des opioides contre la douleur ou

d’innover sur de nouveaux traitements ciblant indirectement les récepteurs opioides.
IV. Les enképhalines

Les enképhalines furent les premiers des opioides endogenes a avoir été découverts,
en 1975 (Hughes et al., 1975). Ce sont des pentapeptides cérébraux endogénes ayant des
activités de type opiacé. Elles ont été décrites par Hughes comme étant des «
neuromodulateurs a action hautement transitoire et a inactivation rapide » et ayant des
activités médiées par des peptidases « désactivantes » spécifiques et non spécifiques (Hughes

et al., 1975; Lukiw, 2006).
1) Nature séquence et conformation des enképhalines

Depuis leur identification, les enképhalines n’ont cessé d’étre manipulées et la
modification de la séquence du pentapeptide a produit des euphorisants, des sédatifs, des
hypnotiques, des antitussifs et de nouveaux analgésiques (Snyder, 2004). Les enképhalines
sont constituées de cing acides aminés selon la structure suivante : Tyrl1-Gly2-Gly3-Phe4(-
Leu5 ou -Met5). L’acide aminé en position 5 détermine s’il s’agit de la met- ou de la leu-
enképhaline. Tyrl ne peut étre remplacé par aucun autre résidu d'acide aminé, et une
modification chimique ou une réorientation stéréochimique a cette position entraine une

perte importante d'activité (Simantov & Snyder, 1976).
2) Métabolisme des enképhalines par les enképhalinases

Les enképhalines sont libérées par I'organisme en cas de stimuli nociceptifs, par des
mécanismes dépendants du calcium, afin de diminuer la nociception (Roques et al., 2012). Ces
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opioides endogénes ont généralement un taux de renouvellement mesuré en secondes ou en
minutes, a la fois in vivo et in vitro (Hughes et al., 1975; Simantov & Snyder, 1976), et cette
stabilité est liée a I'age du systeme cellulaire étudié (McGeer & McGeer, 1978). Le temps de
demi-vie de la met-enképhaline est estimé a moins de 2 minutes (Hartvig et al., 1986) et celle
de la leu-enképhaline a moins de 10 minutes (Cassell et al., 2019). Presque simultanément a
la découverte des enképhalines, plusieurs enzymes capables de les hydrolyser ont été

identifiées (Ramirez-Sanchez et al., 2019) :

Leucyl aminopeptidase ou LAP (EC 3.4.11.1) (Gibson et al., 1991) a une activité

optimale de dégradation pour la leu-enképhaline,

- Alanyl aminopeptidase, APN ou APM (EC 3.4.11.2) (Hersh, 1985) a une activité
optimale de dégradation pour les enképhalines (Bauvois & Dauzonne, 2006). Elle
libere la Tyrl de la partie N-terminale du pentapeptide (Roques et al., 1993),

- Placental leucyl aminopeptidase ou PLAP (EC 3.4.11.3) (Matsumoto et al., 2001) a
une activité optimale de dégradation pour la leu-enképhaline,

- Puromycin sensitive aminopeptidase ou PSAP (EC 3.4.11.14) (Johnson, 2001;
Thompson & Hersh, 2004) a une activité optimale de dégradation pour la leu-
enképhaline,

- Neurones specific aminopeptidases ou NSAP (EC 3.4.11.-) (Hui et al., 1998) a une
activité optimale de dégradation pour la leu-enképhaline,

- Dipeptidyl peptidase Ill ou DPPIIl (EC 3.4.14.4) (Lee & Snyder, 1982; Inaoka &
Tamaoki, 1987) hydrolyse efficacement la met- et la leu-enképhaline,

- Carboxypeptidase A6 ou CA6 (EC 3.4.17.1) (Lyons et al., 2008) a une activité
optimale de dégradation pour la met-enképhaline,

- Neutral endopeptidase, dipeptidyl carboxypeptidase, neprilysin ou NEP (EC

3.4.24.11) (Li et al., 1996) a une activité optimale de dégradation pour les

enképhalines. Elle clive la liaison Gly3-Phe4 du pentapeptide (Roques et al., 1993).

Fait intéressant, bien qu’ayant des affinités pour I’hydrolyse d’'une enképhaline, toutes
les enképhalinases ont des affinités élevées similaires pour le substrat, il semble donc
hautement probable que chacune des quatre liaisons peptidiques de I'enképhaline ait une

sensibilité a peu pres égale a une dégradation rapide en son acide aminé constitutif.
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Cependant, in vivo, les deux principales enzymes de la dégradation des enképhalines sont la

NEP et I’APN.

Les aminopeptidases non spécifiques et la carboxypeptidase éliminent les terminaux
amino et carboxyle de I'enképhaline tandis que d'autres endopeptidases endogéenes telles que
la cathepsine C et I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACE) peuvent cliver les liaisons
peptidiques les plus internes. Prises ensemble, ces données montrent que la dégradation de
I'enképhaline est rapide, spécifique et qu'au site du catabolisme et de la terminaison de
I'enképhaline, des acides aminés libres sont libérés. On peut donc s'attendre a ce que le réle
précis et le mode d'action du systéme enzymatique responsable de ces clivages aient un effet
majeur sur la pharmacologie et la biochimie des enképhalines. Notons que les résidus les plus
essentiels au fonctionnement des enképhalines sont aussi soit des neurotransmetteurs eux-
mémes (glycine) soit des précurseurs immédiats de la L-Dopa, de la dopamine et de la
noradrénaline (tyrosine et phénylalanine). Le cinquiéme acide aminé variable leucine (-leu5)
ou méthionine (-met5) n'a pas encore regu de candidature de neurotransmetteur. Cela
suggere que l'enképhaline est polyfonctionnelle dans son état intact, se lie aux mémes sites
dans le cerveau que la morphine et d'autres opiacés, et ses produits de dégradation peuvent
agir comme des entités de signalisation ou comme des précurseurs de neurotransmetteurs

inhibiteurs ou métabotropes (Lukiw, 2006; Ramirez-Sanchez et al., 2019).

Le temps de demi-vie de la NEP est estimé a 3.7 jours (Lorkowski et al., 1987) et de 3.5-
6h pour I’APN (Wex et al., 1997).

Notons que I’APN est présent dans le SNC et dans une variété de tissus humains tels
que les cellules endothéliales, épithéliales, les fibroblastes et les leucocytes (Bauvois &
Dauzonne, 2006). La NEP est fortement exprimée dans le SNC et dans les tissus périphériques
tels que les cellules épithéliales et endocrines, les fibroblastes et neutrophiles (Roques et al.,
1993). Il existe une colocalisation de la NEP et I’APN dans les régions cérébrales ou les peptides
opioides et leurs récepteurs sont situés (Waksman et al., 1986; Mansour & Watson, 1993;

Noble et al., 2001, 2008).
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3) Répartition anatomique des enképhalines

Différentes structures cérébrales contiennent des neurones synthétiseurs de peptides
opioides. Les enképhalines sont impliquées dans la régulation de plusieurs processus
biologiques dans différents organes, notamment le systéme cardiovasculaire, le tractus
gastro-intestinal, le systeme respiratoire et dans la perception de la douleur (Henry et al.,
2017). Les neurones enképhalinergiques sont présents dans les laminae |, Il et V de la moelle
épiniere (Sumal et al., 1982; Lima et al., 1993) et dans la PAG, a travers lesquels ils
interviennent dans la perception de la douleur (Holden et al., 2005; Shenoy & Lui, 2023). Les
enképhalines sont également présentes dans le STV. En effet, au niveau du TG et du CTC, les
enképhalines (Fiacco & Cuello, 1980; Quartu & Del Fiacco, 1994; Hokfelt et al., n.d.) seraient
colocalisées a la substance P. Une étude a montré que la surproduction locale de peptides
dérivés de la pro-enképhaline, dans les neurones sensoriels du TG, entraine un puissant effet
anti-allodynique par la stimulation des récepteurs opioides principalement situés en
périphérie et suggere que la libération ciblée d’opioides endogenes serait une cible
intéressante pour le traitement de la douleur (Meunier et al., 2005). En stimulant
électriquement le TG, les niveaux d’enképhalines libérés dans le CTC sont diminués. Cette
étude suggere que la met-enképhaline agirait comme antinocicepteur dans le CTC suite a la
stimulation du TG, relevant bien la connexion qui existe entre ces deux structures (Samsam

et al., 2002).

Notons qu’en fonction des régions cérébrales, le ratio met-/leu-enképhaline peut
varier jusqu’a 8 : 1 (Hughes et al., 1977). La plus haute proportion de Leu-enképhaline est
retrouvée dans le cortex et dans I’hippocampe (Hughes et al., 1977). Dans la région du CTC, la
proportion de met-enképhaline est plus important que la leu-enképhaline (Hughes et al.,

1997).

4) Les enképhalines et la migraine

En 1979, Sicuteri fut le premier a émettre I'hypothése d’un dysfonctionnement du
systeme opioidergique lors des crises de migraine (Sicuteri et al., 1979). Quelques années plus

tard, le role de la met-enképhaline dans la modulation de la douleur chez 'Homme a été
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étayée par des études longitudinales montrant que les niveaux de met-enképhaline sont
beaucoup plus élevés dans le plasma et les plaquettes de migraineux, que chez les patients
sains (Mosnaim et al., 1986; Ferrari et al., 1990). Ces niveaux, dans la plupart des cas
reviennent a des valeurs normales aprés plusieurs jours ou jusqu’a 3 semaines (Mosnaim et
al., 1986). En revanche, il semblerait qu’aucune modification de concentration de leu-
enképhaline ne soit corrélée aux épisodes de migraine. Notons que pour mieux comprendre
le réle des opioides endogénes dans la migraine, davantage d’études visant a analyser les
biomarqueurs présents dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) et dans le sang de patients

migraineux seraient nécessaires (Ashina, 2022).

D’apres la littérature (Samsam et al., 2002; Meunier et al., 2005), nous savons que les
enképhalines sont présentes au niveau du STV. Nous savons également que le déclenchement
des migraines est corrélé avec des dysfonctionnements du STV. Partant de ce postulat, une
étude menée au laboratoire s’est intéressée a une potentielle nouvelle cible thérapeutique
passant par la protection des enképhalines, contre leurs enzymes de dégradation, les DENKIs

(Dual ENKephalinase Inhibitors) (Descheemaeker et al., 2022).
V. Les DENKIs (Dual ENKephalinase Inhibitors)

Bien que la douleur soit I'une des affections médicales les plus courantes, elle est trop
souvent mal gérée car les options analgésiques disponibles sont relativement limitées en
raison d’une efficacité insuffisante, d’effets indésirables, de risques de mésusages ou d’abus.
Dans le cas de la migraine, les DOR ont récemment été identifiés comme nouvelle cible
thérapeutique (Pradhan et al., 2014). De nombreux laboratoires tentent alors de mettre au
point de nouveaux traitements ciblant ces récepteurs, basés sur le développement d’agonistes
DOR (Moye et al., 2019b; Fossler et al., 2020; Bertels et al., 2021). Malheureusement, il
semblerait que les effets de ces agonistes exogénes produisent des effets secondaires
néfastes, tels que des convulsions (Bertels et al., 2021). |l serait donc intéressant de trouver
une alternative innovante, notamment en ciblant indirectement les voies endogenes de la
douleur. C’est I'objectif des inhibiteurs doubles d’enképhalinases appelés DENKIs (Roques BP,
Fournié-Zaluski MC, 2007; Poras et al., 2014; Bonnard et al., 2015). Des études préliminaires

prometteuses ont montré I'efficacité du PL37, appartement a la nouvelle classe d’analgésique
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des DENKIs, dans le modele de migraine induite par I'ISDN (Descheemaeker et al., 2022) et

dans un modele de migraine induite par le stress (Mei et al., 2023).

1) Historique des DENKIs

Le controle physiologique de la douleur repose sur la présence concomitante de trois
composantes du systeme enképhalinergique, a savoir : deux des récepteurs aux opioides, les
MOR et les DOR (Terenius, 1973; Pert & Snyder, 1973; Simon et al., 1973); leurs ligands, la
met- et la leu-enképhalines (Hughes et al., 1975) ; et un systeme d’enzymes de dégradation,
impliquant ’APN et la NEP (Roques et al., 1993). Ce contréle de la douleur par le systeme
enképhalinergique a été mis en évidence par l'observation de la modification de Ia
concentration en enképhalines et en récepteurs opioides situés au niveau des terminaisons
nerveuses aprés des stimuli nociceptifs (Yaksh & Elde, 1981; Roques et al., 2012). Ainsi, les
trois composants du systeme enképhalinergique ont été successivement étudiés comme

cibles potentielles pour le développement d’analgésiques.

L'approche la plus ancienne fut de développer des opiacés, tels que la morphine,
comme agonistes des récepteurs aux opioides. La deuxieme approche consistait a concevoir
des analogues d’enképhalines résistants aux enzymes, a l'aide d’introduction d’acide aminés
de configuration D, (composé nommé FK 33-824) (Roemer et al., 1977). Ces stratégies ont
conduit a des composés antinociceptifs puissants mais leur utilisation en traitement chronique
était associée a des effets secondaires importants, dus a leur administration ubiquitaire, tels
gue la constipation, la sédation, la dépression respiratoire et la tolérance, limitant largement
leur utilisation (Stacher et al., 1979; Poras et al., 2015). La derniére approche était donc de
développer des inhibiteurs efficaces a la fois de la NEP et de I’APN, car I'inhibition d’une seul
de ces deux peptidases est insuffisante pour entrainer I'analgésie (Bourgoin et al., 1986; Willer
et al., 1986; Noble et al., 1992). En effet, I'inhibition de la NEP par le thiorphan (Roques et al.,
1980) ou de I’APN par la bestatine (Umezawa et al., 1976) n’était pas suffisante pour protéger
complétement les enképhalines de leur dégradation (Fournie-Zaluski et al., 1984; Bourgoin et
al., 1986) et donc incapable d’entrainer de réponses analgésiques, ni chez le rongeur (Noble
et al., 1992), ni chez I'Homme (Willer et al., 1986; Meynadier et al., 1988). Cependant,

I'inhibition sélective et puissante des deux métallo-peptidases a entrainé des effets

106



analgésiques. Ces études indiquent que la concentration d’enképhalines augmente au niveau
des nocicepteurs, favorisant ainsi I'antinociception (Yaksh & Elde, 1981; Bourgoin et al., 1986).
Ces réponses se produisent aussi bien au niveau périphérique que central et sans aucune
modification de la sécrétion d’enképhalines, si ce n’est celle liée aux stimuli douloureux. Ceci
a été confirmé grace a des expériences de micro-dialyse (Bourgoin et al., 1986) et |'utilisation
d’Ac pour la mesure des enképhalines dans les tissus |ésés (Schreiter et al., 2012). Notons que
I'intensité des effets analgésiques des DENKIs dépend de la douleur et donc de la sécrétion

d’enképhalines endogenes (Poras et al., 2015).

La premiere famille de DENKIs synthétisés, benzyl N-(3-{[(2S)-2-amino-4-
(methylthio)butyl]dithio}-2-benzylpropanoyl)-L-phenylalaninate, nommé également RB 101
(Noble et al., 1992) et N-((S)-2-benzyl-3[(S)-2-amino-4- methylthio)butyldithio-]-1-
oxopropyl)-L-alanine benzyl ester, nommé également RB 120 (Noble et al., 1997), étaient des
composés constitués de prodrogues esters, liés par des ponts disulfures, associant des
inhibiteurs d’APN et de NEP tout comme le PL37 (Menéndez et al., 2008; Poras et al., 2014;
Alvarez-Perez et al., 2021). Aprés I'hydrolyse in vivo de I'ester et le clivage de la liaison
disulfure, chaque inhibiteur se lie a sa propre enzyme. La présence d’un groupe thiol libre va
interagir fortement avec I'atome de zinc, présent au niveau des sites catalytiques de ces
métallo-peptidases a zinc, étape cruciale pour pouvoir inhiber a la fois la NEP et I’APN. Il est
intéressant de noter que les DENKIs ont été concus de telle facon que leur sélectivité pour la
NEP et I’APN soit élevée et qu’ils ne se lient pas a d’autres métallo-peptidases a zinc retrouvées
dans l'organisme, comme I'ACE, lI'enzyme de conversion de [I'endothéline (ECE),
I’'aminopeptidase A (APA) et I'aminopeptidase B (APB), et n'aient aucune affinité pour les
récepteurs aux opioides (Roques, 2000). Ces DENKIs se sont révélés étre efficaces dans des
modeéles animaux de douleur aprés administration par voie intraveineuse (i.v.) (Noble et al.,

1992). Les premiers inhibiteurs étaient non solubles et donc non utilisables chez 'homme
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Figure 19 — Structure chimique du PL37 (d’aprés Raffa et al., 2018).
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(Noble et al., 1992, 1997; Fournie-Zaluski et al., 1992) ainsi chaque composé a été congu afin
d’améliorer, sa biodisponibilité en diminuant sa lipophilie, son efficacité et sa toxicité (Poras

et al., 2014).

Le travail de cette these s’est concentré sur ce composé, appelé PL37. Or, un autre
DENKI puissant de la famille des aminophosphiniques, a été synthétisé, le PL265. Il s’est révélé
étre efficace lorsqu’il était administré par voies orale et i.v. dans des modeles de douleurs
inflammatoires, neuropathiques (Bonnard et al.,, 2015, 2016), cancéreuses o0sseuses
(Gonzdlez-Rodriguez et al., 2017) et de douleur oculaire (Reaux-Le Goazigo et al., 2019).
Cependant, ce composé fut inefficace lorsqu’il a été testé au laboratoire dans le modéle de

migraine induite par I'ISDN.

2) PL37

Le PL37 ou ((2S)-3-{[(2S)-2-amino-4-(methylthio)butyl]dithio}-2-(phenylmethyl)pro-
panoyl)amino]acetic acid [(ethoxy- carbonyl)oxy]ethyl ester est reconnu comme étant le

premier DENKI actif par voie orale (Roques BP, Fournié-Zaluski MC, 2007) (figure 19).

Le PL37 est composé de PL40 et d’une prodrogue. Cette prodrogue s’hydrolyse
rapidement dans le plasma ou lors du 1" passage hépatique dans le foie pour donner PL40.
PL37 et PL40 ne sont pas actifs pour I'inhibition des enképhalinases. PL40 est constitué de
PL800 et PL804, liés par un pont disulfure, ce sont les métabolites actifs. Cette liaison est clivée
lors du passage du composé dans le foie, donnant PL800 et PL804 inhibant respectivement
I’APN et la NEP. Au niveau central, PL37 s’hydrolisera en PL40, au niveau de la BHE, puis sera

clivé en PL800 et PL804 lors du passage de la BHE, libérant ainsi les inhibiteurs actifs respectifs.
La biodisponibilité par voie orale du PL37 est de 50 a 60%.

Notons que la durée de demi-vie par voie orale chez I’'Homme du PL40 est de 0.9 h,

celle de PL800 est de 2.7 h et celle de PL804 est de 1.9 h (figure 20).

L’'ensemble de ces données ont été obtenues lors d’'une bioanalyse ADME, a la suite
du marquage au carbone 14 du PL37, administré par voie i.v., chez le rat male et d’étude

cliniqgue chez I’'Homme.
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Figure 20 — Mécanisme d’action du PL37 et temps de demi-vie.

Le PL37 est composé d’une prodrogue et de PL40. Cette prodrogue s’hydrolyse, lors du
premier passage hépatique, pour donner PL40, lui-méme constitué de PL800 et PL804, liés
par un pont disulfure. Lors du passage dans le foie, la liaison s’hydrolyse, PL80OO et PL804
seront actifs et inhiberont respectivement I’APN et la NEP. Ainsi, les enképhalines seront
protégées de leur dégradation par les enképhalinases (APN et NEP) et pourront exercer leurs
effets analgésiques via leur liaison aux récepteurs opioides. Le temps de demi-vie, par voie
orale chez ’Homme, de PL40 est O, 9 heures, PL80O, 2,7 heures et PL804, 1,9 heures.
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3) Efficacité du PL37 dans différents modéles de douleur

Les effets analgésiques du PL37 ont été montrés dans différents modeles de douleurs.
a. Test du Hot Plate

Le test du Hot Plate (HPT) est un test comportemental utilisé chez les rongeurs afin
d’évaluer les réponses a la douleur aigué centrale. Dans ce modeéle, I'animal est positionné sur
une plague métallique chauffée a 52°C. Lorsque I'animal ressent un inconfort, il leve la patte,
arrétant ainsi I'expérience. Le temps de latence de retrait de la patte de I'animal est le
parameétre clé de ce test. L'efficacité de |'effet analgésique du PL37 administré soit par voie
i.v., soit p.o., a été étudiée chez des souris males. L’administration i.v. de PL37 a 40 mg/kg
entraine une analgésie de 97 £ 2% (Poras et al., 2014) tandis que I'administration p.o. de PL37
dans le méme test a 150 mg/kg entraine une analgésie de 58 + 5%, 20 min apres
I’'administration (Poras et al., 2014). Dans cette méme étude, la dose efficace p.o. a 50% (EDso)
du PL37 est de 133 mg/kg. La dose efficace a 50% correspond a la dose pour laquelle 50% de

la réponse maximale est atteinte.
b. Test du Tail Flick

Comme le HPT, le test du Tail Flick (TFT) est un modéle de douleur aigué centrale,
couramment utilisé chez le rat. Dans ce modele, la queue de I'animal est soumise a une source
de chaleur. Lorsque I'animal ressent un inconfort voire une douleur, il retire sa queue. Le
temps de latence de retrait de la queue de I'animal est le parameétre clé de ce test.
L’administration i.v. de PL37 a 5, 10 et 20 mg/kg, chez le rat male, produit un effet
antinociceptif dose-dépendant a 10 et 20 min. L'effet analgésique maximal est de 40% a 20
mg/kg, 10 min aprés I'administration i.v, et est toujours significativement différent du groupe
véhicule 40 min aprés l'injection. Notons que par voie orale, le PL37 (100 mg/kg) dans ce

modele est peu efficace (10% d’analgésie, 20 min aprés I'injection) (Poras et al., 2014).
c. Test au formol

Une solution de formol est administrée en sous-cutanée (s.c) au niveau de la patte de
I’'animal, entrainant une lésion tissulaire associée a une douleur persistante. L’animal pour

soulager cette douleur exercera 'action de |écher cette patte. Ce test est composé de deux
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phases, appelées phase 1, caractéristique du phénoméne douloureux et phase 2,
caractéristique du phénomene inflammatoire. Le temps que passe I'animal a se |écher la patte
est le paramétre clé de ce test. Le PL37 (50 mg/kg, p.o.) entraine une analgésie de 41% en

phase 1 du test au formol (Poras et al., 2014).
d. Ligature partielle du nerf sciatique

Dans ce modele, le nerf sciatique est ligaturé, entrainant une allodynie profonde et
prolongée ainsi qu’une hyperalgésie thermique, caractérisées respectivement par un seuil de
retrait de la patte plus bas que le seuil de base, ce parameétre est mesuré grace au test de von
Frey au niveau de la patte ayant subi la chirurgie, et par un seuil de retrait thermique plus
faible que le seuil de base, mesuré grace a un test similaire au HPT (Poras et al., 2014). Dans
ce modele, I'administration de PL37 (25 mg/Kg, p.o) entraine une augmentation du seuil de
retrait de la patte de 51%, et une augmentation de la latence de retrait de la patte, 20 min

aprés I'administration (Poras et al., 2014).
e. Douleur cancéreuse osseuse

Dans ce modele de douleur, les animaux ont recu I'inoculation intra-tibiale de cellules
d’ostéosarcome. La latence de retrait de la patte de I'animal est mesurée grace a un test
unilatéral de la plaque chaude. Dans une étude menée par Gonzalez-Rodriguez, chez la souris
male, 'effet anti-hyperalgésique du PL37 a différentes concentrations, 0, 12.5, 18.7 et 25
mg/kg, p.o, fut mesuré. L'effet du PL37 est significatif a partir de 18.7 mg/kg. L'EDso calculée
dans ce modele est de 16.52 + 0.51 mg/kg. L’étude révele également un effet synergique du
PL37 avec un inhibiteur des récepteurs P2X3 périphériques (site d’action de I’ATP, modulant
les réponses nociceptives). La combinaison des EDsp de ces composés a différentes fractions
permet de déterminer I’'EDsp mix expérimentale a 2.51 + 0.04 mg/kg et I'indice d’interaction a
0.28 + 0.02. Notons que lindice d’interaction correspond a la fraction entre I'EDsp mix

expérimentale et I'EDso mix théorique (8.32 £+ 0.44 mg/kg) (Gonzélez-Rodriguez et al., 2009).

