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INTRODUCTION



La douleur est une expérience sensorielle et émotionnelle liée aux dommages réels ou
potentiels de tissus, ou d écrite en termes de tels dommages. Qu’un stimulus donné soit percu
comme douloureux ou non dépend de sa nature, de 1’état physiologique, émotionnel et cognitif
et de I’expérience du sujet qui regoit ce stimulus. Ainsi, deux composantes principales rendent
compte du message do uleur : une composante sensori-discriminative et une composante
affectivo-émotionnelle et cognitive.

La douleur est percue a la suite de la mi se en jeu de mécanismes neurop hysiologiques
conduisant a I’'intégration de messages nociceptifs. L’ensemble de ces mécanismes représente

la nociception.

1. La nociception

1.1 De la périphérie vers la moelle

La peau, les articulations, les muscles et les visceéres sont inne rvés par différentes
catégories de récepteurs qui sont situés sur les terminaisons nerveuses périphériques des
neurones sensoriels dont les corps cellulaires se trouvent dans les ganglions périphériques. Ces
neurones possédent un axone dit « en T » avec une branche périphérique qui capte le stimulus
et une branche ¢ entrale qui transfére l’information vers1a premicre synapse auni veau
segmentaire. Ces fibres périphériques sont de trois types:

- Les fibres my¢linisées de g ros diametre AP correspondant aux mécanorécepteurs
cutanés a bas seuil p résentent une grande vitesse de conduction (30-80 m/s) et
conduisent les informations tactiles

- les fibres faiblement my¢élinisées de petit diamétre Ad ont une vitesse d e conduction
moins grande (5-30 m/s) et transmettent les informations tactiles et nociceptives

- les fibres non-my¢élinisées de petit diametre (C) c onduisent lentement (0,5-2m/s) le s
informations nociceptives et thermiques.

Ainsi, la nociception fait suite a [’activation des nocicepteurs qui constitue nt les
terminaisons libres de fibres de petit calibre, myé¢linisées (fibres A-delta) ou non (fibres C). La
nociception implique de nombreux mécanismes au cours d esquels trois €tapes se su ccédent

(Basbaum et al., 2009).



1.2 Transduction

En premier lieu, la trans duction correspond a la détecti on d’un stimulus mécanique,
chimique et/ou thermique appliqué a la périphérie (la peau, des muscles, des visceres etc....).
Le stimulus nociceptif est capté via les nocicepteurs qui constitue les terminaisons libres des
fibres de fin diamétre (fibre Ad ou C) des neurones ganglionnaires. Le stimulus est détecté par
la transduction de la modalité¢ thermique, mécanique ou chimique en message ¢€lectriqu e. Ce
mécanisme repose sur la présence de récepteurs canaux (ex : TRPV1,...) dont I’ouverture ou la
fermeture va induire, par changement du flux ionique entrant (ions Na+) ou sortant (ions K+),
une dépolarisation membranaire. L’influx nerveux ainsi créé va ensuite se propager le long de
I’axone notamment grace ala présence de canaux voltages dépendants (canaux sodium). Le
message va ainsi atteindre le premier relais central (niveau spinal ou trigéminal) au niveau de la
premicre synapse entre la terminaison de la fibre afférente primaire et le neurone d e second
ordre (deutoneurone) pour accéder aux voies ascendantes aboutissant aux centres supraspinaux

d’intégration.

1.3 Transmission

Apres I’étape de transduction, succede celle dite de la transmission, ou I’influx parvient
jusqu’a la corne dorsale de la moelle épiniere, ou I’¢ quivalent trigéminal (noyau spinal du
trijumeau). A ces niveaux existe une organisation cytoarchitecturale laminaire en cinq couches
(Figure 1).

1.3.1 Organisation segmentaire spinale

Les couches I et II sont aussi appelées co uches superficielles et constituent la cible
principale des afférences nociceptives (Molander et al., 1989). La couche I ou couche
marginale, trés fine, comprend des interneurones de petite taille, et des neurones de projection
de plus grande taille. Bien que la couche I contienne la plus forte densité de neurones de
projection de la corne dorsale, ceux-ci ne représentent que 5 % du nombre total de ses neurones
(Spike et al., 2003). La couche II est prin cipalement composée d ’interneurones. Ils sont
particulicrement denses dans la partie externe delac ouche II. La couche IIl comporte
¢galement une forte densité de neurones; la plupart sontdes interneurones de taille plus
importante que ceux de la couche II, mais on trouve également des neurones de projection. Les
couches IV et V sont beaucoup plus hétérogeénes, avec des neurones de tailles variées. Certains

sont des neurones de projection.



Figure 1. Représentation schématique illustrant les sites de projection des fibres afférentes
primaires selon leur type (AP, Ad et C), dans les di fférentes couches (I-V) de la corne dors ale
de la moelle épiniere. GS : ganglion spinal, NS : neurone nociceptif spécifique, WDR : neuron
«wide dynamic range » (d’apres D'Mello and Dickenson, 2008).
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Les fibres AP quiv ¢hiculent les informations non nocic eptives tactiles et
proprioceptives (Popova etal., 1995; Petko and Antal, 2000) forment des collatérales qui
pénétrent sur plusieurs segments rostraux et caudaux de la moelle épiniére et s’arborisent
globalement dans les couches III-V dela corne dorsale (REXED, 1952). Il a toute fois été
démontré de facon plus fine chez lerat que cette arborisation pouvait s’étendre jusqu’aux
interneurones de la couche II interne (Woolf, 1987; Hughes et al., 2003).

Les fibres Ad d’origine cutanée entrent au ni veau segmentaire avec d es collatérales
s’é¢tendant sur 2 a 3 se gments et se terminent de facon préférentielle dans les couches I et II
externes et ¢galement dans la couche V. Certaines collatérales se terminent aussi dans la partie
ventrale dela couche IV. Les fibres noci ceptives Ad d’origine viscérale et musculaire se
terminent dans les couches I, IV et V.

Les fibres nociceptives non myélinisées de petit diametre (type C) et d’origine cutanée
se terminent dans les couches superficielles (I et II) de la corne dorsale de la moelle épiniére
(Nagy and Hunt, 1982; Hunt and Rossi, 1985 ; Hunt and Mantyh, 2001; Julius and Basbaum,
2001). Les fibres noci ceptives C d’orig ine viscérale et musculaire se terminent dans les
couches I, II, V et X. De facon générale, les projections centrales des fibres nociceptives
d’origine cutanée se font de fagon dense et localisée alors que celles des fibres viscérales sont
beaucoup plus diffuses (celles des fibres musculaires se situant entre ces deux extrémes). Ces
différences pourraient expliquer le caractér e diffus des douleurs d’orig ine viscérale ou
musculaire (Sugiura et al., 1989).

Les fibres nociceptives Ad et C contactent soit directement les neurones dans la couche
I (Craig and Kniffki, 1985), soit des interneurones dans la couche II (SZENTAGOTHALI 1964),
sicge d’une importante modulation de I’information sensorielle (Lu and Perl, 2005). De plus,
les fibres Ad contactent directementles cellules des couches V. Il résulte donc que les
informations des fibres C parviennent aux neurones des couches V par une voie polysynaptique
via les interneurones de la couche II.

Le principal n eurotransmetteur excitateur du s ystéme nerveux central, le glutamate,
assure la transmission synaptique entre les terminaisons des nocicepteurs et les deutoneurones
de la corne dorsale. Les récepteurs mis en je u dans c ette neurotransmission sontdet ype
ionotropique (AMPA, NMDA) ou métabotropique (mGluRs). Le glutamate est également
présent a la terminaison des fibres non nociceptives. Au niveau des fibres C, le glutamate est

co-libéré avec d’autres neuromédiateurs. Il existe en effet des fibres peptidergiques libérant des
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neuropeptides — dont 1 es principaux représentants sont la subs tance P et le cal citonin gene-
related peptide (CGRP) —et des fibres non-peptigergiques marquées sélectivement par
I’agglutinine de I’isolectine B4. Le récepteur des tachykinines de type NK1 (Neurokinin 1) est

le principal récepteur sur lequel agit la substance P (pour revue, Hunt and Mantyh, 2001).

1.3.2 Neurones nociceptifs spinaux

Au niveau des couches cytoarchitecturales sont présents différents type de neurones
(deutoneurones) nociceptifs (Figure 1). Les neurones de second ordre qui transférent les
messages nociceptifs vers les centres supra-segmentaires sont surtout situ¢s dans la couche I et
dans les couches profondes (IV-VI). Dans ces couches se distinguent les neurones nociceptifs
non spécifiques (NNS) ou neurones W DR (wide d ynamic range) et les neurones nociceptifs
spécifiques (NS).

Les neurones WDR, encore appelés neurones a convergence, sont p rincipalement
localisés dans la couche V. IlIs regoivent des entrées monosynaptiques des fibres AP et Ad. Ils
recoivent également des entrées cutanées indirectes det ype C ap artir d’interneurones
superficiels, eux-mémes contactés directement par les fibres C. Les neurones WDR peuvent
étre activés par dess timulations nociceptives mécaniques, thermiques, électriques ou
chimiques de leur champ récepteur périphérique cutané, mettant en jeu des fibres my¢élinisées
AP et A9, puis, pour des intensités de stimulation plus fortes, des fibres a myéliniques C. Ces
neurones codent d’une fagon remarquable l'intensité des stimulations appliquées sur leur champ
récepteur (Price et al., 2003). Au niveau indi  viduel, comme en terme s de population, ces
caractéristiques leur permettent de di scriminer entre messages nociceptifs et messages non
nociceptifs (Coghill et al., 1993). Ils présentent aussi une excellente capacité de discrimination
spatiale en termes de population (Price et al., 1978).

Les neurones nociceptifs spécifiques (NS) sont situés surtout dans la couche 1, plus
rarement dans les cou ches profondes, et répondent de facon exclusive a des stimulations
nociceptives. Ils ne regoivent pas d’entrées directes des m écanorécepteurs de t ype AB. La
plupart regoivent de fagon exclusive des entrées de type Ad ou des entrées de type C. Ils sont
distribués de facon som atotopique dans la corne dorsale. De plus, leurs champs récepteurs de
petite taille leur conférent des capacités de localisation spatiale remarquables (Craig, 2003).
Selon Craig, la classification des neurones de la couche I se ferait, au moins chez le chat et
chez le primat e, selon un schéma quiassoci e de f agon étroite fonction et morpholo gie

neuronale. En ef fet, les neurones nociceptifs spécifiques, qui répondent uniquement au
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pincement et ala chaleur nociceptive, sont fusiformes, parfois multipolaires ; les neurones
polymodaux, qui répondent a la chaleur nociceptive, au pincement et au froid nociceptif sont
multipolaires ; les neurones thermoceptifs, qui répondent uniquement au froid non nociceptif,
sont pyramidaux. Cette classification est en faveur d’une organisation des rés eaux de la
nociception sous la forme de lignes dédiées au traitement de sous-modalités définies (Craig,
2003). Elle implique un rdle prépondérant des neurones de la couche I dans le traitement et la
transmission de 1’information noc iceptive dans les cornes dorsales, au détriment des neurones
WDR. Ung rand nombre d’auteu rs s’accordent néanmoins a penser que neuron es a
convergence et neuron es NS jouent lesuns co mme les autres un roéle  important et qu’il s
interagissent de fagon coordonnée pour analyser et transmettre les caractéristiques sensorielles

(nature, intensité, localisation, durée) de I’information nociceptive.

1.3.3 Organisation segmentaire du complexe sensitif du trijumeau

Les fibres du nerf trijumeau assurent la détection et la transmission périphérique des
messages somesthésiques en prove nance dela face,d es cavités buccales, nasales et des
méninges (Dallel et al., 2003). Ces fibres afférentes primaires, dont les corps cellulaires sont
regroupés au sein du ganglion de Gasser, pénetrent dans le tronc cérébral au niveau du pont par
la racine sensitive trigéminale et se terminent dans le complexe sensitif du trijumeau (Figures 2,
3). Ce dernier est composé de deux  noyaux, le noyau principal (spé cifiquement dédié aux
messages non nociceptifs) et le noyau spinal lui-méme subdivisé en trois sous-noyaux, qui sont
du plus rostral au plus caudal : les sous no yaux oral (Sp50), interpol aire (Sp5I) et caudal
(Sp50).

Dans le Sp5C, on retrou ve sensiblement la méme organisation anatomo-fonctionnelle
que dans la moelle épinic¢re car il c onstitue un équivalent fonctionnel de la corne dorsale
(Figure 4). En effet, il est organisé en 5 couches cytoarchitecturales sur lesquelles s’articulent,
comme dans la corn e dorsale, les conne ctions entre neurones des cou ches superficielles et
profondes et fibres afférentes primaires nociceptives et non nociceptives. Cependant le noyau
spinal du trijumeau prés ente une double représentation de la nocic eption orofaciale puisqu’il
existe un relais supplémentaire dans le Sp50 (Dallel et al., 1990). Ce noyau regoit directement
des messages nociceptifs par les fibr es Ad et indirectement par les fibres C via des
interneurones des couches superficielles du Sp5C (Voisin et al., 2002; Woda et al., 2004; Coste
et al., 2008). Le transfert des informations nociceptives vers les structures supra-segmentaires
est assuré par les neurones des couches I et V du Sp5C et aussi par les neurones du SpSO

(Dallel et al., 2004; De, I et al., 2004; Guy et al., 2005; Voisin et al., 2005). Il en résulte que le
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Sp50 peut étre considéré comme un équivalent fonctionnel d’une couche V spinale (Dallel et

al., 1998).

. Frontal

~ Cingulaire
Somatosensoriel
Insulaire

Ganglion

de Gasser

Noyau ventropostéromédian
groupe postérieur

Noyau
principal |

Sous-noyau
oral

Complexe sensitif | Noyau | Sous-noyau
du trijumeau | spinal | interpolaire

Racine
descendante

Sous-noyau
| caudal

Figure 2. Organisation du complexe sensitif du trijumeau. V1 : nerf ophtalmique, V2 : nerf
maxillaire, V3 : nerf mandibullaire. A noter que les fibres C p arviennent sélectivement au
niveau du sous noyau caudal (Sp5C) (Dallel et al., 2003).
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Figure 3. T erritoires cutanés innervés par le nerf trijumeau. Schéma illustrant chez
I’homme (a) et chez le rat (b) les territoires cutanés innervés par les trois bra nches
sensitives dune rf trijumeau (V1 n erf ophtalmique; V2 ne rf maxillaire et V3 nerf
mandibulaire) (d’apres Kandel et Schwartz, 1985 et Waite et Tracey, 1995).

T

Ganglion de
Gasser

ij vy v

Figure 4. Illustration s chématique de ’organisation du complexe sensitif du trijumeau.
Sp5C : sous noyau caudal, Sp5I : sous noyau interpolaire, Sp50O : sous noyau oral, NS : noyau
nociceptif spécifique, WDR : neurone « wide dynamic range ». Le Sp5C présente une
organisation laminaire s emblable a celle dela corne dorsale avec 5 couches (I a V). Les
messages véhiculés par les fibres C parviennent uniquement auni veau des couches
superficielles du Sp5C et sont transférés aux neurones de projection ascendante NS et WDR. A
noter que les messages liés aux fibres C sont transférés indirectement (via des interneurones)
vers les WDR des couches V du Sp5C et les WDR du Sp50 (d’apres Lapirot 2009).
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1.4 Intégration suprasegmentaire
1.4.1 Principales voies ascendantes

A partir des neurone s de projection (spinaux ~ ou trigéminaux) commence |I’étape
d’intégration durant laquelle le message nociceptif sera véhiculé via des voies ascendantes vers
les centres supraspinaux (Figure 5a). On distingue trois princip aux faisceaux ascendants le
faisceau spino-thalamique, le faisceau spino-réticulaire et le faisceau spino-mésencéphalique
(Cf Le Bars et Willer, 2004).

- Le faisceau spino-thalamique rassemble les axones des neurones issus de la corne dorsale
qui se projettent sur le thalamus latéral et ceux des neurones des couches VII et VIII de la corne
ventrale qui se terminent dans les régions médianes du thalamus. Un contingent de neurones de
la couche I se projette sur le nucleus submedius et la partie postérieure du noyau ventromédian.

- Le faisceau spino-réticulaire regroupe les fibres issues des mémes régions de la corn e
dorsale. Ces fibres s e projettent sur les no yaux gigantocellulaire et réticulaire, ainsi que sur le
subnucleus reticularis dorsalis (SRD) a partir des couches I et V-VII.

- Le faisceau spino- (ponto) mésencéphalique projette principalement sur deux structures
du tronc cérébral : la substance grise périaqueducale et le noyau parabrachial (PB), située dans
la région dorsolatérale du pont. Le PB recoit des informations en provenance de la couche I de

la moelle par des fibres qui cheminent dans le funiculus dorsolatéral.

1.4.2 Relais

- Le relais réticulaire : Les messages nociceptifs peuvent don ¢ atteindre le niveau
thalamique via une voie indirecte apres relais dans la formation réticulaire. Le noyau SRD,
situé dans la ré gion la plus caudale du bulbe, est activé quasi exclusivement par des messa ges
nociceptifs (Villanueva et al., 1996). Ce noyau se projette sur le thalamus médian formant ainsi
la voie spino-réticulo-thalamique dont le role est de coder I’intensité de la douleur.

- Le relais ponto-mésencéphalique: La région bulbaire rostroventrale (RVM), laPAGetle
PB sont les principaux noyaux sur lesquels aboutissent des fibres issues des neurones spinaux
des couches superfi cielles (notamment couche I). Alors que le s deux premiers envoient
principalement des proj ections descendantes vers les neur ones segmentaires, le PB relaie
I’information plus rostralement vers I’h ypothalamus et ’am ygdale, conférant a c ette voie un

role dans les aspects végétatifs, endocriniens et émotionnels liés a la nociception.
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Figure 5. Représentation schématique des voies principales ascendantes et descendantes
impliquées dans la nociception. (a) illustration des voies ascendantes spino- barabrachiale (en
rouge) et spino-thalamique (en bleu). (b) représentation des voies descendantes issues de

I’amygdale et de I’hypothalamus (en bleu) projetant sur la corne dorsale indirectement via la
voie PAG- RVM. A : noyau adrénergique, Ce : noyau central de ’amygdale, Hip : hippocampe,
ic : capsule interne, LC : locus coeruleus, PAG : substance grise PB : aire parabrachiale, Po :
partie postérieure du th alamus, Py : tract pyramidal, RVM : région bulbaire rostro-ventrale,
VMH : noyau ventro-médian de I’h ypothalamus, VPL : partie ventrale postério-latérale du
thalamus, VPM : partie ventrale postério-médiane du thalamus (d’aprés Hunt and Mant yh,
2001).
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- Le relais thalamique, est organisé en deux parties principales. Premi¢rement, le thalamus
latéral avec les neurones desno yaux ventro-postéro-latéral et v entropostéro-médian, qui
projettent vers les cort ex somesthésiques primaire et secondaire. Deuxiémement, le thalamus
médian, essentiellement avec les noyaux intralaminaires et submedius q ui projettent vers des
aires corticales motrices, prémotrices et limbique intervenant dans 1’¢laboration des réactions

motrices et émotionnelles liées a la douleur.

Le cortex constitue I’aboutissement des messages nociceptifs ascendants. Les cortex
somesthésiques primaire et se condaire sont pri ncipalement impliqués dans la composante
sensori-discriminative de la douleur, alors que les cortex insulaire, cingulaire et fronto-orbitaire
(intégrés au s ystéme limbique), sont plus particul ieérement impliqués da ns la composante

émotionnelle (cf Le Bars et Willer, 2004).

2. Contréles de la nociception

La douleur ne p eut étre considérée comme le seul résultat d’ un message périphérique
parvenant aux centres supérieurs. Elle est aussi le résultat de boucles de régulations internes
modulant ces messages dans le sens d’une amplification ou d’une inhibition du signal de base.
Cette modulation peut s’ex ercer adif férents niveaux de l’intégr ation (périphériques,
segmentaires ou suprase gmentaires) et a partir de différents niveaux de contrdle (structures

supraspinales bulbaires, pontiques, hypothalamiques ou méme corticales).

2.1 Mécanismes Périphériques

Lors de I’inflammation (aprés une Iésion tissulaire) sont mis en jeu des mécanismes
moléculaires et cellulaires convergeant vers une sensibilisation de la zone Iésée et des tissus
environnants. Cette sensibilisation est due a la libération dans I’espace extracellulaire d’agents
proalgésiques qui pe uvent étre classés selon leur origine cellulaire : les cellules 1ésées, les
cellules de la lignée inflammatoire et les nocicepteurs eux-mémes. Respectivement, ces cellules
libérent majoritairement (i) ATP et ions H+, (ii) hista mine, sérotonine, prostaglandines,
cytokines, mitogenes et endotoxines, (iii) substance P, CGRP et neurokinine A. Certains agents
vont activer directement les fibres afférentes primaires en dépolarisant les terminaisons libres
comme les protons oul’ATP. Cette sensibilisation peut s’exercer via une augmentation du
potentiel générateur déclenché au niveau des r écepteurs-canaux, mais aussi via 1’abaissement

du seuil d’ouvertur ¢ des canaux sodiques dépendants du volta ge, donc du seuil de
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déclenchement des potentiels d’action. D’autres agents ont la capacité de provoquer depuis la
périphérie des changements de synthése protéique auniv eau des noyaux desn eurones
sensoriels primaire situés dans les ganglions spinaux. Par e xemple, le N GF, apres avoir ét ¢
transporté jusqu’au corps cellulaire par le complexe NGF-TrkA, a git sur la transcription
génique. Ces mécanismes aboutissent a I’augmentation de la synthése de canaux ioniques et de
précurseurs de certains peptides, transportés ensuite vers la périphérie et/ou vers la terminaison

centrale du neurone (cf Le Bars et Willer, 2004).

2.2 Mécanismes segmentaires

L’activité des fibres de gros diamétre peut atténuer les réponses des neurones spinaux
aux stimuli nociceptifs véhiculés par les fibres de fin diamétr e. Ces phénomenes sont
déclenchés par I’activité des fibres AP mais aussi, par celle des fibres Ad. Cette interaction
entre les activités des fibres de gros et de fin diamétre a ét¢ modélisée par Melzack et Wall, en
1965 (Melzack and Wall, 1965), sous le terme de théorie du portillon médullaire (« gate control
of pain theory»). Elle repose sur les points su ivants : les neurones nociceptifs (en général des
WDR) regoivent des entrées synaptiques excitatrices a la fois des nocicepteurs (fibres Ad et C)
et des fibres non no ciceptives (AP) ; les fibres de gros diamétr e de type AP sont capables
d’inhiber les neurones n ociceptifs de facon indirecte, en activant des interneurones inhibiteurs
situés dans la couche II; les fibres nociceptives excitent les neurones nociceptifs et
simultanément inhibent les interneurones inhibiteurs de la couche II. En d’autres termes, les
afférences non nociceptives « ferment » la porte et les afférences nociceptives « ouvrent » la
porte a la transmission centrale des informations nociceptives. Les mécanismes de 1’analgésie
liée au gate- control s’exercent de fagcon sélective en terme de topo graphie : la douleur n’est
soulagée que dans la région du corps correspondant aux métameres mis en jeu, c'est-a-dire dont
I’innervation nociceptive et non-nociceptive converge sur les mé mes segments de la moelle

épiniére (Le Bars et Willer 2004).

2.3 Mécanismes supra-segmentaire
L’existence de controles toniques sur la nociception a d’abord été mise en évidence par
Sherrington au début du XXe sic¢cle, par !’ observation d’une fac ilitation des réflexes

nociceptifs apres section de la moelle, chez le chat.
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Ces controles supraspin aux peuvent €tre ¢ galement mis en jeu de maniére phasique.
Dans une ¢étude de Reynolds en 1969 (Reynolds, 1969), la stimulation électrique d e la PAG
permet d’effectuer une laparotomie chez le rat vigile, sans que celui-ci n’ exprime de signes de
douleur. Ensuite, il a ¢t ¢ montré que I’on pouvait induire une analg ésie par la stimulation
¢lectrique de nombreux autres régions cérébrales (noyau réticulaire latéral, noyau du tractus
solitaire, groupe catécholaminergique A5, r égion bulbaire rostroventrale [RVM], locus
coeruleus, PB, aire prétectale, hypothalamus latéral, noyau rouge, substance noire). Néanmoins,
les régions depuis lesquelles une stimulation ¢ lectrique engendre une analgésie sans ef fet
secondaire apparent sont plus restreintes. Ces régions sont la PAG et la RVM, comprenant le
noyau raph¢é magnus (NRM), les noyaux paragigantocellulaire et gigantocellulaire (Guirimand
and Le Bars, 1996). Cette analgésie résulte de | ’activation de voies inhibitrices descendantes
bulbo-spinales induisant — par la libération de neuromodulateurs tels que les monoamines — une
réduction de I’activité des neurones nociceptifs spinaux (Figure 5b).