Dans une étude similaire, utilisant le méme modeéle de douleur, chez la souris, I'effet
anti-hyperalgésique du PL37 a 0, 12.5, 25 et 50 mg/kg, p.o., fut mesuré. L’effet du PL37 est
significatif a partir de 25 mg/kg. L'EDso calculée dans ce modeéle est de 13.4 + 0.9 mg/kg.

L’étude révele également un effet synergique du PL37 avec la gabapentine, un antiépileptique
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utilisé également en traitement de douleurs neuropathiques. L'EDso mix expérimentale est de

7.03 £ 1.1 mg/kg et I'indice d’interaction 0.55 + 0.03 (Menéndez et al., 2008).
f. Modeéles de migraine

Dans une étude précédente réalisée au laboratoire, I'efficacité du PL37 a été testée
dans le modéle d’hypersensibilité mécanique (HM) faciale induite par I'ISDN (10 mg/kg, i.p.),
aussi bien en condition aigué que chronique (Dallel et al., 2018; Descheemaeker et al., 2022).
Ici, le test de von Frey fut utilisé pour mesurer le seuil de retrait de la face, exprimé en gramme.
Dans cette étude (Descheemaeker et al., 2022), I'administration orale de PL37 a 50 et 100
mg/kg, renverse 'HM induite par I'ISDN. En revanche, en condition chronique (5 injections
d’ISDN (10 mg/kg, i.p.) par jour pendant 5 jours), 'administration orale de PL37 (50 et 100
mg/kg) le 5°™¢ jour, avant la 5°™¢ administration d’ISDN, n’a pas d’effet sur I’'HM, tandis que
I’administration i.v. de PL37 (20 mg/kg) le 5°™¢ jour, renverse I'HM. Notons que
I’administration répétée de PL37 (50 et 100 mg/kg, p.o), tous les jours avant 'injection d’ISDN
(10 mg/kg, i.p.), renverse I’HM. Enfin, 'administration répétée PL37 (100 mg/kg, p.o.) avant
I’administration d’ISDN, en condition chronique, montre que I'expression de c-Fos, induite par
la stimulation mécanique non nociceptive d’un filament de VF 6g au niveau de la région péri-

orbitale, est réduite dans le Sp5C (Descheemaeker et al., 2022).

Récemment, une seconde étude s’est intéressée a I'effet du PL37 dans un autre
modele de douleur induite par le stress, chez la souris (Mei et al., 2023). En effet, le stress est
le premier facteur déclencheur de migraine (Kelman, 2007; Andress-Rothrock et al., 2010).
Dans cette étude, les animaux sont contentionnés de facon répétée 2 heures par jour pendant
3 jours. Ce modele de stress induit par la contention entraine une diminution du seuil de
retrait de la face qui perdure 14 jours. Une fois revenu a leur seuil de base, les animaux
recoivent une administration de SNP (0.1 mg/kg, i.p.), qui, chez des animaux naifs n’entraine
pas d’allodynie contrairement aux animaux ayant subi un stress. Cette étude a montré
I'efficacité du PL37 (20 mg/kg, p.o et 10 mg/kg, i.v.) sur 'allodynie induite par le stress,
pendant 5 heures chez la souris male et 3 heures chez la souris femelle (i.v.). En revanche, une
seule injection de PL37 au jour 2 de I'expérience, ne change pas I’allodynie induite par le SNP.
L’administration de PL37 (p.o. et i.v.) 1h avant Iinjection de SNP, au 14°™¢ jour, renverse

I’allodynie induite par le SNP, pendant 3h, chez le male et la femelle. Enfin, les résultats ont
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montré que le PL37 n’agissait qu’au niveau périphérique et uniquement en interagissant avec

les DOR (Mei et al., 2023).
4) Etudes cliniques (PL37)

Des études pharmacologiques réalisées chez l'animal se sont intéressées a la
pharmacovigilance et a l'intérét thérapeutique potentiel des DENKIs dans le traitement de la

douleur. Ces données ont été renforcées par les premieres études menées chez I'Homme.

De plus, plusieurs essais cliniques ont maintenant été conduits en utilisant le DENKI le
plus avancé en termes de recherche, a savoir, le PL37. Ces études démontrent la
pharmacovigilance de cette nouvelle approche thérapeutique. En effet, l'innocuité, la
tolérance et la pharmacocinétique du PL37 ont été étudiées dans le cadre d'un premier essai
clinique (PL37-2008-C01/EudraCT n° 2008-000863-41 ; Debio0827-102/ EudraCT n°® 2010-
018271- 18). 80 volontaires sains (comprenant des hommes et des femmes) ont été exposés
a des doses orales uniques croissantes de PL37. Les sujets ont été randomisés selon un ratio
6 : 2 pour recevoir un traitement actif de PL37 ou un placebo. Des doses uniques de PL37,
6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 et 800 mg ou d'un placebo correspondant ont été
administrées. Deux doses (50 et 200 mg) ont été testées chez des sujets féminins présentant
de faibles différences dans les profils d'évolution pharmacocinétique dans le temps. Les
métabolites ont également été mesurés dans le plasma et |'urine. Les événements indésirables
les plus fréquemment rapportés dans les études de phase 1 (EudraCT n° 2008-000863-41 ;
EudraCT n°® 2010-018271-18) étaient des troubles du SNC, principalement des céphalées
d'intensité légere ou modérée et une intolérance orthostatique d'intensité modérée ou
sévere. Un certain nombre d'épisodes d'hypotension orthostatique sont également survenus
dans I'étude a dose unique, la plupart asymptomatiques, mais pas a des doses plus élevées
dans I'étude a doses multiples. Toutes les doses ont été bien tolérées et aucun effet
indésirable grave n'a été observé dans les études clinique de phase 1, ce qui confirme

I'innocuité de cette approche thérapeutique.

Lors de la phase 1, des échantillons de plasma des sujets sains ont été analysés, afin
d’évaluer les activités de la NEP et de 'APN endogéenes et les effets inhibiteurs de doses

croissantes de PL37. L'inhibition maximale de la NEP était similaire pour les sujets ayant recu
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des doses allant de 100 a 800 mg de PL37, avec une inhibition presque compléte les premieres
heures. Le temps nécessaire pour revenir a l'activité basale avait tendance a étre plus long
pour les sujets ayant recu des doses de 400 et de 800 mg de PL37. Les résultats moyens de
I'inhibition de I'APN révelent un effet dose-dépendant sur l'inhibition enzymatique pour les
sujets ayant recu des doses allant de 100 a 400 mg de PL37, alors que pour les doses de 400
et de 800 mg de PL37 les profils d'inhibition étaient similaires, avec une inhibition presque

compléte pendant les premiéres heures (EudraCT n° 2008- 000863-41).

L'efficacité et lI'innocuité analgésiques du PL37, administré p.o., ont été évaluées lors
d'une étude de phase 2a, de 4 semaines, multicentrique, randomisée, en double aveugle, dont
une étude complémentaire fut contrélée par placebo (PL37-C03-2013/EudraCT n°® 2013-
004876-37) chez des sujets diabétiques souffrant de douleurs neuropathiques avec un
soulagement insuffisant de la douleur malgré des traitements a doses stables de prégabaline
ou de gabapentine. Les sujets ont été randomisés et ont recu, en plus de leur traitement, soit
du PL37 p.o. (200 mg, trois fois par jour) soit un placebo correspondant, trois fois par jour,
pendant 28 jours. Les sujets ont été assignés a un groupe de traitement (PL37 ou placebo)
selon un ratio 1 : 1. Dans le groupe ayant recu la prégabaline, la diminution de la douleur
ressentie (critere principal) a été améliorée dans le groupe PL37 par rapport au groupe
placebo, mais cet effet n’était pas significatif, certainement a cause d’'un métabolisme trop
rapide du PL37 et a une durée de I'étude trop courte. Il est important de noter qu'aucun
changement des signes biologiques ou vitaux, ni d’événements indésirables graves n'a été

signalé, ce qui sous-tend l'innocuité de cette nouvelle approche thérapeutique.

La pharmacovigilance cardiovasculaire du PL37 a également été rapportée dans I'essai
clinique de phase 2a. Aucune modification cliniquement significative de I'ECG n'a été signalée.
Aucun changement de pression artérielle n'a été observé entre le début et la fin de I'étude
(changement de la pression artérielle systolique du début a la fin du traitement de PL37 : 1.2
1 13.1 mmHg ; changement de la pression artérielle systolique du placebo entre le début et la
fin du traitement : 0.0 + 15.98 mmHg ), et aucune différence entre le groupe placebo (135.0 +

17.85 mmHg) et le groupe traité au PL37 (132.6 + 17.32 mmHg) (Alvarez-Perez et al., 2021).
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En résumé, les études cliniques de phase 1 et de phase 2 révelent que le PL37 est bien
toléré chez I'hnomme par voie orale. Dans I'ensemble, ces études montrent que les DENKI

pourraient étre un traitement innovant pour les douleurs.
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Partie Ill — Hypothése de travail

Les migraines aigués et chroniques sont des troubles invalidants, dont I'amélioration
de la prise en charge est une priorité (Ashina et al., 2021). En effet, malgré la disponibilité
d’une variété de médicaments (Tableaux 3, 4, 5 et 6), y compris ceux développés
dernierement (Dodick et al., 2014c, 2014b; Bigal et al., 2015; Sun et al., 2016), les traitements
de crise ou utilisés en prophylaxie continuent d’étre limités en terme d’efficacité (Bigal et al.,
2007). De plus, la majorité des thérapeutiques actuelles sont non spécifiques et/ou entrainent
des effets secondaires tels que les céphalées par abus médicamenteux (CAM) (Ashina et al.,
2021). Récemment, une nouvelle classe d’analgésique, visant a améliorer la durée d’action
des enképhalines, a été mise au point : les inhibiteurs doubles d’enképhalinases (DENKIs). Les
enképhalines sont des peptides endogénes contribuant a la physiologie des contréles de la
douleur (Roques et al., 2012; Alvarez-Perez et al., 2021). Elles interagissent avec les DOR et les
MOR situés stratégiquement dans I'organisme, au niveau des voies de la nociception (Roques
et al., 2012; Gomes et al., 2020; Alvarez-Perez et al., 2021). Cependant, leur durée d’action et
donc leur effet analgésique sont de courte durée puisque les enképhalines sont rapidement
dégradées par deux enzymes, la NEP et I’APN, nommées enképhalinases. Le but de cette
nouvelle cible thérapeutique, les inhibiteurs double d’enképhalinases (DENKIs), est, comme
son nom l'indique, d’inhiber les enképhalinases, permettant ainsi indirectement d’augmenter
la durée d’action analgésique des enképhalines (pour revues (Roques et al., 2012; Raffa et al.,
2018; Busserolles et al., 2020; Southerland et al., 2021). Le PL37 appartient a cette nouvelle
classe des DENKIs et a montré son efficacité dans une variété de modéles de douleur (Poras
et al., 2014) et, plus récemment, dans des modeles de migraine (Descheemaeker et al., 2022;

Mei et al., 2023).

Ce travail de these s’inscrit dans la continuité d’'une étude visant a analyser I'effet du
PL37, dans un modele de migraine induite par le donneur de NO, I'ISDN, chez le rat male
(Descheemaeker et al., 2022). Plusieurs objectifs ont rythmé ce travail, cherchant a répondre

aux quatre questions suivantes.

1 - Le PL37 est-il efficace dans différents modéles de migraine chez la femelle ?
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L’étude précédente (Descheemaeker et al., 2022) s’était focalisée sur I'effet du PL37
chez le male, or la prévalence de la migraine est plus importante chez la femme (Stovner et
al., 2018). Ainsi, grace a une approche comportementale, nous avons analysé chez le rat
femelle I'effet du PL37, administré via différentes voies d’administration (orale ou
intraveineuse), sur la progression de I'hypersensibilité mécanique, au niveau céphalique,
induite par I'administration d’ISDN, dans des modeles de migraines aigué (1 injection) puis

chronique (5 injections).

De plus, I'effet du PL37 a été étudié via une approche électrophysiologique chez le
rat male et femelle, dans un modéle de dépression corticale envahissante (CSD), considéré

comme étant un modeéle de migraine avec aura (Charles & Baca, 2013).

2 — Quels sont les sites et mécanismes d’action du PL37 ?

Dans un premier temps, nous avons recherché si I'effet analgésique du PL37 passait
par un mécanisme situé au niveau central et/ou périphérique. Pour cela, grace a une approche
comportementale, la composante centrale de I'effet du PL37 a été étudiée a la suite
d’injections intracisternales. Puis, les hypothéses concernant les sites centraux ou
périphériques du PL37 ont été testées pharmacologiquement en bloquant soit les récepteurs
opioides périphériques (via la naloxone-méthiodide), soit les récepteurs périphériques et

centraux (via la naloxone), dans un modele de migraine aigué induite par I'ISDN.

Dans un deuxieme temps, utilisant des techniques d’immunohistochimie et
d’imagerie, puis de biochimie, nous nous sommes intéressés aux mécanismes d’action de
I'ISDN et du PL37, dans un modele de migraines chroniques induites par I'ISDN. En effet, lors
des crises de migraine, des neuropeptides vasoactifs tels que le CGRP et le PACAP et des
enzymes comme la nNOS sont libérés dans le CTC (Goadsby et al., 2017; Ramachandran, 2018;
Moye et al., 2021; Greco et al., 2022). Dans un premier temps, nous avons souhaité
caractériser, via une approche immunohistochimique, si les niveaux d’expression de CGRP
dans le CTC étaient affectés a la suite des administrations d’ISDN et de PL37. Dans un second
temps, grace a la technique de RT-gPCR, nous avons étudié I'expression de I'ARNm de CGRP,

PACAP et nNOS dans le CTC a la suite des administrations d’ISDN et de PL37.
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3 - L’administration répétée de PL37 entraine-t-elle des effets secondaires ?

Dans le cadre de la migraine, avec les risques inhérents de progression de la douleur
et d’utilisation chronique du traitement antalgique, il était essentiel de se poser la question
du risque de développement de douleurs par abus médicamenteux. En effet, certains
traitements utilisés de facon répétée, comme le sumatriptan (antimigraineux de crise),
peuvent entrainer des céphalées et/ou une sensibilisation latente (De Felice et al., 2010;
Bonnet et al., 2019; Navratilova et al., 2020). Grace a une approche comportementale, nous
avons testé l'effet des administrations répétées de PL37 (par voie orale) sur le possible
développement d’'une HM céphalique, dans les deux sexes. Ensuite, nous avons testé |'effet
de I"'administration d’ISDN sur des animaux ayant recu des administrations répétées de PL37,
chez le male et la femelle, afin de tester I'apparition d’une sensibilisation latente. Enfin, nous
avons testé I'effet de 'administration par voie i.v. du PL37 dans le modele de CAM induites

par le sumatriptan, chez le male uniquement.

4 — Quel est I’effet de la combinaison du PL37 et du sumatriptan ?

La combinaison de traitements est fréquemment utilisée pour améliorer I'efficacité
thérapeutique des médicaments. En effet, la coadministration de deux traitements peut
entrainer une efficacité a des doses plus faibles que celles nécessaires, minimisant ainsi les
effets secondaires. Nous souhaitions étudier |'effet de la coadministration du sumatriptan
avec le PL37, dans le modéle de migraine aigué induite par I'ISDN. L'objectif était dans un
premier temps de déterminer les doses-efficaces a 50% (EDsp) de chacun des composés,
administrés oralement avant l'injection d’ISDN. Puis, I'effet de la coadministration du PL37
avec le sumatriptan a également été étudié afin de savoir si ces deux composés produisaient
des effets additifs ou synergiques, dans ce méme modele, chez les méles. Cette partie est

présentée sous forme d’article scientifique.
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Chapitre Il — Matériel et Méthodes

VI. Animaux

Les animaux utilisés dans le cadre de ce projet étaient des rats de souche Sprague-
Dawley CD, males et femelles provenant de I'établissement-fournisseur Charles River
(I’Abresle, France). Concernant les rats males, leur poids était compris entre 220 g et 400 g,
tandis que les femelles pesaient entre 220 g et 290 g. Les animaux étaient hébergés, au
nombre de 3 rats par cage, dans des cages standards (Tecniplast) type 3 (426 x 266 x 185 mm).
Les cages contenaient de la litiere composée de copeaux de bois. Des tubes en carton rigide
(7 cm de diamétre et 15 cm de longueur) constituaient I'enrichissement des cages. Les salles
de stabulation étaient maintenues et controlées a une température de 22 + 1°C et a un taux
d’humidité de 55 + 5 %. La salle de stabulation était soumise a une intensité d’environ 500 lux
selon un cycle jour-nuit de 12h, la lumiere étant allumée de 19h a 7h afin que les animaux
soient dans leur phase d’éveil lors des expériences. Les animaux bénéficiaient d’'un acces a
I’eau et a la nourriture ad libitum pendant au moins une semaine avant le début et durant
toute la durée des expériences, elles-mémes réalisées en aveugle. Les animaux étaient
répartis de facon aléatoire dans les différents groupes expérimentaux. Le nombre d’animaux
utilisés dans cette étude a été minimisé suivant la régle des 3R (remplacer, réduire, raffiner).
Les procédures réalisées sur les animaux ont été effectuées conformément aux directives
éthiques de I'association internationale pour I'étude de la douleur et a la directive 2010/63/UE
du Parlement Européen et du Conseil sur la Protection des Animaux utilisés a des fins
scientifiques. L'ensemble des projets et procédures expérimentales de cette étude a été validé
par le Comité d’Ethique en Expérimentation Animale Auvergne (CEEA-02) et autorisées par le
Ministére de I'Enseignement Supérieur, de la Rechercher et de I'Innovation (MESRI) sous les
N° #26470, #26284, #38866). Toutes les expérimentations, analyses et rapports étaient

conformes aux régles ARRIVE (Animals in Research : Reporting In Vivo Experiments).
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I. Tests comportementaux

1) Habituation au test de von Frey (VvF)

Les animaux agés de 5 semaines étaient réceptionnés le mercredi. Les sessions
d’habituation et de tests comportementaux ont été réalisées tous les jours a la méme heure
(entre 7h30 et 17h00) dans des salles dédiées a cet effet, soumises a une faible luminosité
(environ 50 lux) et a faible bruit, séparées des salles de stabulation. Le premier jour, les
animaux étaient habitués a I'expérimentateur, a la salle d’expérimentation et aux boites de
comportement (0.3 x 0.3 m?) adaptées a I'étude de la sensibilité faciale, ou se déroulaient
toutes les expériences. Une fois la phase d’habituation terminée (environ 30 minutes pour les
males, 45 minutes pour les femelles), les animaux retournaient dans la cage de stabulation.
Le deuxieme jour d’habituation, I'expérimentateur approchait un filament de von Frey (vF)
(Bioseb, France) pres de la région périorbitaire, sans toucher I'animal. Le troisieme jour,
I’expérimentateur appuyait un filament non nociceptif (2g) au niveau de la région périorbitaire
de I"'animal, de fagon a obtenir une réaction d’orientation de I'animal vis-a-vis du stimulus et
non une réaction de fuite. Le quatrieme jour, les animaux étaient habitués a la stimulation de
filaments d’intensité plus forte (4g et 6g) mais toujours non nociceptive, toujours au niveau

de la région orbitaire puisqu’il s’agit de la région testée.

2) Phase de test de la sensibilité mécanique cutanée céphalique

Les seuils de retrait de base aux filaments de vF ont été déterminés apres les quatre
jours d'habituation. La sensibilité mécanique cutanée céphalique basale, ou seuil nociceptif, a
été évaluée a l'aide de filaments de vF (0,6, 1, 1,4, 2, 4, 6, 8 et 10g) appliqués
perpendiculairement a la région périorbitaire de la face du rat pendant 3 secondes (a
intervalles de 10 secondes), via la méthode ascendante-descendante a partir du filament 6g
(Alba-Delgado et al., 2018). Le seuil de retrait aux filaments de vF (VFT) (exprimé en grammes)
était égal au filament évoquant une réponse de retrait de la téte ou de la patte ou évoquant
une réponse de fuite dans trois essais sur cing. Le seuil de base d’un animal était de 8g et
constituait un critere d’exclusion. Lors des expériences, le seuil de retrait des animaux était

évalué toutes les 30 minutes ou tous les 2 jours, selon I'expérience.
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Il. Substances administrées

L'isosorbide dinitrate (ISDN, 10 mg/10 mL, risordan®, Sanofi-Aventis) sous sa forme
injectable fut administré par voie intrapéritonéale (10 mg/kg). La nitroglycérine (NTG), dont la
concentration initiale est 9,91%, a été préparée dans 30% d’éthanol anhydre, 30% de
propyléne glycol, QSP H,0 et rediluée les jours d’expériences dans du NaCl 0,9% pour une
concentration finale de 1 mg/mL pour une dose de 10 mg/kg, et administrée par voie
intrapéritonéale. Le PL37, ((2S)-3-{[(2S)-2-amino-4-(methylthio)butyl]dithio}-2-
(phenylmethyl)-propanoyl) amino]-acetic acid 1-[(ethoxy- carbonyl) oxy]ethyl ester), en
provenance de Pharmaleads sous forme solide, fut dissout dans 20% d’éthanol anhydre et
80% de solution saline (NaCl 0,9%) (constituant notre solution véhicule) et administré par voie
orale a des concentrations de 50 ou 100 mg/kg et par voie intraveineuse a une dose de 20
mg/kg ou par voie intracisternale (i.c.) a raison de 80 pug/5 pL (dans ce cas le véhicule était
composé de 20% d’éthanol anhydre et de 80% de liquide céphalo-rachidien artificiel (aCSF)).
Le sumatriptan succinate, un agoniste des récepteurs sérotoninergiques 5-HT1g/1p, dilué dans
du NaCl 0,9%, fut administré par voie orale (10 mg/kg), la naloxone hydrochloride (NIx) (2
mg/kg), un antagoniste des récepteurs opioides et la naloxone-méthiodide (NM) (5 mg/kg),
un antagoniste restrictif des récepteurs opioides périphériques, furent administrés par voie
sous-cutanée (s.c.) et préparées dans des solutions de NaCl 0,9% (Sigma-Aldrich). Enfin, du KCI
1M (Merck), fut appliqué de fagon topique a la surface des méninges, lors des expériences

d’électrophysiologie in vivo.
lll. Modeles expérimentaux
1) Modeéles de migraine aigué induite par I'ISDN

Des rats males et femelles ont recu soit du PL37 (100 mg/kg, p.o.), soit une solution
véhicule, 5 minutes avant I'administration d'ISDN (10 mg/kg, i.p). Les administrations orales
ont été réalisées sous anesthésie bréve (< 3 minutes) a l'aide d'un masque a 2% d'isoflurane.
Le jour du test, le VFT basal a été mesuré avant I'administration orale, puis toutes les 30

minutes pendant 120 minutes (figure 21A).
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Une autre partie de ces expériences consistait a administrer le PL37 (80 pg/5 pL, i.c.)
ou la solution véhicule a base d’aCSF, 5 minutes avant I'administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p),
chez des rats femelles. Les injections intracisternales ont été réalisées a |'aide d'une seringue
Hamilton (modéle 701 rn, volume x L 10 uL x 51 mm, calibre d'aiguille 26s, Sigma Aldrich), sous
anesthésie bréve (< 3 minutes) a I'aide d'un masque a 2% d'isoflurane. Le jour du test, le seuil
de sensibilité mécanique cutanée céphalique basal a été mesuré avant I'administration orale,

puis toutes les 30 minutes pendant 120 minutes (figure 24A).

Dans |'expérience suivante, les solutions de NIx, NM ou NaCl ont été administrées
par voie sous-cutanée, 15 minutes avant |'administration de PL37 (100 mg/kg, p.o.), lui-méme
administré 5 minutes avant I'administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p), chez des rats males. Le
jour du test, le VFT basal a été mesuré avant I'administration orale, puis toutes les 30 minutes

pendant 120 minutes (figure 25A).
2) Modeéle de migraine chronique induite par I'ISDN

Des rats males et femelles ont recu une administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p.) tous
les jours pendant 5 jours consécutifs (jours 1, 2, 3, 4 et 5) (Dallel et al., 2018; Descheemaeker
et al., 2022). Le seuil de base a été mesuré avant la premiere administration d’ISDN, afin de
confirmer que le seuil de base des animaux était de 8g, ce qui était un critére d'exclusion
(données non présentées). Avant la 5™ administration d’ISDN, le seuil de base a été mesuré,
afin de confirmer que le VFT était inférieur a celui mesuré avant la 1° injection d’ISDN, ainsi
les animaux présentaient tous une hypersensibilité mécanique (HM) chronique, ce qui était
également un critére d'exclusion. Ensuite, dans la premiére expérience, les animaux ont recu
soit du PL37 (20 mg/kg, i.v.) ou une solution véhicule (figure 22A-B), et dans la seconde
expérience, les femelles ont regu du PL37 (100 mg/kg, p.o.) ou une solution de véhicule (figure
22A-C), 5 minutes avant la derniere administration d’ISDN. Le jour du test, les VFT ont été

mesurés toutes les 30 minutes pendant 180 minutes (figure 22A).
3) Modeéle de céphalées par abus médicamenteux (CAM)

Dans ce modele, les rats males et femelles ont regu par voie orale des

administrations répétées de sumatriptan (10 mg/kg), de PL37 (50 mg/kg) ou de solution
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véhicule, tous les deux jours pendant onze jours, pour un total de six injections (jours 1, 3, 5,
7,9 et 11). Le VFT basal a été mesuré avant la premiere injection (jour 0), puis tous les deux
jours jusqu’a ce que le VFT des animaux soit revenu au niveau basal (jours 2, 4, 6, 8, 10, 12,

14, 16, 18 et 20) (figure 28A).

Une partie de cette expérience consistait a étudier I'effet du PL37 sur les CAM
induites par le sumatriptan. Ainsi, selon le paradigme précédent, des rats méales ont recu des
administrations répétées de sumatriptan par voie orale tous les 2 jours pendant onze jours
(tels que décrites ci-avant) (données de VFT non présentées) et au 12°™¢ jour, les animaux ont
recu un traitement de PL37 (20 mg/kg, i.v.) ou de solution véhicule. Le VFT basal a été mesuré

avant I'administration de PL37, puis toutes les 30 minutes pendant 120 minutes (figure 30A).
4) Modele de sensibilisation latente

Selon le paradigme précédent (figure 28A), au jour 21, des rats males et femelles ont
recu une administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p.). Le VFT basal a été mesuré avant

I'administration d’ISDN, puis toutes les 30 minutes pendant 120 minutes (figure 29A).
5) Modeéle de CSD

Des enregistrements électrophysiologiques in vivo ont été réalisés sur des rats males
ou femelles naifs, répartis au hasard selon le traitement recu de PL37 (20 mg/kg, i.v.) ou de
véhicule (i.v.) (0,3 mL/volume de rat). Un mélange gazeux d'oxygéne O et de protoxyde
d'azote (N20; 1 : 2) a été utilisé tout au long de I'expérience. L'anesthésie a été induite avec
5% d'isoflurane (Isoflurin ®, Axience, France) puis diminuée a 2% pour la chirurgie. Ensuite, la
trachée a été canulée et |'artére carotide gauche, ainsi que la veine jugulaire externe gauche,
ont été cathétérisées. Un systeme de monitoring gazeux (Dragér, Vamos, Germany) était relié
a la canule trachéale permettant un suivi de la pression partielle en CO;, du niveau
d’anesthésique et du mélange 0,/N20. La canule de la carotide gauche était reliée a un
capteur de pression artérielle (IFO, Morro Bay, CA, USA) connecté a un amplificateur
(Stoelting, Wood Dale, IL, USA) permettant une surveillance continue de la pression artérielle
moyenne (90 a 110 mmHg). La sortie analogique de I'amplificateur de pression artérielle a été

connectée a un systéme d'échantillonnage de données informatiques (interface Cambridge

125



Electronic Design 1401plus ; Cambridge, Royaume-Uni). La canulation de la veine jugulaire
permettait la perfusion de solution de curare (bromure de vécuronium, Sigma-Aldrich). C'est
également via cette canule que les traitements ont été administrés. Les animaux ont ensuite
été placés dans un cadre stéréotaxique avec la téte fixée en position ventro-fléchie. La peau
du crane a été ouverte al'aide d’'une lame de scalpel et deux craniotomies d'environ 2 x 2 mm
ont été réalisées sur l'os pariétal droit : l'une était antérieure au lambda (pour les
administrations de KCl) et une postérieure au bregma (pour I'électrode d'enregistrement ;
figure 23A). Lors des craniotomies, une solution de NaCl fut appliquée afin de ne pas
surchauffer la surface du crane durant le fraisage, afin de préserver au mieux les tissus. La
dure-mére a été retirée avec précautions pour éviter des lésions corticales ou des
saignements, au niveau des deux craniotomies. Apres la chirurgie, l'isoflurane a été maintenu
en dessous de 1 % et l'animal a été perfusé par voie intraveineuse avec du bromure de
vécuronium (0,8 mL/heure, Sigma-Aldrich). A la fin de la chirurgie, I'animal reposait durant 1
heure environ afin que ses constantes soient stables. Pour éviter le dessechement, la dure-
mere a été recouverte d'une gaze de coton douce imbibée de solution saline jusqu'au début
de I'enregistrement. Le niveau d'anesthésie et plusieurs parametres ont été controlés durant
toute I'expérience. Les rats ont été ventilés artificiellement avec une pompe a volume contrélé
(54 — 56 tours/min), et les niveaux d'isoflurane, O, N2O et CO> de fin d'expiration (3,5 — 4,5%)
ont été mesurés par un analyseur de gaz anesthésique (Dragér, Vamos, Germany). Ces
parameétres étaient affichés numériquement et les valeurs anormales étaient signalées par
des alarmes sonores. La température a été contrélée a l'aide d'une sonde rectale maintenue
a 37 £ 1°C. Au moins une heure apres la fin de la préparation du rat, une micropipette en verre
borosilicaté (diameétre interne/externe: 0,69 x 1,2 mm ; longueur: 150 mm, Harvard
Apparatus), préparée a I'aide d’une étireuse (étireuse PE-2, Narishige Instrument), remplie de
NaCl 1M, ayant une pointe de 10 um, a été insérée a 500 um sous la surface corticale
permettant I’enregistrement des courants continus (direct currents, DC). Cette électrode était
montée sur un portoir associé a un descendeur connecté via un fil d’argent recouvert de téflon
(Wire, silver, teflon, .005 BARE, .007 coated). L'électrode de référence Ag/AgCl a été placée
sous la peau du cou. Le signal a été amplifié (Iso-DAMS8A, World Precision Instruments, USA)

grace a un amplificateur connecté a une interface de convertisseur numérique CED 1401plus®
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(Cambridge Electronic Design) et a un ordinateur PC (logiciel Spike 2.06, CED, Cambridge, UK),
ce qui a permis I'échantillonnage et I'analyse des DC shifts. Pour I'enregistrement, les
parametres d’acquisition étaient réglés avec un filtre coupe bande de 50 Hz, un filtre passe-
haut 0.1 KHz, filtre passe-bas réglé sur DC et un gain de 102 Aprés 15 minutes
d'enregistrement stable, les animaux ont recu par voie intraveineuse le traitement de PL37 ou
de solution véhicule et 15 minutes apres cela, les CSD ont été induites en appliquant 5 uL de
KCI 1M dans la craniotomie la plus caudale. La solution de KCI a été renouvelée toutes les 30
min a raison de 5 plL. Le nombre de CSD induites par le KCl a été comptabilisé pendant 2
heures. Les données physiologiques de toutes les expériences ont été affichées et enregistrées
sur un ordinateur personnel a l'aide d'un systeme d'analyse de données en ligne (logiciel

Spike2.06 ; CED, Cambridge, Royaume-Uni) et du logiciel Matlab (R2014a, MathWorks Inc.).

IV. Immunohistochimie

1) Injections et perfusions

Les animaux ont regu une administration orale quotidienne de véhicule ou de PL37
(20 mg/kg) (volume de 0,3 mL/rat), 5 minutes avant I'administration intrapéritonéale d'ISDN
(10 mg/kg), de NaCl ou de NTG (10 mg/kg). Le cinquiéme jour, 60 minutes apres la derniére
administration d'ISDN, de NaCl ou de NTG, les animaux ont été anesthésiés a I'aide d'une
administration d'uréthane 25% (1 mL/100 g) (figure 26A). Une fois I"animal endormi (aucun
réflexe), la cage thoracique de I'animal était ouverte, laissant acces au coeur permettant la
perfusion d’une solution de sérum physiologique héparinée (NaCl 0.9%, héparine 25 000 Ul/5
(Heparine Choay, Cheplapharm, Arzneimittel), 100 mL/rat) puis une solution de fixation

(paraformaldéhyde (PFA) 4%, ANTIGENFIX, DiaPath S.p.A., Italie) froide (10°C, 350 mL/rat).

Une fois les tissus fixés, le cerveau, les premiers segments cervicaux de la moelle
épiniere et les ganglions trigéminaux ont été prélevés et post-fixés dans le PFA durant 2
heures. Par la suite, les tissus ont été placés dans une solution de TBS-Sucrose (30%)-Azoture
de Sodium (0,05%) et conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation. Le sucrose permet la cryo-
protection des tissus et I'azoture de sodium, est un biocide empéchant la croissance des

bactéries, permettant la conservation des tissus.
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2) Coupe des tissus

La partie du TC contenant le Sp5C fut isolée, placée sur la plateforme du microtome
a congélation (MICROM HM450, Microm) et fixée grace a du Tissue Freezing Medium (General
Data Healthcare, USA). Des coupes transversales de 30 um d’épaisseur ont été réalisées et
récupérées a l'aide d’un pinceau, puis placées dans 4 flacons contenant du TBS-Sucrose (30%)-
Azoture de Sodium (0,05%), de fagon a disposer de 4 séries de tissu. Les flacons ont ensuite

été stockés a 4°C jusqu’a leur utilisation.
3) Marquage

Pour chaque animal, une série de coupes fut utilisée. Les coupes ont été récupérées
soigneusement a I'aide d’un pinceau et placées dans des puits, dans lesquels se déroulent la
suite de I'expérience. Par la suite, les coupes ont été rincées 3 fois dans du TBS 1X, puis
incubées avec la solution de saturation composée de TBS 1X et de sérum d’ane (Normal
Donkey Serum, 10%), 2h a température ambiante sous faible agitation (80 tours par minutes).
La solution de saturation permet de diminuer la fixation aspécifique des anticorps. Ensuite,
I’anticorps primaire (Mouse, Anti-CGRP, dilué au 1/500%™¢) était incubé pendant une nuit a
4°C. Le lendemain, aprés 3 ringages au TBS, I'anticorps secondaire (Cy3-Donkey anti-mouse,
dilué au 1/250°™¢) était incubé a température ambiante pendant 2 heures. Les coupes étaient
ensuite montées précautionneusement a I'aide d’un pinceau sur lame gélatinées. Une fois
rincées dans de I'eau, afin de retirer le maximum d’impuretés, et séchées, une solution de
Fluromount G® + DAPI (permettant de visualiser les noyaux des cellules) était déposée sur les

lames, permettant la fixation de la lamelle et la conservation au frais a 4°C.

4) Acquisition des images et quantification

Dans un premier temps, les lames ont été placées sous un microscope a
épifluorescence (Axioplan 2, ZEISS) afin de repérer les niveaux 0, -400, -800, -1200, -1600, -
2000 et -2400 du Sp5C. Par la suite, les coupes ont été analysées a 'aide d’un microscope a

balayage laser confocal ZEISS® LSM 800. Les séries ont été balayées au grossissement x20 avec
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un pas Z de 2um pour les laser DAPI et DsRed (Cy3). Les images générées étaient sous format

« .CZl ».

Les analyses ont ensuite été réalisées a l'aide d'un script Matlab développé au sein du
laboratoire. Les images étaient chargées puis projetées selon I'axe Z, avant d'étre filtrées a
I'aide d'un filtre médian 2D de taille (11,11), et étaient ensuite affichées sur I'écran. L'interface
permettait de placer un gabarit sur I'image numérisée, constitué d'un rectangle, que
I'opérateur pouvait repositionner, redimensionner et pivoter selon I'image et la zone a
guantifier. Les cotés du rectangle devaient étre alignées avec les bords latéral, dorsal et
ventral de la couche Il du Sp5C. Le c6té médial du gabarit était alors coupé en deux segments
égaux, et son milieu était relié aux deux sommets opposés, pour former deux diagonales. La
diagonale ventrale servait de support pour I'ajout d'un dernier rectangle, qui servait pour le
calcul de la fluorescence : ce rectangle était aligné sur cette diagonale et son sommet touchait
le coté latéral du gabarit. L'opérateur pouvait librement déplacer le rectangle, dont la hauteur
s'adaptait automatiquement, et régler sa largeur (prenant en considération la partie V1 du
Sp5C). Le gabarit s'accompagnait d'un carré de la méme surface que le rectangle, et dont la
taille s'alignait automatiquement, que I'opérateur placait librement sur la zone de I'image qui
servait de référence pour la fluorescence (données supplémentaires 2). Une fois les positions
des deux zones validées par |'opérateur, le script extrait automatiquement les valeurs

moyenne et médiane des pixels sur ces deux zones et sont exportées vers un tableau Excel.

V. RT-gPCR

Les animaux ont recu une administration intraveineuse quotidienne de solution
véhicule ou de PL37 (20 mg/kg) (volume de 0,3 mL/rat), 5 minutes avant I'administration
intrapéritonéale d'ISDN (10 mg/kg) ou de NaCl (figure 27A). Le cinquiéme jour, 60 minutes
apres la derniere administration d'ISDN ou de NaCl, les animaux ont été anesthésiés a I'aide
d'une administration d'uréthane 25% (1 mL/100 g) avant d'étre sacrifiés par décapitation, la
section du TC contenant le Sp5C (de I'obex au premier segment cervical, en retirant la partie
la plus ventrale) a été rapidement prélevée et stockée dans un congélateur a -80°C jusqu'a

['extraction de I'ARN.
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L'ARN total a été extrait du Sp5C a I'aide du kit Quick-RNA MiniPrep (Qiagen, GmbH)
selon le protocole du fabricant. La concentration d'ARN a été quantifiée a I'aide de la plaque
de quantification d'acide nucléique Take3 (Epoch, BioTek, France). Des quantités égales (500
ng) d'ARN de chaque échantillon ont été rétro-transcrites dans un volume de 20 uL pour
produire de I'ADN combiné (ADNc) a l'aide du kit de transcription inverse d'ADNc haute
capacité (Applied Biosystems-Thermo Fisher Scientific) conformément aux recommandations
du fabricant. La qPCR a base de SYBR Green a été réalisée avec le SsoAdvanced Univ SYBR Grn
Supermix (Bio-Rad, Etats-Unis) dans Bio-Rad CFX-96 (Bio-Rad, Etats-Unis), avec pour
parameétres : température de 98°C pendant 3 minutes, suivie de 50 cycles (95°C pendant 10
secondes, 60°C pendant 10 secondes). Dans chaque expérience, les échantillons ont été dosés

trois fois (triplicata).

Les données de gPCR ont été analysées a l'aide de la méthode de quantification
relative du cycle de seuil (Ct). Les quantités relatives (RQ) ont été déterminées a I'aide de
I'équation : RQ=2" 22t GAPDH a été utilisé comme géne de ménage. Les amorces sens et
antisens suivantes utilisées dans cette étude sont : (5 -GTCCCTCCTCTCCTTTCCAGTT-3, 5'-
AGATTCCAGATACCATCCTTTGCC-3’), nNOS (5’-CGCTACGCGGGCTACAAGCA-3,
5'GCACGTCGAAGCGGCCTCTT-3'), PACAP (5’-CATGTGTAGCGGAGCAAGGTT-3’, 5'-
GTCTTGCAGCGGGTTTCC-3') et GAPDH (5’-CTGAGGGTGCCCAGGTCTAG-3’, 5'-
AGCCCCTTTCAGGTCAGCTT-3).

VI. Analyses statistiques

Les données générées tout au long de I'étude ont été analysées a I'aide de la version
GraphPad Prism 9.00 (GraphPad Software Inc., CA, USA). La normalité des données a été
déterminée a l'aide du test de Shapiro-Wilk, afin de savoir si le test statistique utilisé serait
paramétrique ou non paramétrique. La comparaison entre deux groupes a été effectuée a
I'aide d'un test t de Student dans le cas de données paramétriques ou du test de Mann-
Whitney dans le cas ou les données étaient non paramétriques c’est-a-dire qu’elles ne
suivaient pas de distributions normales. Pour comparer I'effet de plusieurs traitements entre
eux, une ANOVA a une voie a mesure répétée suivie du test post hoc de Tukey a été réalisée,

lorsque les données étaient paramétriques. Dans le cas inverse, le test de Kruskal-Walis suivi
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du test post hoc de Dunn’s étaient utilisés. Dans le cas ol deux parameétres étaient comparés,
Traitement x Temps, Sexe x Traitement ou Peptide x Traitement, une ANOVA a deux voies
suivie du test post hoc de Tukey ou de Bonferroni (en comparaison au groupe contréle) ont
été réalisées. Enfin, dans le cas ou trois parameétres étaient comparés, Traitement x Temps x
Sexe, une ANOVA a trois voies suivie du test post hoc de Tukey a été utilisée. Le seuil de
significativité a été fixé a P <0,05%, P <0,001** et P <0,0001***. Les données sont présentées
sous forme de moyenne * erreur standard des moyennes (SEM) et n représente le nombre

d'animaux. Les détails statistiques sont disponibles dans les données supplémentaires 2.