D’autre part, nous savons que 1’activité nociceptive des neurones a convergence est
fortement inhibée lorsque 1’on applique une s timulation nociceptive sur une quelconque partie
du corps, différente de leur champ récepteur excitateur : ces controles mis en jeu sont appelés
Controdles Inhibiteurs Diffus induits par stimulation Nociceptive (CIDN). De fagon intéressante,
les CIDN sont totalement absents chez un animal dont la moelle a été déconnectée du reste du
SNC par section transversale (Mo rton etal ., 1987), ce qui implique qu’ils dépendent de
I’activation de structure s supra-segmentaires, et sontdonc différents des mécanismes de
controle segmentaires évoqués plus haut. Les voies ascend ante et descendante de ces
mécanismes sont localisées dans les cordons antéro-lateral et dorso-latéral de la moelle épinicre,
respectivement (Villanueva et al., 1986a; Villanueva et al., 1986b). Le fait que les 1ésions du
thalamus n’affectent pas les CIDN suggere que ceux-ci dépendent de I’activation de structures
du tronc cérébral, a I’origine de voies inhibitrices descendantes. Par contre, la 1ésion du no yau
SRD induit une réductio n des CIDN (Bouhassira et al., 1992). Une étude ultérieure montrait
que la section du bulbe au dessus du niveau du SRD n’affectait pas les CIDN (Gall et al., 1998).
Ce résultat suggere que les CIDN impliquent exclusivement 1’activation de structures bulbaires
trés caudales comme le SRD. De plus, I'implication du SRD dans le phénomene des C IDN
(Bouhassira et al., 1992) suggerent I’implication des neurones d es couches profondes dans le
déclenchement des CIDN, ces dernicres étant la source spinale majeure de projections vers le
SRD (Raboisson et al., 1 996). Cependant, une étude récente (Lapirot et al., 2009) montre que
les neurones exprimant les récepteurs NK1 dans la corne dorsale sont eux aussi impliqués dans

le déclenchement des CIDN. Etant donné que ces neurones sont situés majoritairement dans les
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couches I et III, nous pouvons donc ici suggérer que les neurones des couches superficielles
sont aussi impliquées dans les CIDN. Ceci est en accord avec les résultats impliquant 1’aire
parabrachiale latérale (PBIl) dans les CIDN sachant que cette région recgoit aussi des projections
des couches I et III (Lapirot et al., 2009). Ense mble, ces données laissent a penser que les
CIDN sont sous-tendus par plusieurs voies anatomiques parall¢éles. Une voie mettrait en jeu les
neurones des couches profondes de la corne dors ale et serait plutdt conf inée dans la partie la
plus caudale du tronc cérébral. En effet, la position rostro-caudale du SRD, et ses projections
réciproques avec la moelle épinicre, suggerent qu’il fait partie d’une boucle trés courte spino-
réticulo-spinale. Une autre, impliquant les neurones des couche s superficielles de la corne
dorsale, mettrait en jeu des structures be aucoup plus rostrales dans le tr onc cérébral (la PBI
¢tant située a 1 a jonction ponto-mésencéphalique). Cette hypothése serait en accord avec une
¢tude montrant I’implication du noyau accumbens (NAcc) dans I’ antinociception évoquée par
une stimulation nociceptive hétérotopique, chez le rat (Gear et al., 1999). Dans cette étude, le
réflexe d’ouverture de la g ueule est inhibé par 1’application d’une stimulation nociceptive
thermique (immersion d ans un bain d’ eau chaude) ou chimique (injection sous-cutanée de
capsaicine) dans la patte postérieure. Cet effet analgésique est totalement abolit aprés injection
d’un antagoniste opioidergique, lanalox one, oud’unanta goniste dopaminergique, le
flupentixol, dans le NA cc. Concernant la voie descendante, support des CIDN, seules les
projections du SRD vers la moe lle pouvaient étre envisag ées avant cette ¢tude. D’un point de
vue neurochimique, I’implication de la sérotonine dans les CIDN (Chitour et al., 1982; Willer
et al., 1999) laissait penser que les projections sérotoninergiques en provenance du NRM —
largement impliqué dans le contrdle de la nociception — étaient aussi imp liquées dans la voie
descendante des CIDN. De plus, I’étude de Gear et coll. en 1999 (Gear et al., 1999), ainsi que
celle de Brink et coll., en 2006 (Brink et al., 2006), montrent que 1’inhibition du NRM, pa r
microinjection de musci mol, réduit significativement ’effet antinociceptif d’une stimulation
nociceptive hétérotopique. Enfin, il est connu depuis plusieurs décennies que la PAG exerce un
contrdle inhibiteur sur la nociception (Reynolds, 1969), majo ritairement par ces projections
vers la RBRV. Etant donnée I’implication de la PBIl dans1es CIDN, et les proj ections
neuronales en provenance de la PBI vers la PAG, on peut penser que la PBI puisse activer la
voie descendante des CIDN par la voie PAG-RBRYV. Cette hypothése concorde bien avec I’idée
que les CIDN sont un moyen expérimental d’accéder aux contrdles endogénes descendants de
la douleur.

Chez I’Homme les donn ées semblent coincider avec celles des C IDN chez le rat. Ils

semblent étre eux aussi dépendants de structures supra-segmentaires puisque I’inhibition du

21



réflexe nociceptif RIII a la stimulation ¢lectrique du nerf sural par une stimulation nociceptive
conditionnante (bras pl ongé dans unbaind’eau a 10°C)n’ex iste paschez le patient
tétraplégique (Roby-Brami etal., 1987). De  plus, leréflex e RIII n’est pas réduit par

I’application d’une stimulation conditionnante hétérotopique ipsilatérale a une Iésion dela

région bulbaire rétro-olivaire (De Broucker et al., 1990).

Parmi les structures supraspinales a 1’origine des contrdles descendants, I’hypothalamus
semble jouer un role significatif. Que ce soit chez 1’animal ou chez ’homme et ce aussi bien au
niveau spinal que tri géminal, lors des douleurs, ’activité de certaines aires de I’hypothalamus
présentent une plasticité qui démontre le réle de I’hypothalamus dans 1’intégration nociceptive

et suggere son implication dans les contrdles endogenes de la douleur.

3. Anatomie fonctionnelle de I’hypothalamus

L’hypothalamus est une structure de petite taille qui posséde un rdle fondamental dans
le maintien de 1’homéostasie. Afin d’a ssurer ce role, I’hypothalamus controle le systeme
endocrinien (hormone h ypophysaires en particul ier), le s ystéme nerveux autonome (ortho et
parasympathique) et le systéme nerveux central régissant les comportements et les émotions
(systeme limbique).

L’hypothalamus est une structure diencéphalique située sous le noyau thalamique, et de
part et de I’autre du troisiéme ventricule. Il s’étend de la partie rostrale des noyaux préoptiques
dorsalement au chiasma optique jusqu’a la partie caudale des corps mammillaires (Figure 6).
L’hypothalamus est sou vent divisé selonuna xe rostro-caudal ent rois grandes parties :
antérieure, moyenne et postérieure (Iversen et al., 2000).

La région antérieure ou aire préoptique es t impliquée dans I’intégration des messages
périphériques pour la ré gulation homéostatique. Cette région intervient dans la régulation de la
pression artérielle, de la température corporelle, de certaines hormon es et de la reproduction.
Elle comprend en partic ulier le noyau suprachiasmatique responsable du controle de ’activité
cyclique circadienne (régulation de I’horloge biologique).

La région moyenne ou aire tubérale comprend les no yaux paraventriculaire (PVN),
supraoptique (SON), arqué, ventro et dorsomédian, Le PVN et le SON régulent le s ystéme
endocrinien (via post-h ypophyse) et aussi les systémes sympathique et parasympathique. Le
noyau arqué influence le systéme endocrinien (via 1’antéhypophyse) et indirectement les

fonctions liées aux hormones sécrétées par cette partie de I’hypophyse.
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Figure 6. Structure anatomique de I’hypothalamus. (A) Illustration schématique d’une
section coronale d e I’hypothalamus composé de trois z ones périventriculaire, médiane et
latérale (B) Représentation schématique d’une coupe sagittale de I’hypothalamus divisé en trois
parties préoptique, tubérale, et mammillaire (d’apres Iversen et al 2000).
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Les neurones desno yaux ventro et dorsomédian ¢émettent des efférences locales
hypothalamiques et vers la substance grise périaqueducale afin de réguler certaines fonctions
comme la prise alimentaire, la reproduction et la croissance.

La région postérieure ou aire mammillaire : comprend les noyaux mammillaires et la
partie postérieure de 1’hypothalamus. Les fonctions physiologiques régies par cette aire restent
relativement inconnues sic e n’est le role de certains groupes cellulaires mammillaires
impliqués dans la régulation de 1’état de vigilance et d’éveil.

Sur le plan médio-latéral, I’hypothalamus est divisé en deux parties : I’hypothalamus
médian constitué¢ des régions antérieure, moyenne et postérieure ; et 1’hypothalamus latéral
constituée d’une matrice neuronale pauvre en cellules (On y trouve les 2 noyaux latéraux qui

forment deux petits renflements dans la partie latérale du plancher de I’hypothalamus).

3.1 Les principales efférences de I’Hypothalamus

Le faisceau médian du télencéphale est un important faisceau de fibres longitudinales
qui passe au travers de I’ hypothalamus latéral. Il connecte I’hypothalamus au tronc cérébral, a
I’amygdale et au cortex cérébral.

Les fibres périventriculaires sont situées da ns la paroi du 3éme ve ntricule. Elles sont
constituées :

- de fibres longitudinales qui connectent I” hypothalamus au mésencéphale : cette voi e
permet I’activation de comportements simples et stéréotypés.

- des axones issus des cellules neuroendocrines parvocellulaires, notamment des noyaux
PVN et arqué. Ces ax ones projettent sur I’ éminence médiane, contrélant ainsi I’h ypophyse
antérieure.

- d’axones issus desn eurones magnocellulaires de I’h ypothalamus qui projettent

directement sur I’hypophyse postérieure.

3.2 Les principales afférences de I’hypothalamus

L’hypothalamus regoit des afférences du fa isceau solitaire qui tra nsmet un g rand
nombre d’informations de la fo rmation réticulée du tronc cérébral, du fornix qui amene de s
informations en prov enance de stru ctures limbiques, delar ¢tine, desor ganes
circumventriculaires permettant de détecter les substances pharmacologiques dans le sang, de
différents systémes sensoriels et de structures cérébrales comme 1’amygdale et I"hippocampe.

Ces afférences permettent a ’hypothalamus d’avoir les informations nécessaires pour maintenir
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I’état d’homéostasie da ns I’organisme. Il existe ¢galement une communication intrins€que

entre les différents noyaux hypothalamiques.

3.3 Relations hypothalamo-spinales

Les aires latérale, postérieure, dorsale et préoptique de I’h ypothalamus ainsi que les
noyaux dorsomédial, paraventriculaire et suprachiasmatique hypothalamiques recoivent des
afférences directes depuis la moelle (Cliffer et al., 1991). Une d ense distribution de neurones
marqués, suite a I’injection de Fluorogold (un traceur rétrograde) au niveau de la moelle
épinicre, a été rappo rtée dans 1’hypothalamus latéral et médial. Environ 50% de ces neurones
sont localisés dans 1 es couches profondes, 10% dans les couches superficielles, 25% dans le
noyau spinal latéral et 10% dans les alentours du canal central (Burstein et al., 1990).

Certains noyaux hypothalamiques envoient de s efférences directes vers la moelle
épiniere. Une distribution de cellules marquées de facon rétrograde a été observée dansle
noyau paraventriculaire, dans 1’aire latérale, dans 1’aire postérieure dorsale, et dans le no yau
rétrochiasmatique suite a des injections de tra ceurs rétrogrades dans la moelle épiniére
(Swanson and Kuypers, 1980; Hosoya, 1980; Cechetto and Saper, 1988). Nous développerons
ici ces no yaux hypothalamiques, avec leurs sub strats neurochimiques, a I’origine des voies
hypothalamo-spinales pouvant constituer un systtme de controles descendants de la

nociception.

3.3.1 Noyau paraventriculaire

Le noyau paraventriculaire (PVN) est une structure hypothalamique de petite taille qui
se trouve du part et d’autre du troisiéme ventricule, avec une organisation morphologique bien
distincte (Figure 7). En effet, le PVN est divisé en deux sous divisions ma gnocellulaire et
parvocellulaire ou chaque sous division est formée de différentes parties. Les sous divisions
magnocellulaires et parvocellulaires se différencient selon un certain nombre de paramétre
morphologique, neurochimique et fonctionnel. (Swanson and Kuypers, 1980; Armstrong et al.,
1980; Swanson et al., 1981; Sawchenko and Swanson, 1982; van den Pol, 1982).

La sous division ma gnocellulaire est formée de trois pa rties : antérieure, médiane et
postérieure. La partie antérieure (am) s’étend sur le c6té ventromédian du fornix. La partie
médiane magnocellulaire (mm) se compose d' un groupe compact de grands neurones dans la
partie périventriculaire (pv) et parvocellulaire antérieure (ap) du PVN (entre la partie antérieure

et postérieure du PVN magnocellulaire). La partie postérieure magnocellulaire (pm) correspond
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a la partie la plus large du P VN et se divi se en partie ro stromédian et caudolatéral. Les
neurones de la sous division magnocellulaire sont de grande taille (entre 20 et 35um) avec une
arborisation dendritique trés peu développée. La partie magnocellulaire du PVN est impliquée
dans la sécrétion des hormone s neurohypophysaires comme la vasopressine et 1’oc ytocine
(Figure 8).

La sous division parvoc ellulaire comporte cing parties : antérieure, médiane, latérale,
dorsale et périventriculaire. La partie antérieure (formée de cellules de petites et moyennes
tailles) se situe entre le PVN (am) et (pv), et s’étend de la partie rostrale du PVN (am) jusqu’a
la partie antérieure du PVN (pm). La partie parvocellulaire médiane (mp) du PVN est formé
d’un groupe dense de neurones de petites tailles, qui se situe sur le coté médian du PVN (pm).
Le PVN latéral parvocellulaire (Ip) s’é¢tend sur le coté latéral et caudal du PVN (pm), ¢ ette
partie est formée de cellules de moyennes tailles orientées latéralement. La partie dorsale
parvocellulaire (dp) est formée de groupe de cellules orientées horizontalement, et localisée sur
le coté dorsal du PVN (pm) et (ap). La partie périventriculaire est caractérisée par ses cellules
fusiformes, orientées verticalement. La sous division parvocellulaire projette en partie sur la
moelle €pinieére etl es noyaux autonomes du bulbe afind e contrdler le s ystéme nerveux
sympathique.

Le PVN a été impliqué dans la modulatio n de la douleur par diverst ravaux. Une
stimulation ¢électrique ou chimique de ¢ e noyau induit un effet anti-nociceptif (Yirmiya et al.,
1990; Miranda-Cardenas et al., 2006; Yang et al., 2006b), tandis que sa lésion facilite la
nociception (Yang et al., 2006b) et réduit I’analgésie induite par le stress (Truesdell and Bodnar,
1987). De plus, une stim ulation nociceptive comme une injection intra-plantaire de formol ou
d’adjuvant induisant I’ar throse ou par un e distension du colon active le s neurones du PVN
(Kurose et al., 2001; W ang et al., 2009; Suz uki et al., 2009; Cul man et al., 2010; Ueta et al.,
2011).

La moelle épiniére regoit des projections de neurones marqués a 1’ocytocine, al a
vasopressine et au CRF issus ma joritairement de la sous-division parvocellulaire du no yau
paraventriculaire. D’autres types de neurones du PVN projette nt également vers la moelle
épiniere comme ceux synthétisant la somatostatine, la methionine/leucine-enképhaline et la
dopamine, mais de fagon moins dense (Sw anson and Kuypers, 1980; S wanson et al., 1981;
Sawchenko and Swanson, 1982; C echetto and Saper, 1988). Nous développerons les trois
phénotypes neurochimiques majeurs du PVN, a savoir I’ocytocine, la vasopressine et le CRF
(Corticotropin-releasing factor), qui semblent plus particu lierement impliqués dans les

controles descendants de la douleur.
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Figure 7. Représentation schématique de la distribution rostro-caudal des sous divisions
magno-et parvocellulaire du noyau paraventriculaire. am : sous division mag nocellulaire
antérieure, ap : sous division parvocellulaire antérieure, dp : sous di vision parvocellulaire
dorsale, Ip : sous division parvocellulaire latérale, mm : sous division magnocellulaire médiale,
mp : sous division parvocellulaire médiale, pv: sousd ivision périventriculaire (d’ aprés
Swanson et al., 1981).
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Figure 8. Organisation anatomo-fonctionnelle du noyau paraventri culaire (PVN). (A)
[Nustration schématique des voies de projection des sous divisions parvo- et magnocellulaire du
PVN. (B) Un marquage immunohistochimique des neurones marqués au CRF (en rouge), a la
vasopressine (en vert), et les cellules marqués de facon rétrograde suite a une injection d’un
traceur rétrograde dans la moelle épiniere (d’aprés Sawchenko et al., 2000 ; Iversen et al.,
2000).
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3.3.1.1 Ocytocine

L’ocytocine (OT) est un nonapeptide s ynthétisé au niveau du PVN et du SON. Sa
structure primaire est ca ractérisée par un pont de disulfure entre les acides aminés 1 et 6 lui
conférant une structure cyclique. Il joue unrd le majeur dans laré gulation de certaines
fonctions physiologiques endocrines comme la lactation, la parturition, la reproduction, le
dimorphisme sexuel et le comportement social (Gimpl a nd Fahrenholz, 2001). Les neurones
OTergiques sont localisés majoritairement dans la partie magnocellulaire, cependant 31% de
ces neurones set rouvent également auni veau de la division pa rvocellulaire du PVN
(Sawchenko and Swanson, 1982).

Les neurones OTergiques projettent sur différentes structures cérébrales comme la PAG,
le noyau hypothalamique dorso-médian, le th alamus, 1’hippocampe, le s ubiculum, le cortex
enthorinal, le septum, I’amygdale, le bulbe olfactif, la substance noire, le locus coeruleus et les
noyaux du raphé¢ (Figure 9).

a) Récepteurs a ’ocytocine

L’OT agit sur des récept eurs appartenant a la famille de la rhodopsine GPCR classel
(récepteur couplé a la pr otéine G) formé de 7 domaines transmembranaires en hélice a. Ces
récepteurs sont localisés dans di fférentes structures du cerveau com me le bulbe olfactif,
I’amygdale, 1’aire préoptique et dans les couches superficielles de la moelle épinicre (Tribollet
et al., 1997; Uhl- Bronner et al., 2005 ). Les projections OTergiques sur la moelle épini¢ re
proviennent majoritairement du PVN. En effet, une Iésion de cette dernieére abolit
completement la concentration d’OT dans la moelle (Lang et al., 1983; Hawthorn et al., 1985),
tandis qu’une stimulati on du PVN aug mente la concentration d’OT dans le liquide
cérébrospinal (Pittman et al., 1984).

b) Implication de I’ocytocine dans la douleur

Des études récentes ont suggéré I’implication de 1’OT d ans la modulation de la
nociception chez ’homme et ’animal. Une stimulation nociceptive chimique ou m écanique
chez le rat module la concentration d’OT au niveau de la moelle lombaire et active les neurones
OTergiques du PVN (Yang et al., 2007a; W ang et al., 2009). Chez des patients souffrant d’un
mal de dos, la concentration d’OT dans le liquide cérébro-spinal est également augmentée
(Yang, 1994).

Chez I’homme comme chez [’animal, ’OT aun effet anti-nociceptif. Une
administration d’OT, par voie intr athécale ou intraventriculaire, induit une analgésie chez des
patients souffrants d’un mal de dos ou de douleurs cancéreuses intenses (Madrazo et al., 1987;

Yang, 1994) et r éduit la nociception évoquée par des stimuli chimique, thermique, mécanique
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et inflammatoire chez le rat. Cet effet anti-nociceptif est réduit par des injections d’antagoniste
OT oude sérum anti-OT (Arletti et al., 1993; Yuet al., 2003; Yang et al., 2007a). De plus,
I’administration intrathécale de 1’atosiban (un antagoniste des récepteurs OT) induit une
hyperalgie thermique et mécanique dans un modé¢le de douleur inflammatoire (Yu et al., 2003).

L’effet anti-nociceptif d’OT met en jeu le systéme opioidergique ainsi que les voies de
la PAG et du RVM. U ne injection intra-PAG ou intra RVM d’OT augmente la latence du
retrait de la patte chez le rat en réponse a des stimuli nociceptifs thermiques et mécaniques. Cet
effet anti-nociceptif est atténué par des injections d’antagonistes des récepteurs mu et kappa au
niveau de la PAG et des récepteurs mu dans la RVM (Ge et al., 2002; Wang et al., 2003).

Des données ¢électrophysiologiques confirment les résultats obtenus en comportement.
Une stimulation électrique du P VN ou une administration locale d’OT ré duit les potentiels
d’actions des fibres Ad et C des couches superficielles de la moelle lombaire. Cette réduction
est contrecarrée par une injection d’anta goniste spécifique des récepteurs a I’OT (Condes-Lara
et al., 2008; Rojas-Piloni et al., 2010). De plus, les neurones OTergiques du PVN qui projettent
sur la moelle répondent sélectivement aux stimuli nociceptifs thermique et mécanique (Condes-
Lara et al., 2009).

Breton et ses collabor ateurs (2008) ont proposé un mécanisme explicant 1’anti-
nociception induite par I’OT au niveau spinal . L’OT, relarguée par le PVN au ni veau des
couches I-II de la moelle épiniere, activerait une sous- population d’interneurones
glutamatergiques, entrainant ler ecrutement d’interneurones GABAergiques. Cette
augmentation du pool i nhibiteur au niveau des couches superficielles inhiberait le message

nociceptif médié par les fibres Ad et C.
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Figure 9. Les principales voies vasopressinergiques (a) et ocytocinergiques (b) ainsi que leurs
sites d’origine dans le systéme nerveux central chez le rat (d’aprés McEwen, 2004)
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3.3.1.2 Vasopressine

L’arginine vasopressine, un nonapetide co mportant 9 acides aminé s dont deu x
groupements cystéines reliés par un pont disulfure Cys1 — Cys6, fut pour la premicre fois isolée
et identifiée par Du Vigeaud, Lawer et Popenoe en 1953. Sa structure primaire est trés pro che
de celle de I’ocytocine mais différe par deux acides aminés en position 3 et 8.

Au niveau dus ystétme nerveux central (Figure 9),la vasop ressine est distribuée
fortement dans les noyaux PVN, SON et suprachiasmatique. Elle est é¢galement localisée mais
de fagon moins dense dans le thalamus, le bulbe rachidien, le cervelet, 'amygdale, la substance
noire, I'hippocampe et la moelle (Hawthorn et al., 1980).

Les neurones marqués a la vasopressine dans le PVN sont loc alisés majoritairement
dans la sous-division magnocellulaire postérieure et 20% sont dispe rsés dans1 a partie
parvocellulaire (Sawchenko and Sw anson, 1982; N ylen etal.,200 1). La vasopressine
synthétisée au niveau des noyaux magnocellulaires supraoptique et paraventriculaire, est
véhiculée le long des axones du tractus h ypothalamo-hypophysaire pour étre relarguée au
niveau de la neurohypophyse dans les capillaires sanguins (Vandesande and Dierickx, 1975).
Cependant, les neurones a vasopressine issus de la sous division parvocellulaire projettent leurs
axones dans I’éminence médiane externe ou la vasopressine est relarguée dans le systéme porte
antéhypophysaire (Harbuz and Lightman, 1992).