Les aires sur la courbe ont été obtenues grace aux courbes de décours temporel
correspondantes. Ces courbes ont été obtenues en prenant en compte la valeur basale de
I’'expérience comme référence, de telle facon qu’une ligne imaginaire était tracée a partir de
ce point et que I'aire sur la courbe correspond a I'aire entre la courbe représentant le seuil de

retrait de la face de I'animal et cette ligne imaginaire.
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Chapitre Ill — Résultats

I. Le PL37 exerce-t-il son effet chez la femelle ?

L’effet analgésique du PL37 a été étudié dans différents modeles de migraine, tout
d’abord via une approche comportementale grace au test de vF, en condition aigué puis
chronique, puis via une approche électrophysiologique, dans le modéle de CSD, considéré

comme modele électrophysiologique des migraines avec aura.
1) Approche comportementale

a. Condition aigué

L’effet antimigraineux du PL37, en condition aigué, a précédemment été démontré
chez le male (Descheemaeker et al., 2022). Or, la prévalence de la migraine est plus
importante chez la femme que chez 'homme (3 : 1) (Stovner et al., 2018). Le but de cette
étude était de tester I'effet analgésique du PL37 en condition aigué chez la femelle et ainsi,
d’étudier I'effet du sexe. Dans cette expérience, le PL37 (100 mg/kg, p.o.) a été administré 5
minutes avant I'administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p.) (figure 21A). Tout d’abord, nos résultats
montrent qu’une seule injection d’ISDN entraine une HM cutanée céphalique réversible chez
les femelles (symboles remplis roses) et les males (symboles remplis bleus), traduite par une
diminution du VFT de I’animal a partir de 30 minutes post-injection (femelles : 8,0 0,0 g avant
ISDN vs 4,5 #0,5 g, 30 minutes aprés ISDN ; mdles : 8,0 #0,0 g avant ISDN vs 5,0 #0,5 g, 30
minutes aprés ISDN), maximale a 60 minutes apres l'injection (femelles : 3,8 £ 0,5 g ; males :
2,8 £0,4 g) et durant 120 minutes (femelles : 8,0 0,0 g ; mdles : 7,8 #0,3 g) (figure 21B). De
plus, I'administration préventive de PL37 inhibe I’'HM induite par I'ISDN chez la femelle
(symboles vides roses), comme chez le male (symboles vides bleus). En effet, I'analyse post
hoc révele que 30, 60 et 90 minutes aprés l'administration d’ISDN, les VFT étaient
significativement plus élevés chez les femelles traitées au PL37 que chez les femelles du
groupe véhicule (30 minutes : veh 4,5 +0,5 g vs PL37 7,8 +0,3 g ; 60 minutes : veh 3,8 £0,5 g
vs PL37 7,3 0,4 g et 90 minutes : veh 6,5 +0,5 g vs PL37 8,0 0,0 g)
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Figure 21 — Effet de I'administration orale de PL37 sur ’HM induite par une iniection d’ISDN,
(A) Frise temporelle, représentant les administrations de PL37 (100 mg/kg, p.o) et de solution
véhicule, 5 minutes avant l'injection d’ISDN (10 mg/kg, i.p.), ainsi que les mesures des seuils
de retrait de la face (VFT — von Frey Threshold). (B) Evolution temporelle des VFT de la face,
exprimés en gramme, chez les femelles ayant regu la solution véhicule (F-Veh) (n=8) ou
traitées au PL37 (F-PL37) (n=8) et chez des mdles ayant recu la solution véhicule (M-Veh)
(n=8) ou traités au PL37 (M-PL37) (n=8), avant une injection d’ISDN. Le PL37 renverse I’HM
induite par I'ISDN, aussi bien chez les femelles que chez les mdles. Analyse ANOVA a trois
voies suivie du test post hoc de Tukey, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, indiquant des
différences significatives par rapport au groupe véhicule, chez femelles (étoiles violettes) et
les mdles (étoiles bleues) (données supplémentaires 2). (C) Effet du sexe sur I’lHM céphalique,
exprimé en aire sur la courbe (AOC) obtenue a partir des courbes temporelles des VFT. Aucune
différence de sexe n’est observée, ni pour les animaux traités avec la solution véhicule, ni au
PL37. Les AOC sont représentées avec les valeurs et les moyennes individuelles + SEM. Analyse
ANOVA a deux voies suivie du test post hoc de comparaison multiple de Tukey, *p < 0,05, **p
< 0,01, ***p < 0,001 (données supplémentaires 2).
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(étoiles roses). De méme chez les males traités au PL37, les VFT étaient significativement plus
élevés que chez les males du groupe véhicule (30 minutes : veh 5,0 +0,5 g vs PL37 7,8 £0,3;
60 minutes : veh 2,8 +0,4g vs PL37 7,8 #0,3 et 90 minutes : veh 5,0 +0,4 g vs PL37 8,0 0,0
g) (étoiles bleus) (figure 21B).

L’étude des aires sur la courbe (Area Over the Curve, AOC) a permis de déterminer
I'effet sexe et d’observer la distribution des animaux en fonction des groupes. Aucune
différence significative entre les femelles et les males du groupe véhicule n’est observée
(femelles : 3,0 + 1.1 ; mdles : 3,7 + 1.3) (symboles remplis), ni entre les femelles et les males

du groupe PL37 (femelles : 1,5 + 0,5 ; mdles : 0,5 + 0,5) (symboles vides) (figure 21C).

Ces résultats montrent qu’une administration orale de PL37 inhibe de facon efficace

I’HM céphalique induite par une injection aigué d’ISDN, chez les femelles et chez les males.
b. Condition chronique

Une étude réalisée au laboratoire a montré l'effet de PL37 administré par voie
intraveineuse, puis par voie orale, chez le male, en condition chronique (Descheemaeker et

al., 2022). L'objectif était de réaliser ces mémes expériences chez la femelle.

Tout d’abord, I'administration chronique d’ISDN, tous les jours durant 5 jours
consécutifs entraine une HM céphalique cutanée persistante, chez le male (Dallel et al., 2018)

et chez la femelle (Megemont M., thése 2019).

L’effet du PL37 administré par voie intraveineuse au 5™ jour avant la 5°™¢ injection
d’ISDN fut étudié. Notons qu’avant la 5°™¢ administration d’ISDN tous les animaux, femelles
et males inclus, présentaient un VFT basal équivalent (femelles : veh 2,3 +0,3 g vs PL37 3,0 +
0,4 g ; mdles : veh 2,1 0,3 g vs PL37 2,8 0,4 g). Chez les animaux du groupe véhicule, la 5¢me
administration d’ISDN entraine une nouvelle crise se traduisant par la diminution du seuil de
retrait de la face (femelles : 2,3 + 0,3 g avant ISDN vs 1,4 + 0,1 g, 30 minutes aprés ISDN ;
mdles : 2,1 + 0,3 g avant ISDN vs 1,2 + 0,1 g, 30 minutes apres ISDN), aussi bien chez les
femelles que chez les males (symboles remplis) (figure 22B), cet effet dure 120 minutes. Grace
a I'étude des AOC, les résultats montrent qu’il n’existe aucune différence entre les sexes

(symboles remplis) (figure 22C).
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Figure 22 — Effet de I'administration de PL37 sur ’HM chronique induite par des injections
répétées d’ISDN, chez les femelles et les mdles.

(A) Frise temporelle, représentant I'administration quotidienne d’ISDN (10 mg/kg, i.p.)
pendant 4 jours, puis le 5™ jour, les animaux ont recu un traitement de PL37 ou de
solution véhicule avant la 5™ injection d’ISDN, les VFT sont mesurés pendant 180
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Figure 22 (suite) — (B) Evolution temporelle des VFT, chez les femelles ayant recu par voie
intraveineuse la solution véhicule (F-Veh) (n=8) ou le PL37 (20 mg/kg) (F-PL37) (n=8) et
chez des mdles ayant recu par voie intraveineuse la solution véhicule (M-Veh) (n=8) ou
le PL37 (20 mg/kg) (M-PL37) (n=8), avant la 5™ injection d’ISDN. Le PL37 renverse
significativement I’HM induite par la 5™ injection d’ISDN, chez les femelles et chez les
madles. Analyse ANOVA a trois voies suivie du test post hoc de Tukey, *p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001, indique des différences significatives entre les rats ayant recu le PL37,
par rapport au groupe véhicule, chez les femelles (étoiles violettes) et les mdles (étoiles
bleues) (données supplémentaires 2). (C) Effet du sexe sur I’lHM, exprimé en AOC. Aucune
différence de sexe n’est observée, pour les animaux traités avec la solution véhicule,
cependant, I’AOC des femelles traitées au PL37 est significativement plus faible que celles
des mdles ayant recu le méme traitement. Analyse ANOVA a deux voies suivie du test
post hoc de comparaison multiple de Bonferroni, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
(données supplémentaires 2). (D) Evolution temporelle des VFT, chez les femelles ayant
regu par voie orale la solution véhicule (n=8) ou traitées au PL37 (100 mg/kg) (n=7), avant
la 5™ injection d’ISDN. Le PL37 renverse significativement I’HM induite par la 5°™¢
injection d’ISDN. Analyse ANOVA a deux voies suivie du test post hoc de Bonferroni, *p <
0,05, (données supplémentaires 2). (E) Effet du traitement oral sur I’'HM, exprimé en
AOC. L’AOC du groupe traité au PL37 est significativement inférieure a celle du groupe
véhicule. Test non paramétrique de Mann-Whitney, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001
(données supplémentaires 2).
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Chez les males, 'administration de PL37 (20 mg/kg, i.v.) le 5™ jour avant la 5™
administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p.) empéche la crise induite par la 5™¢ injection d’ISDN. En
effet, I'analyse post hoc révéele que 30, 60, 90, 120 et 150 minutes apres I'injection d’ISDN, les
VFT du groupe traité au PL37 sont significativement supérieurs comparés au groupe véhicule
(30 minutes : veh 1,2 +0,1 g vs PL37 3,3 #0,4 g ; 60 minutes : veh 1,2 #0.1 g vs PL37 3,3 0,4
g, 90 minutes : veh 1,2 +0,1 g vs PL37 3,0 #0,4 g ; 120 minutes : veh 1,4 +0,5 g vs PL37 2,8 +
0,4 g et 150 minutes : veh 1,6 #0,1 g vs PL37 2,8 + 0,4 g) (figure 22B). Chez les femelles,
I’administration de PL37 (20 mg/kg, i.v.) le 5°™¢ jour avant la 5°™¢ administration d’ISDN (10
mg/kg, i.p.) renverse la crise induite par la 5°™ injection d’ISDN. En effet, I'analyse post hoc
révele que 30, 60, 90, 120, 150 et 180 minutes apres l'injection d’ISDN, les VFT du groupe
traité au PL37 sont significativement supérieurs comparés au groupe véhicule (30 minutes :
veh 1,4 +0,1gvs PL37 6,0 #0,5 g ; 60 minutes : veh 1,1 #0,1gvs PL37 7,3 #0,4 g ; 90 minutes :
veh 1,2 £0,1 gvs PL37 7,5 #0,3 g; 120 minutes : veh 1,5 #0,1 g vs PL37 6,5 +0,5 g et 150
minutes : veh 1,6 + 0,1 g vs PL37 5,8 + 0,7 g) (figure 22B). En effet, les VFT augmentent
progressivement a 30, 60 et 90 minutes, atteignant leur pic d’efficacité a 90 minutes puis
diminuent progressivement a 120, 150 et 180 minutes sans revenir au seuil de base du début
de I'expérience. L’analyse des AOC montre qu’il existe une différence significative entre les
femelles et les males des groupes traités au PL37 (symboles vides) (figure 22C). L’AOC du
groupe des femelles traitées au PL37 est significativement inférieure a celle des animaux du
groupe male ayant recu le méme traitement (femelles : -17,5 + 1,6 ; mdles : -1,3 +0,7). Ces
données montrent que I'administration par voie intraveineuse de PL37, chez les males,
empéche la crise induite par I'ISDN pendant 150 minutes et renverse I’HM, chez la femelle,
au-dela de 180 minutes. Ces données suggerent que I’efficacité du PL37 serait supérieur chez

la femelle.

Dans I'étude précédente (Descheemaeker et al., 2022), 'administration de PL37 (100
mg/kg, p.o.) chez le méle n’avait pas d’effet sur ’'HM induite par I’administration chronique
d’ISDN (10 mg/kg, i.p.). Au vu des résultats précédents et de I'efficacité chez la femelle, I'effet
du PL37 administré par voie orale a été testé chez la femelle. Ces résultats montrent que le
PL37 renverse I'HM induite par la 5°™¢ injection d’ISDN aprés 30, 60 et 90 minutes (30
minutes : veh 1,4 +0,3 gvs PL37 3,1 0,4 g; 60 minutes : veh 1,1 #0,1 gvs PL37 2,9 +0,6 g
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et 90 minutes : veh 1,2 +0,1 g vs PL37 2,3 #0,3 g) (figure 22D). L’analyse des AOC montre qu’il
existe une différence significative entre les femelles traitées au PL37, présentant une AOC plus
élevée que les femelles du groupe véhicule (veh 4,6 +1,0 vs PL37 1,4 #0,6) (figure 22E). Ces
résultats suggérent qu’en condition chronique, I'administration orale de PL37 est efficace

chez la femelle avec un effet durant 90 minutes, mais pas chez le male.

Ces résultats montrent qu’en condition chronique, le PL37 est plus efficace chez la

femelle.

2) Approche électrophysiologique (modéle de CSD)

Dans cette expérience, I'effet du PL37 a été étudié dans le modéle d’aura migraineuse
via une approche électrophysiologique de CSD. Chez des animaux naifs, 'administration par
voie intraveineuse de PL37 ou de solution véhicule était réalisée 15 minutes avant le
déclenchement des CSD par I'application topique de KCl a la surface des méninges. Le nombre
d’évenements de CSD a été comptabilisé sur une durée d’enregistrement de 120 minutes.
Dans un premier temps, nous n’avons constaté aucune différence significative entre les
animaux femelles ayant recu I'administration de solution véhicule ou de PL37 (veh 13,4 +0,6
vs PL37 11,4 +1,8) (symboles roses) (figure 23B). En revanche, chez les males, le traitement
au PL37 diminue le nombre d’événements de CSD par rapport aux animaux du groupe controle
(veh 18,0 £0,7 vs PL37 -13,1 #1,3) (symboles bleus) (figure 23B). Notons que le test post hoc
révele qu’il n’existe pas de différence entre les males et les femelles ayant regu le véhicule, ni
entre ceux ayant recu le PL37. Ces résultats montrent que le PL37 diminue le nombre

d’événements de CSD chez le male seulement.

D’autres parametres, tels que I'amplitude, la durée de I'onde et le temps de latence
entre I'application de KCl et le premier événement, ont été mesurés et aucune différence
significative entre les animaux véhicule et ceux traités au PL37 n’a été observée, aussi bien

chez les males que chez les femelles (données non présentées).

Ces données révelent I'effet antimigraineux du PL37 sur plusieurs modéles, induit
par I'ISDN en conditions aigué et chronique et sur un modéle de CSD induit par I’application

de KCI.
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Figure 23 (suite) — (B) Nombre d'événements de CSD, chez des femelles (symboles
violets) ayant regu le véhicule (Veh) (n = 8) ou le PL37 (20 mg/kg, i.v.) (n = 8) et chez
des mdles (symboles bleus) ayant regu le véhicule (Veh) (n = 8) ou le PL37 (20 mg/kg,
i.v.) (n = 8), avant l'induction de KCI. Les traitements ont été administrés par voie
intraveineuse 15 min avant la premiére application de KCl, rafraichie toutes les 30
minutes sur deux heures d'enregistrement. Le PL37 (20 mg/kg, i.v.) diminue le
nombre d’événements de CSD induites par le KCl chez les mdles mais pas chez les
femelles. Analyse ANOVA a deux voies suivie du test post hoc de Tukey, *p < 0,05
(données supplémentaires 2). (C1-C2) Exemples représentatifs d’enregistrements
des courants continus sur les deux heures d'enregistrement chez un animal ayant
regu le véhicule (Veh, i.v.) (C1) ou le PL37 (20 mg/kg, i.v.) (C2), comme traitement.

141



II. Quels sont les sites et mécanismes d’action du PL37 ?

Les données précédentes permettent de confirmer que le PL37 serait un traitement
antimigraineux efficace, mais n’indiquent pas quels sont les sites et mécanismes d’action de
cette potentielle nouvelle thérapie. Grace a lI'approche comportementale, des études
d’imagerie et de biochimie, nous avons mis en lumiére les sites et mécanisme d’action du

PL37.

1) Détermination du site d’action du PL37 grace al’approche

comportementale en condition aigué

Les données ci-dessus montrent le pouvoir analgésique du PL37, sans différence
significative entre les deux sexes mais sans donner d’indications concernant son site d’action.
Dans cette étude, I'effet d’une administration centrale de PL37 (80 ug/ 5 L) a été étudié, dans
le modele de migraine aigué induite par une injection d’ISDN, chez la femelle. Les résultats
montrent que I'administration par voie intracisternale d’aCSF, 5 minutes avant l'injection
d’ISDN (10 mg/kg, i.p.) entraine une HM, dont le VFT atteint son minimum 60 minutes aprés
I'injection d’ISDN et retourne a son seuil de base 120 minutes apreés. En revanche, aucune HM
n’est constatée chez les animaux ayant recu le PL37. L’analyse post hoc révele des différences
significatives entre les animaux ayant recu la solution véhicule et les animaux ayant recu le
PL37 a 30, 60 et 90 minutes apres l'injection d’ISDN (30 minutes : aCSF 4,3 +0,5 g vs PL37 7,8
+0,3 g, 60 minutes : aCSF 3,0 +£0,5 g vs PL37 7,8 #0,3 g et 90 minutes : aCSF 6,3 #0,5 g vs
PL37 8,0 +0,0 g) (figure 24B). L’AOC des animaux traités au PL37 est plus faible que celle des
animaux du groupe véhicule (aCSF 10,5 + 1,6 vs PL37 0,5 # 0,3) (figure 24C). Ces données
montrent que I'administration centrale de PL37 inhibe totalement I'HM induite par I'ISDN.
Cependant, ces données ne donnent pas d’indications sur le site d’action du PL37 par voie

orale.
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Figure 24 — Effet de I'administration centrale (intracisternale) de PL37 sur ’lHM céphalique
cutanée induite par une injection d’ISDN, chez les femelles.

(A) Frise temporelle, représentant I'administration de PL37 (80 ug/5 L, i.c.) ou de solution
d’aCSF (liquide cérébrospinal artificiel), 5 minutes avant I'injection d’ISDN (10 mg/kg, i.p.),
ainsi que les mesures des VFT, pendant 120 minutes. (B) Evolution temporelle des VFT,
chez les femelles ayant regu la solution véhicule d’aCSF (aCSF) (n=8) ou de PL37 (80 ug/5
L) (PL37) (n=8), avant une injection d’ISDN. Le PL37 réduit significativement I’HM induite
par 'ISDN. Analyse ANOVA a deux facteurs suivie du test post hoc de Bonferroni, *p < 0,05,
**p < 0,01, ***p < 0,001, indiquant des différences significatives entre les rats ayant recu
PL37, par rapport au groupe véhicule (données supplémentaires 2). (C) Effet du traitement
central sur I’HM induite par une administration d’ISDN, exprimé en AOC. L’AOC du groupe
traité au PL37 est significativement inférieure a celle du groupe véhicule. Test non
paramétrique de Mann-Whitney, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (données
supplémentaires 2).
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C'est pourquoi, par la suite, le site d’action, périphérique ou central, lors
de I'administration orale de PL37, fut étudié dans le modele de migraine aigué induite par une
injection d’ISDN, chez le male. Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I'effet
du PL37 au niveau du systéme nerveux périphérique. Pour étudier cela, la NM (Milne et al.,
1990; Maslov et al., 2014), un antagoniste des récepteurs opioides non sélectif a restriction
périphérique, a été administrée par voie sous-cutanée 15 minutes avant I'administration orale
de PL37 (100 mg/ kg), lui-méme administré 5 minutes avant l'injection d’ISDN. Les résultats
montrent que la NM inhibe partiellement I'effet analgésique induit par I'administration
orale de PL37. L'analyse post hoc a montré que 30, 60 et 90 minutes aprés |I'administration,
les VFT étaient plus faibles dans les groupes traités au véhicule (S-Veh) que chez les rats ayant
recu les traitements NM-PL37 (étoiles orange) (30 minutes : S-Veh 4,3 #0,3 g vs NM-PL37 5,5
#0,7 g; 60 minutes : 5-Veh 2,3 +£0,4 g vs NM-PL37 5,5 #+0,7 g et 90 minutes : S-Veh 5,0 +0,4
g vs NM-PL37 6,5 + 0,6 g) (figure 25B). Ces résultats suggérent donc que I'effet du PL37
administré par voie orale serait partiellement médié par les récepteurs opioides
périphériques. Afin de savoir si I'effet complémentaire du PL37 serait médié par les récepteurs
aux opioides situés au niveau du systeme nerveux central, la NIx (Sawynok et al., 1979;
Broccardo et al., 1998), un antagoniste non sélectif des récepteurs opioides traversant la BHE,
a été administrée par voie sous-cutanée avant l'administration orale de PL37, lui-méme
administré 5 minutes avant l'injection d’ISDN. En effet, les résultats montrent que la NlIx a
complétement renversé |'effet analgésique induit par I'administration orale de PL37. L'analyse
post hoc a montré qu'il n'y avait pas de différence entre le groupe traité par le véhicule (S-
Veh) et le groupe ayant regu les traitements NIx-PL37 (figure 25B). L’étude des AOC, nous a
permis de montrer la répartition des animaux en fonction des différents groupes. L'analyse
post hoc indique que I'AOC du groupe S-Veh n'était pas différente du groupe NIx-PL37,
cependant, les AOC des groupes S-PL37 et NM-PL37 étaient inférieures a celles des animaux

témoins S-Veh (S-Veh 12,5 + 0,8 vs S-PL37 1,0 #0,5 vs NM-PL37 7,0 + 1,8) (figure 25C).

Ces données montrent que I’administration par voie orale de PL37 a 100 mg/kg, agit
totalement par l'intermédiaire des récepteurs opioides situés au niveau du systéme nerveux

périphérique et central, dans le modéle d’HM céphalique cutanée induite par I'ISDN et que

144



A

BL 200 -5 0o 30 60’ 90’ 120°
\ AL A 2 \ 4 \ \

VFT NM/ Veh/ ISDN VFT VFT VFT VFT
Nix/ PL37

B 107 C 20

. i :

=

=

*

i

*

iw
-4

C ’
= (@)
S 2
8 41
> 01
2- —&8— S-Veh
—O— S-PL37
L NM-PL3T7
"B w0 0 9? E}w A
> A A A
Time (min) Y KO
S

Figure 25 — Sélectivité centrale et/ou périphérique de I'administration orale de PL37 sur
I'HM induite par une injection d’ISDN, chez les mdles.