Les neurones marqués a la vasopressine dans le PVN se projettent également sur la
moelle épiniere (Sawchenko and Swanson, 1982; Cechetto and Saper, 1988; Nylen et al., 2001).
Ainsi une Iésion du PV N réduit de 80% le taux de la vasopressine dans la moelle épinicre
(Lang et al., 1983). La majorité de ces proj ections sont issues de la pa rtie parvocellulaire du

PVN (Sawchenko and Swanson, 1982).

a) Récepteurs a la vasopressine
Les récepteurs a la vasopressine appartiennent a la famille des GPCR, ils sont formés de
7 domaines transmembranaires avec un domaine N-terminal extracellulaire et un domaine C-
terminal cytoplasmique. Ils sont classifiés en 3 catégories : les récepteurs V1A, VIB et les V2.
La vasopressine peut se lier aussi au récepteur de 1’ocytocine. Les récepteurs de type Vla et
V1b sont c ouplés positivement a [’activation d’une phospholipase CB via une protéine G
hétérodimérique de type aq/all, tandis que les récepteurs V2 sont eux couplés positivement a

I’adénylyl-cyclase via une protéine G de type as.
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Chez le rat, les récepteurs a la vasopressine (V1a) sont localisés dans les myocytes des
vaisseaux, au ni veau hépatique et dansle systéme nerveux central (cortex cérébral, bulbe
olfactif, ganglions de la base, latéral septum, hi ppocampe, thalamus, hypothalamus et raphé
dorsal). Les récepteurs Vla sont également localisés de facon diffuse dans la moelle épiniere
surtout dans les se gments lombaires et sacrés. (Tribollet et al., 1997; Tribollet et al., 1998; Liu
et al., 2003). Les récepteurs V1b sont localisés au niveau du cortex cérébelleux, les ganglions
de la base, le latéral septum, I’amygdale, le diencéphale, le thalamus, I’hypothalamus, et le
cervelet (Hernando et al., 2001). La vasopressine contréle 1’axe corticotrope via ces récepteurs
présents dans 1’adénohypophyse. Les récepteurs V2 sont impliqués dan s la r éabsorption de

I’eau au niveau rénal et sont majoritairement localisés dans cet organe.

b) Implication de la vasopressine dans la douleur

La vasopressine est impliquée dans la régulation des fonctions cardio-vasculaires, de la
température corporelle, de la composition cérébrale en eauet en €l ectrolytes, dur ythme
circadien, des fonctions de reproduction et des comportements sociaux (De Wied et al., 1993).

Elle est également impliquée dans la doul eur. Une stimulation nociceptive aig ue ou
chronique active les neurones marqués a la vasopressine dans le PVN. E n effet, une injection
sous cutanée de formol ou d’un adjuvant indu isant 1’arthrose chez des rats transgéniques
exprimant la vasopressi ne couplée a une molé cule fluorescente augmente la concentration
plasmatique en vasopressine et intensifie le marquage fluorescent dans le PVN (Kurose et al.,
2001; Suzuki et al., 2009). La distension du colon induit aussi une ex pression de la p rotéine
Fos (marqueur d’activation neuronale) dans les neur ones vasopressines du PVN chez le rat
(Wang et al., 2009).

Récemment, certaines études ont attribué¢ un e ffet anti-nociceptif a la vasopressine
chez I’homme et I’animal. Chez des pat ients cancéreux, par ex emple, desi njections
intraventriculaire de v asopressine réduisent fortement la doul eur pendant une durée de 75
minutes (Madrazo et al., 1987). Des effets comparables ont été observés chez le modele animal.
Une injection systémique de vasopressine chez la souris entraine une réduction des contractions
abdominales induites par I’acide acétique et réduit la latence du retrait de la queue évoquée par
un stimulus thermique nociceptif (Berkowitz and Sherman, 1982). Un effet anti-nociceptif
similaire a été rapporté chez le rat suite a des 1 njections intraventriculaire ou systémique de
vasopressine (Berntson and B erson, 1980). De plus, des ét udes réalisées chez les rats
Brattleboro (déficients en vasopressine) montrent que ces rats présentent un état hyperalgique

par rapport a des rats non déficients. Cet effet est bien spécifique a la vasopressine étant donné
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qu’une injection de | ysine vasopressine dans le ventricule latéral ou en sous cutanée réduit
I’hyperalgésie chez ces rats (Bodnar et al., 1982). L’effet de la vasopressine sur la douleur a été
¢galement évalué par des injections intraventriculaires d’un sérum anti-vasopressine. Ces
injections induisent un effet anti-nociceptif en augmentant la latence du retrait de la patte face a
un stimulus thermique modéré (46°C) (Bodnar et al.1986).

Les données concernant I’effet spinal de la vasopressine sont assez controversées.
Thurston et ses collaborateurs rapportent un effet anti-nociceptif de longue durée chez le rat
suite a une inje ction intrathécale de v asopressine enr éponse a des stimuli nociceptifs
thermiques et chimique s (Thurston et al., 198 8). Gerardo etses collaborateurs ont testé
I’implication de lavoi e descendante vasopressinergique dansla douleur en enregistrant
I’activité neuronale extracellulaire des neurones dela corne dorsale évoqué e par une
stimulation électrique des champs récepteurs cutanés. Aucun effet n’a été observé suite a une
injection intrathécale de vasopressine sur le réponse des fibres C et Ad (Rojas-Piloni et al.,
2010). Egalement, Yang et ses collabo rateurs montrent qu’une inje ction intrathécale d e
vasopressine n’a aucun effet analgésique et que la stimulation nociceptive ne modifie pas le
taux de libération de la vasopressine au niveau de la moelle (Yang et al., 2006c¢).

L’effet anti-nociceptif induit par la vasopressine libérée a partir du PVN met en jeu 3
structures principales la PAG, le no yau du ra phé magnus et le no yau caudé. Yan g et ses
collaborateurs montrent qu'une stimulation nociceptive induit la libération de I’arginine
vasopressine dans ces noyaux. Cette libération est fortement réduite par une inhibition du PVN.
Des microinjections de vasopre ssine dans ces no yaux augmente le seuil nociceptif évoqué pa r
une stimulation chimique chez le rat tandis que ’antagoniste des récepteurs a la vasopressine
réduit I’effet anti-nociceptif induit par la stimula tion électrique du PVN (Yang et al., 2006 a;
Yang et al., 2007b; Yang et al., 2009; Yang et al., 2011).

La vasopressine est impliquée également dans les douleurs céphaliques. Une
augmentation de la concentration plasmatique en vasopressine a été rapportée en réponse a une
stimulation du nerf infraorbital chez le rat ou chez les patients souffr ant d’algie vasculaire ou
de migraine (Orlowska-Majdak et al., 1994; Franceschini et al., 1995; Hasselblatt et al., 1999).
L’administration intracérébroventriculaire de vasopressine réduit la doul eur induite p ar une
stimulation ¢lectrique de la pul pe dentaire chez le rat ( Zubrzycka and Janecka, 2005). Des
effets similaires ont été observés suite a des mi croinjections de vasopr essine au niveau de
I’amygdale (Ahn et al., 2001). L’effet anti-nociceptif de la vasop ressine met en jeu des

systemes opioidergique et serotoninergique. En effet, des injections (en intra ventriculaire)
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d’antagonistes opioide (naloxone) et serotonine (methysergide) atténuent I’effet antinociceptif

induit par la vasopressine (Ahn et al., 2001; Zubrzycka and Janecka, 2005).

3.3.1.3 Corticotropin-releasing factor (CRF)

Le CRF, un peptide formé de 41 acides aminés, fut découvert pour la premiere fois par
Vale et ses collaborateurs en 1981 (Vale et al., 1981). Il est impliqué dans 1’activation de ’axe
hypothalamo-pituitaire-adrénergique. Dans une situation du stress, le CRF est libéré par la
partie parvocellulaire du PVN et transporté jusqu’a la glande pituitaire antérieure ou il va
stimuler la libération de I’ACTH (Figure 10). L’ACTH a son tour a ctivera la libération des
corticostéroides (Chrousos and Gold, 1992).

Les neurones marqués au CRF sont loc alisés dans certaines structures cérébrales
comme le PVN, le locus coerulus et le noyau de Barrington. Les neurones CRF du PVN sont
distribués majoritairement dans la sous division parvocellulaire (80%) (Olschowka et al., 1982;
Swanson et al., 1983; Sawchenko and Swanson, 1985; Valentino et al., 1992). Chez le rat,
20% des projections du PVN sur la moelle épini¢re sont marqués au CRF (Puder and Papka,
2001). Les fibres CRF sont distribuées de facon diffuse dans la moelle épiniere chez le rat et la
souris surtout dans les couches I, V, VII et X (Merchenthaler et al., 1983; Korosi et al., 2007).
Des études d’autoradio graphie rapportent une forte capacité de liaison aux récepteurs CRF au
niveau des couches superficielles I et II et modérée pour les couches ventrales de la moelle
épiniere (Skofitsch et al., 1985).

Certaines ¢tudes attribuent un e ffet anti-nociceptif au CRF suite a des injections
systémiques. En effet, des injections intraveineuses du CRF réduisent la latence de retrait de la
queue ou de la patte chez le rat induite par des stimuli nociceptifs thermiques (Hargreaves et al.,
1987; Ayesta and Nikol arakis, 1989; Ha rgreaves et al., 1990), diminuent la fréquen ce des
contractions abdominales chez la souris induites par des injec tions de phenylquinone (Wei et
al., 1986) et soulagent les douleurs dentaires postopératoires chez I’homme (Hargreaves et al.,
1987).

Des résultats similaires ont été rapportés suite a des injections intracerebroventriculaire
et intracisternale du CR F (Bianchi et al., 1991; Kita et al., 1993; B ianchi and Panerai, 1995).
L’absence d’effet sur la douleur, observé dans un certain nombre d’études, serait di a la dos e
administré du CRF (Britton et al., 1985; Wei et al., 1986; Sherman and Kalin, 1986; Sherman
and Kalin, 1987; Sherman and Kalin, 1988; Ayesta and Nikolarakis, 1989). Notons ainsi que la
dose effective pour induire une anal gésie serait de 1’ordre de quelques nanogrammes et differe

selon le modele animal.
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Le CRF agit plus particulierement sur d es douleurs types toniques ; Song et collab.
rapportent qu’une injection intrathécale du CRF réduit fortement la latence de contraction chez
des souris injectés en acide acétique au niveau abdominal. Cependant, le CRF n’a aucun effet
sur la douleur phasique (test du retrait de la queue) suite a des injections intrathécales de doses
équivalentes (Song and Takemori, 1990; Song and Takemori, 1991).

Le CRF possede aussi un e ffet anti-nociceptif périphérique au niveau du site de
I’inflammation. En e ffet, des injections sous cutanée ou intr aplantaire du CRF réduisent
I’hyperalgésie induite par deux agents inflammatoires ; la carragénine ou le CFA (complete
Freund adjuvant) chez le rat (Hargreaves et al., 1989; Schafer et al., 1994 ; Cabot et al., 1997).
Cependant le CRF administré en sous cutanée n’a aucun e ffet face a un stimulus thermique
aigu (Sherman and Kalin, 1986; Zadina and Kastin, 1986). Schaefer et ses collaborateurs. ont
décrit un méc anisme par lequel le CRF agit surle site d’inflammation dans le tissu
périphérique. Le CRF agit surles récepteurs des cellules immunitaires au niveau du site
d’inflammation en libérant des opi oides. Des injections intraplantaires de be ta-endorphine,
Met-enkephaline et c yclosporin A (agent immunosuppresseur) inhibent 1’ effet anti-nociceptif
de CRF sur I’hyperalgésie induite par le C FA (Schafer et al., 1996; Cabot et al., 1997). Les
récepteurs CRF présents surlesc ellules immunitaires (monocytes, macrophages et
lymphocytes) sont surexprimés dans un modele de douleur inflammatoire périphérique (Mousa
et al., 1996).

Le CRF est impliqué également dans I ’analgésie induite par un stress. En effet, une
injection intraplantaire d’antagoniste CRF empéche 1’analgésie induite parun ¢événement
stressant comme la na ge forcée dans un cadre d’une inflammation par le CFA (Schafer et al.,

1996).

36



Moy s parswentriculaires MHeurone parvocelulaire

(graupe | atEral)
Produdion de CRH

Systerme
FErveLE

cehitral

Meumne
rragnoce lulaire
Producion

P d AP
ventricule

Meurone
parve el laire
{groupe interrdiaing)

pranve el o lai re
Production d' AP

(groupes rredian)

Production
de CRH
. Meurone
Systerres rriagrocellulairs
ports Tige du rorpau
pituitaire supraoplique
Production o' AWP
Hy pophyss
antérieurs
Hypophyse
prastErieurs

ACTH AP

Figure 10. Illustration schématique des voies de sécrétion de la vasopressine et du CRH
par le noyau paraventriculaire. Les neurones magnocellulaires du PVN etduno yau
supraoptique délivrent la vasopressine dans la circulation générale via I’hypophyse postérieure.
Tandis que les neurone s parvocellulaires secrétent le CRH et la vasopressine dans le systéme
porte, ce qui va stimuler la libération ant¢hypophysaire de I’ACTH (Nicolet-Barousse et al.,

2001).
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3.3.2 Noyau rétrochiasmatique

Le noyau rétrochiasmatique (RCA)estsitu¢ dans la partie la plus ventraled e
I’hypothalamus, sous le 3™ ventricule et caudalement au noyau suprachiasmatique (Figure 11).

Chez le rat, le R CA recoit des projections de la rétine (Johnson et al., 1988), du noyau
parabrachial (Bester etal., 1997), suprachiasmatique (Watts etal., 1 987), ventro-médian
hypothalamique, de la substance noire, et du no yau paratrigéminal (Pasquier and Tramezzani,
1979; Watts etal., 1987; ] ohnson et al., 1988). Chez la chevre, il r ecoit des projections du
latéral septum, des no yaux dulit de la strie terminale, du thalamus, du PVN, du SON, de
I’amygdale, de I’hippo campe etdu PB . Le RCA recoit une dens e distribution de fibres
noradrénergiques issues des no yaux Al, A2, A6/ 7, ainsi qu'une faible de nsité¢ de projections
dopaminergiques et sérotoninergiques issues de 1’ aire périventriculaire de 1’hypothalamus et du
raphé dorsal respectivement (Tillet et al., 2000).

Le RCA envoie des proj ections denses vers le noyau paraventriculaire, I'hypothalamus
latéral, le no yau ventromédian de I'hypothalamus, la substan ce grise périaqueducale, et le
noyau de Barrington. Il projette aussi de facon moins dense vers le septum, le thalamus dorsal,
le noyau solitaire, le noyau moteur dorsal du nerf vague, la moelle épinicre, et plusieurs sites
hypothalamiques, y compris l'aire préoptique, le noyau arqué, I’hypothalamus antérieur, et 1 e
noyau arqué (Ribeiro-Barbosa et al., 1999).

Le RCH est impliqué chez le rat dans I’¢laboration de certains comportements comme
I’agressivité, la défense, la prise alimentaire, la régulation osmotique, thermique et cardiaque
(Pirnik and Kiss, 2005; Skibicka and Grill, 20 09). Ce noyau est aussi impliqué dans la
régulation de la reproduction annuelle sensible a la photopériode (jour long/court) en controlant
la sécrétion saisonni¢re de la LH (luteinizing hormone) (Havern et al., 1991). Le RCH joue
enfin un role majeur dans la régulation du rythme chronobiologique en contrdlant la production
de la mélatonine par la glande pinéale (Cipolla-Neto et al., 1999).

La mélatonine, indolamine endog ¢ne, est produite principalement parla g lande
pinéale ; elle est impliquée dans le contréle du rythme chronobiologique; elle possede
également desp ropriétés anxiolytiques, sédatives etantiox ydantes. Des donné es
expérimentales et cliniques ont attribué récemment un réle analgésique a la mélatonine. Chez
I’animal, des injections de mé latonine locale ou systémique induisent un effet anti-noci ceptif
dose-dépendant lors de stimulations nociceptives thermique, électrique, chimique et mécanique
(Yu etal., 2000; Pan g et al., 2001; Na guib et al., 2003; Noseda et al., 2004; Li et al., 2005 ;
Mantovani et al., 2006). Des études cliniques montrent également le potentiel analgésique de

la mélatonine chez les patients souffrant de douleurs chroniques comme la fibrom yalgie, le
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syndrome du cdlon irritable et la migraine. Ainsi, une perturbation des taux plasmatiques et
urinaires de la mélatonine a été rapportée chez les patients fibromyalgiques. Le traitement a la
mélatonine améliore la qualité de la vie chez ces patients en réduisant la douleur et les
symptomes d’anxiété et de dépression et en améliorant la qualité du sommeil (Wikner et al.,
1998; Hussain etal.,2 011). Deux études cliniques réalisées chez les patients souffrant du
symptdme du cdlon irritable rapportent une réduction de la douleur rectale et abdominale suite
a un traitement oral a la mélatonine (Lu et al., 2005; Song et al., 2005). Une perturbation de la
sécrétion de la mélatonine a été rapportée également chez les migraineux chez qui la prise de
mélatonine réduit la douleur pulsatile. Un tra itement préventif a la mélatonine réduit la
fréquence, I’intensité et la durée de la douleur (Brun et al., 1995; Claustrat et al., 1997; Peres et

al., 2004; Masruha et al., 2008).

@ 3V 0
“ RCA '

Figure 11. Marquage immunofluorescentde!l’ o-MSH dans une coupe coron ale
hypothalamique montrant ’aire rétrochiasmatique (RCA).3V : troisiéme ventricule. opt :
faisceau optique, fx : fornix. Barre échelle = 100pum.
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Parmi les neurones du RCH, il e xiste différent phénotypes neurochimiques: des
neurones POMC, o-MSH et TH immunopositifs (Koylu et al., 1997; Elias et al., 1998; Tillet et
al., 2000). 11 existe aussi des neurones synthétisant le peptide CART (cocaine and amphétamine

regulated transcript).

3.3.2.1 Peptide CART

Le peptide CART est d istribué de fagon diffuse dans les ré gions hypothalamiques et
extra-hypothalamiques du cerveau, dans la moelle épiniére et la glande pituitaire (Koylu et al.,
1997; Koylu et al., 1998). Ce peptide est impliqu ¢ dans la prise alimentaire, la récompense, le
stress, la dépression ainsi que la régulation du systéme autonome et endocrinien (Kuhar et al.,
2000). 11 a été r écemment détecté dans les afférences primaires peptidergiques det ype C
(Ohsawa et al., 2000; Kozsurek et al., 2007), suggérant ainsi une év entuelle implication dans la
nociception. L’injection intrathécale du peptide CART induit un effet anti-nociceptif face a une
stimulation thermique nociceptive (test de la plaque chaude), dans une douleur tonique aigue
(test au form ol) ouin flammatoire (carragénine intra-plantaire); et réduit I’hyperalgésie
thermique et I’allod ynie mécanique chez des souris neuropathiques (O hsawa et al., 2000;

Damaj et al., 2003; Damaj et al., 2006).

3.3.2.2 Alpha-Melanocyte stimulating hormone (a-MSH)

Les mélanocortines sont une famille de peptides endogenes générés par un c livage
enzymatique d’un précurseur commun le pro opiomélanocortine (POMC). Les principaux
membres de la famille mélanocortine sont a, B, y MSH (melanocyte stimulating hormone) et
ACTH (adrenocorticotropic hormone). Les mélanocortines exercent leurs actions via cing sous-
types de récepteurs les MCl1, 2, 3, 4, 5. Les récepteurs mélanocortines MC1, MC2 et MC5 sont
principalement exprimés dans les tissus périphériques, alors que les récepteurs MC3 et MC4
sont principalement limités au systéme nerveux central. L’AgRP (Agouti related protein) est un
antagoniste endogéne qui sel ie préférentiellement aux récepteurs MCI1 (principalement
exprimés au niveau de la peau), MC3 et MC4 (Dinulescu and Cone, 2000; Cone, 2006).

Le récepteur MC3 a une distribution limitée dans le cerveau, il se trouve principalement
dans I’hypothalamus, le thalamus, le tronc cérébral et le cortex. Comparée ac elle des
récepteurs MC3, 1es récepteurs MC4 ont une distribution plus diffuse dansle cerveau
(Mountjoy et al., 1994; Adan and Gispen, 1997; W ikberg, 1999). En outre, le MC4 est le seul

sous-type a étre exprimée dans la moelle épinieére (Mountjoy et al., 1994). Des études de
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marquage radioactif avec un analogue de I’a-MSH dans la moelle montrent que les récepteurs
MC4 sont exprimés de facon abondante dans les couches superficilles I, II, et X (van der et al.,
1999).

Les mélanocortines sont impliqués dans la régulation de plusieurs fonctions
physiologiques, tant au niveau central que périphérique. Ils sont impliqués dans la pigmentation
de la peau, la prise alimentaire, régulation de la consommation énergétique, de la température
corporelle, de la pr ession sanguine et du comportement sexuel (Adan and Gispen, 2000).
L'administration centrale de a-MSH induit un ¢ tat d’anxiété¢ et de dépression, aug mente le
baillement, favorise I’apprentissage, et supprime la prise alimentaire (Bertolini and Gessa,

1981; Zhao et al., 1995; Fan et al., 1997).

a) Implication des mélanocortines dans la douleur

L’implication des mélanocortines dans la nociception a été suggéré au début des années
70, montrant que I' administration centrale d'a-MSH et d’ACTH provoque une h yperalgésie
chez différents modéeles animaux (Bertolini et al., 1979; Sandman and Kastin, 1981; Williams,
Jr. et al., 1986) et invers ¢ les effets analgésiques de la morphine et de la B-endorphine (Gispen
et al., 1976; Wiegant et al., 1977; Smock and Fields, 1981). L’administration centrale de 0,1-10
mg d'alpha-MSH induit une hyperalgésie chez les rats sur le te st du retrait de la queue
(Sandman and Kastin, 1981). Des résultats similaires ont été obtenus avec une administration
intracérébroventriculaire d’ACTH (Bertolini et al., 1979). Chez le hérisson, des doses élev ées
d'ACTH produisent également une hyperalgésie (Sollertinskaya, 1997). Des doses plus faibles
d’ACTH (0.5 et 1,0 pg) causent une hyperalgésie chez le la pin lors d’un test nociceptif
thermique (Williams, Jr. et al., 1986). L’administration intrathécale d’una goniste des
récepteurs MC3/MC4 provoque une au gmentation des réponses nociceptives induites par une
injection de formol intra-plantaire chez la souris (Bellasio et al., 2003).

Cependant, quelques études attribuent un e ffet anti-nociceptif aux mélanocortines.
Ohkubo et ses collaborateurs (Ohkubo et al., 1985) ont montré que 1'administration centrale
d'a-MSH (0,1-10 pg) chez la souris induit un e analgésie sur le test thermique de la plaque
chaude. Walker et ses collaborateurs rapportent le méme effet suite a des microinjections d’a-
MSH dans la PAG (Walker et al., 1981).

Plus récemment, une étude a montré que I’injection intrathécale de SHU9119
(antagoniste des récepteurs aux mélanocortines) réduisait 1’allodynie aux stimuli thermiques et

mécaniques chez le rat neuropathique (Vrinten et al., 2001). Cet effet spinal est médié p ar les
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récepteurs MC4 ; étant donné que seul ’agoniste sélectif aux récepteurs MC4 peut moduler

I’allodynie (Vrinten et al., 2001).

3.3.3 L’aire latérale et périfornicale de I’hypothalamus

L’aire latérale et périfornicale de I’hypothalamus jouentunrdle important dans la
régulation de la prise alimentaire et du cycle sommeil/éveil, ainsi que dans ’addiction et la
récompense. Ils ont ét¢ impliqués plus récemment dans la modulation d e la nociception. Une
stimulation électrique de 1I’hypothalamus latéral induit un effet anti-nociceptif en augmentant le
seuil duretraitde] a patte évoqué par un stimulus thermi que et enr éduisant les réponses
nociceptives induites par 1’injection intraplantaire de formol (Lopez et al., 1991; F ranco and
Prado, 1996). Une stimulation ¢lectrique nociceptive de la pulpe dentaire ou de la patte ou une
inflammation par la carragénine active les neurones de I’aire latérale de I’hypothalamus

(Morita et al., 1977, Hamba et al., 1990; Watanabe et al., 2005).

Différents phénotypes neurochimiques se trouvent dans 1’aire latérale de I’hypothalamus
comme ’orexine A et B, la galanine, la substance P, le MCH (melanin-concentrating hormone)
et ’a-MSH (alpha-melanocyte stimulating hormone). Ces neuromédiateurs sont synthétisés par
des neurones innervant directement la moelle épiniere (Cechetto and Saper, 1988; van den Pol,
1999; Swanson et al., 2005). Nous développerons plus particulierement 1’orexine A et B, deux
phénotypes neurochimiques de [I’hypothalamus latéral, impliqués dans les controles

descendants de la douleur.

3.3.3.1 Orexine A et Orexine B

L’orexine A et B sont deux neuropeptides exprimés exclusivement par les neurones de
I’aire latérale et périfornicale de I’hypothalamus (De Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998) .
Chez les mammiferes, [’orexine A est formé de 33 acides aminés liés par d eux ponts de
disulfure tandis que 1’orexine B est formé d’une chaine linéaire de 28 acides aminés. Ils
présentent une forte homologie surtout dans la partie C-terminale. Les orexines A et B dérivent
d’un méme précurseur la prépro-orexine apreés un clivage protéolytique. Cette de rnicre est
formée de 130 acides aminés et codée par un geéne unique situé sur le chr omosomel7qg21 chez

['homme.
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a) Projections vers le systéme nerveux central
Les neurones orexinergiques se projettent sur différentes structures du cerveau comme
le septum, le PVN, le t halamus, et I’ aire parabrachiale (Figure 12). Les projections les plus
denses ont été obs ervées auniveau duraph ¢ dorsal, dulocus co eruleus, et duno yau
tuberomammillaire (Peyron et al., 1998).
Les neurones orexinergiques projettent également sur la totalité de la moelle épiniere,
leurs fibres sont concentrées au niveau des couches I, X et aux alentours du canal central de la

moelle (van den Pol, 1999; Date et al., 2000).
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Figure 12. Représentation schématique des projections orexinergiques issues de
I’hypothalamus latéral dans le systéme nerveux central. LC : locus coeruleus, TMN : noyau
tuberomammillaire, 3V : troisieéme ventricule. (d’aprés Sakurai, 2005).

b) Les récepteurs aux orexines
Les orexines A et B se fixent respectivement sur les récepteurs de type orexine 1 (OX1)
et les récepteurs de type 2 (OX2). Ces récepteurs présentent 64% d’homologie. Les récepteurs
OX1 présentent deux fois plus d’affinité pour 1’orexine A, tandis que les récepteurs OX2 ont la
méme affinité pour I’o rexine A etB (Sakurai etal, 1998). Les récepteurs OX1 sont
exclusivement couplés a la sous classe Gq de la protéine G hétérotrimerique, les récepteurs

0OX2 sont couplés a la p rotéine Gi/0 et q (Fig ure 13). Ces récepteurs sont distribués de facon
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diffuse au niveau du cerveau et de la moelle épiniere (Greco and Shiromani, 2001; Hervieu et
al., 2001). Une dense expression de ces récepteurs a été observée au niveau du cortex cérébral,
des ganglions de la base, de I’aire tegmentale ventrale, de I’hippocampe, de I’hypothalamus, du
thalamus, du raph¢ dorsal et médian, du locus coeruleus, et de la PAG. Trivedi et ses collab.
ont montré une distribution dis tincte entre les récepteurs OX1 et OX2 : les OXI1 sont plus
abondant au niveau du 1 ocus coeruleus et du raphé dorsal tandis que les récept eurs OX2 sont

fortement exprimés au niveau du cortex et du PVN (Trivedi et al., 1998).

Prepro-orexin

signal sequence GKR GRR
[ | |- | ]

m Orexin A Orexin B

Figure 13. Spécificité d’action des oréxines sur les récepteurs OX1 et O X2. Clivage
protéolytique de la prépro-orexine en orexine A et B ; Les récepteurs OX 1 et 2 sont couplés a
une protéine G (Tsujino and Sakurai, 2009).

¢) Roéle de I’orexine dans le systéeme nerveux central
Les orexines jouent un rdle important dans la régulation du cycle sommeil/éveil. Chez
le rat, une injection intraventriculaire d’orexine supprime le sommeil et active 1’état d’éveil.
Une augmentation de 1’expression de Fos dans les neurones orexinergiques ainsi que le taux
d’orexine dans le liquid e céphalorachidien ont été rapporté es pendant la période nocturn e

active chez le rat (Hagan etal., 1999; Es tabrooke et al., 2001; Yoshida et al., 2001). Une
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altération des taux d’orexine dans le liquide céphalorachid ien a été également rapportée chez
90% des patients narcoleptiques (Mignot et al., 2002). Chez le modéle animal, une mutation du
récepteur OX2 ou une altération de I’expression du précurseur prépro-orexine induit les mémes
symptomes que ceux observés chez les patients narcoleptiques (Chemelli et al., 1999; Willie et
al., 2003). Des injections d’orexine A améliorent 1’état d’éveil, inhibe les crises cataleptiques et
suppriment le sommeil chez un modéle de souris narcoleptique (Mieda et al., 2004).

Les orexines contrdlent la prise alimentaire. Des injections intracérébroventriculaires
d’orexine A ou B chez le rat augmentent fortement la consommation alimentaire (Sakurai et al.,
1998). Egalement, une augmentation du taux d’ARNm de I’orexine a ét¢ montrée chez des rats
privés de nourriture pendant 48 heures.

Les orexines sont impliquées dans les phénom ¢nes de récompense et d’addiction. Les
neurones orexinergiques projettent sur des no yaux connus pour leur implication dans la
récompense comme la VTA et le noyau accumbens (Fadel and Deutch, 2002). Harris et Aston-
Jones ont montré une augmentation de I’ex pression de Fos dans les neurones orexinergiques
chez des rats conditionnés a recevoir une récompense a la nourriture, la cocaine et la morphine
(Harris et al., 2005). De plus, les patients na rcoleptiques sous tra itement d’amphétamine
développent rarement une addiction a ce traitement (AKIMOTO et al., 1960; Guilleminault et
al., 1974; Nishino and Mignot, 1997). De méme, les souris d éficientes en orexine développe

rarement un état addictif a la morphine (Georgescu et al., 2003).

d) Orexine : dichotomie anatomo-fonctionnelle

Harris et Aston-jones attribuent une dichotomie anatomo-fonctionnelle aux orexines.
Les neurones orexinergiques de I” hypothalamus latéral sont impli qués dans 1’addiction et la
récompense, tandis que ceux de ’aire périforniacle contrélent le ¢ ycle sommeil/éveil et le
stress. En effet, une augmentation de I’expression de Fos dans les neurones orexinergiques de
’aire périfornicale a été rapportée chez des rats a yant subi divers types de stress comme un
choc électrique au niveau de la patte, un stress induit par le froid, la peur ou I’'immobilisation
(Sakamoto et al., 2004; Winsky-Sommerer et al., 2004; Harris and Aston-Jones, 2006; Furlong
et al., 2009). Ces neuron es sont activés ¢ galement pendant le cycle d’éveil (Estabrooke et al.,
2001). Cependant les neur ones orexinergiques de I’hypothalamus latéral sont spécifiquement
activés chez desrats conditionnés aassoci er un lieu a une récom  pense. Suite a des
microinjections du polypeptide pancréatique (un stimulateur des neurones orexinergiques) dans
I’hypothalamus latéral, les rats montrent une préférence vers des environnements associés a

une récompense a la morphine (Harris et al., 2005).
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e¢) Implication des orexines dans la douleur

L’effet anti-nociceptif de ’orexine A a été d écrit pour la premicre fois par Bingham et
ses collaborateurs en 2001. Des injections d’orexine A (par voies intracérébroventriculaire ou
intraveineuse) chez la souris réduisent fortement la réponse nocic eptive évoquée par un
stimulus nociceptif thermique, viscéral ou inflammatoire (Bingham et al., 2001).

Des données contradictoires sur I’e fficacité anti-nociceptive de ’orexine B ont été
abordées dans la littérature. Cheng et ses collaborateurs montrent que les injections
intrathécales d’orexine A ou B réduisent I’allo dynie chez le rat dans un modé¢le de douleur
postopératoire (Cheng et al., 2003). Tandis que, Yamamoto et se s collaborateurs rapportent un
effet anti-nociceptif spécifique a I’orexine A. Une injection intrathécale d’orexine A ré duit
fortement 1’hyperalgésie induite par le form ol et ’allod ynie dans un mode¢le de douleu r
neuropathique. Aucun e ffet n’a ét & observé suite a des 1 njections intrathécales d’orexine B
(Yamamoto et al., 2002 ). Pour M obarakeh et ses collabarateurs, I’effet anti-nociceptif induit
par 'orexine A est bien supérieure a celui de I’orexine B induit par des stimuli nociceptifs
thermique, mécanique, et chimique chez la souris (Mobarakeh et al., 2005).

L’effet antinocicepif de I’orexine A met en jeu la voie de la PAG. Les fibres ainsi que
les récepteurs orexinergiques sont distribués de facon dense au niveau de cette structure. De
plus, les microinjections locales d’orexine A ré duisent I’hyperalgésie induite par le formol

(Azhdari et al., 2011).

f) Role de ’orexine dans I’analgésie induite par un stress aigu

Les neurones orexinergiques sont activés par un stress aigu. Une immobilisation ou un
choc électrique chez la souris augmente 1’expression de Fos dans les neurones orex inergiques
(Winsky-Sommerer et al., 2004). Re yes et ses collaborateurs rapportent également une
augmentation de ’ARN m de I’orexine suite a un stress aigu induit par une immobilisa tion
(Reyes et al., 2003).

L’orexine joue un réle dans 1’analgésie induite par un stress. En effet, un stress induit
par un choc €lectrique ou par immobilisation augmente la latence du retrait de la patte ou la
queue évoquée par un stimulus thermique nociceptif. Cet effet analgésique est réduit chez la
souris déficiente en o rexines (souris KO prép ro-orexine out ransgénique orexine/ataxine)
(Watanabe et al.,200 5; Xie et al, 2008). Ceciest réversible par des injections

intracérébroventriculaire d’orexine A (Xie et al., 2008).
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3.3.4 Hypothalamus postérieur dorsal : Noyau Al1

La voie des cendante issue de lapartie pos térieure dorsalevers la moelle provient
essentiellement du noyau hypothalamique A11 (Skagerberg et al., 1982; Cechetto and Saper,
1988). Bien que comprenant d’autres phénotypes neurochimiques (ex CGRP), le noyau A1l est

considéré comme un noyau a neurones dopaminergiques.

3.3.4.1 Dopamine

La dopamine appartient a la famille des catécholamines, elle est synthétisée a partir de
la tyrosine grace a une s uccession de réactions enzymatiques. La tyrosine est transformée en
premier temps par la tyrosine hydroxylase en dihydroxyphénylalanine (DOPA), qui est a so n

tour décarboxylisée en dopamine par la dopa décarboxylase (Vallone et al., 2000).

a) Distribution des noyaux dopaminergiques

Les corps cellulaires dopaminergiques sont principalement distribués dans 3 zones : la
substance noire compacta (A9), I’aire retrorubrale (A8), et l'aire tegmentale ventrale (VTA).
Les zones A8-A9 innervent le striatum dorsal (n oyau caudé et putamen), formant ainsi la voie
nigro-striée, alors que la VTA innerve le cortex frontal, formant la voie mésocorticale (Figure
14). La VTA innerve également le striatum ventral (noyau accumbens) formant la voie
mésolimbique (Vallone et al., 2000).

D'autres groupes de c ellules dopaminergiques sont situés dans 1' hypothalamus. Les
neurones dopaminergiques des noyaux périventriculaire (A14), et arqué (A12) forment la voie
tubéro-infundibulaire qui innerve 1'éminence médiane de I'hypothalamus ainsi que le s ystéme
porte hypophysaire. Enfin, les neurones dopaminergiques du noyau All innervent la moelle
épiniere (Skagerberg et Lindvall 1985, Qu et al., 2006). IIs constituent la principale source de
dopamine dans la moelle épinicre. Les neurones dopaminergiques du noyau All envoient des
projections principalement ipsilatérales vers la moelle épiniere et un faible contingent de
projections sur le coté controlatéral (Skagerberg and Lindvall, 1985; Qu et al., 2006; Barraud et
al., 2010). Les fibres dopaminergiques sont localisées de facon diffuse au niveau de la corne
dorsale dela moelle épiniere chez différentes espéces comme le rat, le singe et le chat
(Skagerberg et al., 1982b; Holstege et al., 1996).

D’un point de vue morphologique, les corps cellulaires dopaminergiques du noyau All
différent de ceux des autres no yaux diencéphaliques. Les corps cellulaires des neu rones

dopaminergiques du noy au All ont une forme multipolaire ou triangulaire de grande taille,
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tandis que ceux des noyaux A12, 13 et 14 ont une forme ovale de petite taille et sont distribués

de facon dense (Skagerberg and Lindvall, 1985; Qu et al., 2006).
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Figure 14. Distribution des noyaux dopam inergiques dans le syst¢éme nerveux ¢ entral.
EC : Cortex entorhinal, LC : locus coeruleus, LPN : noyau parabrachial latéral, LS : latéral
septum, NA : noyau accumbens, olfT : tubercule olfactif, PAG : substance grise périaqueducale,
PC : cortex pyriforme, RMN : noyau raphé magnus, STN : noyau trigéminal. (d’aprés Akerman
and Goadsby, 2007).
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b) Récepteurs dopaminergiques

La dopamine exerce son action viad es récepteurs transmembranaires couplésa la
protéine G. Cinq récepteurs dopaminergiques ont été isolés, caractérisés et subdivisés en deux
sous-familles, les D1-D2 like, sur la base de leurs propriétés biochimiques et pharmacologiques.
La sous-famille DI1-like comprend les récepteurs DI1-D5, tandis que celle des D2-like
comprend les récepteurs D2, D3 et D4 (Vallone et al., 2000).

Les récepteurs D1 sont majoritairement exprimés dans le noyau accumbens, I’amygdale,
le cortex cérébral, le tubercule olfactif, le noyau sous thalamique et le striatum. Les récepteurs
D5 sont exprimés de fagon restreinte dans 1’hippocampe, le thalamus et le noyau mamillaire
latéral. Les récepteurs D2 sont distribués de fagon diffuse dansle cerveau surtout dans le
striatum, 1’aire tegmentale ventrale, la substance noire, le no yau accumbens et le tuber cule

olfactif (Jackson and Westlind-Danielsson, 1994).

¢) Roéle de la dopamine dans la douleur
Un grand nombre d’études cliniques et expérimentales rapporte 1’implication du
systetme dopaminergique dans la noci ception. Nous savons par exemple qu’une injection
intraplantaire de carragénine chez le rat augmente les taux de la dopamine ou de son métabolite
I’acide homovanillique dans le striatum, la PAG et la corne dorsale de la moelle épiniere (Gao
et al., 2001b). Nous décrirons par la suite le role de la dopamine dans la nociception au niveau

de structures comme les noyaux de la base, le cortex, la PAG et le noyau A1l.

Au niveau des noyaux de la base, les études chez I’animal montrent que les neurones de
la substance noire et du striatum répondent aux stimuli nociceptifs thermique, mécanique et
¢lectrique (Barasi, 1979; Pay and Barasi, 1982; Gao et al., 1990; Bernard et al., 1992; Chudler
et al., 1993; Chudler, 1 998). Des ¢études d’imag erie ont montré 1’activ ation du striatum par
différents types de stimulations douloureuses (Casey et al., 1996; Svensson et al., 1997).

Les injections de I’a goniste non sélectif ’apomorphine ou sélectif le quinpirole des
récepteurs D2 dans le striatum dorsolatéral induit un effet analgésique sur le test au fo rmol.
Cependant, les microinj ections des a gonistes ou antagonistes des ré cepteurs D1 dans le
striatum n’ont aucun eff et sur la douleur toni que (Magnusson and Fisher, 2000; Taylor et al.,
2003). Une lésion des neurones dopa minergiques du striatum (par des microinjections de 6-
hydroxydopamine) diminue la latence de retrait de la patte induite par des stimuli nociceptifs

thermique ou mécanique (Saade et al., 1997).
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Dans le cas du no yau accumbens, nous savons qu’il recoit de la mo elle épinicre des
projections directes et envoie des efférences vers des structures connues pour leur implication
dans la modulation de la nociception comme ’amygdale et le pallidum ventral (Burstein and
Giesler, Jr., 1989; Heimer et al., 1991; Zubieta et al., 2002). Des analyses d’imagerie médicale
(fMRI) révelent une m odification de | ’activité du noyau accumbens suite a une st imulation
nociceptive thermique (Becerra et al., 2001). Chez le rat, une stimulation nociceptive comme
une injection intra-plantaire de capsaicine ou un pincement de la queue induit une libération de
la dopamine dans le noy au accumbens (Rouge-Pont et al., 1993; Schmidt et al., 2002). P ar
ailleurs, des microinjections bilatérales de I’agoniste des récepteurs D2 le quinpirole dans le
noyau accumbens réduit la réponse nocic eptive induite par une injection de formol intra-
plantaire chez le rat. Cet effet analgésique induit par le quinpirole est bloqué par un pré -
traitement avec le raclopride (antagoniste des récepteurs D2) (Taylor et al., 2003).

Chez I’homme, Jones et ses collab. montrent qu’une stimulation thermique douloureuse
(46°C) au niveau de la main augmente le flux sanguin dans le putamen et le globus pallidus
(Jones etal, 1991).  Une injection intrad ermale de capsaicine induit également une
augmentation du flux sanguin dans le putamen. Des études cliniques ont montré une corrélation
entre le taux des récepteurs D2 dans le striatum et les seuils des douleurs thermiques chez des
sujets sains. Par exemple, les sujets avec un faible taux de récepteurs D2 présentent des seuils
de douleur ¢élevés pour le froid (Hagelberg et al., 2002). Les récepteurs D2 du striatum son t
¢galement impliqués dans des doul eurs orofaciales. Les patients qui souffrent de stomatodynie
ou de douleur at ypique faciale ont des taux ¢élevés de réc epteurs D2 striatal par rapport aux

sujets sains (Hagelberg et al., 2003a; Hagelberg et al., 2003b).

Comme le montrent certains travaux chez le rat, des régions corticales, comme le cortex
insulaire, le cortex cingulaire antérieur (CCA) et le cortex préfrontal, sont également soumises
a des influen ces dopaminergiques quip euvent moduler la nocic eption. Burkey et ses
collaborateurs ont montré qu’une injection d’un inhibiteur de recapture dopaminergique le
GBR-12935 dans larégion agranulaire du co rtex insulaire entraine une analgésie vis-a-vis
d’une stimulation nocice ptive thermique ou inflammatoire. Des faibles doses de SCH-23390
(antagoniste des récepteurs D1) bloquent 1’e ffet analgésique induit par le GBR-12935 (Burkey
et al., 1999). L’¢équipe de Coffeen montre ¢ galement que les microinjections de SCH-23390 ou
de I’agoniste des r écepteurs D2,1e TNPA, dans le cortex insulaire agranulaire attenue la

douleur dans un modéle de douleur neuropathique (Coffeen et al., 2008).
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Enfin certains travaux montrent qu’une stim ulation ¢lectrique de la V TA inhibe les
neurones du CCA (li¢ a la composante affective et émotionnelle de la douleur) qui répond ent a
des stimuli nociceptifs et bloque le comportement nociceptif (Pirot et al., 1996; Sotres-Bayon
et al., 2001). D e plus, des injections locales de dopamine dans le CCA est capable d’induire

une analgésie dans un modele de neuropathie chronique (Lopez-Avila et al., 2004).

L’activation de la PAG, par des stimulations électriques ou par des microinjections
locales d’agonistes opioidergiques, induit un effet anti-nociceptif (Yaksh et al., 1976; Meyer et
al., 2009). Deux groupes de neurones dop aminergiques ont €té identifi¢ au niveau de la PAG :
des neurones de grande taille localisés dans la partie latérale de la PAG et des neurones de
petite taille localisés principalement dans la partie ventro-latérale de la PAG. Flores et ses
collaborateurs ont montré que la 1ésion des neurones dopaminergiques de la partie latérale de la
PAG réduit ’effet analgésique induit par les opioides lors du test de la plaque chaude. Des
résultats semblables ont été obt enus apres des microinjections intra-PAG d’anta goniste des
récepteurs D1 alors qu’aucun effet n’a été observé suite a des microinjections d’antagoniste des
récepteurs D2 (Flores et al., 2004).

L’administration de 1’ a-flupenthixol (antagoniste dopaminergique) combiné a la
morphine dans la partie ventrale de la PAG réduit I’effet antinociceptif de la morphine mesuré
par le test de la plaque chaude. Cependant, I’injection de 1’a-flupenthixol sans la morphine n’a
aucun effet vis-a-vis d’un stimulus ther mique. Des mic roinjections del’a goniste
dopaminergique 1I’apomorphine dans la PAG ventrale augmente la latence de retrait de la patte
dans le test de la plaque chaude. Cet effet antinociceptif est bloqué exclusivement par des
microinjections de I’ antagoniste des r écepteurs D2 1’¢ ticlopride. Enfin, I’antagoniste des
récepteurs D1 le S CH-23390 microinjecté dans la PAG ne bloque pas 1’effet antinociceptif
induit par la dopamine (Meyer et al., 2009).

d) Contréles dopaminergiques de la nociception au niveau spinal
La voie dopaminergique descendante vers la moelle provient essentiellement du noyau
hypothalamique A11. Elle constitue la principale source de dopamine dans la moelle épiniere.
Les neurones dopaminergiques duno yau All envoient des project ions principalement
ipsilatérales vers la moelle épiniére et un faible contingent de projections surle coté
controlatéral (Skagerberg and Lindvall, 1985; Qu et al., 2006; Barraud et al., 2010). Les fibres

dopaminergiques sont localisées de fagon diffuse au niveau de la corne dorsale de 1a moelle
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épiniere chez différentes espéces comme le rat, le singe et le chat (Skagerberg et al., 1982;
Holstege et al., 1996).

L’effet antinociceptif spinal de la dopamine a été mis en éviden ce par des injections
intrathécales de dop amine. Ces injections augmentent les seuils nociceptifs mécaniques
mesurés par les filaments de Von Frey et induisent un effet anti-nociceptif sur des réponses
évoquées par des stimuli nociceptifs thermiques et chimiques via les récep teurs D2 (Tamae et
al., 2005). Aucun eff et n’a été observ ¢ suite a I” administration des agonistes/antagonistes des
récepteurs D1 (Jensen and Yaksh, 1984; Barasi and Duggal, 1985; Liu et al., 1992). Cependant,
Gao et ses collaborateu rs ont montré un effet an algésique de ’anta goniste des récepteurs D1
dans un c adre de doul eur inflammatoire. En effet, I’injection intrathécale de S CH23390
(antagoniste des récepteurs D1) réduit I’hyperalgésie induite par une injection de carragénine
intra-plantaire (Gao et al., 2001a).

Des résultats similaires ont ét¢ observés dans des études d’ électrophysiologie in vivo.
L’application de la dopa mine ou de RU24213 (ag oniste des récepteurs D2) par iontophorese
dans la corne dorsale de la moelle épiniere inhibe sélectivement la réponse neuronale aux
stimuli nociceptifs cutanés chez le rat et le chat. Cet effet anti-nociceptif de la dopamine est
revers¢ par le sulpiride (antagoniste des récepteurs D2). Aucun effet n’a été observé suite a des
injections de SKF 38393 (agoniste des ré cepteurs DI1) (F leetwood-Walker et al., 1988).
L’application de la dopamine au niveau spinal inhibe les neurones de la substance gélatineuse
de la moelle en induisant un courant sortant ou une hyperpolarisation. Cette inhibition met en
jeu des récepteurs D2 couplés a la protéine G en activant les canaux potassiques (Taniguchi et
al., 2011).