(A) Frise temporelle, représentant I’administration de naloxone-méthiodide (NM) (5
mg/kg, s.c.), naloxone (Nix) (2 mg/kg, s.c.) ou de solution de NaCl (S, s.c.) 15 minutes avant
I"administration de PL37 (100, mg/kg, p.o.) ou de solution véhicule, 5 minutes avant
I'injection d’ISDN (10 mg/kg, i.p.), ainsi que les mesures des VFT, pendant 120 minutes. (B)
Evolution temporelle des VFT chez les méles ayant recu la solution saline et le véhicule (S-
Veh) (n=8), la solution saline et le PL37 (S-PL37) (n=8), la NM et le PL37 (NM-PL37) (n=8)
ou la Nix et le PL37 (NIx-PI37) (n=8) avant une injection d’ISDN. Le PL37 réduit
significativement I’HM induite par I'ISDN. La NM entraine une inhibition partielle et la Nix
entraine une inhibition compléte de I'effet analgésique du PL37. Analyse ANOVA a deux
facteurs suivie du test post hoc de Tukey, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, indiquant
des différences significatives par rapport au groupe véhicule (données supplémentaires
2). (C) Effet du traitement sur I’lHM induite par une administration d’ISDN, exprimé en AOC.
L’AOC du groupe S-Veh est significativement supérieure a celle du groupe S-PL37 et NM-
PL37, et non différente du groupe NM-PL37. Analyse ANOVA a un facteur suivie du test
post hoc de Tukey, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, indiquant des différences
significatives par rapport au groupe véhicule (données supplémentaires 2).

145



I’administration centrale du PL37 suffit a renverser I’'HM induite par une administration

d’ISDN.

2) Détermination du mécanisme d’action du PL37

a. Approche immunohistochimique

L’étude précédemment menée au laboratoire (Descheemaeker et al., 2022) a montré
gu’un traitement quotidien de PL37 par voie orale empéche le développement de I'HM et
diminue I'expression de c-Fos induites par I'administration répétée d’ISDN, dans le Sp5C. En
revanche, cela ne donne pas d’indication sur le mécanisme d’action du PL37. Dans cette
optique, I'effet de I'ISDN et par la suite du PL37 sur le CGRP, un neuropeptide connu comme
jouant un role important dans l'inflammation de la migraine, furent étudier. Pour ce faire,
grace a une approche immunohistochimique puis d’'imagerie, I'intensité de fluorescence du
CGRP fut quantifiée dans le Sp5C d’animaux ayant recu les traitements quotidiens suivant :
solution véhicule + NaCl (Veh-S), véhicule + ISDN (Veh-ISDN), PL37 + ISDN (PL37-ISDN) ou
véhicule + NTG (Veh-NTG). Les résultats obtenus ne montrent aucune différence significative

entre les groupes précédemment cités, comparés aux animaux du groupe Veh-S (figure 26B).
b. Approche de biologie moléculaire (RT-qPCR)

Cette étude s’intéresse a I'expression de différents peptides et enzyme jouant un role
dans la physiopathologie et I'inflammation de la migraine, décrits dans I'introduction, a savoir
le CGRP, PACAP et la NO synthase neuronale (nNOS). L'expression de I’ARN messager (ARNm)
de ces molécules a été étudiée, dans différents groupes ayant recu des traitements chroniques
quotidiens par voie intraveineuse de solution véhicule ou de PL37 (20 mg/kg), 5 minutes avant
I'injection quotidienne intrapéritonéale de NaCl ou d’ISDN. Les résultats montrent une
surexpression de '’ARNm du CGRP chez les animaux Veh-ISDN par rapport aux animaux du
groupe contréle Veh-S (Veh-S: 1,8 #+ 0,6 vs Veh- ISDN: 3,0 # 0,8) (figure 27B). Cette
surexpression tend a diminuer chez les animaux traités au PL37 (PL37-ISDN) par rapport aux
animaux Veh-ISDN (Veh-ISDN : 3,0 #0,8 vs PL37- ISDN : 1,9 #0,4), notons gqu’il n’existe pas de

différence significative entre les animaux du groupe Veh-S et PL37-ISDN. De plus, il
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Figure 26 — Effet du PL37 sur l'intensité de fluorescence du CGRP dans le Sp5C dans le
modeéle d’ISDN chronique, chez les mdles.

(A) Frise temporelle, représentant I’administration quotidienne orale de PL37 (100 mg/kg)
ou de solution véhicule avant I'administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p.) ou de solution saline
(S) pendant 5 jours. Au 5¢™€ jour, les prélévements des tissus sont réalisés 60 minutes aprés
la derniere injection d’ISDN. (B) Intensité de fluorescence de CGRP, exprimée en unité
arbitraire, chez des animaux traités au véhicule + NaCl (Veh-S) (n=6), véhicule + ISDN (Veh-
ISDN) (n=6) et PL37 + ISDN (PL37-ISDN) (n=6), chez des mdles. Analyse ANOVA a une voie
non paramétrique de Kruskal-Wallis suivie du test post hoc de Dunn’s (données
supplémentaires 2).
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Figure 27 — Effet du PL37 sur I’expression de ’ARNm du CGRP, PACAP et nNOS dans le Sp5C
dans le modeéle d’ISDN chronique, chez les mdles.

(A) Frise temporelle, représentant I’administration quotidienne intraveineuse de PL37 (20
mg/kg) ou de solution véhicule avant I'administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p.) ou de
solution saline (S) pendant 5 jours. Au 5™ jour, les prélévements des tissus sont réalisés
60 minutes aprés la derniére injection d’ISDN. (B) Expression de I’ARN messager (ARNm)
du CGRP, du PACAP et du nNOS, exprimé en RQ (fold change), chez des animaux traités au
véhicule + NaCl (Veh-S) (n=6), véhicule + ISDN (Veh-ISDN) (n=5) et PL37 + ISDN (PL37-ISDN)
(n=7), chez des mdles. Analyse ANOVA a deux voies suivie du test post hoc de Tukey, *p <
0,05, indiquant une augmentation de I'expression de 'ARNm du CGRP du groupe Veh-
ISDN, par rapport au groupe Veh-S, et une diminution de cette expression chez les animaux
du groupe PL37-ISDN par rapport au groupe Veh-ISDN. En revanche, aucune différence
significative n’est constatée dans I'expression de PACAP et de nNOS entre les 3 groupes
(données supplémentaires 2).
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n’existe aucune différence significative des niveaux d’expression de PACAP et nNOS dans les

groupes Veh-S, Veh-ISDN et PL37-ISDN (figure 27B).

Ces données suggerent que I'administration chronique d’ISDN augmente le niveau
d’expression de ’ARNm de CGRP et qu’un pré-traitement quotidien de PL37 diminue cette
surexpression induite par I'administration chronique d’ISDN, revenant a des niveaux de
base. En revanche, ni un traitement chronique d’ISDN, ni de PL37 ne semble avoir d’effet

sur les niveaux d’expression de PACAP et de nNOS.

Prises ensemble, ces données montrent que le PL37 agirait a la fois au niveau des
récepteurs aux opioides périphériques et centraux, en condition aigué. De plus, I'ISDN
entraine une surexpression de I’expression de ’TARNm du CGRP, en condition chronique et

I’'administration quotidienne de PL37 par voie intraveineuse, diminue cette surexpression.
lll. Quel est I'effet de I'administration répétée de PL37 ?

Dans le but d’utiliser le PL37 en traitement de prophylaxie, au vu des résultats
encourageants obtenus sur le modele de migraine chronique induite par I'ISDN, I'effet de
I'administration répétée de PL37 fut étudié afin de voir s’il n’entrainait par d’HM ou de
sensibilisation latente, comme pourrait entrainer I'administration répétée de sumatriptan (De
Felice et al., 2010; Bonnet et al., 2019; Navratilova et al., 2020). De plus, I'effet analgésique

du PL37 sur un modéle de CAM induite par le sumatriptan fut également étudié.
1) Effet de I'administration répétée de PL37

L’'effet d’administrations répétées de PL37 fut étudié, chez les males et les femelles.
Les animaux avaient recu I'administration orale soit de PL37 (50 mg/kg), soit de sumatriptan
(10 mg/kg) soit de solution véhicule, tous les 2 jours, pendant onze jours, pour un total de 6
administrations (jours 1, 3, 5, 7, 9 et 11). L'HM fut évaluée les autres jours grace a la mesure
des VFT (jours 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 et 20) (figure 28A). Tout d’abord, les résultats
montrent que I'administration répétée de solution véhicule n’entraine pas de diminution du
VFT, chez les femelles (figure 28B). De plus, I'administration répétée de PL37, chez la femelle

n’entraine pas de diminution de I’'HM, par rapport aux animaux ayant recu le véhicule (figure
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Figure 28 — Effet de I'administration répétée de PL37 sur la sensibilité mécanique, chez les
femelles et les mdles.

(A) Frise temporelle, représentant les administrations orales répétées de PL37 (50 mg/kg),
sumatriptan (10 mg/kg) ou véhicule, tous les 2 jours, pendant onze jours, pour un total de 6
administrations (jours 1, 3, 5, 7, 9 et 11) et les mesures des VFT tous les autres jours pendant
20 jours (jours 0, 2, 4, 6,8, 10, 12, 14, 16, 18 et 20). (B) Evolution temporelle des VFT, chez les
femelles ayant recu par voie orale le PL37, sumatriptan ou la solution véhicule. Les
administrations répétées de PL37 et de véhicule n’entrainent pas d’HM, contrairement au
sumatriptan. Analyse ANOVA a deux facteurs suivie du test post hoc de Tukey, *p < 0,05, **p
< 0,01, ***p < 0,001, indiquant des différences significatives entre les rats ayant recu un
traitement, par rapport au groupe véhicule (données supplémentaires 2). (C) Evolution
temporelle des VFT, chez les mdles ayant recu par voie orale le PL37, sumatriptan ou la
solution véhicule. Les administrations répétées de PL37 et de véhicule n’entrainent pas d’HM,
contrairement au sumatriptan. Analyse ANOVA a deux facteurs suivie du test post hoc de
Tukey, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, indiquant des différences significatives entre les
rats ayant regu un traitement, par rapport au groupe véhicule (données supplémentaires 2).
(D) Effet du sexe sur I’HM induite par I'administration répétée de sumatriptan, PL37 ou de
véhicule, exprimé en AOC. Aucune différence de sexe n’est observée, ni pour les animaux
traités avec la solution véhicule, ni au PL37. En revanche, pour les animaux ayant regu le
sumatriptan, I’AOC des femelles est plus faible que celle des mdles. Analyse ANOVA a deux
voies suivie du test post hoc de comparaison multiple de Bonferroni, *p < 0,05, **p < 0,01,
**%*p < 0,001 (données supplémentaires 2).
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28B). En revanche, 'administration répétée de sumatriptan entraine une diminution du VFT
dés la 3°™e administration (au jour 6 de comportement) (seuil de base veh 8,0 +0,0 g vs suma
8,0 £0,0q; jour 6 veh 80 #+0,0 g vs suma 6,8 #0,5g), atteignant son pic d’'HM apreés les 6
administrations de sumatriptan (au jour 12 de comportement) (veh 7,8 # 0,3 g vs suma 4,0 +
0,4 g). Ce seuil revient progressivement au niveau basal au jour 20 de comportement (veh 7,8

#0,3 gvssuma 7,8 0,3 g) (symboles de forme hexagonale) (figure 29B).

De méme, chez le male, 'administration répétée de solution véhicule et de PL37
n’entrainent pas de diminution du VFT (figure 28B). En revanche, I'administration répétée de
sumatriptan entraine une diminution des VFT dés la 3®™¢ administration (au jour 6 de
comportement) (seuil de base veh 8,0 + 0,0 g vs suma 8,0 0,0 g ; jour 6 veh 7,5 0,3 g vs
suma 5,8 +0,7g), atteignant son pic d’HM apres les 6 administrations de sumatriptan (au jour
12 de comportement) (veh 7,3 0,4 g vs suma 3,5 #0,5 g). Ce seuil revient progressivement
au niveau basal au jour 20 de comportement (veh 8,0 #0,0 g vs suma 7,8 0,3 g) (symboles

de forme carrée) (figure 28B).

L’étude des AOC révelent qu’il n’existe aucune différence significative entre les males
et les femelles des groupes véhicule et PL37, en revanche I’AOC du groupe des femelles ayant
recu le sumatriptan est inférieure a celle du groupe des males ayant recu le méme traitement

(femelles : 18,5 +2,3 ; mdles : 23,8 +1,7) (figure 28C).

Ces résultats montrent que I'administration répétée de sumatriptan entraine une
HM chez les femelles et les males. Cet effet est plus fort chez le male que chez la femelle. En
revanche, I'administration répétée de PL37 n’entraine aucun changement du VFT, ni chez

les femelles, ni chez les males.
2) Effet du PL37 sur la sensibilisation latente

A la suite de I'expérience précédente, lorsque tous les animaux sont revenus a leur
seuil de base 8g (au jour 21), les rats femelles et males avaient recu une injection
intrapéritonéale d’ISDN (10 mg/kg) (figure 29A). Tout d’abord, chez les femelles du groupe
véhicule, les résultats montrent que I'administration d’ISDN, entraine une HM atteignant son

pic 30 minutes apres I'administration d’ISDN et dure environ 90 minutes (figure 29B). De
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méme, chez les femelles du groupe PL37, I'ISDN entraine une HM atteignant son pic 30
minutes aprés |'administration d’ISDN et dure environ 90 minutes, il n’existe aucune
différence significative avec le groupe véhicule (figure 29B). L’administration d’ISDN, chez les
animaux ayant recu préalablement le traitement au sumatriptan, entraine une HM atteignant
son pic 60 minutes apres I'administration d’ISDN et dure environ 120 minutes (figure 29B).
L’analyse post hoc montre que ces résultats sont significativement différents de ceux obtenus
chez les animaux du groupe véhicule 30 et 60 minutes apres I'administration d’ISDN (30
minutes : veh 5,3 #0,4 g vs suma 4,0 #0,5 g ; 60 minutes : veh 5,3 #+ 0,4 g vs suma 3,5 #0,3

g).

De méme, chez les males ayant regu le véhicule, I'administration d’ISDN entraine une
HM (figure 29C). Chez les males traités au PL37, 'administration d’ISDN entraine une HM, il
n’existe aucune différence significative avec le groupe véhicule (figure 29C). L’administration
d’ISDN, chez les animaux ayant recu préalablement le traitement au sumatriptan, entraine
une HM atteignant son minimum 60 minutes aprés I'administration d’ISDN et dont I'effet dure
environ 120 minutes (figure 29C). Ces résultats sont significativement différents de ceux
obtenus chez les animaux du groupe véhicule 60 et 90 minutes aprés I'administration d’ISDN
(60 minutes : veh 5,0 + 0,4 g vs suma 3,8 #0,6 g ; 90 minutes : veh 7,5 + 0,3 g vs suma 6,3 +

0,5 g).

L’étude des AOC révelent qu’il n’existe aucune différence significative entre les males
et les femelles que ce soit pour les groupes ayant recu un prétraitement au véhicule, au PL37

ou au sumatriptan (figure 29C).

Ces données montrent que I'administration d’ISDN 21 jours apreés un prétraitement
au PL37 ou a la solution véhicule entraine une HM mais qu’un prétraitement au sumatriptan
entraine une aggravation de la crise induite par I'ISDN, aussi bien chez la femelle que chez

le male.
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Figure 29 — Effet du PL37 sur la sensibilisation latente induite par I'ISDN, chez les femelles et
les mdles.

(A) Frise temporelle, représentant I'administration d’ISDN (10 mg/kg, i.p.) le 21é™¢ jour de
I’expérience, apreés des pré-traitements oraux répétés de PL37 (50 mg/kg), sumatriptan (10
mg/kg) ou véhicule (jours 1, 3, 5, 7, 9 et 11), et mesure des VFT pendant 120 minutes. (B)
Evolution temporelle des VFT, chez les femelles ayant regu I'ISDN et prétraitées avec le PL37,
sumatriptan ou véhicule. Un prétraitement avec le véhicule et PL37 n’entraine pas de
sensibilisation latente, contrairement au sumatriptan. Analyse ANOVA a deux facteurs suivie
du test post hoc de Tukey, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, indiquant des différences
significatives entre les rats ayant recu un traitement par rapport au groupe véhicule (données
supplémentaires 2). (C) Evolution temporelle des VFT, chez les mdles ayant recu IISDN et
prétraitées avec le PL37, sumatriptan et la solution véhicule. Un prétraitement avec le
véhicule et PL37 n’entraine pas de sensibilisation latente, contrairement au sumatriptan.
Analyse ANOVA a deux facteurs suivie du test post hoc de Tukey, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001, indiquant des différences significatives entre les rats ayant recu un traitement, par
rapport au groupe véhicule (données supplémentaires 2). (D) Effet du sexe sur I'’HM
céphalique induite par I'administration d’ISDN, exprimé en AOC. Aucune différence de sexe
n’est observée, ni pour les animaux traités avec la solution véhicule, ni au PL37, ni au
sumatriptan. Analyse ANOVA a deux voies suivie du test post hoc de comparaison multiple
de Bonferroni, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (données supplémentaires 2).
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3) Effet du PL37 sur I’'HM induite par I’administration répétée de

sumatriptan

Les résultats présentés ci-dessus, montrent que |'administration répétée de
sumatriptan entraine une HM dont le seuil minimal est atteint au jour 12 et cet effet est plus
important chez le male que chez la femelle. Ici, I'effet du PL37 fut étudié dans le modéle d’"HM
induite par le sumatriptan. Les données présentées ont été obtenues chez le male. Les
animaux avaient regu I'administration intraveineuse de PL37 (20 mg/kg) ou de solution
véhicule au 12%™¢ jour aprés la premiére injection de sumatriptan. Les résultats montrent que
I’'administration de solution véhicule n’entraine pas de changement des VFT. En revanche,
I’administration de PL37 renverse I’HM induite par le sumatriptan. En effet, 30 minutes aprés
le début de I'injection, le VFT est significativement plus élevé que chez les animaux du groupe
véhicule (veh 1,9 + 0,1 g vs PL37 5,3 #0,4 g), atteint son pic 60 minutes aprés l'injection (veh
2,0 + 0,0g vs PL37 7,8 # 0,3 g) puis diminue progressivement, jusqu’a ne plus étre
significativement différent du groupe véhicule a partir de 150 minutes aprés l'injection (veh
2,0 +0,0gvs PL37 2,8 +0,4 g) (figure 30B). L'AOC des animaux du groupe traité au PL37 est
plus faible que celle des animaux du groupe véhicule (veh 0,2 #0,1 vs PL37-17,1 #+1,4) (figure
30C).

Ces données montrent que le PL37 administré par voie intraveineuse renverse 'lHM
induite par le sumatriptan, chez les males et donne une indication sur la durée d’action du

PL37 qui serait, dans ce modele, de 120 minutes.

Prises ensemble, ces données montrent que I’administration répétée de PL37
n’entraine pas de sensibilisation centrale ni de sensibilisation latente, contrairement au
sumatriptan. De plus, le PL37 renverse I’HM induite par I'administration répétée de

sumatriptan.
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Figure 30 — Effet du PL37 sur I’HM induite par la répétition du sumatriptan, chez les mdles.

(A) Frise temporelle, représentant les administrations de PL37 (20 mg/kg, i.v.) ou de
véhicule, le 12°™¢ jour, aprés I'administration répétée de sumatriptan (10 mg/kg, p.o) aux
jours 1,3,5,7, 9et11. (B) Evolution temporelle des V/FT, chez les mdles ayant recu le PL37
ou la solution véhicule. Le PL37 renverse I’HM induite par I'administration répétée de
sumatriptan pendant 90 minutes. Analyse ANOVA a deux facteurs suivie du test post hoc
de Bonferroni, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, indiquant des différences significatives
entre les rats ayant recu un traitement, par rapport au groupe véhicule (données
supplémentaires 2). (C) Effet du traitement sur I’'HM induite par des administrations
répétées de sumatriptan, exprimé en AOC. L’AOC du groupe Veh est significativement
supérieure a celle du groupe traité au PL37. Test non paramétrique de Mann-Whitney, *p

< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (données supplémentaires 2).
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Données supplémentaires 1 — Exemple du gabarit utilisé pour la quantification de CGRP dans
le Sp5C (V1) établit a I'aide du logiciel Matlab.
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ABSTRACT

Background Combination treatment is frequently used to improve the therapeutic efficacy of
drugs. The co-administration of two drugs may result in efficacy at lower doses than those
needed for either drug alone, thus minimizing side effects. Here, we tested the effect of the
co-administration of two drugs on cutaneous mechanical hypersensitivity (MH) affecting
cephalic regions in migraineurs: dual enkephalinase inhibitor PL37, a small molecule that
protects enkephalins from rapid degradation, and sumatriptan, a serotonin 5-HT1g/1p receptor

agonist.

Methods We investigated the effects of oral administrations of sumatriptan, PL37, or their
combination, on changes in cutaneous mechanical sensitivity induced by a single
intraperitoneal administration of the nitric oxide donor, isosorbide dinitrate (ISDN) in male
rats. Mechanical sensitivity was tested using von Frey filaments applied to the face of animals
to determine the threshold that elicits a painful response. Isobolographic analysis was

performed to determine the nature of the interaction between sumatriptan and PL37.

Results Sumatriptan as well as PL37 each produced a dose-dependent inhibition of ISDN-
induced cephalic MH. EDso values were 0.3 mg/kg and 1.1 mg/kg for sumatriptan and PL37,
respectively. An isobolographic analysis of the effect of combined doses of sumatriptan and
PL37 and based on their calculated EDso values demonstrated a synergistic effect of the

combination on cephalic MH, with an interaction index of 0.14 + 0.04.