En qui concerne 1’origine hypothalamique des effets antinociceptifs dopaminergique,
certains travaux ont pu montrer 1I’implication du noyau Al1. En effet, la stimulation électrique
du noyau A1l mime les effets i nduits par I’application de la dopamine, effet qui est renvers ¢
par des injections spinales de sulpiride (Fleetwood-Walker et al., 1988). De plus, la stimulation
¢lectrique du noyau All entraine ’hyperpolarisation des neurones de la substance gélatineuse
de la moelle, effet renversé par I’administration de sulpiride (antagoniste des récepteurs D2)
(Tamae et al., 2005; Taniguchi et al., 2011).

Enfin, Wei et ses collaborateurs ont testé 1’ effet de la modulation ph armacologique du
noyau All sur’allod ynie chez des rats neur opathiques. Les microinjections de quinpirole
(agoniste D2) dansle noyau All réduit 1’allodynie chez les rats neu ropathiques. L’effet
analgésique du quinpirole est renversé par un p ré-traitement du noyau All avec le raclopride

(antagoniste des récepteurs D2) et par la bicuculline (antagoniste des récepteurs GABA A). Le
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muscimol, agoniste des récepteurs GABA A, injecté dansle noyau All réduit également
I’allodynie chez des rats neurophatiques (Wei et al., 2009).
En résumé, le noyau A1l exerce un contrdle antinociceptif dopaminergique au niveau

des neurones des couches superficielles de la moelle via la mise en jeu des récepteurs D2.

3.3.4.2 Dopamine et douleurs chez ’homme
Le dysfonctionnement du systétme dopaminergique a été¢ également impliqué dans un
certain nombre de pathologies douloureuses telles que la fibromyalgie, le syndrome des jambes

sans repos, la maladie de Parkinson et la migraine.

a) La Fibromyalgie

La fibromyalgie est car actérisée par des douleurs chroniques diffuses a différente s
parties du corps qui touchent 2% de population, prin cipalement les femmes. Ce trouble est
souvent associée a une variété d'autres symptomes notamment la fatigue chronique, la raideur
musculaire et les troubles affectifs. Des analyses d’imagerie (TEP) montrent une diminution de
I’activité dela dopa-décarboxylase chez ces p atients dans plusieurs s tructures cérébrales
connues pour | eur implication dans la modulat ion de la doul eur comme le thalamus, le
mésencéphale, I’insula, le cortex cingulaire antérieur et I’hippocampe (Wood et al., 2007). Une
stimulation douloureuse induite par une injection d’une solution hypotonique dans le muscle
antérieur du tibia augmente la libération de la dopamine dans les ganglions de la base chez des
sujets sains. Cette libération de dopamine est corrélée a I’intensité de la douleur percue chez les
sujets sains. A l'inverse, aucune corrélation significative n’a été démontrée chez des patients
atteints de fibrom yalgie, suggérant ainsi une perturbation des cont roles dopaminergiques.
Contrairement aux sujets sains, Les patients atte ints de fibromyalgie présentent une réponse

anormale de dopamine a la stimulation douloureuse (Wood et al., 2007).

b) Syndrome des jambes sans repos
Cette pathologie est caractérisée par une sensation désagréabl e et un besoin irrésistible
de bouger les membres inférieurs surtout dans des périodes de repos ou de sommeil. Il est a
noter que 30% des patie nts qui souffrent de fibromyalgie développent le syndrome des jambes
sans repos (Yunus and Aldag, 1996). Un déficit du systéme dopaminergique serait responsable
de la patholo gie des j ambes sans repos. D es analyses d’imagerie (T.E.P) ont montré une
hypoactivité dopaminergique chez ces patients (Cervenka et al., 2006). Stiansky-kostler et ses

collaborateurs rapportent une h yperalgésie mécanique statique chez les patients souffrant du

53



syndrome de j ambes sans repos qui p eut €tre réduit par un traitement a base d’ agonistes
dopaminergiques (Stiasny-Kolster et al., 2004).

Le noyau Al1 pourrait étre impliqué dans cette p athologie. Chez le rongeur par exemple, une
l1ésion a la 6-hydroxydopamine du noyau A1l mime les symptomes des jambes sans repos. Les
rats 1ésés souffrent d’une réduction du temps de sommeil, d’une latence ¢élevée a s’endormir, et
des séquences répétées de mouvements verticaux (se mettre debout) (Ondo et al., 2000; Zhao et

al., 2007).

¢) La maladie de Parkinson

Outre les troubles post uraux moteurs des patient parkinsoniens, 40% d’entre eux
souffrent de différents types de douleur comme des douleurs m usculo-squelettiques,
dystoniques, radiculaires, orales et g énitales (Goetz etal., 1986; Ford et al., 1996). Une
diminution des seuils no ciceptifs thermiques a été rapportée chez les patients parkinsoniens
(Djaldetti et al., 2004). Ces seuils sont réduits pendant la période du s evrage au Lévodopa
(agoniste dopaminergique, utilis¢ comme unt raitement dans le cadre de la maladie de
parkinson), et augmentent apres la prise de ce traitement (Slaoui et al., 2007). Le traitement au
lévodoppa augmente également les seuils nociceptifs du reflex de flexion (RIII), réduits chez
les patients parkinsoniens (Gerdelat-Mas et al., 2007).

Des symptdmes de brilure buccale se manifestent chez les patients parkinsoniens (Ford
et al., 1996), il s> agit d’une douleur orofaciale chronique caractérisée par une s ensation de
bralure et d’assechement buccale ainsi qu’une perturbation du gott. Ces symptomes sont li€s a
une dérégulation du systéme dopaminergique, les études d’imagerie montrent une altération de
la recapture de la DOPA et un bas ratio de récepteurs D1/D2 dans le putamen chez ces patients

(Jaaskelainen et al., 2001; Hagelberg et al., 2003b).

4. Les objectifs

Notre travail a pour objectif d’¢tudier  le rdle des cont roles descendants
hypothalamiques dans la nociception trigéminale. Dans la premiére partie, nous caractériserons
I’origine et I’organisation des voies descendantes hypothalamiques sur le no yau spinal caudal
du trijumeau (Sp5C). Dans la deuxieme et derniere partie de ce manuscrit, nous anal yserons,
respectivement, 1’influence des s ystémes hypothalamiques descendants dopaminergique et

orexinergique sur la nociception trigéminale.
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4.1 Organisation des controles descendants hypothalamiques sur le complexe sensitif du
trijumeau

Des données de la littérature rapportent 1’implication de I’hypothalamus dans la douleur
céphalique Chez I’homme et 1’animal (Alstadhaug, 2009).

Nous savons que I’hypothalamus recoit des projections directes du complexe sensitif du
trijumeau (Iwata et al., 1 992; Newman et al., 199 6; Malick and Burstein, 1998; Malick et al.,
2000). Chez I’animal, des études électroph ysiologiques (Shigenaga et al., 1973; Morita et al.,
1977; Hamba et al., 199 0) ou d’expression de Fos (marqueur d’activité) (Malick et al., 2001;
Ter Horst et al., 2001; Benjamin et al., 2004) m ontent une activation de 1’hypothalamus suite a
une excitation du complexe sensitif du trijumeau. Une stimulation du sinus sagittal chez le chat
par exemple augmente 1’expression de Fos dans les noyaux supraoptiques et postérieure de
I’hypothalamus (Benjamin et al., 2004). Cependant, la stimulation de la d ure-mére chez le rat
augmente ’expression de Fos dans le noyau ventromédian de I’hypothalamus (Malick et al.,
2001). Une injection in tracisternale de capsaicine chez ler at active également certaines
structures hypothalamiques (Ter Horstetal ., 2001). Les analyses é¢lectrophysiologiques
montrent une activation de 1’h ypothalamus latéral en réponse a une stimulation nociceptive de
la pulpe dentaire chez le rat (Morita et al., 1977; Hamba et al., 1990).

Les études cliniques ont montré ¢ galement 1’implication de 1’hypothalamus dans la
physiopathologie de certaines douleurs céphaliques comme la mi graine et I’ algie vasculaire
faciale. Ene ffet, des symptomes prédictifs; qui laissent sug gérer une déré gulation de
I’hypothalamus ; sont observés 48h avant le décl enchement de la crise de migraine comme une
perturbation du cycle sommeil/éveil et de la prise alimentaire, un changement d’humeur, une
sensation de soif et des problemes urinaires (Giffin et al., 2003). D’autres arguments, suggérant
une implication de I’hypothalamus, sont la rythmicité circadienne des crises, la fluctuation
hormonale chez les femmes corrélés avec la fréquence de cri ses, et une perturbation de
sommeil comme étant un facteur favorisant le déclenchement de la crise. Une dérégulation du
pattern hormonal contr6lé directement ou indirectement par I’hypothalamus a été rapportée par
des analyses endocrinologiques chez les patients souffrant d e migraine chronique ou d’ algie
vasculaire faciale (Leone and Bussone, 1993; Peres et al., 2001). De plus, des études de neuro-
imageries (Tomographie par émission de positons) rapportent une activation de 1’hypothalamus
pendant les crises de mi graine et d’algie vasculaire (May et al., 1998a; D enuelle et al., 2007).
Enfin, la stimulation électrique de haute fréquence de I’hypothalamus postérieure réduit
fortement 1’intensité et 1a fréquence de la douleur chez les patients r ésistants au traitement d e

I’algie vasculaire (Leone et al., 2010).
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Nous avons tout d’abo rd cherché a caractériser, par une approche anatomique chez le
rat, ’origine et ’organisation anatomique des controles h ypothalamiques descendants en

injectant un traceur rétrograde (le fluorogold) dans le Sp5C.

4.2 Organisation du Controle descendant dopaminergique

Le systeme dopaminergique est impliqué dans certaines douleurs céphaliques comme la
migraine (Charbit et al., 2010). En effet, les p atients souffrant de migraine s emblent étre
hypersensibles aux agonistes dopaminergiques quie xacerbent chez eux dess ymptomes
habituellement rencontrés pendant les crises de migraine comme le baillement, la nausée et le
vomissement (Blin et al., 1991; Cerbo et al., 1997). De plus, un polymorphisme des récepteurs
dopaminergiques a été rapporté chez ces patients (Peroutka et al., 1997). Chez le rat, une
injection intracisternale de quinpirole (a goniste des ré cepteurs D2) réduit la répons e
nociceptive induite par une injection orofacial e de formol ou de cap saicine. Tandis qu’une
administration de sulpiride (ant agoniste des récepteurs D2) ré duit 1’effet anti-nociceptif du
quinpirole, et facilite le comportement nociceptif quand il est administré tout seul (Lapirot et al.,
2011). Des données ¢le ctrophysiologiques confirment 1’effet anti-nociceptif des agonistes D2
observé dans les études comportementales (Bergerot et al., 2007; Charbit et al., 2009; Lapirot
et al., 2009). L’administration des agonistes D2 par voie intracisternale réduit sélectivement les
réponses des neuron es médi¢es par les fibres nociceptives de type C induites par une
stimulation nociceptive ¢électrique du champ cutané maxillaire facial chez le rat (Lapirot et al.,
2011). Le noyau All e st une structure clé¢ dan s le contréle dopamine rgique des douleu rs
trigéminales. En e ffet, 1’activation duno yau All inhibe la ré ponse neuronale trigéminale
induite par une stimulation noc iceptive électrique dela dure-mére ou par un pincement
nociceptif de la région ophtalmique chez lerat. L’effet anti-nociceptif observé suite a la
stimulation duno yau All met en jeu les récepteurs D, Un prétraitement al’e ticlopride
(antagoniste des réc epteurs D») renverse I’inhibition de laré ponse neuronale induite par la

stimulation du noyau A11 (Charbit et al., 2009).

En se basant sur ces données, nous avons c aractérisé le phénotype neurochimique du
noyau Al1 chez le rat ainsi que son implication dans la douleur trigéminale. Pour ce faire, nous
avons tout d’abord identifié le phénotype neurochimique des projections du noyau All sur le

complexe sensitif du trijumeau. Nous avons recherché quel phénotype neuronal du noyau All
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pouvait étre activé par une stimulation tonique nociceptive céphalique. Pour cela, nous avons
analysé I’expression de la proteine F os (marqueur d’activation neuronale) au sein du A1l en

réponse a une injection faciale sous cutanée de formol. Pour tester I’implication du noyau All
dans les douleurs trigéminales, nous avons ¢évalué 1’effet de la 1ésion de ce noyau a 1’aide de
microinjections locales d’acide kainique ou de 6-hydroxydopamine sur la durée du grattage

induite par une injection de formol dans la levre supérieure.

4.3 Controle descendant orexinergique

L’implication de I’orexine dans les douleu rs céphaliques s’appuie principalement sur
des arguments indirects suggérés le plus souvent par des études cliniques. En effet, La
prévalence des crises de migraine est augmentée chez les patients narcoleptiques déficients en
orexine et chez les sujets souffrant de surpoids ou d’obésité (Dahmen et al ., 1999; Dahmen et
al., 2003; Peterlin et al., 2010). Une corrélation entre le polymorphisme des récepteurs OX2 et
le risque de développe r la mig raine ou I’al gie vasculaire a été ¢ galement rapportée ch ez
I’homme (Rainero et al., 2004; Baumber et al., 2006; Rainero et al., 2007; Rainero et al., 2011).

Chez I’animal, 1’orexine A aunef fet anti-nociceptif. En ef fet, dans un modele de
douleur trigeminovasculaire, les injections systémiques d’orexine A réduisent la vasodilatation
ainsi que laréponse d es fibres A 6 induites pa r une stimulati on électrique des méninges
(Holland et al., 2005; Holland et al., 2006). La réduction de la vasodilatation, par dif férents
agents comme les antagonistes de CGRP et les triptans, est considéré comme étant un
traitement efficace contre la migraine (Ferrari, 2002 ; williamson et al., 1997). De plus,
I’administration de I’ore xine A dans I’h ypothalamus postérieur diminue 1’activité spontanée
ainsi que les réponses Ad et C des neurones du Sp5C évoqué par des stimulations des méninges
(Bartsch et al., 2004). Aucun effet sur la douleur a été rapporté suite aux injections systémiques
d’orexine B (Holland et al., 2005; Holland et al., 2006). Cet absence d’ effet est peut étre due a
la voie d’administration étant donné que I’orexine B est formé d’une chaine linéaire et donc
plus susceptible a étre dégrader par des peptidases. De plus I’orexine B posséde une demi-vie
plus courte que celle de I’orexine A (Yoshida et al., 2003).

Dans cette derniere partie, nous avons caractérisé le contrdle d escendant orexinergique
sur le SpSC ainsiqu e son implication dans la douleur t rigéminale par des techniques
d’immunohistochimie, d’anatomie et d’¢lectrophysiologie.

Nous avons ainsi analysé I’expression, au niveau hypothalamique, de la proteine Fos en

réponse a une stimulation nociceptive trigéminale (injection de formol dans la lévre supérieure
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chez le rat). Par une technique de double marquage Fluorogold/OrexineA, nous avons cherché
a identifier un ph énotype neurochimique possible des controles d escendants del ’aire
périfornicale et latérale de I’hypothalamus.

Enfin, nous avons cherché a attester de I’existence fonctionnelle d’un controle
hypothalamique orexinergique descendant direct sur la nociception trigéminale. Pour cela, nous
avons analysés les effets d’injections intracisternales de I’orexine A sur les réponses C et A 6
des neurones nociceptifs du noyau spinal du trijumeau induites par une stimulation nociceptive

¢lectrique de leur champ récepteur.
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Chapitre 1 : Organisation des controles descendants

hypothalamiques sur le complexe sensitif du trijumeau
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ABSTRACT

Several lines of evidence suggest thatthe h ypothalamus is involved in trig eminal pain
processing. However, the organization of de scending hypothalamic projections to the
medullary dorsal horn (MDH) remains poorly understood. By using a neuroanatomical tracing
approach, we examined the organization of hypothalamic projections to the MDH.

Microinjections of the retrograde tracer, Fluorogold, into MDH reveal that five h ypothalamic
nuclei project to the MDH: the paraventricular nucleus (PVN), lateral hypothalamic area (LH),
perifornical hypothalamic area (PFX), All nucleus and retrochiasmatic area (RCA). The
density of retrogradely FG-labeled neurons in the hypothalamus varies according to the dorso-
ventral location ofthe MDH inje ction site. There are much more labeled neurons aft er
injections into the ventr olateral part of the MDH (where ophthalmic af ferents project) than
after injections into its dorsomedial or inte rmediate parts (where mandibular and maxillary
afferents, respectively, project). Moreover, descending hypothalamic projections are bilateral
with, nevertheless, a clear ipsilateral predominance for PVN and LH nuclei.

These results delineate the organization of descending hypothalamic projections to the MDH
and suggest that these p rojections are preferentially involved in the processing of menin geal
and cutaneous inputs from the ophthalmic branch of  the trigeminal nerve in rats. Therefor e,
understanding the role o f hypothalamic projection to the MDH is likel y to offer insights into

the neurobiology of headache.

KEYWORDS: hypothalamus, trigeminal, nociception, orofacial pain, headache, rat
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INTRODUCTION

Pain is a complex experience that involves se nsory-discriminative, cognitive-evaluative, and
affective-emotional components. Transmission o f nociceptive messages is thus modulated b y
different central nervous system networks according to the nature o f the painful stimulus and
behavioral state of the individual (for re view, see Millan, 2002). F or instance, descending
pathways from br ainstem and hypothalamus are known to e ither inhibitor fa cilitate
transmission of nociceptive information at the level of the spinal and m edullary dorsal horn
(MDH).

The hypothalamus integrates multiple functions including endocrine and autonomic control,
thermoregulation, sleep, appetite, emotional behavior and arousal, and governs the rhythmicity
and timing of many body functions (for review, see Saper, 2012). Evidence from neuroimaging
studies in man sugg est that h ypothalamus is also a ke y player in noc iceptive processing,
particularly in trig eminal pain syndromes such as mig raine (Denuelle et al., 2007) and
trigeminal autonomic ¢ ephalagias (for review, see Holle etal.,201 1) including cluster
headache (May et al., 1998). This prompted the u se of deep-brain stimulation to modulate this
region in patients with refractory chronic cluster headache (Leone et al., 2001; Schoenen et al.,
2005; Fontaine et al., 2010). Animal studies, u sing electrophysiological recordings inr ats
(Shigenaga et al., 1973; Morita et al., 1977; Hamba et al., 1990) and cats (Rudomin et al.,
1965) or Fos expression as a histochemical marker of neuronal activity (Malick et al., 2001;
Ter Horst et al., 2001; Benjamin et al., 2004 ), suggest that the hypothalamus is a ctivated
following trigeminal stimulation.

It is widely accepted that trigeminal sensory information can reach the hypothalamus via
multisynaptic pathways through the brainstem, thalamus, and cortex. Recently, however,

anatomical (Iwata et al., 1992; Newman et al., 1996; L1 et al., 1997; Malick and Burstein,
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1998) and electrophysiological (Malick et al., 2000 ) studies showed that a substantial number
of MDH neurons directly send their axons to hypothalamic regions.

The hypothalamus modulates the perception of trigeminal pain (for review, see Akerman et
al., 2011). Stimulation or lesion of the A11 nucl eus decrease or incre ase, respectively, dural
stimulation-evoked responses of MDH neurons (Charbit et al., 2009). This raises the question
as to whether hypothalamic areas directly project to the MDH. We have therefore carried out
an anatomical study in the hypothalamus to address this issue. We microinjected the retrograde
tracer, Fluorogold (FG), into MDH and looked for retrogradely FG-labeled neurons in

hypothalamic nuclei.

MATERIALS AND METHODS

Adult male Sprague Dawley rats were obtained from Charles River laboratories (France) and
maintained in a li ght- and temperature controlled environment (lights on 19.00—7.00 h, 22°C)
with food and water ad libitum. All efforts were made to minimize the number of animals used.
The experiments followed the ethical guidelines of the International Association for the Study
of Pain and ethical guidelines of the directive 2010/63/UE of the European Parliament and of

the Council on the protection of animals used for scientific purposes.

Fluorogold injection

Animals (250-300 g ) were an esthetized with chloral h ydrate (400 mg /kg body weight,
intraperitoneally (i.p.) and placed in a stereotaxic frame. After surgical removing of the atlanto-
occipital membrane, glass micropipettes (30—40 um diameter tips) filled with a 2% solution of
Fluorogold (hydroxystilbamidine, Molecular Probes, Reference H22845), diluted in 0.1 M

cacodylic acid were inserted into the right MDH (AP —5.3 mm from the interaural line, ML 2.7
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mm, P 1.5 mm) according to Paxinos and Watson (2007) with an angle of 80° to the horizontal
plane. Once the micropi pette was in place, direct positive current (5 p A) was applied for 30 s
every 30s for 15-20 min. The microelect rode was left in situ fora further 5 min be fore
withdrawal from the brain. A single injection into the MDH was performed in each animal.
Following a postoperative survival period of one week, animals were deeply anaesthetized
with urethane (1.5 g/kg, i.p) and perfus ed transcardially over a 15-min period with warm
(37 °C) heparinized saline (25 IU heparin/mL) followed by cold (10 °C) phosphate-buffered
solution (0.1 M, pH 7.6) containing 4% paraformaldehyde and 0.03% p icric acid. The brain
and first cervical segment (C1) w ere removed andthen cryoprotected in a bu ffered 30%
sucrose solution containing paraformaldehyde-picric acid solution and left overnight. Coronal
sections were cut on a freezing microtome (40 pum thick) and collected ina 0.05 M T ris-
buffered saline (T BS). A set of MDH sections  was m ounted on g elatin-coated slides and
viewed using a fluorescent microscope (Zeiss Axioplan 2 Imaging microscope; FG: excitation
365/10 nm, dichroic mirror 400 nm a nd barrier filter 520 £ 560 nm) in order to localize the
injection sites. Only diencephalic sections of animals in which injection site was exclusively

located within the MDH were processed further.

Primary Antibody
A rabbit polyclonal anti-body against Fluorogold (Millipore; R eference AB153; Lot
LV1644476; Biag et al., 2012) was us ed in order to detect the retrogradely labeled cells in

hypothalamus and the tracer injection site in MDH.
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Fluorogold injection site immunocytochemistry

Free-floating brainstem sections were plac ed in 1% normal horse serum for 30 minutes before
incubation in a rabbit polyclonal antibody directed against Fluorogold (1:20000, Millipore,
Reference AB153) overnight at room temper ature. Sections wer ¢ then washed in TB S and
placed in biotin ylated horse anti-r abbit followed by avidin—biotin—peroxidase complex
(Immpress, Abcys Vector, 30 min at room t emperature). Immunoreactivity for Fluorogold was
visualized in se ctions using 3,3'-diaminobenzidene tetrahydrochloride (DAB) (kit Ve ctor

Peroxydase substrate DAB).

Hypothalamic section immunocytochemistry

Free-floating diencephalic sections were placed in 1% normal goat serum for 60 minutes before
incubation in a rabbit polyclonal antibody directed against Fluorogold (1:20000, Millipore,
Reference AB 153) overnight at room temperature. Immunoreactivity was revealed using Cy3
conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (1: 200, Jackson Immunoresearch, Reference
111-165-003) for 2 ho urs at room temperatur e. All immunolabels were diluted in TB S
containing 0.25% bovine serum albumin and 0.3% Triton X-100. Specificity controls consisted
of the omission of th e primary antibody and incubation of sections in inappropriate secondary
antibodies. In all these control experiments, no specific staining was evident. All sections were

rinsed in TBS and transferred to gelatinized slides before being coverslipped using DPX.

Cresyl violet staining
In order to define the cytoarchitecture of PVN subdivisions (Swanson and Ku ypers, 1980b;
Cechetto and Saper, 1988; Nylen et al., 2001), a few selected sections were mounted separately

and stained with a 0.5 % cresyl violet solution for 10-min. Sections w ere than rinsed with
y
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distilled water and dehydrated in graded dilutions of e thanol before being cleared with xylene

and coverslipped using DPX.

Data analysis

Computer-assisted bright-field images of i njection sites were obtained using a CCD colour
video camera (Sony DXC-950P) connected toa Nikon Op tiphot-2 microscope at 4x
magnification. Each injection site was analyzed using coronal sections processed with DAB.
The delineation of the MDH was based on ou r own myeloarchitecture atlas adapted f rom
Strassman and Vos (199 3) and Molander et al. (1989). Brainstem sections were categorized
according to their approximate rostrocaudal location in the MDH (from +0.4 pm to -3.2 pm, 10
levels) relative to the most caudal tip of the subnucleus interpolarisMDH transition region, as
described by Yoshida et al. (1991). Representation of injection sites were grouped on standard
drawings of MDH.

Immunofluorescence was analyzed with a motorized Zeiss Axioplan 2 Imaging microscope
coupled with a Hamamatsu C4742-95 digital camera, by using Texas Red filter set. Images of
each side of hypothalamic nuclei were captured separately with a x10 objective, resulting in an
image size of 1280x1024 pixels. Retrogradely labeled cell bodies were counted manually with
the aid of ima gej cell counter plu gin; according to their loc ation within the differ ent
rostrocaudal planes of the h ypothalamus (from -0.9 to -4.8 m m posterior to breg ma). The
delineation of th e hypothalamus was b ased upon the Pax inos and Watson atlas (2007),
Swanson and Kuypers (1980b), Skagerberg and Lindvall (1985), Cechetto and Saper (1988),
Swanson et al. (2005). Representative examples of retrogradely labeled cell bodies distribution
were grouped on standard drawings illustrating the rostro-caudal levels of h ypothalamus.

Images were exported to Adobe PhotoShop (v 5.5) to adjust brig htness and contrast be fore
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adjusting the image scale by using ImagelJ 1.45 software. The images were imported into Coral
Draw 12 to insert additional indications and/or anatomical landmarks.

Data are expressed as mean £ SEM. Statistical analyses were performed using Sigma Plot
software. Either the Student #-test, Mann-Whitney rank sum test, when data were not normally
distributed, and one W ay ANOVA followed by post hoc Tukey’s multiple comparison tests

were used as specified in the text. Significance level was set at p <0.05.

RESULTS

Localization and extent of injection sites

The present data were collected from 21 rats, in which the injection of Fluorogold (FG),
manifest as a dense core of intense fluor escence, wasr estricted to MDH. The M DH
localization of FG injections was confirmed by using DAB: each injection appeared as a center
of dense F G immunoreactivity surrounded by, first, a halo of staining  with stron gly FG
immunoreactive neurons and then, more p eripherally, less stained neurons (Fig. 1). C oronal
levels at which tracer deposition was maximal were at about -1.2 mm (n = 2), -1.6 mm (n = 10),
-2.0 mm (n = 6) and -2.4 mm (n = 3) relativ e to the most caudal ti p of the subnucleus
interpolarisMDH transition region (Fig. 1B). Mean rostrocaudal, mediolateral and dorsoventral
extents of injection sites (ar ea of strongly immunostained neurons) were 965 + 62 p m, 562 +
48 um and 503 £ 39 pm, respectively.

In most animals (n = 15), FG injections were confined to either the dorsomedial (n = 3) or
intermediate (n = 8) or ventrolateral (n=4) area of MDH (Fig. 1B). These areas are innervated
by the mandibular (V3 ), maxillary (V2) and ophthalmic (V1) branch of't he trigeminal nerve
(V), respectively. Therefore, it has been possible to study the organization of h ypothalamic

projections to each specific MDH areas which will be referred toas V3, V2 and V1 areas,
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respectively, in the remainder of the paper. Representative examples on FG injections into the

V3, V2 and V1 areas are illustrated in Figure 1A.

Distribution of FG neurons in the hypothalamus

FG neurons w ere predominantly found inth e paraventricular nucleus (PVN), lateral
hypothalamic area (LH), perifornical hypothalamic area (PFX), A1l nucleusand
retrochiasmatic area (RCA) (Fig. 2-5). The concentration of FG neurons was high in the PVN,
intermediate inthe LH, All and PFX, and low inthe RCA. Some neurons were scattered

throughout the remainder of hypothalamic nuclei.

FG neurons in the paraventricular nucleus (PVN)

The highest density of descending hypothalamo-trigeminal neurons was in the PVN.F G
neurons were found in both the ip silateral and contra lateral PVN with nevertheless a clear
ipsilateral predominance: the number of FG neurons was much higher in the ipsilateral than in
the contralateral PVN (75 and 25%, respectively of the total number of FG neurons in PVN;
Mann-Whitney rank sum test, n =21, p <0.001 (Fig. 2B, 3A, 4B).

FG neurons were not uniformly distributed throughout the PVN but mainly restricted to its
caudal part, betw een -1.8 and -2.1 mm posterior to bregma. They were thus preferentiall y
located in some of PVN subdivisions in a pattern that was similar in all investigated animals.
The PVN is known to include two clusters of large (magnocellular) and small to medium-sized
(parvocellular) neurons (Swanson and Sawchenko, 1983). The parvocellular part is subdivided
into five subnuclei, the periventricular, anterior, medial, lateral and dorsal subdivisions, and the
magnocellular part, into three subnuclei, the anterior, medial and posterior groups. FG neurons

were concentrated within the la teral and medial parvocellular subdivisions and, less, in the
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dorsal parvocellular subdivision. Numerous FG neurons were also observed in the poste rior

magnocellular subdivision (Fig. 5, Table 1).

FG neurons in the lateral hypothalamic area (LH) and perifornical hypothalamic area (PFX)

There were many FG neurons in bilateral LH and PFX (Fig. 2C, 2D, 3A, 4C). Whereas, in LH,
the number of FG neurons was higher in the ipsilateral than in the contralateral side (64 and
36%, respectively, of the total number of FG neurons in LH; Mann-Whitney rank sum test, n =
21, p <0.001), in PFX, there w  as no si gnificant difference between the ipsilateral and

contralateral sides. FG neurons were observed throughout the ipsilateral LH, between -2.1 and -
4.3 mm posterior to bre gma and in ipsilateral PFX, between -2.8 and -3.6 mm posterior to

bregma (Fig. 2C, D).

FG neurons in hypothalamic Al1 nucleus (A11)

Many FG neurons were also observed in hypothalamic A11 nucleus (Fig. 2E, 3A, 4D). There
were slightly more FG neurons in the contralateral, this time, that in ipsilateral A11 nucleus (58
and 42% respectively, of the total number of FG neurons in A11; Mann-Whitney rank sum test,
n =21, p = 0.037). FG neurons were evenly distributed throughout the rostrocaudal extent of
the A1l area that is in the dorsal and posterior hypothalamus, extending caudally and dorsally
along the periventricular grey of the caudal thalamus, between plans 3.3 to -4.8 mm posterior to

bregma (Skagerberg and Lindwall, 1985).

FG neurons in the retrochiasmatic area (RCA)
The lowest density of descending hypothalamo-trigeminal neurons was in the RCA ( Fig. 2A,
3A, 4A). There was no lateral predominance. FG neurons were observed between plans -1.6 to

-1.8 mm posterior to bregma (Fig. 2A).
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Distribution of FG neurons in the hypothalamus as a function of the injection site

The number of retro gradely FG-labeled neurons in the hypothalamus varied with the location
of the injection site within MDH: V1, V2 or V3. There we re many more FG neurons in
hypothalamic nuclei following injections into the V1 area of MDH than after injections into V2
and V3 areas (One-way ANOVA and post hoc Tukey’s multiple comparison tests, V1 vs. V2: p
=0.004, V1 vs. V3: p = 0.036, n=15; Fig. 6). Moreover, FG neurons could only be observed
in RCA following injections in the V1 area: there were no or very few neurons when injections

were located in other MDH areas (Fig. 6).

DISCUSSION

Here, we used the retrograde tracer Flurorogold to delineate the organization of hypothalamic
projections to the MDH. We present the first evidence in rats that mainly five hypothalamic
nuclei, the PVN, LH, PFX, A1l and RCA, project to the MDH. Hypothalamic projections to
MDH are bilateral, with, nevertheless, an ipsilateral predominance for most of the m.
Interestingly, hypothalamic projections vary between MDH areas. The V1 area app ears to
receive massive hypothalamic projections and it is the onl y MDH area to get inputs from the

RCA.

Anatomical considerations

The Paraventricular nucleus (PVN)

The projections of magnocellular and parvocellular PVN in rats are different. Magnocellular

neurons project directly to the posterior lobe of the pituitar y and parvocellular ones to lower

brainstem and spinal cord (Saper et al., 1976; Hosoya, 1980; Swanson a nd Kuypers, 1980a;
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Sawchenko and Swanson, 1982; Cechetto and Saper, 1988). PVN projections to the spinal cord
are mostly ipsilateral.

The present results indicate that PVN also projects directly to the MDH. PVN projections to
MDH are bilateral with, ne vertheless, a clear ipsilateral predominance, and, as those to the
spinal cord (Sawchenko and Swanson, 1982; Cechetto and Saper, 1988), originate mainly from
the lateral, medial and dorsal subdivisions of p arvocellular PVN. Interestingly, a significant
number of mag nocellular neurons we re also retrogradely labeled. Whether magnocellular
neurons project to the spinal cord is still a matter of discussion as no (Hosoya and Matsushita,
1979; Shafton et al., 1998) as well as few (Swanson and Kuypers, 1980b; Wagner et al., 1993)
and significant (Nilaver et al., 1980; Portillo e t al., 1998; Nylen et al., 2001) magnocellular
projections tothe spinal cord have been reported. Anyhow, both parvocellular and
magnocellular PVN app ear to project to the MDH. Further studies i nvolving for instance
electrophysiological recordings will be needed to determine the actual functional role of such

heterogeneous PVN projections to the MDH.

The lateral hypothalamus (LH) and perifornical hypothalamic areas (PFX)

LH and PFX project to other hypothalamic areas as well as to the cortex and spinal cord (Saper,
2012). Actually, LH and PFX projections to the spinal cord are larger than PVN ones (Hosoya,
1980). We show that LH and PFX stron gly project to the MDH, too. It is interesting to note
that, whereas LH and P FX projections to the sp inal cord are ipsilate ral (Saper et al., 1976;
Hosoya and M atsushita, 1979; Hosoya, 1980), those to MDH are bilateral with, nevertheless,
an ipsilateral predominance for LH ones. Using anterograde autoradiographic tracing, (Hosoya
and Matsushita, 1981) si milarly found sparse labeled fibers in bilateral MDH following [*H]

amino acid injection into LH and PFX.
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The hypothalamus A1l nucleus

The All cell group consists of large neurons that are clustered in the d orsocaudal region of
diencephalon (Ondo et al., 2000). A11 neurons project primarily to the dorsal horn, with minor
projections to the intermediolateral cell column and ventral horn, along the entire spinal cord
(Skagerberg et al., 1982; Holstege et al., 1996). Our study demonstrates that the A11 nucleus
also densely projects to MDH. A1l projections to MDH are bilateral. This organization is thus
different from that of A11 projections to the spinal cord which are predominantly ipsilateral in
rats (Skagerberg and Lindvall, 1985), mice (Qu et al., 2006; Pappas et al., 2010) and monkeys

(Barraud et al., 2010).

The retrochiasmatic hypothalamic area (RCA)
The RCAisc onstituted of sma 1l and medium-sized neurons located justbe hind the
suprachiasmatic nucleus and in front of the arcuate median eminence complex (Pasquier and
Tramezzani, 1979). In addition to thalamic inter geniculate leaflet afferents, the RCA receives
projections from the retina, through the retinohypothalamic tract and from the suprachiasmatic
nucleus (Berk and Finkelstein, 1981; Stephan et al., 1981; Watts and Swanson, 1987; Johnson
et al., 1988; L evine et al., 1991). The RCA proj ects to numerous areas in the central nervous
system, including the h ypothalamus (Morin et al., 1994), inte rgeniculate leaflet (Card and
Moore, 1989), and spinal cord (Hosoya, 1980; Swanson and Kuypers, 1980a; Elias et al., 1998).
Our results indicate that RCA also bilaterally projects to MDH, but, inte restingly, exclusively
to the V1 area.

Altogether, our results indicate that the hypothalamic nuclei which send axons to the spinal
cord, do also project to the MDH. However, the organization of hypothalamic projections to
the spinal cord and MDH are different: while the former are ipsilateral, the latter are mostly

bilateral. Our results show in addition that hypothalamic nuclei do not evenly project to the

72



MDH but pr eferentially to the V1 area, where meningeal and cutaneous inputs from the

ophthalmic branch of the trigeminal nerve terminate.

Functional considerations

MDH receives direct inputs from trigeminal primary afferent fibers and contains neurons that
respond to mechanical or thermal stimul ation ofthe cornea(M  eng etal, 1997),

temporomandibular joint (Broton et al., 1988), facial skin (Hu, 1990; R aboisson et al., 1995),
and intracranial dura (Burstein et al., 1998). MDH neurons are known to directly project to the
hypothalamus (Iwata et al., 1992; Newman et al., 1996; Li et al., 1997; Malick and Burstein,
1998; Malick et al., 2000). Together with our evidence for direct hypothalamic projections to
the MDH, this sug gests that connections between the hypothalamus and MDH are re ciprocal.
Hypothalamus might thusbe a key element in feedback loopsthat regulate trigeminal
somatosensory inflow. However, whether nocic eptive stimuli activate the very hypothalamic

neurons that project to MDH is still unknown.

The Paraventricular nucleus (PVN)
In addition to r egulating the autonomic nervous system (Saper, 2012), PVN also modulat es
spinal nociception. Both electrical and chemi cal stimulation of PV N produces spinal
antinociception (Truesdell and Bodnar, 1987; Wang et al., 1990; Yirmiya et al., 1990; Miranda-
Cardenas et al., 2006; Yang et al., 2006; Pint o-Ribeiro et al., 2008), whereas its lesions
conversely facilitates nociception (Yang et al., 2006) and attenuates stress-induced analgesia
(Truesdell and Bodnar, 1987).

Whether PVN also modulates trigeminal nociception is still a matter of discussion. On the

one hand, studies using Fos expression have provided inconsistent results. Stimulation of the
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dura mater has been fou nd to either increase (Te r Horst et al., 2001) or n ot change (Malick et
al., 2001; Benjamin et al., 2004) F os expression. And noxious electrical stimulation of tooth
pulp fails to enhance F os expression (Matsumoto et al., 1993). B ut, on the other hand, PVN
neurons synthesize and secrete neuropeptides including oxytocin and ar ginine vasopressin
(Saper, 2012). These peptides are involved in spinal pain processing (Berkowitz and Sherman,
1982; Breton et al., 200 8; Mogil et al., 2011) and also interfere with tri geminal pain. When
centrally applied, oxytocin reduces the trigeminal reflex triggered b y noxious tooth pulp
stimulation (Zubrzycka andJ anecka, 2005; Zubrzycka andJ anecka, 2008) and, when

systemically applied, it attenuates electrical whisker pad stimulation-induced pain-vocalization
in newborn rats (Maz zuca etal., 2011). Simi larly, vasopressin, either centrall y applied
(Zubrzycka and Janecka, 2005; Zubrzycka and Janecka, 2008) or microinjected into the spinal
trigeminal nucleus (Gura, 2000), reduces the amplitude of trigeminal reflex induced by noxious

tooth pulp stimulation.

The lateral hypothalamus area (LH) and perifornical hypothalamic area (PFX)
LH and PFX interfere with spinal cord nociception. For instance, electrical stimulation or
microinjection of morphine in LH increases the latency of the tail-flick test (Franco and Prado,
1996; Dafny et al., 1996). And a noxious tooth pulp stimulation activates LH neurons (Morita
et al., 1977; Hamba et al., 1990). However, it ha s to be noted that no xious stimulation of the
dura mater fails to enh ance Fos expression in LH (Malick et al., 2001; Ter Horst et al., 2001;
Benjamin et al., 2004).

LH and PFX neurons projecting to the spinal cord contain orexin (Peyron et al., 1998; v an
den Pol, 1999). Orex in neurons are primarily known to control sleep and wakefulness, energy
metabolism, reward, and addiction (for review see Sakurai a nd Mieda, 2011. They are also

involved in nociception and stress-induced analgesia (for review, see Chiou et al., 2010). The
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descending orexin system might also modulate trigeminal pain. There is a high density orexin-
immunoreactive fibers ins uperficial MDH (P eyron etal., 1998;va n denP ol, 1999).
Interestingly, orexin peptides have been show n to selectively modulate responses to noxious
dural but not facial cutaneous stimulation (Holland et al., 2006). Together with recent evidence
for an association between the orexin receptor 1 gene and migraine (Rainero et al., 2011), this

suggests that the orexin system has a specific role in the physiopathology of migraine.

The hypothalamus A1l nucleus

The A1l nucleus is involved in the pro cessing of both spinal (F leetwood-Walker et al., 1 988;
Wei et al., 2009; T aniguchi et al., 2011) and trigeminal (Charbit et al., 2009) no ciceptive
information. Direct stimulation and 1 esion of the All nu cleus decreases and increases,
respectively, the response of MD H neurons to dural stimulation (Charbit et al., 2009 ). Pain
modulation by A1l descending dopaminergic projections is specifically mediated by D2-like
receptors (Fleetwood-Walker et al., 1988; C harbit et al., 2009; L apirot et al., 2011). Directl y
activating these D2-like re ceptors inhibits, whereas blocking them enhances, both formalin-
and capsaicin-evoked pain behavior as wella s C-fiber-evoked action potential firing of
trigeminal WDR neurons (Lapirot et al., 2011). MDH and spinal do rsal horn both ex hibit a
strong dopamine labeling, consisting of many varicose fibers, especially in rats and monke ys
(Holstege et al., 1996). Altogether, these results suggest that A11 neurons are the major source

of dopamine input to both MDH and spinal cord neurons (Skagerberg and Lindvall, 1985).
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The retrochiasmatic hypothalamic area (RCA)

Our results show, for the first time , that RCA projects exclusively to the V1 area. This MDH
region receives sensory inputs from cranial blood vessels (Ackerman et al., 2011) and contains
neurons with both dural and peri-o  cular receptive fields (B urstein et al., 1998). RCA
projections to MDH might thus be specifically involved in the control of migraine pain.

The function of RCA is poorly known. RCA neurons which innervate t he spinal cord ar e
alpha melanocyte-stimulating hormone-immunoreactive (a-MSH; Cechetto and Saper, 1988).
Alpha-MSH has been shown to interfere with pain (Bellasio et al., 2003 ). Moreover, a-MSH
neurons in RCA are activated b y leptin (Elias et al., 1998), an adipocy te-derived hormone
which decreases body weight. Interestingly, epidemiologic studies suggest that migraine and

chronic daily headache are associated with obesity (for review, see Peterlin et al., 2009).

Conclusion

Our results demonstrate that, though hypothalamic projections to the spinal cord and the MDH
originate from the very same hypothalamic nuclei, the former are ipsilateral whereas the latter
are bilateral. Furthermore, these hypothalamic nuclei preferentially, if not exclusively, project
to the V1 are a. This suggests notonl y that the h ypothalamus differentially modulates
trigeminal and spinal somatosenrory information but also that it primarily modulates meningeal
ones. Therefore, understanding the role of hypothalamic projection to the MDH is like ly to

offer insights into the neurobiology of migraine, and perhaps other primary headache disorders.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Localization of F luorogold (FG) injection sites within MDH. A: Di  gitized
photomicrographs of bul bo-cervical coronal sections showing examples of FG injection sites
into the mandibular (V3), maxillary (V2) and ophthalmic (V1) areas of MDH; Scale Bar = 300
um. B: Schematic representation illustrating the rostro-caudal distribution of all FG injection
sites (n=21), from-1.2 to-2.4 mm relativ e tothe mostcaudalti p of the subnucl eus
interpolarisMDH transition region and their ventro-dorsal extent within the medullary dorsal

horn (MDH).

Figure 2. Rostrocaudal distribution of re trogradely FG-labeled cells in the hypothalamus
following FG injections in MDH. A-E: Bar histograms of the number of FG neurons (mean +
SEM; n= 21) at the ipsilateral (filled bars) and contralateral (empty b ars) side on ¢ oronal
sections plotted as a function of the posterior distance (mm posterior to bregma) within the five
hypothalamic nuclei: RCA: retrochiasmatic area (A), PVN: paraventricular nucleus (B), LH:
lateral hypothalamus area (C), PFX: perifornical area (D) and A1l (E). A bscissa in black are
for the maximum rostrocaudal extent (mm posterior to bregma) of each hypothalamic nucleus:
RCA (-1.6 to -1.8 mm), PVN (-0.9 to -2.1 mm), L H (-1.6 to 4.8 mm), PF X (-2.8 to -3.6 mm)

and A1l (-3.3 to -4.8 m m). A-E right: Pie charts of the bilateral distribution of FG neurons in

each hypothalamic nuclei.

Figure 3. Rostrocaudal distribution of retro gradely FG-labeled neurons in the h ypothalamus
after a large FG injection into the MDH. A: Semi-schematic drawings of coronal sections at
different levels, from -1.8 to -4.5 mm posterior to bregma. Retrogradely FG-labeled neurons in

the hypothalamus and adjacent areas are indicated by red dots. B: A representative injection
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site of FG in M DH. PVN: paraventricular nucleus, RCA: re trochiasmatic area, LH: lateral

hypothalamus area, PFX: perifornical area. Scale bar 300 pm.

Figure 4. Examples of retrogradely FG-labeled neurons in the PVN, RCA, LH, PFX and All
hypothalamic nuclei following a large FG injection into the MDH. A-D: Representative
photomicrographs of coronal sections showin g retrogradely FG-labeled neurons in the RCA
(A), PVN (B), LH and PFX (C) and A1l (D) following a large FG microinjection into the
MDH (the same as Figure 3). These photomicrographs show clearly that FG-labeled neurons
are present on both ipsilateral (on the right in A, B C, and D) and contralateral sides (on the left
in A, B C’, and D). 3V: third Ventricle, mt: mammillothalamic tract, fx: fornix, Fr: Fasciculus

retroflexus. Scale bar 50 um.