Conclusion These results suggest that PL37 acts synergistically with sumatriptan to produce
an anti-allodynic effect in a rat model of migraine. Thus, combining PL37 and sumatriptan may

be a useful therapeutic strategy in the management of migraine.

Keywords Migraine, Enkephalin, Opioid, Sumatriptan, Mechanical hypersensitivity, Nitric

oxide, Synergy
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BACKGROUND

Migraine is a typical debilitating primary headache disorder characterized by moderate to
severe, pulsating, unilateral pain, that is worsened by physical activity and often accompanied
by nausea and/or vomiting, photophobia, and phonophobia [1]. Although a range of migraine
treatments, including newly developed ones, is currently available, considerable
dissatisfaction remains with acute and prophylactic therapies [2]. Moreover, most current
acute headache treatments have been linked to medication overuse headache [3], further
highlighting the need for new medications. Combining medications with different targets in
migraine could provide better therapeutic outcomes than using one medication alone, and
the drugs in the combination could have a synergistic therapeutic effect which would allow

for better outcomes at lower doses [4-6].

Sumatriptan, a serotonin 5-HT1g/1p receptor agonist, is the pioneer member of a class of drugs
developed for the acute treatment of migraine and it remains widely used for this indication
[7]. Clinical trials showed an average sumatriptan (100 mg per oral) response rate of 59% for
any headache response, 29% for pain freedom and 20% for sustained pain freedom [7],

showing that sumatriptan often results in pain reduction and not pain freedom [8].

Enkephalins are pentapeptides produced in the CNS and peripheral tissues, and are the most
abundant endogenous opioids acting on both p- and 6-opioid receptors, providing the body
with its own pain management system [9]. Enkephalins, once released, are naturally degraded
by two enzymes, called enkephalinases: APN (aminopeptidase N) and NEP (neprilysin).
Concomitant inhibition of NEP and APN by dual enkephalinase inhibitors like PL37 was shown
to increase enkephalin half-life and induce analgesia in a wide range of rodent preclinical pain
models. Recently, the efficacy of PL37 was demonstrated in two preclinical migraine models.
PL37 treatment effectively inhibited isosorbide dinitrate-induced cephalic mechanical
hypersensitivity (MH) in rats [10] and attenuated stress-induced cephalic MH and facial
grimace responses in mice [11]. These findings support the approach of inhibiting
enkephalinases as a migraine therapeutic strategy.

As sumatripan and PL37 have different mechanisms of action, here we tested the hypothesis

that a combination of these drugs would result in an additive or a synergistic effect. To test
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this hypothesis, we used the rat isosorbide dinitrate (ISDN) model of migraine as both
sumatriptan and PL37 reduce cephalic MH in this model [10, 12]. If increased effect could be

demonstrated, this would strongly support future human studies using combinations.

METHODS

Animals

Male Sprague-Dawley rats weighing 235-275 g (Charles River, L'Arbresle, France) were
housed at 22 + 1°C in plastic cages (size: 425 x 266 x 185 mm; three to four rats per cage) on
soft bedding with ad libitum access to water and food under a 12 h/12 h light/dark cycle for
at least 1 week before the beginning of the experiments. This study was performed exclusively
using male rats as the ISDN model used herein has yet to be validated in females. Every effort
was made to minimize the number of animals used. The number of animals used in each
experiment was selected based on previous experiments [10, 12]. All experimenters were
blind to the treatment conditions. Randomization was performed within individual home
cages to avoid any cage effects and balanced to have approximately equal numbers of each
treatment group represented in each home cage.

Animal protocols were approved by the Committee of Animal Research at the University of
Clermont Auvergne, France, and authorized by the French Superior Education and Research
Ministry (#26304). They were in accordance with the International Association for the Study

of Pain (https://www.iasp-pain.org/resources/guidelines/iasp-guidelines-for-the-use-of-

animals-in-research/) and the European Directive 2010/ 63/EU as ARRIVE guidelines.

Behavioral sensory testing

Behavioral sensory testing was performed as previously described [10, 13]. Briefly, rats were
first allowed to acclimatize to the 0.3x0.3 m? glass chambers used for behavioral testing as
well as to innocuous mechanical stimulation for 4 days before the start of the behavioral
sensory testing. Test sessions took place during the light phase, between 11 a.m. and 7 p.m.,
in a quiet, temperature-controlled (21-23°C) room.

Cephalic cutaneous mechanical sensitivity was assessed using von Frey filaments (0.6, 1, 1.4,

2,4,6,8, 10 and 15 g, Bioseb) applied perpendicularly to the periorbital region of the rat’s
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face for 3 seconds (at 10 second intervals), via the ascending-descending method starting from
the 6-g filament [10, 13]. After the injection of ISDN, the VFT were recorded at 30-minutes
intervals for 90-minutes.

The rats had no access to food or water during the tests. Each animal was used only once. At
the end of the experiment, the rats were sacrificed with a lethal dose of pentobarbital sodium
(150 mg/kg, i.p., Centravet, Lapalisse, France). Death was confirmed by permanent cessation

of cardio-respiratory functions.

Drugs

Treatments were administered per os [PL37 (0.25 mg/kg, 1 mg/kg, 1.5 mg/kg, 2 mg/kg or 6.25
mg/kg, 1 mL/rat volume), sumatriptan succinate (0.2 mg/kg, 0.4 mg/kg, 0.6 mg/kg, 2.5 mg/kg
or 5 mg/kg, 1 mL/rat volume, Sigma Aldrich) or vehicle. Sumatriptan was dissolved in 0.9%
NaCl solution and PL37 was prepared in 80% of 0.9% NaCl solution and 20% of anhydrous
ethanol. The vehicle group received per os a solution containing 80% of 0.9% NaCl and 20% of
anhydrous ethanol. For the interaction study, drugs were pooled and administered
simultaneously. PL37 and sumatriptan succinate, or combination of the two drugs, were
administered 5 minutes before intraperitoneal injection of ISDN (10 mg/kg in 0.9% NaCl
solution, Sanofi). Oral administrations were performed under brief anesthesia (<3 minutes)

using a mask with 2% isoflurane.

Isobolographic analysis of drug interactions

Isobolographic analysis was used to determine the nature of the drug interaction between
sumatriptan and PL37. The method is based on a comparison of dose combinations made of
doses of each of the two drugs. Thus, from the dose-response curves of two drugs alone, the
respective EDsg values (effective dose resulting in a 50% reduction of control ISDN response)
were determined. Subsequently, a dose-response curve was obtained by concurrent
administration of the two drugs in a constant dose ratio based on the EDsp values of the single
agent. Therefore, separate groups received EDsguSuma-PL37, EDsoisSuma-PL37 or
EDso/16Suma-PL37. From the dose-response curves of the combined drugs, the EDsp value of

the combination was calculated, and these dose combinations were used to plot the
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isobologram. In this experiment, the EDsg values were determined from the data of cephalic
cutaneous mechanical sensitivity.

The isobologram was constructed as previously described [15]. The EDsp values of the single
agents were plotted on the x- and y-axes, respectively for sumatriptan and PL37. The
theoretically additive dose combination was calculated. From the variance of the total dose,
individual variances for the drugs in the mixture were obtained. To further describe the
magnitude of the interaction, a total dose fraction value was calculated according to the

following formula:

ED50 of Drug 1 with Drug 2 ED50 of Drug 2 with Drug 1
ED50 for Drug 1 Given alone ED50 for Drug 2 Given alone

Total Fraction value =

While a total fraction value near 1 indicates an additive interaction, a value below 1 indicates

a synergistic interaction, and a value greater than 1 indicates an antagonistic interaction.

Data analysis

All data generated throughout the study were analyzed using GraphPad Prism 9.00 version
(GraphPad Software Inc., CA, USA). Normality and homogeneity of variance were determined
using the Shapiro-Wilk test and Brown-Forsythe’s test, respectively. Comparison between
groups were made using a one-way ANOVA or two-way repeated-measures ANOVA analyses
followed by Tukey’s post hoc test for multiple comparisons. Data are presented as median and
interquartile range (IQR) or mean + standard errors of the means (SEM) and n represents the

number of animals. The level of significance was set to P < 0.05.

Effectiveness of drug treatment was also estimated from the area over the curve (AOC) of the
withdrawal threshold time course. AOC was calculated for each rat as an area of negative
peaks below the 8 g cut-off thresholds between the 90 time points. Percent effect was
calculated using the formula 100*[AOC(0)-AOC(X)]/AOC(0), where AOC(0) = average AOC in
vehicle-treated group and AOC(X) = AOC of animals that received treatment X. The statistical

details for each quantitative experiment are illustrated in supplementary table 1.

RESULTS

Effects of sumatriptan on cephalic cutaneous mechanical hypersensitivity
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A single ISDN injection induced a reversible cephalic MH that peaked at 30 min and lasted 90
min in control animals (n = 9) but not in sumatriptan-treated animals (n = 6-10/group, Fig. 1a).
Thirty-minutes post-administration, VFT were lower in control [median (IQR): 4 (2.0-4.0 g)]
and sumatriptan-0.2 mg/kg [median (IQR): 6 (2.0-6.0 g)] animals than in sumatriptan-
0.4 mg/kg [median (IQR): 7 (5.5-8.0 g)], 0.6 mg/kg [median (IQR): 8 (6.0-8.5 g)], 2.5 mg/kg
[median (IQR): 8 (6.0-8.0 g)] and 5 mg/kg [median (IQR): 6 (6.0-8.0 g)]-treated animals (Fig. 1a).

The area over the curves (AOC) of the cephalic MH (Fig. 1b) were reduced by 64.4 + 14.5 %
(P<0.014,n=6),69.8+12.7 % (P<0.002, n=10), 67.0£20.3 % (P<0.007,n=7),and 77.8 £
12.32 % (P < 0.001, n = 8) after administrations of sumatriptan 0.4, 0.6, 2.5, and 5 mg/kg,
respectively (Fig. 1c). The lower dose of sumatriptan (0.2 mg/kg, n = 10) had no effect on ISDN-
induced cephalic MH. At the dose of 0.6 mg/kg of sumatriptan, the effect reached a plateau,
as no further significant reduction on ISDN-induced cephalic MH was reported at higher doses
of sumatriptan (2.5 and 5.0 mg/kg). Sumatriptan inhibited ISDN-induced cephalic MH with
an EDspvalue of 0.3 mg/kg (95% confidence interval, 0-0.92).

Effects of PL37 on cephalic cutaneous mechanical hypersensitivity

Oral administration of PL37 induced a dose-dependent inhibition of ISDN-induced cephalic
MH (n = 6-11/group, Fig. 2a). Thirty minutes post-administration, VFT were not different
between the control group [median (IQR): 4 (2.0-4.0g)] and PL37-0.25 mg/kg [median (IQR): 4
(2.0-4.0g)]-treated animals (Fig. 2a). In contrast, VFT were lower in control animals than in
PL37-1.0 mg/kg [median (IQR): 5 (4.0-8.0 g)], PL37-1.5 mg/kg [median (IQR): 7 (6.0-8.0 g)],
PL37-2.0 mg/kg [median (IQR): 6 (4.0-8.0 g)] and PL37-6.25 mg/kg [median (IQR): 6 (6.0-8.0

g)]-treated animals (Fig. 2a).

The AOC of the cephalic MH (Fig. 2b) were reduced by 76.3 + 10.9 % (P = 0.003, n = 6), 69.3
10.8 % (P =0.002, n =11), and 75.1 £+ 5.4 % (P < 0.001, n = 10) after administrations of PL37
1.5, 2.0, or 6.25 mg/kg, respectively (Fig. 2c). The lowest dose of PL37 (0.25 mg/kg, n=9; 1.0
mg/kg n = 6) had no effect on ISDN-induced cephalic MH. At the dose of 1.5 mg/kg of PL37,
the effect reached a plateau, as no further significant reduction in ISDN-induced cephalic MH
was observed at higher doses of PL37 (2.0 and 6.25 mg/kg). PL37 inhibited the ISDN-induced
cephalic MH with an EDspvalue of 1.1 mg/kg (95% confidence interval, 0.61-1.80).
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Drug interaction study

Oral administration of sumatriptan and PL37 induced a dose-dependent inhibition of ISDN-
induced cephalic MH. Thirty minutes post-administration, VFT were not different between the
control group [median (IQR): 4 (2.0-4.0g)] and EDsg/16Suma-PL37 [median (IQR): 4 (4.0-6.0 g)]
animals than in EDsg/sSuma-PL37 [median (IQR): 8 (6.0-8.0 g)], and EDso/aSuma-PL37 [median
(IQR): 8 (8.0-8.0 g)]-treated animals (n = 8-11/group, Fig. 3a).

The AOC of the cephalic MH (Fig. 3b) were reduced by 35.5 + 8.2 % (P =0.039), 77.4 £9.6 %
(P < 0.004) and 98.4 +2.9 % (P < 0.001) after the combination of sumatriptan and PL37,
respectively, EDso16Suma-PL37, EDso/sSuma-PL37 and EDso/saSuma-PL37 (Fig. 3c). Combination
of fixed increments of EDsg values for the two drugs exhibited a synergistic effect of the drugs
on cephalic MH (Fig. 3d). This was verified by an isobolographic analysis, with a significant
difference between the theoretical EDso (0.71 + 0.17 mg/kg) and experimental EDso (0.10 +
0.01 mg/kg). Corresponding to this synergistic interaction, the dose fraction was calculated to
be 0.14 £ 0.04 (corresponding to the ratio between the experimental EDspand the theoretical

EDsp).

DISCUSSION

This study reveals that sumatriptan, as well as PL37, each produced a dose-dependent
inhibition of ISDN-induced cephalic MH. Combination of increasing fractional increments of
sumatriptan and PL37 doses produced a synergistic effect against cephalic MH, as revealed by

isobolographic analysis.

We used ISDN as an animal model of migraine because it reliably produces headache in
migraineurs, though less often in healthy subjects [16, 17], and results in cephalic MH
associated with sensitization of the trigeminal cervical complex (TCC) in rats [10, 12, 18].
Moreover, sumatriptan and olcegepant, two specific acute antimigraine drugs, block ISDN-
induced cephalic MH, while propranolol, the most common and one of the most effective first-
line medications used for migraine prophylaxis, prevents ISDN-induced chronic cephalic MH

[12].

Effects of sumatriptan on cephalic mechanical hypersensitivity
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Acute administration of sumatriptan has demonstrated efficacy in various preclinical model of
migraine [19]. In most cases, the lowest effective dose was approximately 0.3 mg/kg whether
administered intraperitoneally [8, 12] or subcutaneously [20]. In addition, intravenous
administration of sumatriptan (0.3 mg/kg) effectively prevented the induction of sensitization
of central trigeminovascular neurons [21]. Surprisingly, no preclinical study had evaluated the
efficacy of oral administration of sumatriptan yet, and the EDso of sumatriptan in preclinical
models of migraine was not established. Our current work provides thus new evidence that
oral administration of sumatriptan dose-dependently inhibits ISDN-induced cephalic MH in
rats, with a maximal efficacy reached at 0.6 mg/kg and a 0.3 mg/kg EDsovalue. By comparison,
in a previous study using the facial formalin test, oral sumatriptan was found to inhibit the
first and the second phases of the formalin test dose-dependently, with 1.49 + 0.29 mg/kg and
1.67 + 0.38 mg/kg EDsp values respectively [22].

Effect of PL37 on cephalic mechanical hypersensitivity

The analgesic effect of PL37 has been demonstrated in various preclinical rodent models of
pain, since oral administration of PL37 produced antinociception in the hot plate test [23] and
in a murine model of bone cancer pain [24, 25]. More recently, PL37 was found to be effective
in two preclinical models of migraine [10, 11]. Accordingly, we show that oral administration

of PL37 dose-dependently inhibited ISDN-induced cephalic MH in rats.

The effective dose of PL37 on ISDN-induced cephalic MH was much lower than the effective
doses found in the hot plate test [23] or the bone cancer pain model [24, 25], with a PL37 EDsp
value lower by more than 100-fold and 10-fold respectively. This suggests that PL37 was more
effective in the preclinical model of migraine. Consistent with this suggestion, PL37 displayed
a prolonged action span on ISDN-induced cephalic MH and short-lasting analgesic effects in

the other types of pain [23, 26].

Since PL37 analgesic effect depends on extracellular concentrations of enkephalins, such
differences suggest that migraine headache might be associated with high levels of
extracellular enkephalins. Several studies have accordingly shown that acute migraine
episodes are accompanied by significant increases in plasma Met-enkephalin levels, which

return to normal levels after a pain-free period of several days up to 3 weeks [27, 28]. Changes
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in circulating enkephalin levels could be viewed as an endogenous pain modulation
mechanism alleviating the severity of migraine attacks [27]. In this context, the effect of PL37,
by enhancing the endogenous mechanism of pain modulation, may provide a more
physiological tool to reduce pain. Interestingly, increased levels of enkephalins induce
complete analgesia in patients suffering from congenital insensitivity to pain, without any
opioid-like side effects. Taken together, these data support the idea that leveraging the
physiological effects of endogenous enkephalins may provide an effective and safe way of

activating the endogenous opioid system [29].
Effect of coadministration of sumatriptan and PL37 on cephalic mechanical hypersensitivity

In the present study, we report for the first time that a synergistic interaction between the
inhibitor of enkephalin catabolism PL37 and sumatriptan can be obtained. Indeed, the results
obtained after coadministration of PL37 and sumatriptan show that the analgesic effects
induced by each drug are strongly potentiated after coadministration, in a way that doses of
both drugs, ineffective when administered alone, completely abolish ISDN-induced cephalic
MH when associated. The isolobolographic analysis further shows that the experimentally
obtained EDsp value is significantly lower than the calculated theoretical EDsp value, which
indicates a synergistic interaction [30]. Of note, while a ceiling effect (~ 75% inhibition) was
achieved when sumatriptan or PL37 were administered alone, complete inhibition was

reached after coadministration of both drugs.

This result fits well with the potentiation between PL37 and gabapentin [25] or PL37 and a
P2X3 antagonist [24] that has been described in a cancer pain model. However, few preclinical
and clinical studies have investigated whether combining sumatriptan with other molecules
would have an additive or synergistic effect. In a preclinical study using the glyceryl trinitrate
mouse model of migraine, combining sumatriptan and olcegepant did not have an additive
effect compared to single-drug treatment [8]. This lack of additive effect could be explained
by the common pathway targeted by the two drugs. In another study using the face formalin
test, combining sumatriptan with levetiracetam resulted in an additive antinociceptive
interaction [22]. In clinical studies, the combination of sumatriptan with naproxen was found

to be more effective than monotherapy [31, 32]. However, the additional therapeutic effects
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were not substantial, and the side effect rates were higher in combined therapy than in

monotherapy [33].

We did not establish the mechanism(s) of the synergistic interactions in this study. Both
compounds act through two different mechanisms of action. Sumatriptan is a 5-HT1g and 5-
HT1p receptor agonist that promotes the constriction of cranial blood vessels and inhibits the
release of pro-inflammatory neuropeptides [34]. PL37 acts in part by increasing enkephalin
levels at the periphery, which results in activation of peripheral opioid receptors located in
the dura. Indeed, previous studies using other pain models have reported that pretreatment
with the peripherally acting opioid receptor antagonist naloxone methiodide reduced, albeit
partially, the antinociceptive effect of PL37 [35]. PL37 could also exert its effects through the
activation of central opioid receptors directly at the TCC level. Supporting this hypothesis,
immunohistochemical studies have demonstrated the presence of enkephalinergic neurons
and terminals in the TCC [36], as well as a high density of p- and 5-opioid receptors [37]. Direct
measurements of endogenous opioid release from the TCC have further shown that trigeminal
nociception is associated with changes in TCC Met-enkephalin outflow [38]. Finally, PL37 may
also act centrally but outside the TCC, through brainstem structures providing descending
inhibitory controls of pain signal processing in the TCC. Several brainstem nuclei, such as the
periaqueductal gray and the nucleus raphe magnus, are known to contain enkephalinergic
neurons, project to the TCC [36] and have been implicated in the modulation of trigeminal

pain [34].

CONCLUSION

In summary, although the experiments described here were exclusively performed in male
animals and will require to be extended in females, this study shows that PL37 acts
synergistically with sumatriptan to produce an anti-allodynic effect in a rat model of migraine.
Thus, combining PL37 and sumatriptan may be a useful strategy for the management of

migraine.
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Figure legends

Fig 1. Effects of sumatriptan on cephalic cutaneous mechanical hypersensitivity. (a) Time
course of von Frey filament threshold (VFT) for withdrawal of the face expressed in grams, in
vehicle-treated (n = 9) or sumatriptan-treated (0.2 mg/kg, n = 10; 0.4 mg/kg, n = 6; 0.6 mg/kg,
n =10; 2.5 mg/kg, n =7, or 5 mg/kg, n = 8) rats after a single intraperitoneal injection of ISDN.
Drugs were administered per os 5 min before ISDN injection. ISDN produced cephalic
mechanical hypersensitivity (MH) which was significantly attenuated by sumatriptan 0.4, 0.6,
2.5 and 5 mg/kg (two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s post hoc test,
P <0.001 for time, treatment, and time x treatment). *P < 0.05 compared with vehicle using
two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Data are represented
as box-and-whisker plots depicting median, IQR, minimum and maximum. (b) Total effect on
face VFT represented by the area over the curve (AOC) during 90 minutes after per os
treatment for each animal. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P indicate level of significance between
vehicle and active treatment groups with one-way ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc

test. (c) Dose-response of sumatriptan on cephalic MH. Values are means * SEM.

Fig 2. Effects of PL37 on cephalic cutaneous mechanical hypersensitivity. (a) Time course of
von Frey filament threshold (VFT) for withdrawal of the face expressed in grams, in vehicle-
treated (n = 9) or PL37-treated (0.25 mg/kg, n =9; 1 mg/kg, n = 6; 1.5 mg/kg, n = 6; 2 mg/kg,
n =11, or 6.25 mg/kg, n = 10) rats after a single intraperitoneal injection of ISDN. Drugs were
administered per os 5 min before ISDN injection. ISDN produced cephalic mechanical

hypersensitivity (MH) which was significantly attenuated by PL37 1, 1.5, 2 and 6.25 mg/kg
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(two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s post hoc test, P < 0.001 for time, P
< 0.001 for treatment, and P = 0.021 for time x treatment). * P < 0.05 compared with vehicle
using two-way repeated measures ANOVA followed by Tukey’s post hoc test. Data are
represented as box-and-whisker plots depicting median, IQR, minimum and maximum. (b)
Total effect on face VFT represented by the area over the curve (AOC) during 90 minutes after
per os treatment for each animal. **P, ***P indicate level of significance between vehicle and
active treatment groups with one-way ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc test. (c) Dose-

response of PL37 on cephalic MH. Values are means + SEM.