Figure 5. Example of retrogradely FG-labeled neurons in the ipsilateral PVN following a large
FG microinjection into the MDH. A-D: Representative photomicrographs of coronal sections
showing the retrogradely labeled neurons (left) and the corresponding cresyl violet stainin gs
(right) through the parvo- and magnocellular PVN at -1.6 (A), -1.8 ( B), -1.9 (C) and -2.1 mm
(D) posterior to bregma following large FG microinjection into the MDH (the same as F igure
3). pv: periventricular part; am: anterior magnocellular part; ap: anterior parvocellular part; Ip:
lateral parvocellular part; pm: posterior magnocellular part, mp: medial parvocellular part; dp:

dorsal parvocellular part of PVN. Scale bar: 50 pm

Figure 6. Distribution of FG neurons in the hypothalamus as a function of the injection site in

MDH. Bar histo gram of the number of FG neurons (mean number of neurons per section +

SEM; n = 15) in the five hypothalamic nuclei (PVN, LH, PFX, A11 and RCA) as a function of
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the localization of the MDH injection site: mandibular (V3), maxillary (V2) and ophthalmic

(V1) areas.
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ABBREVIATIONS

3V: third Ventricle

am: anterior magnocellular part

ap: anterior parvocellular part

dp: dorsal parvocellular part

FG: Fluorogold

Fr: Fasciculus retroflexus

fx: fornix

LH: lateral hypothalamus area

Ip: lateral parvocellular part of PVN
MDH: medullary dorsal horn

mp: medial parvocellular part of PVN
mt: mammillothalamic tract

PFX: perifornical area

pm: posterior magnocellular part of PVN
pv: periventricular part

PVN: paraventricular nucleus

RCA: retrochiasmatic area

V1: ophthalmic branch

V2: maxillary branch

V3: mandibular branch
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Table 1. Distribution of retrogradely fluorogold labelled neurons within the different subnuclei
of parvo- and magnocellular PVN following fluorogold injections into the MDH. (mean:

average number of fluorogold labelled neurons per section), ns: non significant.

e Ipsilateral Contralateral

PVN subdivisions (meani SEM, n=21) | (mean = SEM, n =21) P values
Anterior parvocellular part 0.5+0.2 0.1+0.1 ns
Medial parvocellular part 13.8+1.9 4.5+0.9 P<0.001
Dorsal parvocellular part 4.8£1.0 1.5+0.5 P<0.01
Lateral parvocellular part 11.742.0 3.4+0.6 P<0.001
Periventricular part 0.1£0.1 0.2+0.2 ns
Anterior magnocellular part 0.0+£0.0 0.0+0.0 ns
Medial magnocellular part 0.0£0.0 0.0+0.0 ns
Posterior magnocellular part 10.7+1.6 3.7£0.6 P<0.001
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Chapitre 2 : Organisation du controle descendant

dopaminergique
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ABSTRACT

Descending pain-modulatory systems, either inhibitory or facilitatory, play a critical role
in both acute and chronic pain. Compared with serotonin and norepinephrine, little is
known about the function of dopamine (DA). In this study, we characterized the
neuroanatomical organization of descending DA pathways from hypothalamic A11 nuclei
to the medullary dorsal horn (MDH) and investigated their role in trigeminal pain.
Tyrosine hydroxylase (TH) and al pha-calcitonin gene related pe ptide (CGRP) double-
immunolabelling reveals that, though there are TH- and CG RP- double-immunoreactive
neurons, TH- and CGRP-immunolabellings are mostly contained in d ifferent neurons.
There is two times more TH- than CGRP-immunoreactive cells and these two types of
neurons exhibit different distribution patterns, indicating that the A1l nucleus is
somehow heterogenous . Usin g the re trograde tracer Fluorogold (FG), we show that
descending A1l inputs to the MDH originate mainly from TH-immunoreactive neurons
and are bilateral. Nociceptive facial stimulation by unilateral subcutaneous (s.c.) injection
of formalin elevates Fos-immunoreactivity in both ipsi- and ¢ ontralateral A11 nuclei.
Surprisingly, though, Fos-immunoreactive neurons are neither TH-immunoreactive nor
projecting neurons. Finally, selectively lesioning A11 neurons, by locally injecting kainic
acid or 6-OHDA, inhibits trigeminal pain behavior. These results confirm that the A1l
nucleus is involved in pain processing. However, they suggest that activation of A11 nuclei
should produce a state of hyperalgesia. But the effects of local administration of DA or
acute manipulations of A11 nuclei lead to the very opposite conclusion. It is proposed that
long-lasting dysfunction of descending A11 DA projections enables plasticity changes in

the DH neuronal network.
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INTRODUCTION

The transfer of nociceptive information at the level of dorsal horn (DH) is subject to extensive
processing by both local segmental and supraspinal mechanisms (for review see Millan, 2002).
In this regard, a network of descending pathways projecting from cerebral structures to DH act
to modulate the passage of nociceptive messages to the brain. While descending noradrenergic
and serotoninergic controls have been the object of intense investigation, the actions of
descending dopaminergic (DA) controls on spinal and medullary dorsal horns (spinal DH and
MDH, respectively) are less well defined (see Millan, 2002). These descending DA controls of
sensory afferents appear to be particularly important since DA dysfunction has been objectively
demonstrated in painful clinical conditions including chronic cephalic pain, fibromyalgia and
restless legs syndrome (for review see Wood, 2008).

Locally applied DA consistently depresses the responses of deep DH neurons to afferent
stimulation (Fleetwood-Walker et al., 1988; G arraway and Hochman, 2001; Bergerot et al.,
2007). Interestingly, only responses to nox ious stimuli are inhibited, those to innocuous
stimulation being unaffected (Fleetwood-Walker et al., 1988). DA acts through five distinct G
protein-coupled receptors (D1-D5) belonging to two families, D1-like (D1 and D5) and D2-like
(D2, D3 and D4) recepto rs. Although, all DA receptors are present in the spinal cord (Zhao et
al., 2007; Bergerot et al., 2007; Zhu et al., 2007; Charbit et al., 2009 ), the D2 receptor is the
most prominent DA receptor subtype in the spinal DH and MDH (Zhu et al., 2007; Chen et al.,
1991), and mediates the antinociceptive action of DA (Fleetwood-Walker et al., 1988).

In the mammalian spinal cord, descending DA projections arise predominantly from the
ipsilateral A11 cell group in the dorsoposterior hypothalamus (Hokfelt et al., 1979; Skagerberg

and Lindvall, 1985). Ho wever, stimulation, on the one hand, and acute lesion, on the other
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hand, inthe A1l ar ea do not provide ex actly opposite effects. Whereas local electrical or
pharmacological stimulation in the region of the A1l nucleus selectively inhibits the responses
of DH neurons to nox ious stimulations, via activ ation of D2 re ceptors at the level of DH
(Fleetwood-Walker et al., 1988; Charbit et al., 2009), electrical lesion of the A11 nucleus
facilitates the responses of n eurons in th e trigeminocervical complex to both nox ious and
innocuous mechanical stimuli (Charbit et al., 2009). It is worth noting that, then, many non DA
neurons and/or projections are removed in addition to DA ones. The refore, the actual role of
descending DA projections from the A11 nucleus on pain transmission remains ill-defined.
Therefore, using behavioral and anatomical techniques, we h ave addressed the tw o
questions: (1) W hat is the functional or ganization of descendin g DA p rojections from the
hypothalamic A1l nucl eus to MDH ? (2) Ho w do descendin g DA projections modulate

trigeminal pain?

MATERIALS AND METHODS

Adult male Sprague Dawley rats were obtained from Charles River laboratories (France) and
maintained in a li ght- and temperature controlled environment (lights on 19.00—7.00 h, 22°C)
with food and water ad libitum. All efforts were made to minimize the number of animals used.
The experiments followed the ethical guidelines of the International Association for the Study
of Pain and ethical guidelines of the directive 2010/63/UE of the European Parliament and of

the Council on the protection of animals used for scientific purposes. Protocols applied in this
study have been authorized by theloc al Ethics Committee in Anima 1 Experiment,

CEMEAAuvergne (n° CE 28-12 and CE 30-12).

Fluorogold (FG) injection
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Animals (250-300 g) were anesthetized with intraperitoneal (i.p.) chloral hydrate (400 mg/kg
body weight) and placed in a stereotaxic frame. After surgical removing of the atlanto-occipital
membrane, glass micropipettes (3040 pm diameter tips) filled with a 2% solution of FG
(hydroxystilbamidine, Molecular Probes, Reference H22845), diluted in 0 .1 M cacodylic acid
were inserted into the right MDH (AP —5.3 mm from the interaural line, ML 2.7 mm, P 1.5
mm) according to P axinos and W atson (2007) with an ang le of 80° to the horizontal plane.
Once the micropipette was in place, 30-s pulses of positive current (5 pA) were applied at 1 Hz
for 15-20 min. The microelectrode was left in situ for a further 5 min before withdrawal from
the brain. A single injection into the MDH was performed in each animal.

Following one-week postoperative survival period, animals were deeply anaesthetized
with urethane (1.5 g/kg, i.p) and perfus ed transcardially over a 15-min period with warm
(37 °C) heparinized saline (25 IU heparin/mL) followed by cold (10 °C) phosphate-buffered
solution (0.1 M, pH 7.6) containing 4% paraformaldehyde and 0.03% p icric acid. The brain
and first cervical segment (C1) w ere removed and then cryoprotected inabu ffered 30%
sucrose solution containing paraformaldehyde-picric acid solution and left overnight. Coronal
sections were cut on a freezing microtome (40 pm thick) and collected ina 0.05 M T ris-
buffered saline (T BS). A set of MDH sections  was m ounted on g elatin-coated slides and
viewed using a fluorescent microscope (Zeiss Axioplan 2 Imaging microscope; FG: excitation
365/10 nm, dichroic mirror 400 nm a nd barrier filter 520 + 560 nm) in order to localize the
injection sites. Only diencephalic sections of animals in which injection site was exclusively

located within the MDH were processed further.

Immunohistochemistry

FG injection site immunohistochemistry
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Free-floating brainstem sections were placed in 1% normal horse se rum for 30 m in before
incubation in a rabbit polyclonal antibody directed against FG (1:20000, Millipore, Reference
AB153) overnight at ro om temperature. S ections were then washed in TBS and placed in

biotinylated horse anti-rabbit followed b y avidin—biotin—peroxidase complex (Immpress,
Abcys Vector, 30 min at room temperature). FG immunoreactivity was visualized in sections

using 3,3’-diaminobenzidene tetrahydrochloride (DAB) (kit Vector Peroxydase substrate DAB).

Alpha-calcitonin gene related peptide (a-CGRP), tyrosine hydr oxylase (TH) and FG
immunofluorescence

Once All coronal sections had fre e-floated in 1% norm al goat serum for 1 h,
immunofluorescence staining reaction was carried out with a polyclonal rabbit antibody against
FG (1:20000, Millpore , Reference AB153) and a monoclonal mouse antibody against TH
(1:6000, Millipore, Reference AB152) or a-CGRP (1:1000, Abcam, Reference ab10987);
overnight at room t°C. Immunoreactivity was revealed using Cy3 conjugated goat anti-rabbit
(1:200, Jackson Immunoresearch) and Cy2 (1:200, Jackson Immunoresearch) conjugated goat
anti-mouse secondary antibodies for 2 h at room t°C.

Immunofluorescence staining reaction was carried out with a pol yclonal rabbit antibody
against a-CGRP (1:1000, Abcam, Ref erence ab47027) and a monoclo nal mouse antibod y
against TH (1:6000, Millipore, Reference AB152). Immunoreactivity was revealed using Cy3
conjugated goat anti-rabbit (1:200,J ackson Immunoresearch) and C y2 (1:200,J ackson
Immunoresearch) conjugated goat anti-mouse secondary antibodies for 2 h at room t°C. After
incubation, sections we re mounted onto gelatin-coated slidesandl eft todr y ind ark
environment. Sections were then dehydrated in alcohol, cleared in xylene and cove rslipped

with DPX.
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Fos, TH and FG immunohistochemistry

Rats were s.c. injected with formalin (50 pl, 1.5%) or saline into the upper lip. Two hours later,
rats were deeply anaesthetized, perfused transcardially and brains removed (see above). Aft er
All coronal sections had free-floated in 1% normal horse serum for 30 min,
immunohistochemistry reaction was carried out with a polyclonal rabbit antibody against c-fos
(1:3000, Santa Cruz, Reference SC-52; overnight at room temperature) using biotinylated horse
anti-rabbit followed by avidin—biotin—peroxidase complex (Immpress, Abcys, Vector; 30 min
at room temper ature). Fos immunoreactivity was visualized in sections using 3,3’-
diaminobenzidene tetrahydrochloride (DAB) coupled to nickel (Kit  Vector perox idase
substrate DAB). Sections were w ashed with TBS and incubated w ith a mouse monoclonal
antibody against TH (1:6000, Millipore, Reference AB153) overnight at room te mperature.
Sections were then treated with biotin ylated horse anti-mouse followed by Avidin-biotin-
peroxydase complex. TH immunoreactivity was revealed using DAB.

After Fos expression was revealed using DAB coupled to nickel (s ee protocol above),
sections were incubated with a rabbit polyclonal antibody (1:20000, Millipore, Reference
AB153) overnight at room temperature. Sections were then w ashed and treated with a r abbit
secondary antibody conjugated to peroxidase (Immpress, Abcys, Vector) FG immunoreactivity
was revealed using DAB. All sections were rinsed in TBS and transferred to gelatinized slides
before being coverslipped using DPX. Neither omission of the primary antibody nor incubation

of sections in inappropriate secondary antibodies provided specific staining.

Data analysis
Computer-assisted bright-field images of FG injection sites and of TH or FG-immunoreactive
neurons expressing Fos were obtained using a CCD colour video camera (Sony DXC-950P)

connected to a Nikon O ptiphot-2 microscope. FG, TH and a~-CGRP immunofluorescence was
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analyzed with a motorized Zeiss Axioplan 2 Imaging microscope coupled with a Hamamatsu
C4742-95 digital camera, by switching between fluorescein and Texas Red filter sets. MDH
and A11 nucleus were delineated according to the atlas of Paxinos and Watson (2007) and our
own myeloarchitectural atlas adapted from St rassman and Vos (1993), Molander et al. (1989)

and Skagerberg and Lindvall (1985). In each rat, labeled cells were counted on coronal sections
at seven different rostrocaudal levels — from -3.3 to -4.8 mm posterior to bregma — throughout
the A1l nucleus. Images were exported to ImageJ 1.45 software to adjust brightness, contrast
and image scale. Images were then imported into Coral Draw 12 to insert additional indications

and/or anatomical landmarks.

Behavior

Lesion surgery

Animals were anesthetized with i.p. chloral hydrate (400 mg/kg body weight). They were then
secured in a stereotaxic apparatus. A needle (30-gauge) was implanted such that its tip was 0.5
mm above the re gion of the rig ht All nucl eus. The stereotaxic coordinates (Paxinos and
Watson, 2007) of the injection site relative to the bregma were as follows: anteroposterior (AP),
— 3.9 mm; lateral (L), + 0.5 mm and dorsoventral (DV), — 7 mm, with the incisor bar at 3.3 mm
below the interaural plane.

In a first series of ex periments, rats (n= 11) randomly were injected (flow rate: 0.5
pul/min) with Ipl of e ither physiological saline (Vehicle Control) or Ka inic acid solution
(Img/ml, Sigma Aldrich) into the right A11 nucleus. Animals were allowed a 7-day recovery
period prior to behavioral testing. Brain sections were subjected to a Cresyl violet staining and
TH immunohistochemistry in order to determine the localization and extent of the lesion.

In a second series of experiments, rats (n = 15) were first treated with desipramine—-HCI

(25 mg/kg, i.p., Sigma-Aldrich) to protect nor adrenergic neurons before being anesthetized.
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They were injected (flow rate: 0.5 pl/min) with 2 pg of 6-OHDA-HCI (6-hydroxydopamine
hydrochloride, Sigma-Aldrich) dissolved in 1 pl of sterile 0.9% NaCl and 0.1% ascorbic acid,
into the right A11 nucleus. Behavioral experiments were performed 3 weeks later. The loss of
TH cells was assessed b y immunohistochemistry for TH. Animals showing misplaced needle

or a reduction in TH immunostaining < 20 % were used as a control group.

Testing of motor function

The recovery of each animal was monitored by observing its spontaneous behavior and general
health state. Changes in motor performance were assessed using the accelerating rotarod (8500;
Ugo Basile; Comerio, Italy), in whic h rats were required to wa lk against the motion of a
rotating drum, with the speed increasing from 4 to 40 rpm over 5 min. The time the animal falls
off the rotarod is the latency (sec). Two days before the facial formalin test, rats were trained to

stay on the accelerating rotarod for 60 s. The next day, rotarod latencies were measured.

Facial formalin test

The facial formalin test was performed as previously described (Raboisson and Dallel., 2004).
Formalin (50 p1, 1.5% solution) was s.c. inj ected into the right upper lip. F ormalin-induced
pain behavior was ex pressed as the time animals spent rubbing  the in jected area with the
forepaw within 3-min t ime bins for 45 min after injection. Video-recorded behavior was
analyzed by an investigator who was bl ind to animal treatment. Formalin test was performed

one week after kainic acid microinjection and three weeks after 6-OHDA microinjection.

Statistical analysis

Results are presented as mean + SEM. Statistical analyses were performed using Sigma Plot

software. Data were analyzed using either Student’s #-test or one-way analysis of v ariance
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(ANOVA) or one -way Repeated Measures (RM) ANOVA followed by a post hoc S tudent-

Newman-Keuls test as indicated. The level of significance was set at p < 0.05.

RESULTS

Dopamine and CGRP neurons in the A11 nucleus

TH immunoreactive cells were found scattered throughout the A1l area, that is, in dorsal and
posterior hypothalamic areas extending dorsally along the periv entricular grey of the ¢ audal
thalamus. Figure 1A shows representative examples of TH immunolabelled cells in two frontal
planes: -3.3and -4.1 mm from bregma. As previously noted (Skagerberg & Lindvall, 1985), in
some brains occasional TH immunolabelled cells were observed lateral and ventrolateral to the
mammillothalamic tract. The average number of A11 TH cells was found to be 95 + 2 (me ans
+ SSEEM.,n=8)onea ch side. The majorit y of these TH immunolabelled cells ar e located
rostrally, with the number gradually tapering off in the caudal half of the A11 nucleus (Fig. 1A,
O).

Compared with TH immunolabelled cells, CGRP immunolabelled ones are less numerous
in the A11 nucleus (Fi g. 1B). It is worth to note that the number of C RGP immunoreactive
neurons actually varied with the antibody used. A11 CGRP immunolabelled cells were on each
side 31 £4 (n=28) and 61 + 2 (n=4) with mouse and rabbit antibody, respectively. Interestingly,
whatever the used antibody is, the majority of these cells is located between -4.16 and -4.3 mm
posterior to bregma (Fig. 1B, C).

TH and CGRP (rabbit antibody) double immunolabelling reveals that there are TH and
CGRP double immunoreactive cells throughout the entire rostro-caudal extension of the A1l

area (Fig. 1C). However, there are much less TH and C GRP double immunoreactive cells than
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TH only and CGRP only immunoreactive ones (Fig. 1D): they actually constitute 17% of TH

and 26% of CGRP immunoreactive cells in each A11 nucleus.

Descending projection of the hypothalamic A11 nucleus

Localization and extent of injection sites

The present data were collected from 8 rats, in which the injection of F  luorogold (FG),
manifest as a dense core of intense fluor escence, wasr estricted to MDH. The M DH
localization of FG injections was confirmed by using DAB: each injection appeared as a center
of dense F G immunoreactivity surrounded by, first, a halo of staining  with stron gly FG
immunoreactive neurons and then, more p eripherally, less stained neurons. Coronal levels at
which tracer deposition was maximal were at about -1.2 mm (n = 3), -1.6 mm (n =2), and -2.0
mm (n = 3) relative to the most caudal tip of the subnucleus interpolarisMDH transition region,

as described by Yoshida et al. (1991) (Fig. 2C).

Descending hypothalamic A11 neurons

Following a single FG injection into the ri ght MDH, many FG immunoreactive neurons are
found in both ipsi- and contralateral hypothalamic A1l nuclei (Fig. 2). FG immunoreactive
neurons are evenly distributed throughout the rostrocaudal extent of the A11 area, between the
-3.3 and -4.8 mm frontal plans, posterior to bregma.

TH and FG double immunolabelling shows that TH and FG immunoreactive neurons are
present within both ipsi- and controlateral A11 nuclei. They do not morphologically differ from
TH only immunoreactive neurons. TH and FG double immunore active neurons are found
throughout the A1l nu cleus. They constitute 26% of THonl y and 59% of FGonl y

immunoreactive neurons in each A1l nucleus (ipsi/c ontralateral). No other DA system in the
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brain exhibits TH and FG double immunorea ctive cell bodies, su ggesting that the A11 s ystem
is the sole suprasegmental source of DA innervation to the MDH.

CGRP and FG double-immunolabelling shows that CGRP and FGi mmunoreactive
neurons are found within throughout both ipsi- and controlateral A11 nuclei. They appear to
constitute 12% of CGRP  only and 9% of @ FGonl y neurons ineach All nucleus
(ipsi/contralateral).

It is worth noting that while FG immunoreactive, TH and FG immunoreactive and CGRP
and FG immunoreactive neurons are ev enly distributed throughout the whole rostro-caud al
extent of A1l areas (Fig. 2D, E), TH immunoreactive and CGRP immunoreactive cells are not
(Fig. 1C). There are thus relatively more TH immunoreactive neurons in the rostral than in the
caudal part of A11 nuclei and CGRP immunoreactive neurons in the medial than in both rostral

and caudal parts of A11 nuclei which do not project to MDH.

A11 nuclei are involved in pain processing

We then examined whether A11 neurons ar e involved in trigeminal pain processing using the
anatomical marker of activation, Fos protein. Subcutaneous (s.c.) injection of formalin (50 p I,
1.5%) into the right vibrissa pad produced a significantly larger increase in the number of Fos-
immunoreactive neurons in both ipsi- and contralateral A11 nuclei compared with s.c. saline
(Fig. 3C left). Moreove r, formalin-induced in crease in F os-immunoreactive cells occurr ed
more within the rostral part of A11 nuclei (rostral part: 315 + 56 and 158 + 25 in formalin and
saline groups, respectively, p = 0.020; caudal part: 144 =27 and 80 = 7, in formalin and saline
groups, respectively, p = 0.045; n = 12 in both groups) (Fig. 3C right).

To determine whethe r TH neurons ar e activated by noxious facial stimulation, we

assessed Fosex pression in TH-immunoreactive neurons,using double Fos and TH
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immunolabelling (Fig. 3A). Surprisingly, there was an extremely low number (<2%) of Fos-
and TH- immunoreactive neurons in A11 nuclei following i.c. formalin.

We also examined whether noxious facial stimulation activates descending hypothalamic
All neurons by combining retrograde transport of F G injected intothe MDH, with Fos
immunolabelling (Fig. 3B). There was no FG- and Fos-immunoreactive cells in A11 nuclei
following i.c. formalin. This suggests that noxious stimulation does not activate descending

A1l neurons.

Dopaminergic A11 neurons inhibit trigeminal pain

These results led ustoe xamine the effect of inactivating A1l nuclei on trige minal pain
behavior. We tested the effects of injecting kainic acid and 6-hydroxyDA into the right A1l
nucleus, producing a non selective and selective, respectively, lesion of TH-containing neurons,

on the ipsilateral facial formalin test.

TH-neurons loss

In both experiments, the extent of the | esion was assessed on a series of TH immunolabelled
coronal sections. In the control group, there were 104 £ 6 and 107 =5 TH-immunoreactive
neurons in the right and left A11 nucleus, respectively.

Anatomical examination of br ains in the series of ex periments (non selective lesion)
revealed that microinjection were inside the A11 nucleus in 8 experiments (3 after saline and 5
after kainic acid microinjection), whereas itwa s outside in3 othe rs. Loss of TH-
immunoreactive neurons in the A1 1 nucleus was observed only when kainic acid was actuall y
microinjected into the All nucleus. As shown in Fig. 4A, B, the number of TH-labeled
neurons was reduced in the ipsilateral (to the injection) A11 nucleus. In these 5 animals, there

were only 45+ 10 and 87+4 TH-immunoreactive neurons in the ipisi- a nd contralateral All
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nuclei, respectively. Compared with normal animals (see above), ther e was a sig nificant
reduction in the number of TH-immunoreactive neurons in the ipsi- (mean reduction: 57+ 9%,
P <0.001) but not the contralater al (mean reduction: 17 + 4%, p = 0.052) A11 nucleus. Rats
with microinjection sites outside the A11 nucleus and saline-treated rats were pooled together
in one control group for facial formalin test, because there were no differences among them.
Unilateral microinjection of 6-OHD A (2 pg/1ul) into the rig ht All n ucleus did not
induce any loss in TH-immunoreactive neurons in 7 animals. In the remaining 8 animals, it
significantly reduced the number of TH-immunoreactive neurons in both ipsi- and contralateral
(to injection site) A1l nuclei (Fig. 5A, C). In these animals, TH-immunoreactive neurons were
65 +6and 81 +7ini psi- and contralateral A1l nuclei, resp ectively. Compared with non-
lesioned animals, the number of TH-immunoreactive neurons was significantly reduced in both
ipsi- (mean reduction: 39 +5 %, p < 0.001; Fig. 5C) and contralateral (mean reduction: 22 +

7 %, p=0.034) A1l nuclei.

Body weight and testing of psychomotor function

Neither locomotor ability nor the number of rears during the first 5 min of the formalin test
were significantly altered in lesioned rats. All rats groomed normally and maintained a healthy
fur coat.

The rotarod test was performed 3 weeks after lesion, before the formalin test. Six-OHDA
lesion had no effect on motor performance. The time spent on the rotarod at a speed of 15 rpm
was 126 =7 and 116 + 8 and 147 + 12 sec in 6-OHDA lesioned and 6-OHDA non-lesioned and
saline rats, respectively.

Lesioned animals have a slightly but not significantly (»p = 0.11) lower body weight than not

lesioned animals.
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Antinociceptive effect

In the control g roup (n=6), subcutaneous (s.c.) injection of formalin into the vibrissa pad
induced a typical biphasic nociceptive response: a first, short-lasting response followed by a
second, prolonged one (see examples in Fig. 4C, 5D). These two phases were separated by a
period of relative inactivity. The first phase (measured during the first 3-min block) started 20—
30 s after the formalin injection and the duration of rubbing activity was 43 + 9 sec. The second
phase of intense rubbing activity occurred between blocks 5 and 12, i.e. 15-36 min afte r
formalin injection, and its total duration was 201 + 13 sec. In kainic acid lesioned animals, the
rubbing response to formalin injection was re duced. Durations of the fir st and second phas es
were only 21 £7s ec and 103 +26 sec (n = 5), respectively (Fig. 4C). The duration of th e
rubbing response during the second phase was thus reduced by 49 = 13% (p = 0.007).