Fig 3. Drug interaction study. (a) Time course of von Frey filament thresholds (VFT) for
withdrawal of the face expressed in grams, in rats treated with either vehicle (n = 9),
EDso/16Suma-PL37 (n =9), EDso/sSuma-PL37 (n = 11) or EDso/aSuma-PL37 (n = 11), after a single
intraperitoneal injection of ISDN. Drugs were administered per os 5 min before ISDN injection.
ISDN produced cephalic mechanical hypersensitivity (MH) which was significantly attenuated
by EDso16Suma-PL37, EDsg/sSuma-PL37 or EDsoaSuma-PL37 (two-way repeated measures
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test, ***P < 0.001 for time, treatment, and time x
treatment). * P < 0.05 compared with vehicle using two-way repeated measures ANOVA
followed by Tukey’s post hoc test. Data are represented as box-and-whisker plots depicting
median, IQR, minimum and maximum. (b) Total effect on face VFT represented by the area
over the curve (AOC) during 90 minutes after per os treatment for each animal. *P < 0.05,
***p < 0.001 indicate level of significance between vehicle and active treatment groups with
one-way ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc test. (c) Dose-response of combination (PL37

plus sumatriptan) on cephalic MH. (d) Isobologram for drug interaction between PL37 and
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sumatriptan on the ISDN-induced cephalic MH. The EDsg values for single agents are plotted
on the x- and y-axes. The oblique line between the x- and y-axes is the theoretical additive
line. The purple point in the middle of this line is the theoretical additive point calculated from
separate EDsp values. The EDsp for combination lies below the additive line, indicating a

significant synergy (P < 0.001). BL, baseline. Values are means + SEM.
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Key findings

e Oral administration of the dual enkephalinase inhibitor PL37 (a small molecule that
protects enkephalins from rapid degradation), as well as sumatriptan (a serotonin 5-
HT1g/10 receptor agonist) each produced a dose-dependent inhibition of nitric oxide-
induced-cephalic MH.

e Combination of increasing fractional increments of sumatriptan and PL37 doses
produced a synergistic effect against cephalic MH, as revealed by isobolographic
analysis.

e Combining PL37 and sumatriptan may be a useful strategy for the management of

migraine.
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Chapitre V — Discussion

Dans une étude réalisée au laboratoire et publiée récemment (Descheemaeker et
al., 2022), 'efficacité thérapeutique du PL37 en conditions de migraines aigués et chroniques

a été mis en évidence, dans un modele induit par I'administration d’ISDN, chez des rats males.

Le premier objectif était de compléter et enrichir I'étude précédente réalisée chez le
male (Descheemaeker et al., 2022). L'efficacité du PL37 a été ainsi évaluée dans deux modeles
de migraine, chez le male et chez la femelle. Ainsi, via une étude comportementale, nous
avons montré que le PL37 pouvait inhiber, chez la femelle aussi, I’'HM induite par des injections
uniques (aigué) ou répétées (chronique) d’ISDN. De plus, via une étude électrophysiologique,
nous avons montré que le PL37 diminuait le nombre d'événements de CSD induits par
I’application topique de KCl a la surface des méninges, un modéle de migraine avec aura, chez

les males mais pas chez les femelles.

Le deuxieme objectif était d’étudier les sites et mécanismes d'action du PL37. Grace
a I'étude comportementale, nous avons montré que le PL37 agissait, par la protection des
enképhalines, uniquement sur les récepteurs opioides situés a la fois aux niveaux périphérique
et central, dans le modéle de migraine aigué induite par I'ISDN. Grace a une étude
biochimique, de RT-gqPCR, nous avons étudié le mécanisme d'action du PL37 et nous avons
montré que des administrations répétées de PL37 en condition chronique réduisaient la

surexpression d'ARNm de CGRP induite par des injections d'ISDN, dans le Sp5C.

Le troisieme objectif était de tester I'effet d’administrations répétées de PL37, dans
le but de I'utiliser en traitement prophylactique. Nous avons prouvé que des administrations
orales répétées de PL37 n'induisaient pas d'hypersensibilité due a un abus médicamenteux, ni
de sensibilisation latente induite par I'ISDN, contrairement a I'administration répétée de
sumatriptan. De plus, I'administration intraveineuse de PL37 a renversé I'hypersensibilité

induite par le sumatriptan.

Enfin, le quatrieme objectif était d’investiguer I'effet de la coadministration du PL37
et du sumatriptan. Grace a I'étude comportementale, en condition aigué, nous avons montré
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qgue l'association de PL37 et de sumatriptan était efficace et que la relation était de type

synergique.
I. Effet antimigraineux du PL37, chez les femelles

L'effet analgésique du PL37 a été étudié dans différents modeles de migraine, tout
d’abord via une approche comportementale grace au test de von Frey, en condition aigué puis
chronique, puis via une approche électrophysiologique, dans le modele de CSD, considéré

comme modele de migraine avec aura (Costa et al., 2013).

Dans un premier temps, |'effet du PL37 a été testé dans un modéle de migraine
aigué, induite par I'ISDN (Dallel et al., 2018). Les donneurs de NO, comme I'ISDN ou la NTG ont
I’'avantage d’étre utilisables chez ’'Homme et permettent de faire le lien entre la recherche
fondamentale et clinique (Akerman et al., 2019). Une seule administration orale de PL37 (100
mg/kg) permet d’inhiber I’hypersensibilité aigué induite par I'ISDN, chez les femelles et les
males, sans différence d’efficacité entre les deux sexes. Les effets ont été immédiats, puissants
et comparables a ceux précédemment obtenus avec des traitements antimigraineux
couramment utilisés comme le rizatriptan, le sumatriptan et I'olcegépant (Pradhan et al.,
2014; Dallel et al., 2018; Christensen et al., 2019; Descheemaeker et al., 2022). Dans notre
étude, le PL37 a une longue durée d’action contre I'HM céphalique induite par I'ISDN,
contrairement a ses effets analgésiques transitoires rapportés dans d'autres modeles de
douleur non céphalique (Roques et al., 2012; Poras et al., 2014) (de I'ordre d’une vingtaine de
minutes contre 90 minutes dans notre modeéle). Nos résultats sont cohérents avec les études
précédentes menées dans des modeles de migraine, montrant un effet durable du PL37 sur
ce type de douleur (Descheemaeker et al., 2022; Mei et al., 2023). Une premiéere hypothese
est que la céphalée entraine une augmentation des niveaux extracellulaires d'enképhalines,
puisque l'effet analgésique des DENKIs dépend de la concentration extracellulaire des
enképhalines secrétées. En effet, des études menées chez I’'Homme ont montré que les taux
plasmatiques de met-enképhaline étaient largement augmentés, lors d’une crise de migraine
aigué. Cette surexpression revenait a un niveau basal aprés une période sans douleur
(Mosnaim et al., 1989; Ferrari et al., 1990). Les modifications des taux d'enképhalines

circulantes pourraient étre identifiées comme un mécanisme endogene de modulation de la
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douleur qui atténue la gravité des crises de migraine (Mosnaim et al., 1989; Anapindi et al.,
2019). Une autre hypothese pourrait étre que la forte protection des enképhalines par le PL37
lors de crises de migraines déclencherait un effet cascade secondaire a définir. Dans notre
étude, I'administration orale de PL37 est efficace en condition de migraine aigué, chez les

femelles et chez les males.

Dans une étude précédente menée au laboratoire (Descheemaeker et al., 2022), en
condition chronique aprées quatre injections d’ISDN, une administration par voie intraveineuse
de PL37, avant la 5°™¢ injection d’ISDN, chez le rat male, empéche la crise induite par le
donneur de NO. En revanche, dans le méme modele, une administration orale de PL37 avant
la 58™¢ injection d’ISDN, n’a pas eu d’effet sur I’'HM, chez le male (Descheemaeker et al., 2022).
Or, la prévalence de la migraine est plus importante chez la femme que chez ’'homme (3 : 1).
Le but de cette expérience était donc d’évaluer I'effet du PL37 chez la femelle, en condition
chronique, lorsque le PL37 était administré par voie intraveineuse, puis par voie orale. Dans
cette étude, nous avons montré qu'une seule administration intraveineuse de PL37 (20
mg/kg), avant la 58™¢ injection d’ISDN, inhibait ’'HM céphalique chronique induite par I'ISDN,
chez les femelles et les males. Cependant, I'effet était plus important chez les femelles. En
effet, chez les males, le PL37 prévenait la crise induite par I'ISDN alors que chez les femelles,
le PL37 inversait completement I'HM induite par les administrations chroniques d’ISDN,
pendant au moins 180 minutes. De maniere intéressante et allant dans le méme sens, une
étude menée par notre groupe (Descheemaeker et al., 2022) a montré qu'une seule
administration orale de PL37 (100 mg/kg) n'inhibait pas I’'HM céphalique chronique lorsqu'elle
était délivrée avant la cinquieme injection d’ISDN, chez les rats males. Au contraire, dans notre
étude, nous avons montré qu'une seule administration orale de PL37 (100 mg/kg) inhibait
I'HM céphalique chronique lorsqu'il était délivré avant la cinquieme injection d’ISDN, chez les
femelles. Il est important de noter qu’il existe un dimorphisme sexuel de I'efficacité de PL37,
dans notre modeéle de migraine chronique, et qu’il serait plus puissant chez les rats femelles,
lorsqu'il est administré par voie intraveineuse ou orale. De plus, ces données montrent que le

administré par voie intraveineuse serait plus efficace qu’administré par voie orale.
PL37 ad t t t pl ff ’ad t [

Premiérement, il a déja été discuté du fait que la différence d'efficacité dépendrait de

la voie d'administration (Descheemaeker et al., 2022). En effet, |'efficacité analgésique du
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PL37 administré par voie intraveineuse ou orale pourrait s'expliquer par les propriétés
pharmacocinétiques variées des fractions des prodrogues. Une étude précédente (Poras et
al., 2014) a montré qu'aprés I’hydrolyse rapide de la prodrogue, le PL37 administré par voie
orale (25 mg/kg) était efficace sur les mécanismes périphériques, par exemple dans des
modeéles de douleur neuropathique ou de douleurs inflammatoires, mais n'avait aucun effet
sur les mécanismes centraux dans des modeéles de douleurs centrales, comme dans le test de
la plague chaude chez la souris (Poras et al, 2014). Cependant, grace au test du tail flick, un
test de nociception aigué mettant en jeu des mécanismes centraux, I'administration par voie
intraveineuse du PL37 (5 mg/kg) entrainait une réponse analgésique ce qui n’était pas le cas
par voie orale. Ces données suggerent que la voie d'administration et I'hydrolyse du
médicament, et donc sa biodisponibilité relative, affectent sa capacité a induire une analgésie

périphérique ou centrale (Poras et al., 2014).

De plus, nous avons montré que dans ce modeéle, il existe un dimorphisme sexuel. Dans
la littérature, d’autres études s’intéressant a des modeles de migraines chroniques ont
rapportées des différences comportementales entre les males et les femelles (Paige et al.,
2022; Mei et al., 2023), ou I'effet du traitement chez la femelle était plus fort que chez le male.
En revanche, peu d'études se sont intéressées aux différences des taux d'enképhalines, dans
le plasma ou les tissus corticaux, entre les femmes et les hommes. Une étude a montré qu’il
existait un dimorphisme sexuel dans I'analgésie a la morphine. En effet, chez les femmes,
I’analgésie induite par la morphine est plus puissante mais plus lente en efficacité d’action et
entraine une dépression respiratoire, ce qui expliquerait les surconsommations
postopératoires plus élevée chez les hommes par rapport aux femmes (Sarton et al., 2000). La
morphine est un opioide exogéne se liant préférentiellement aux MOR. Ces différences
pourraient s'expliquer par des différences sexuelles dans I'expression de MOR (Loyd et al.,
2008). Mais, récemment, il a été montré que le PL37 agirait préférentiellement via les DOR
(Mei et al., 2023), dans un modeéle de migraine lié au stress et que ce dimorphisme sexuel
existait également chez la souris, dans ce modele. Cependant, il n'est toujours pas prouvé qu'’il
existe une différence d’expression des DOR selon le sexe. Une hypothése pourrait étre que
I'expression de DOR serait plus importante chez les femelles que chez les males ayant recu

I"'administration chronique d’ISDN, ainsi les enképhalines protégées pourraient induire leur
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effet analgésique via les DOR de maniére plus puissante. Une autre hypothése serait que les
hormones exerceraient une influence sur la libération des enképhalines. Ces hypotheses
seraient des pistes de recherche intéressantes a suivre. Les résultats de cette étude montrent

gue le PL37, en condition chronique, serait plus efficace chez la femelle que chez le male.

Toujours afin de tester le pouvoir antimigraineux du PL37, nous nous sommes
intéressés a son efficacité sur la CSD considérée comme support physiologique de I'aura
migraineuse. En effet, environ un tiers des patients migraineux ressentent une aura avant la
céphalée (IHS, 2013), qui serait due a un phénomene électrophysiologique, la CSD. Il s'agit
d'une vague lente de dépolarisation, suivie d'une inhibition de I'activité cérébrale, initiée dans
le lobe occipital et se propageant vers I'avant a une vitesse de 2 a 5 mm/min (Ledo, 1944,
1947). Chez I'Homme, des modéles précliniques de CSD ont été utilisés pour prédire les effets
de thérapies potentielles contre la migraine, car de nombreux médicaments préventifs contre
la migraine réduisent le nombre d'événements de CSD (Costa et al., 2013). Nos résultats ont
démontré que le PL37 réduit le nombre d'événements de CSD chez les males, mais pas chez
les femelles. L'efficacité du PL37 dans la réduction du nombre de CSD, chez les males est
conforme a d'autres études portant sur l'efficacité des agonistes DOR a réduire les CSD
(Pradhan et al., 2014; Bertels et al., 2021). Ces résultats obtenus chez la femelle sont
étonnants par rapport a ceux précédemment obtenus, dans le modele de migraine chronique
induite par I'ISDN, ou le PL37 semblait avoir un effet plus puissant chez la femelle que chez le
male. Cependant, ici, il s’agit d’'un modele différent ne relevant pas des mémes mécanismes.
Par ailleurs, nos résultats montrent que le nombre d'événements de CSD n’est pas
significativement différent entre les femelles et les males des groupes ayant recu le véhicule.
La majorité des études sur les CSD chez le rat ont été réalisées chez des males (Ayata et al.,
2006; Ghaemi et al., 2018; Vila-Pueyo et al., 2019; Bourgeais-Rambur et al., 2022; Chen et al.,
2023), cependant, dans les études menées chez la souris, les deux sexes sont combinés (Chung
et al., 2018; Bertels et al., 2022) ou sont seulement réalisées chez le male (Bogdanov et al.,
2016; Chen et al., 2023). De plus, il a été récemment montré que chez les rats femelles, la
fréquence des CSD était plus élevée que les rats males et les femelles ovariectomisés (Chauvel
et al., 2018; Kudo et al., 2023). Or, ces résultats ne sont pas reproduits dans notre étude, bien

gue la souche d’animaux utilisés soit la méme. Nous pouvons émettre I'hypothése que ces
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différences pourraient étre dues a I'ensemble de la configuration expérimentale. En effet, ces
différences pourraient étre la cause des anesthésiques (Kudo et al., 2008), des électrodes
d'enregistrement utilisés (Adamek & Vyskocil, 2011), des protocoles d’administration de KCl
et la durée des enregistrements (Chauvel et al., 2018). Par ailleurs, d’autres paramétres, tels
gue I'amplitude, la durée et la latence des CSD ont été mesurées (données non présentées) et
sont inchangées entre nos groupes traités au PL37 et au véhicule, aussi bien chez les males
gue les femelles, ce qui est en accord avec d’autres études (Ayata et al., 2006; Ayata, 2009).
Ces résultats montrent que dans nos conditions expérimentales, le PL37 diminue le nombre

d’événements de CSD chez le male seulement.

Ces données révelent I'effet antimigraineux de PL37 sur plusieurs modeles, induits par
I'ISDN en conditions aigué et chronique et sur un modeéle de migraine avec aura induit par

I"application de KClI.

Il. Sites et mécanismes d’action

Les données précédentes permettent de confirmer que le PL37 serait un traitement
antimigraineux efficace, mais n’indiquent pas quels sont les sites et mécanismes d’action de

cette potentielle nouvelle thérapeutique.

Nous nous sommes intéressés au site d’action du PL37 dans le modele de migraine
aigué, induite par I'ISDN. D'apres nos résultats précédents, il n’existe pas de dimorphisme
sexuel dans ce modele. Dans un premier temps, nous avons étudié la composante centrale en
montrant que l'administration intracisternale de PL37 (80 pg/5 ulL) inhibait complétement
I'HM céphalique aigué induite par I'ISDN, chez les femelles, suggérant une possible action
centrale de PL37. Ainsi, pour tester cette hypothése, les animaux avaient recu une
administration sous-cutanée d'antagonistes des récepteurs opioides restreints périphériques
ou centraux, respectivement la NM (5 mg/kg) ou la Nix (2 mg/kg). Les résultats obtenus ont
montré que la NM a inhibé partiellement et la Nix a inversé totalement, I'effet induit par
I'administration orale de PL37 (100 mg/kg), dans I'HM céphalique aigué induite par I'ISDN,
chez les méales. Ces données montrent donc que I'administration orale de PL37 (100 mg/kg)

agit a la fois directement par la protection des enképhalines sur les récepteurs opioides situés
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au niveau du systeme nerveux central et périphérique. Ces résultats sont en désaccord avec
ceux obtenus récemment par Mei, dans un modele de migraine induite par le stress. En effet,
les auteurs ont montré que la NM antagonisait complétement |'effet de PL37 dans ce modéle
(Mei et al., 2023). Il est important de noter que la dose, les animaux et la voie d'administration
du PL37, la solution dans laquelle le PL37 est dilué (NacCl), les animaux utilisés (souris) et le
modele de douleur migraineux sont différents et pourraient expliquer ces différences
obtenues. Dans notre étude, le PL37 est dilué dans 20 % d'éthanol, qui est connu pour affecter
la perméabilité de la BHE et pourrait expliquer pourquoi nous avons un effet central du PL37
(Borisenko et al., 1986). Cependant, ceci semble peu probable en une seule administration a
cette concentration (Phillips, 1981; Gulati et al., 1985) et par voie orale. Nous pouvons donc
supposer que cela serait dii a la forte concentration de PL37 utilisée dans notre étude qui
aurait plus de facilité a passer la BHE. En effet, il a été montré lors d’études ADME réalisées,
qgue le PL37 (marqué au carbone 14 administrés chez des rats males et femelles adultes)
administré par voie orale (100 mg/kg), était retrouvé, trés légérement, dans la ME, suggérant
un passage de la BHE du composé dans ces conditions. Notons également que les donneurs
de NO sont solubles et peuvent avoir des effets déléteres sur la BHE, notamment en
augmentant sa perméabilité (Thiel & Audus, 2004). L’effet central pourrait donc également

étre dd a I'ISDN et donc plus spécifique au modeéle étudié.

Par la suite, nous avons souhaité nous intéresser au mécanisme d’action du PL37 et
indirectement a celui de I'ISDN. Lors des crises de migraine, des neuropeptides vasoactifs tels
qgue le CGRP et le PACAP et des enzymes comme la nNOS sont libérés dans le CTC (Goadsby et
al., 2017; Ramachandran, 2018; Moye et al., 2021; Greco et al., 2022), et de nos jours, ces
peptides sont la cible de thérapeutiques pour traiter la migraine (Pradhan et al., 2018; De
Matteis et al., 2020; Ashina, 2022). De plus, certaines études ont montré qu’il existait une
coexpression entre les DOR et le CGRP (Moye et al., 2021) et entre les DOR et le PACAP
(Anapindi et al., 2019; Mangutov et al., 2023). Dans un premier temps, nous avons souhaité
caractériser via une approche immunohistochimique, si I'ISDN et le PL37 affectaient les
niveaux d’expression de CGRP. Nos résultats n’ont pas montré de différence d’intensité de
fluorescence du CGRP dans le Sp5C d’animaux ayant recu les traitements quotidiens suivants :

solution véhicule + NaCl, véhicule + ISDN, PL37 + ISDN ou véhicule + NTG. Or, ces résultats ne
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vont pas dans le sens d’études précédentes réalisées sur la NTG (Ramachandran, 2018; Moye
et al., 2021), qui constituait notre contréle positif. Nous avons émis plusieurs hypothéses
concernant ces différences. |l est possible qu’elles proviennent de la souche d’animaux, des
anticorps, de la méthode d’imagerie ou de quantifications utilisés. Notons que tous les
animaux n’ont pas été sacrifiés le méme jour, de méme que les immunohistochimies n’ont
pas été réalisées au méme moment (les variations de température d’un jour a l'autre
pourraient constituer un biais expérimental). Cependant, toutes ces expériences ont été

réalisées par le méme expérimentateur.

Par la suite, nous avons souhaité poursuivre cette enquéte grace a une autre
technique. A I'aide de la RT-gPCR, nous avons étudié |'expression de I'ARNm de CGRP, PACAP
et nNOS dans le Sp5C. En effet, I'expérience précédente n’ayant pas donné les résultats
escomptés, nous avons souhaité prendre en compte d’autres peptides impliqués dans la
migraine. Premierement, nous avons montré que |'administration chronique d'ISDN induisait
une augmentation de I'expression de I'ARNm du CGRP, sans pour autant n’avoir d’impact sur
I'expression de I'ARNm du PACAP ni de la nNOS. Peu d’études se sont intéressées a
I’expression des ARNm de ces peptides. Il a été montré que les niveaux d’ARNm du CGRP
augmentaient apres une seule injection de NTG dans le modeéle de douleur au formol (Greco
et al., 2022). Cependant, ce modeéle est assez éloigné du notre. De plus, contrairement a cette
méme étude (Greco et al., 2022), nos résultats ne montrent pas de différences d’expression
de la nNOS. Ceci est étonnant puisque I'ISDN est un donneur de NO mais n'aurait pas d'impact
sur I'expression de I'ARNm de la nNOS. Nous pouvons émettre I'hypothése que, comme le
modele de douleur utilisé est différent, les niveaux d'ARNm le sont aussi. |l pourrait étre
intéressant de confirmer cela dans un modele de migraine chronique induite par la NTG. De
plus, nous n'observons aucun changement dans I'expression de I'ARNm de PACAP. Par ailleurs,
il est connu que la voie du PACAP est indépendante du CGRP (Ernstsen et al., 2022). Par
conséquent, nous pouvons émettre I'hypothése que, comme nous avons montré qu’il existait
une augmentation de I'expression de I'ARNm du CGRP, I'ISDN pourrait agir via cette voie et
non pas par celle du PACAP. D'autre part, nous avons montré que la pré-administration
chronique de PL37 (20 mg/kg, i.v) avant chaque administration d’ISDN empéche

I'augmentation de I'expression de I'ARNm induite par I'injection chronique d’ISDN et n'a aucun
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effet sur I'expression de I'ARNm de PACAP et nNOS, indiquant que probablement, PL37 agit,

dans ce modele, par la voie CGRP mais pas par celles dépendant du PACAP ou de la nNOS.

Illl. Effetde PL37 surl’abus médicamenteux et la sensibilisation latente, chez

les femelles et les males

Au vu des résultats encourageants obtenus sur le modele de migraines chroniques
induites par I'ISDN et dans le but d’utiliser le PL37 en traitement de prophylaxie, I'effet
d’administrations répétées de PL37 fut étudié afin de voir s’il n’entrainait pas
d’hypersensibilité ou de sensibilisation latente dues a un abus médicamenteux, comme c’est
le cas pour des administrations répétées de sumatriptan (De Felice et al., 2010; Bonnet et al.,
2019; Navratilova et al., 2020). De plus, I'effet analgésique du PL37 sur un modéle de CAM

induite par le sumatriptan fut étudié.

Des études antérieures ont rapporté que, contrairement aux opiacés exogenes, de
tres fortes doses de DENKI ou de PL37, chez les rongeurs ou les humains, n'entrainent pas de
tolérance ou de dépendance (Alvarez-Perez et al., 2021). Ici, le traitement oral répété de PL37,
n'a eu aucun effet sur la sensibilité mécanique céphalique, chez les rats males et femelles. En
revanche, les administrations chroniques de sumatriptan entrainent per se une diminution du
seuil basal de retrait de la face, dés la 3®™® administration, atteignant son pic au jour 12, puis
les seuils d’"HM reviennent progressivement a leur seuil de base. Ces données sont cohérentes
avec d'autres études menées sur |'effet de 'administration répétée de sumatriptan, traduisant
un abus médicamenteux du triptan (De Felice et al., 2010; Moye et al., 2019a; Bonnet et al.,
2019). Ces résultats suggérent qu'un faible risque de CAM est associé a l'utilisation des
DENKIs, par rapport au sumatriptan. Il est intéressant de montrer qu’une étude rapporte que
['administration quotidienne de I'agoniste DOR, le SNC80, produit des CAM moins séveres que
le sumatriptan sur I’'HM céphalique (Moye et al., 2019a). Ces données sont donc en faveur de

Iutilisation du PL37 dans le traitement prophylactique de la migraine.

Par ailleurs, plusieurs études indiquent que les traitements contre la migraine, tels
que les opioides ou les triptans, induisent une sensibilisation des voies périphériques et
centrales de la douleur (De Felice et al., 2010; Moye et al., 2019a; Bonnet et al., 2019). Les
animaux développent ainsi ce qui est appelé une sensibilisation latente a des stimuli
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déclencheurs comme le stress ou des donneurs de NO. Dans le but d’étudier I'effet du PL37
sur cette sensibilisation latente, a la suite de I'expérience précédente basée sur le modele de
CAM, des rats femelles et males avaient recu, au jour 21, I'administration d’ISDN, aprés soit
un prétraitement au PL37, au sumatriptan ou au véhicule. Dans les groupes ayant recgu le
véhicule ou prétraités au PL37, les animaux développent une HM induite par I'ISDN, comme
dans le modeéle de migraine aigué. Ici, 'HM atteint son pic 60 minutes aprés I'administration
de I'ISDN et revient a son seuil de base 90 minutes plus tard, sans aucune différence entre les
sexes. Notons, que I'effet de I'ISDN est plus court que dans le modeéle classique (retour au seuil
de base a 120 min contre 90 min dans cette expérience). Cependant, dans le groupe prétraité
au sumatriptan, ’'HM est plus forte, chez les males et les femelles, ce qui indique que les
animaux prétraités au sumatriptan ont développé une sensibilisation latente, ce qui n’est pas
le cas des animaux prétraités au PL37. Ces données sont cohérentes avec d'autres études,
méme si les espéces, les doses et les voies d'administration utilisées étaient différentes (De
Felice et al., 2010; Moye et al., 2019a; Bonnet et al., 2019). Le PL37 administré de facon
répétée, par voie orale, n’entraine pas de sensibilisation latente, chez le male ni la femelle,

contrairement au sumatriptan.

Il est important de noter que chez I’'Homme les CAM sont difficiles a traiter méme si
le sevrage s’avere efficace. Il était donc intéressant d’étudier I'effet du PL37 administré par
voie intraveineuse sur le modéle de CAM. D’apreés les résultats précédents, I'administration
répétée de sumatriptan entraine une HM céphalique dont le seuil minimal est atteint au jour
12 et cet effet est plus important chez le méale que chez la femelle. Ici, le PL37 fut administré
au jour 12 chez des males ayant recu préalablement un traitement au sumatriptan. Ces
résultats montrent que le PL37, administré par voie intraveineuse, renverse totalement I’'HM
induite par le sumatriptan pendant 120 minutes, avec un effet maximal aprés une heure
d’administration. Notons qu’une étude, allant dans le méme sens que nos résultats, montre
gue lI'administration de I'agoniste DOR, SNC80, renverse les CAM induites par le sumatriptan
(Moye et al., 2019a). Ces résultats montrent que le PL37 serait un traitement de choix pour

pallier aux céphalées par abus médicamenteux.
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IV. Coadministration de PL37 et de sumatriptan

Cette section de la discussion est une adaptation de la version de la discussion de

I"article.

La derniére partie de ce projet visait a évaluer I'effet de la coadministration du PL37 et
du sumatriptan, dans le but de réduire les doses de sumatriptan et donc ses effets
secondaires. En effet, le sumatriptan est peu toléré chez environ 40% des migraineux
épisodiques, peut entrainer des risques cardiovasculaires, de CAM et de sensibilisation latente
(Ferrari et al., 2002; Lipton et al., 2013; Diener et al., 2016; Krymchantowski et al., 2020). Afin
de réaliser une étude isobolographique, nous avons, tout d’abord, déterminé les EDsodu PL37
et du sumatriptan administrés par voie orale, dans le modéle de migraine aigué induite par
une injection d’ISDN. Par la suite, dans ce méme modele, I'effet de la coadministration de ces
deux composés a différentes fractions (EDsg pi37/4 + EDs50 sumatriptan/a ; EDso p137/8 + EDso sumatriptan/s
; EDso p37/16 + EDso sumatriptan/16) @ €té testé. L’étude isobolographique a ensuite permis de

déterminer la nature de l'interaction de ces deux composés.

L'étude dose-réponse de I'administration orale de PL37 sur l'inhibition de I'HM
céphalique montre un effet maximal a la dose de 1.5 mg/kg et une EDso mesurée a 1.1 mg/kg.
Dans une étude précédente (Descheemaeker et al., 2022), les administrations orales
préventives de PL37 a 50 et 100 mg/kg ont permis de renverser I'HM induite par
I’'administration aigué d'ISDN, sans qu'aucun effet dose n'ait été observé. Dans notre étude,
cet effet dose-dépendant est observé pour de plus faibles valeurs. Il semblerait donc que les
doses administrées, dans le travail mené par Descheemaeker, étaient déja bien au-dela de
I’effet maximal observable. Il est a noter que les doses utilisées dans ce projet avaient été
choisies en fonction des données de la littérature, sur d’autres modeles. En effet, les études
antérieures réalisées sur le PL37, par voie orale chez le rat, ont rapporté des doses efficaces
plus élevées, par rapport a la voie intra-veineuse. Ces différences peuvent en partie
s’expliquer aussi par les différents solvants/diluants utilisés, les différentes espéces animales
différentes (souris vs rat) et aux tests nociceptifs utilisés (hot plate, tail flick, douleur
spontanée ou vF) (Menéndez et al., 2008; Gonzalez-Rodriguez et al., 2009; Poras et al., 2014).

Mais surtout, la différence majeure reste le type de modele de douleur : en effet, notre étude
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concerne la migraine et donc la sphere trigéminale, par opposition aux modeles de douleur
« spinale », qui pourrait présenter une sensibilité et des mécanismes d’intégration différents.
Dans ce sens, il est a noter également que la durée d’action est différente dans I'HM
céphalique induite par I'ISDN comparés a d’autres modeéles de douleur non céphalique
(Roques et al., 2012; Poras et al., 2014) (de I'ordre d’une vingtaine de minutes contre 90

minutes dans notre modele).

Dans un second temps, I'étude montre que le sumatriptan administré par voie orale
inhibe de maniére dose-dépendante I'HM induite par une injection d’ISDN. Lefficacité
maximale du sumatriptan est atteinte dés la dose de 0,6 mg/kg, et son EDso est 0,3 mg/kg. Le
sumatriptan est un agoniste des récepteurs a la sérotonine de type 5-HT1g/1p, utilisé dans les
traitements de crise de la migraine (Shivanand et al., 2011). Des études antérieures ont
montré que I'administration de sumatriptan par voie systémique entraine un effet anti-
migraineux chez les animaux (Suwattanasophon et al., 2003; Bates et al., 2010; Pradhan et al.,
2014; Farkas et al., 2016; Dallel et al., 2018; Tzeng et al., 2021; Ernstsen et al., 2021). La gamme
des doses administrées par voie intra-péritonéale était de 0,1 a 0,6 mg/kg (Bates et al., 2010;
Dallel et al., 2018; Ernstsen et al., 2021), de 0,06 pg/5 uL administré par voie intrathécale
(Bates et al., 2010; Pradhan et al., 2014), de 0,3-3 mg/kg administré par voie sous-cutanée
(Kayser et al., 2002; Farkas et al., 2011) ou 0,4 mg/kg administré par voie intraveineuse
(Suwattanasophon et al., 2003), démontrant I'impact de la voie d'administration. De plus,
I'efficacité du sumatriptan dans un modele de migraine aigué induite par I'ISDN a déja été
montrée lorsqu'il était administré par voie intrapéritonéale a 0,3 mg/kg (Dallel et al., 2018).
L’effet dose-réponse du sumatriptan administré par voie orale sur ’'HM dans un modéle de
migraine a été démontré pour la premiere fois dans notre étude. Dans autre étude de douleur
au formol, le sumatriptan a été administré par voie orale chez le rat, démontrant un effet
dose-réponse du sumatriptan et dont la valeur de I'EDsg était de 1,49 + 0,29 mg/kg, dans la
premiére phase du test au formol et de 1,67 + 0,38 mg/kg, dans la deuxiéme phase du test au
formol (Tomié et al., 2015). Notre étude a montré I'efficacité du sumatriptan administré par
voie orale a faibles doses, sur I’'HM induite par I'ISDN dans un modele de migraine, avec une
valeur d’EDso de 0,3 mg/kg. L’effet de cette faible dose démontre l'impact du modele et de la

voie d'administration. Les différences de doses rapportées pourraient étre dues aux especes
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animales (souris vs rat), a la voie d'administration et aux modeles de douleur. Cette étude est
la premiére a étudier I'effet du sumatriptan et a déterminer sa valeur d’EDso administré par

voie orale, dans un modele animal de douleur de type migraine.

Enfin, I'’étude montre que le PL37 agit de fagon synergique en combinaison avec le
sumatriptan. En effet, la coadministration de ces composés entraine une analgésie
potentialisée de telle sorte que, les doses des deux traitements prises séparément sont
inefficaces, mais combinées, elles renversent ’'HM induite par I'ISDN. Les données obtenues
par |'analyse isobolographique montrent que les valeurs expérimentales des EDso de chaque
composé sont significativement inférieures a la valeur de I'EDso théorique calculée, indiquant

ainsi une interaction synergique (Tallarida, 2002).

Deux autres études se sont intéressées a l'efficacité synergique du PL37, sur
I’"hyperalgésie thermique induite par l'ostéosarcome chez la souris, dans un modele de
douleur induite par le cancer (Menéndez et al., 2008; Gonzalez-Rodriguez et al., 2009). La
premiere étude s’est intéressée a I'effet de la coadministration du PL37 et de |la gabapentine,
un anticonvulsivant ayant des propriétés antalgiques (Menéndez et al., 2008) et a montré que
I'indice d’interaction de ces composés était de 0,55 + 0,03. La deuxieme étude s’est intéressée
a l'effet synergique du PL37 administré avec un antagoniste des récepteurs périphériques
P2X3 (modulant la nociception), dont l'indice d’interaction était de 0,28 + 0,02 (Gonzalez-
Rodriguez et al., 2009). Dans notre étude, l'indice d'interaction est plus fort, 0,14 + 0,04,
puisque plus I'indice d’interaction est faible, plus la réponse est importante, ce qui signifie que
la combinaison entre le PL37 et I'agoniste de la sérotonine est plus forte dans le modéle de
migraine MH induit par I'ISDN. Ceci indique que PL37 a des propriétés synergiques dans
différents modeéles de douleur avec un indice d'interaction variant en fonction des modeles

et/ou des médicaments avec lesquels il est combiné.

Chez 'Homme, le sumatriptan est actuellement prescrit, dans le traitement de la
migraine, en association avec le naproxéne (Krymchantowski, 2000; Syed, 2016), un anti-
inflammatoire non stéroidien. L'association de ces deux composés, est le seul traitement a ce
jour pour lequel une synergie significative a été démontrée dans le traitement de la migraine.
Cependant, d’autres études se sont concentrées sur la combinaison du sumatriptan avec

I'olcegepant, un antagoniste des récepteurs du CGRP, administré par voie intrapéritonéale
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dans le modele NTG de souris (Ernstsen et al., 2021) et avec le [évétiracétam, un médicament
anticonvulsivant, dans un test au formol (Tomi¢ et al., 2015) et n'ont montré aucun effet
additif. Dans notre étude, la potentialisation entre PL37 et le sumatriptan pourrait représenter
un nouvel axe de développement pour le traitement médicamenteux de la migraine.

Cette étude ne permet pas de comprendre quels sont les mécanismes d’action mis
en jeu dans la synergie. Cependant, il est intéressant de noter que, le PL37 et le sumatriptan
atteignent leur maximum d’efficacité (environ 75%) pour des doses de 1,5 mg/kg et 0,4 mg/kg,
respectivement. Cependant, lorsque ces composés sont coadministrés, EDsg pi37/4 + EDsg
sumatriptan/4, Une inhibition compléte (100%) est atteinte. Ceci suggere donc que les composés
agissent selon deux mécanismes différents, complémentaires. Le sumatriptan est un agoniste
des récepteurs 5-HTig/1p. Ce composé entraine une constriction des vaisseaux sanguins
craniens et inhibe la libération de neuropeptides pro-inflammatoires. Ces récepteurs sont
exprimés dans différents neurones afférents primaires (Bouchelet et al., 1996; Longmore et
al., 1997; Potrebic et al., 2003), sur les fibres peptidergiques exprimant le CGRP (Hou et al.,
2001; Rice et al., 2017). L'activation de ces récepteurs pourrait entrainer I'inhibition de la
libération de CGRP via l'activation des récepteurs 5-HTig/ip (Buzzi & Moskowitz, 1990;
Amrutkar et al., 2012; Rubio-Beltran et al., 2018). D’autre part, le PL37 agit de fagcon a protéger
la dégradation des enképhalines libérées au niveau du site douloureux. Dans notre modéle,
en raison des faibles doses orales administrées, PL37 agit certainement seulement au niveau
périphérique, activant ainsi les récepteurs opioides au niveau de la dure-mére et du TG. De
plus, une étude récente a montré que le PL37 agissait au niveau des DOR (Mei et al., 2023),
exprimés principalement par des fibres myélinisées (Moye et al., 2021; Quirion et al., 2022).
Cependant, les mécanismes d’action du déclenchement des DOR et sous-jacent ne sont pas
bien connus et laissent la porte ouverte a toutes sortes d’interprétations. Enfin, PL37 pourrait
agir indirectement via les structures de TC et renforcer les controles inhibiteurs descendants
qui agissent sur le CTC. Plusieurs noyaux du TC, dont la PAG et le NRM, connus pour contenir
des neurones enképhalinergiques et projetant vers le CTC (Beitz et al., 1987), ont été
impliqués dans la modulation de la douleur du trijumeau (pour revue (Goadsby et al., 2017)).

Cette étude a montré les efficacités dose-dépendantes du PL37 et du sumatriptan

administrés par voie orale en traitement préventif dans un modele de migraine induite par
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I'ISDN, ainsi que leur synergie d’action lorsque ces composés étaient coadministrés, dans le

méme modele.
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Chapitre VI — Conclusion et perspectives

Ce travail s’inscrit a la suite d’une premiére étude ayant montré que le PL37 possédait
un pouvoir analgésique dans le modeéle de migraine induite par I'ISDN chez le rat male
(Descheemaeker et al, 2022). Nous avons donc complété I'étude en enrichissant les données

avec la femelle afin de faire une comparaison entre les deux sexes.

Ainsi chez les femelles, le PL37 est également capable de renverser I’'HM induite par
une injection d’ISDN. De plus, cette étude montre que le PL37 inhibe I'HM induite a la suite de
5 injections d’ISDN, chez les deux sexes, mais avec une meilleure efficacité chez la femelle.
Enfin, le PL37 est capable aussi de diminuer le nombre d’événements de CSD induite par

I’application corticale de KCI, un modele de migraine avec aura, chez le male uniquement.

Pour répondre a la question concernant les sites d’action du PL37, I'administration
intracisternale de PL37 entraine une inhibition de I'HM induite par I'ISDN, indiquant ainsi une
possible composante centrale du PL37. De plus, les administrations (s.c.) de naloxone-
méthiodide et de naloxone, respectivement, inhibent partiellement et totalement, en
condition de migraine aigué (1 injection d’ISDN), I'effet du PL37 indiquant une action centrale
et périphérique. Enfin, grace a une analyse par RT-gPCR, nous avons démontré que le PL37
diminue la surexpression d’ARNm du CGRP dans le CTC, induite par I'ISDN en condition

chronique (5 injections).

En ce qui concerne les risques d’effets secondaires liés a I'utilisation du PL37, cette
étude montre que les administrations orales répétées ne modifient pas la sensibilité
mécanique cutanée basale, contrairement au sumatriptan qui entraine une HM, réversible 10
jours apres la fin du traitement. De plus, I'administration répétée de PL37 n’engendre pas de
sensibilité latente contrairement aux animaux traités au sumatriptan ce qui entraine une

exacerbation de I'HM induite par une injection d’ISDN.

Dans le but de réduire les doses de sumatriptan et donc ses effets secondaires, la co-
administration du PL37 et du sumatriptan a faibles doses (fractions d’EDsp), entraine un effet

anti-HM puissant et prouve que PL37 agit de facon synergique avec le sumatriptan.
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En résumé le PL37:

o Est efficace dans différents modéles de migraine, chez les males et les femelles, dont
notamment les migraines aigués par voie orale,

o Agit de facon indirecte, par protection des enképhalines, sur les récepteurs opioides
situés au niveau des systémes nerveux périphérique et central, via la voie du CGRP,

o N’induit pas de sensibilisation centrale lorsqu'il est administré, par voie orale, de
maniere répétée, ni de sensibilisation latente,

o Associé au sumatriptan pourrait constituer une option intéressante pour le traitement

de crise de la migraine.

Afin de compléter ce travail, plusieurs travaux devront étre entrepris. Tout d’abord, il
serait intéressant de quantifier, par analyse ELISA, le taux plasmatique de met- et leu-
enképhaline, en conditions aigué et chronique, chez le male et la femelle, avec ou sans
traitement au PL37. Ceci pourrait éclairer nos résultats concernant le dimorphisme sexuel

dans le modele de migraine chronique qui n’existe pas en condition de migraine aigué.

Par ailleurs, au vu des résultats précédents obtenus par Mei et al., concernant I’action
des enképhalines protégées par le PL37 via les DOR, il serait intéressant de vérifier I'impact

gu’aurait le PL37 apres le blocage des MOR et des DOR par d’antagonistes spécifiques.

Ensuite, nous avons montré que le PL37 pourrait étre un traitement de choix contre
les céphalées par abus médicamenteux. Cependant, cet effet n’a été étudié que chez le male
or, la prévalence des CAM est, comme la migraine, de 3 femmes pour 1 homme (Kristoffersen
& Lundqvist, 2014). De plus, dans notre modéle de CAM, nous avons constaté une différence
entre les males traités de facon répétée au sumatriptan, dont I’'HM était plus forte que celles
des femelles (figure 28D). Il serait donc intéressant de voir quel serait I'effet du PL37 sur ce

modele de CAM, chez |la femelle.

Dans le cas de la coadministration de PL37 et de sumatriptan, il serait intéressant de
tester I'effet de la combinaison de ces composés, administrés par voie orale, de fagcon répétée
afin de voir si la combinaison n’entrainerait pas de CAM, ni de sensibilisation latente a la suite

de I"'administration d’ISDN.
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L’hypersensibilité mécanique ne représente pas a elle seule la crise de migraine et par
conséquent, il sera essentiel d’étudier I'impact du PL37 sur d’autres criteres comme la
photophobie dont un modéle a été développé et est maitrisé au laboratoire (Raquin et al., en

cours de publication).

A plus long terme, si les résultats précliniques se confirment, des études cliniques
pourront étre entreprises afin de tester I'effet du PL37 sur des patients atteints de migraines
aigués ou chroniques, en échec thérapeutique ou atteints de CAM. Le modéle ISDN pourrait

aussi permettre, au méme titre que la NTG, d’entreprendre une étude translationnelle.
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