To test whether A11 TH-immunoreactive neurons are specifically involved in descending
modulation of trigeminal pain, we examined the effect on the facial formalin test of selectively
lesioning TH-immunoreactive neurons by microinjecting 6-OHDA into the right A11 nucleus.
Behavioral testing — s.c. injection of formalin in the right vibrissa pad — was performed three
weeks after 6-OHDA microinjection. We compared non-lesioned animal (n = 7) with lesioned
animals (n = 8) (Fig. 5D, E). In non-lesioned animals, the duration of rubbing activity was 29 +
8 and 220 + 19 sec during the first and se cond phase, respectively. In lesioned animals, the
rubbing response to formalin injection was dram atically reduced. Durations of the first and
second phases were only 9 £4 and 127 + 19 s ec, respectively. The duration of the rubbin g
response during the first and second phase were thus reduced by 69 + 14% (p < 0.035), and 42
+ 9% (p = 0.004), respectively. Interestingly, the number of TH-immunoreactive neurons in the
A11 nucleus and the duration of the rubbing response were significantly correlated (Spearman's

rank correlation, r = 0.58, p = 0.024; Fig. 5B).
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DISCUSSION

In this study, we characterized the neuroanatomical organization of descending pathways from
hypothalamic A11 nuclei to MDH and investigated their role in trigeminal pain. TH and CGRP
double-immunolabelling reveals that, though there are TH-immunoreactive neurons that are
also CGRP-immunoreactive, TH- and CGRP-i mmunolabellings are mostly contained in
different neurons. There is two times more TH- than CGRP-immunore active cells and the
distribution patterns of t hese two types of neurons within A1l nuclei are different. Using the
retrograde tracer FG and TH or CGRP immunohi stochemistry, we show that descending Al1
inputs to the MDH originate mainly from TH-immunoreactive neurons and are bilateral.
Nociceptive facial stimulation by unilateral subcutaneous (s.c.) injection of formalin produces a
significantly larger elevation of the number of Fos-immunoreactive neurons in both ipsilateral
and contralateral A11 nuclei than after s.c. saline. Fos-immunoreactive neurons are neither TH-
immunoreactive nor pro jecting neurons. Finally, selectively lesioning A1l neurons inhibits
trigeminal pain behavior.

TH-immunoreactivity does not differ entiate between DA- and nor adrenaline (NA)-
producing cells. Since, however, there are probably no NA-producing cells in the areas studied,
the cells ex hibiting TH-immunoreactivity will be refer red to as dopaminer gic. TH-
immunoreactivity has already been used to identify DA neurons within the A1l in rats, mice
and monkeys (Qu et al., 2006; Pappas et al., 2010; Barraud et al., 2010).

Our results indicate that the density and distribution of DA- and CGRP-containing
neurons are different. As previously shown in rats (Skagerberg and Lindvall, 1985) and mice
(Pappas et al., 2010; Qu et al., 2006), most DA ne urons are located rostrally, with their number
gradually tapering off in the c audal half of the All nucleus. On the other hand, CGRP-

containing cells, twice less than DA neurons, are mainly located within the medial part of A11
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nucleus, between -4.16 and -4.3 mm posterior to bregma. We also found TH and CGRP

double-immunoreactive neurons. As previously shown (Charbit et al., 2009; Oraz zo et al.,
1993), they are distributed throughout the entire rostro-caudal extent of A11 nucleus. TH and
CGRP double-immunoreactive neurons are 26% and 17% of the total nu mber of C GRP- and
TH-immunoreactive A1l neurons, respectively. This agrees with an early observation by
Orazzo et al., (1993), but significantly differs from another one by Charbit et al., (2009) who
reported that CGRP colocalizes with all DA cells within the A1l nucleus. Such difference
might be due to antibodies. W e used a rabbit antibody against a-CGRP, while Charbit et al.,
(2009) used a goat one. Consistent with this hypothesis, we observed that there are more
CGRP-immunoreactive cells with a rabbit than with a mouse antibody. Altogether, that the
distribution patterns of DA-, CGRP-and D  A-CGRP-containing neurons within the All
nucleus are different suggests that the A11 nucleus might not be hom ogenous but includ e
several parts with different functions.

Using the retrograde tracer FG, we show that descending Al1 inputs to the MDH ar e
bilateral, with even a slight controlateral predominance (see Abdallah et al., submitted). FG-
immunoreactive neurons are evenly distributed throughout the rostrocaudal extent of A11 areas.
Such organization is thus strongly different from that of A1l projectio ns to the spinal DH
which are predominantly, if not exclusively, ipsilateral in rats (Skagerberg and Lindvall, 1985),
mice (Qu et al., 2006; P appas et al., 2010) and monkeys (Barraud et al., 2010). FGand TH
double-immunoreactive neurons constitute 59% of the total numb er of FG-immunoreactive
neurons in each All nucleus, suggesting that most FG retrogradely-labeled neuons are DA
ones. Consistently, approximately 50-60% (Papas etal.,2010; Qu et al., 2006), 30-55 %
(Skagerberg and Lindvall, 1985; Cechetto and Saper, 1988), and 70% (Barraud et al., 2010) of
the total of die ncephalic A1l DA neurons ha ve been shown to be retro  gradely-labeled

following the injection of a retrograde tracer in mice, rat and monkey spinal DH, respectively.
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No other DA s ystem in the brain appears to exhibit FG and TH double-immunoreactive cell
bodies, suggesting that, as spinal DH (Skagerberg and Lindvall, 1985; Qu et al., 2006; Pappas
et al., 2010; Barraud et al., 2010), A11 nuclei are the sole supraspinal source of DA innervation
to MDH. There a re also some C GRP and FG double-immunoreactive neurons within A1l
nuclei, located throughout the entire rostro-caudal extent of A1l ar ea. But, they are very few
compared with THan d FG double -immunoreactive neurons. CGRP and FG double -
immunoreactive neurons constitute 12% of the total CGRP-immunoreactive neurons and 9% of
the total FG retrogradely-labeled neurons in each A11 nucleus. These results suggest that A1l
DA neurons are the main descending DA pathway to the MDH.

We then examined whether A11 neurons are involved in trigeminal pain processing using
the anatomical marker of activation, Fos protein. Unilateral s.c. injection of formalin into the
vibrissa pad produces a significantly larger elevation of the number o f Fos-immunoreactive
neurons in both ipsi- and contra lateral A11 nuclei compared with s.c. saline. Thus, A11 nuclei
appear to be involved in trigeminal pain processing. Surprisingly, though, neither FG retro-
labeled nor DA neurons express Fos, suggesting that these neurons are not activated by noxious
stimulation. This is ra ther unexpected since descending DA pathways projecting to the MDH
have been shown to con tribute to diffuse nox ious inhibitory controls (DNIC) (Lapirot et al.,
2011). Therefore, how are A11 nuclei involved in trigeminal pain processing?

To address this question, we examined the effect of inactivating A11 nuclei on trigeminal
pain. Both selective (6- OHDA microinjection) and non selective (kaini ¢ acid microinjection)
lesion of A11 DA neurons reduce the number of TH-immunoreactive neurons, with kainic acid
killing more T H-immunoreactive neurons (~60%) than 6-OHDA (~ 40%). Similarly, Ondo et
al (2000) have reported a 54% reduction in A11 TH-immunolabelled cell in rats treated with 6-
OHDA compared with controls. Both selective and non selective unilateral lesion of A11 DA

neurons inhibit the two phases of pain behavior in the formalin test, suggesting that inactivating
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A1l nuclei has an ant inociceptive effect. This was unexpected since previous studies h ave
indicated that descending A11 DA projections rather inhibit nociceptive transmission. Indeed,
local electrical and chemical stimulation of the A11 area inhibit the responses of spinal (F leet-
wood-Walker et al., 198 8; Taniguchi et al., 2011) and medullary (Charbit et al., 2009) DH

neurons to selectively noxious stimulation, via segmental D2 receptors. Conversely, electrical
lesion of the All nucleus facilitates the responses of neurons within the trigeminocervical
complex to both no xious and innocuous mech anical stimuli (Charbit et al., 2009, 2011).

However, it is worth no ting that such previous studies have assessed the effect activating or
inactivating the A11 neuronal network only in acute preparations and on electrophysiological
responses of DH neurons to peripheral stimuli, that is, on senso ry thresholds. In the present
experiments, we examined, the effect of, on the one hand, a 2-3-weeks long-lasting dysfunction
of descending A11 DA projections on, on the othe r hand, spontaneous pain behavior inar at
model of infla mmatory pain. Thus, inac tivating All nuclei, by microinjecting a DA D2
receptor or GA BA, receptor agonist, has recently been shown to attenuate pain
hypersensibility ina n animal model of ne uropathic pain (Wei et al., 2009). More over,
descending dopaminergic pathways are known to exert both a tonic and phasic inhibitor y
control on spinal and tri geminal specifically pain transmission (L apirot et al., 2011; Wood,
2008; Charbit et al., 20 09). Thus, an on going facilitation of s ynaptic transmission between
noxious primary afferents and second order n eurons in DH might lead to use-depend ent long-
term depression of these synapses (see for instance Randic et al., 1993). This would account for
the observation that the two phases of fo rmalin-induced pain behavior are decreased. Finally,
not all DA neurons project down to the medullary and spinal DHs (present results; Skagerberg
and Lindvall, 1985; Cechetto and Saper, 1988; Qu et al., 2006; Papas et al., 2010; Barraud et al.,
2010). This raises the possibility that chronic dysfunction of other A11 DA projection neurons

leads to an inhibition of nociceptive transmission.

120



Altogether, these results show that, as spinal DH, MDH receives dopaminergic afferents
exclusively from hypothalamic All nuclei. H owever, whereas descending dopaminergic
pathways to spinal DH are essentially ipsilateral, those to MDH a re bilateral. Several-weeks
long-lasting dysfunction of descending A11 DA projections leads to hypoalgesia in the facial
formalin model, suggesting that descending DA projections to DH are pronociceptive. Since
the effects of local administration of DA or acute manipulations of A11 nuclei lead to the very
opposite conclusion, it is not clear how h ypothalamic A11 nuclei act ually modulate pain .
Moreover, thatn either DA nor projectin g neurons to the MDH do ex press Fos protein
following pain raises the question as to which neurons within A11 nuclei are actually activated

by pain.
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LEGENDS TO THE FIGURES.

Figure 1: TH- and CGRP-immunoreactive neurons in the A11 nucleus. A, Representative
photomicrographs showing TH-immunostaining in two coronal sections: -3.3 mm, left, and -
4.3 mm, right, from bregma. Note that there many more TH-immunoreactive cells in the most
rostral section. B, Fluorescence images of C GRP- (red; left) and TH-immunoreactive (green;
middle) and CGRP and TH double-immunoreactive neurons (white arrow; right). Note thath
there is onl y one CGRP and TH double- immunoreactive neuron. Scale bars: 50 p m. C,
Distribution of TH- (black circl es) and CG RP-immunoreactive (red circles) and TH - and
CGRP double-immunoreactive ( green triangles) neurons (mean + SEM) in coronal sections
through each A1l nucleus (from -3.3 to 4.8 mm from bregma). D, Bar histograms of the total
number (mean + SEM) of TH- (black bar ) and CGRP-immunoreactive (red bar) and TH - and

CGRP double-immunoreactive (green bar) neurons per A1l nucleus.

Figure 2: The retrograde tracer FG reveals A11 descending DA projections to the MDH.
A, Fluorescence images of TH- (green; top) and FG-immunoreactive (red; middle) and TH and
FG double-immunoreactive neurons (white arrows; bottom). B, Fluorescence images of CGRP-
(green; top) and FG-immunoreactive (red; middle) and CGRP and FG double-immunoreactive
neurons (white arrow; bottom). Scale bars: 50 um. C, Schematic representation illustrating the
rostro-caudal distribution of all FG injection sites (n = 8), from -1.2 to -2.0 mm relative to the
most caudal tip of the subnucleus interpolarisMDH transition region and their ventro-dorsal
extent within MDH. D, Bar histogram of the distribution of TH- (black bars)and F G-
immunoreactive (red bars) and TH- and FG-double immunoreactive (green bars) neurons
(mean + SEM) in coronal sections through each All nucleus (from -3.3 to 4.8 mm from

bregma) following FG injection in the right MDH. E, Bar histogram of the distribution of
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CGRP- (black bars)a nd FG-immunoreactive (red bars) and CGRP-and F G-double
immunoreactive (green bars) neurons (mean + SEM) in coronal sections through the each Al1
nucleus (from -3.3 to 4.8 m m from bregma) following FG injection in the rig ht MDH. Note
that there are much less CGRP- and FG-doubl e immunoreactive neurons than TH- and FG-
double immunoreactive neurons (diffe rent ordinate scales betw een D and E) and that

retrogradely labeled DA neurons are evenly distributed throughout the A11 area.

Figure 3: Fos-expression reveals that A1l neurons area ctivated during pain. A,
Representative photomicrographs of coron al sections (-3.9 mm from breg ma) showing TH-
(light brown) and Fos-immunostaining (black dots) intheri ght All nucleus followin g
subcutaneous injection of saline (left) and formalin (right) into right vibrissa pad. Ther e is no
DA neuron expressing Fos. B, Representative photomicrograph of a coronal section (-3.9 mm
from bregma) showing FG- (light brown) and Fos-immunostaining (black dots) in the right
Al11 nucleus following subcutaneous injection of formalin into right vibrissa pad. There is no
retrogradely labeled n euron expressing Fos. Scale bars: 50 p m. C, Bar histograms of the
number (mean + SEM) o f Fos-immunoreactive cells in ipsi- and contralateral A11 nuclei (left)
and ofthe rostro-caud al distribution (from -3.3 0t -4.8 mm from breg ma) of Fos-

immunoreactive cells in the ipsila teral nucleus (right) following subcutaneous injection of

saline (black; n = 12) and formalin (grey; n = 12) into right vibrissa pad. * P <0.05

Figure 4: Microinjection of kainic acid into the right A11 nucleus produces hypoalgesia in
the facial formalin test. A, B, Representative photomicrographs of coronal sections (-3.9 mm
from bregma) showing TH-immunostaining (A) and the corresponding Cresyl violet staining in
ipsi- (right) and contralateral (left) A11 nuclei. Cresyl violet helps delineate the limits of the

kainic acid lesion. Note that there is no TH-immunoreactive neuron on the lesioned side. Scale
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bars: 50 um. C, Average time course of the face rubbing response to subcutaneous injection of
formalin into the ri ght vibrissa pad in 1 esioned (empty circles; n = 5) and non-lesioned rats
(filled circles; n = 6). C, inset, Bar histograms of the duration of the 1 * and 2™ phases of the
face rubbing behavior in lesioned (filled bars) and non-lesioned rats (empty bars). The duration
of the two phases of the face- rubbing response are reduced in lesioned compared with non-

lesioned rats. ** P <0.01.

Figure 5: Microinjection of 6-OHDA into the right A11 nucleus produces hypoalgesia in
the facial formalin test. A, Representative photomicrograph of a coronal section (-3.9 mm
from bregma) showing TH-immunostaining in ipsi- (right) and contralateral (left) A11 nuclei.
Note that only 2 to 3 neurons are still TH-immunoreactive on the lesioned side. Scale bars: 50
um. B, The decrease in the duration of the rubbing behavior correlates with the reduction in the
number of Al11 TH-imm unoreactive. C, Distribution of TH-imm unoreactive neurons (mean +
SEM) in coronal sections throug h the ipsilateral A1l nucleus (from -3.3to 4.8 mm from
bregma) in lesioned (filled triangles; n = 8), non-lesioned (empty circles; n = 7) and control rats
(filled circles; n = 6). D, Average time course (m ean + SEM) of the face rubbing response to
subcutaneous injection of formalin into the right vibrissa pad in lesioned (empty circles; n = 8)
and non-lesioned rats (filled circles; n = 7). E, Bar histograms (mean + SEM) of the duration of
the 1% and 2™ phases of the face rubbing behavior in lesioned (filled bars) and non-lesioned
rats (empty bars) (same results as D). The duration ofthe two phases of the face-rubbing

response are reduced in lesioned compared with non-lesioned rats. * P < 0.05, ** P <0.01.
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Chapitre 3: Organisation du controle descendant

orexinergique
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ABSTRACT

The transfer of nociceptive information at the level of dorsal horn is subject to extensive
processing by both local segmental and su praspinal mechanisms, including descending
orexinergic controls, originating from the hypothalamic LH and PFX nuclei. The
inhibitory role of orexin on evoked pain, via activation of orexin-A receptors at the level
of the dorsal horn, is rather well established. Here, using and anatomical techniques, we
have addressed the two questions. (1) What is the organization descending trigeminal
orexinergic pathway? (2) Do descending orexinergic pathway controls m odulate
trigeminal pain? We show that the descending orexinergic pathway to MDH originate
from bilateral LH and PFX nuclei. But neurons in PFX nuclei are preferentially excited
by noxious stimulation. Activating the orexin-A receptors inhibits specifically C-fiber-
evoked action potential f iring of trigeminal wide dynamic range (WDR) neurons. We
conclude that descending orexinergic controls from preferentially the PFX nuclei inhibit
specifically C-fiber nociceptive transmission via orexin-A receptors atth e level of

superficial MDH.

INTRODUCTION
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Painful experience involves sensory-discriminative, cognitive-evaluative, and affective-
emotional components. Transmission of nociceptive messages is thus m odulated by different
central nervous system networks according to the nature of the painful stimulus and behavioral
state of the individual (for review, see Millan, 2002). Moreover, nociception cannot be reduced
to a simple integration of ascending messages from periphery to cortical areas. It results also
from a modulation o f ascending nociceptive messages by descending influences from
supraspinal centers. Indeed; descending pathways from brainstem and hypothalamus are known
to either inhibit or fa cilitate transmission of nociceptive information at the level of the spinal
and medullary dorsal horn (MDH).

Evidence from neuroimaging studies in man su ggest that h ypothalamus is also a ke y
player in nociceptive processing, particularly in trigeminal pain syndromes such as m igraine
(Denuelle et al., 2007) and trigeminal autonomic cephalagias (for review, see Holle et al.,
2011) including cluster headache (May et al., 1998). Animal studies, using electrophysiological
recordings in rats (Shigenaga et al., 1973; Mo rita et al., 1977; Hamba et al., 1990) and ¢ ats
(Rudomin et al., 1965) or F os expression asa immunohistochemical marker o f neuronal
activity (Malick et al., 2001; Ter Horst et al., 2001; Benjamin et al., 2004), suggest that the
hypothalamus is activated following trigeminal stimulation.

Hypothalamus modulate nociceptive message at the level of the spinal and medullary
dorsal horn. For example, Focal electrical stimulation of Al11 nucl eus suppresses the
nociceptive responses of WDR neurons in the spinal dorsal horn (Fleetwood-Walker et al.,
1988) and decreases the dural stimulation-evoked responses of MDH neurons (Charbit et al.,
2009). Furthermore, a recent study (Lapirot et al., 2011) had shown a tonic inhibition of the
trigeminal nociceptive input by descending dopaminergic controls via activation of D2-like

receptors at the level of superficial MDH.
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Other hypothalamic areas such as lateral hypothalamus are also involved in nociception
modulation. Electrical s timulation or microinjection of mor phine in lateral H ypothalamus
increases the latency of the tail-flick test and decreases inflammatory pain induced by formalin
injection (Lopez et al., 1991; Franco and Prado, 1996; Dafny et al., 1996).

Lateral (LH) and p erifornical (PFX) hypothalamic area contain orexin labeled neurons that

project to the spinal cord (Peyron et al., 1998; van den Pol, 1999). Interestingly, Orexin
immunoreactive neurons have been shown to be located exclusively in the LH and PFX areas
(De Lecea et al., 1998). In addition to their role in the control of sleep and wakefulness, energy
metabolism, reward, and addiction (for review see Sakur ai and Mi eda, 2011), or exinergic
neurons are known to be involved in nociception and stress-induced analgesia (for review, see
Chiou et al., 2010). Intrathecal administration of orexin A induces anti-nociception in thermal,
mechanical and chemical nociceptive tests (Yamamoto et al ., 2002; Mobarakeh et al., 2005).
Furthermore, Orexin A reduces mechanical allodynia induced by carrageenan inflammation or
nerve ligature in the rat (Yamamoto et al., 2003a; Yamamoto et al., 2003b).

Descending orexin system might also modulate trigeminal pain. High density of orexin-
immunoreactive fibers was found in superficial MDH (Peyron et al., 1998; van den Pol, 1999).
Moreover, Orexin peptides have be en shown to modulate response s to nox ious dural
stimulation (Holland et al., 2006). F urther evidence for a possible role of the orex inergic
system is provided by genetic association studies. The pol ymorphism in orexin receptors gene
has been reported to associate significantly with an increased risk of cluster headache and
migraine (Holland and Goadsby, 2009; Rainero et al., 2011).

In our recent work (Abdallah et al. in submission), microinjections of Fluorogold, a
retrograde tracer, into MDH revealed that LH and PFX hypothalamic areas project to the MDH.
In order to assess the involvement of these two areas in trigeminal nociception, Fos expression

was first anal yzed after facial formalin stim ulation. Secondly, we hav e characterized the
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organization of descending orexinergic fibers from LH and PFX to the MDH, by combining
immunolabelling of orexin A and fluorogold positive hypothalamic neurons. And finally, we
tested the effect of intracisternal application of orexin A on nocic eptive responses of W DR

neurons in Sp50O evoked by electrical stimulation of their receptive fields.

MATERIAL AND METHODS

Adult male Sprague Dawley rats were obtained from Charles River laboratories
(France) and maintained in a light- and temperature controlled environment (lights on 19.00—
7.00 h, 22°C) with food and water ad libitum. All efforts were made to minimize the number of
animals used. The ex periments followed the ethical guidelines of the International Association
for the Study of Pain and ethical guidelines of the directive 2010/63/UE of the Eu ropean
Parliament and of the Council on the protecti on of animal s used for scientific purpos es.
Protocols applied in this study have been authorized by the local Ethics Committee in Animal

Experiment, CEMEAAuvergne (n° CE 26-12 and CE 28-12)

Immunocytochemical experiments
Fluorogold microinjection

Animals (250-300g) were anesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg body weight,
intraperitoneally (i.p.) and placed in a stereotaxic frame. After surgical removing of the atlanto-
occipital membrane, glass micropipettes (30—40 um diameter tips) filled with a 2% solution of
Fluorogold (hydroxystilbamidine, Molecular Probes, Reference H22845), diluted in 0.1 M
cacodylic acid were inserted into the right MDH (AP —5.3 mm from the interaural line, ML 2.7
mm, P 1.5 mm) according to Paxinos and Watson (1998) with an angle of 80° to the horizontal

plane. Once the micropi pette was in place, direct positive current (5 p A) was applied for 30 s
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every 30s for 15-20 min. The microelect rode was left in situ fora further 5 min be fore
withdrawal from the brain. A single injection into the MDH was performed in each animal.
Following a postoper ative survival peri od of one week, animals were de eply
anaesthetized with urethane (1.5 g/kg, i.p) and perfused tr anscardially over a 15-min perio d
with warm (37 °C) heparinized saline (25 IU heparin/mL) followed by cold (10 °C) phosphate-
buffered solution (0.1 M, pH 7.6) containing 4% paraformaldehyde and 0.03% picric acid. The
brain and first cervical segment (C1) were removed and then cryoprotected in a buffered 30%
sucrose solution containing paraformaldehyde-picric acid solution and left overnight. Coronal
sections were cut on a freezing microtome (40 pm thick) and collected ina 0.05 M T ris-
buffered saline (T BS). A set of MDH sections  was m ounted on g elatin-coated slides and
viewed using a fluorescent microscope (Zeiss Axioplan 2 Imaging microscope; FG: excitation
365/10 nm, dichroic mirror 400 nm a nd barrier filter 520 + 560 nm) in order to localize the
injection sites. Only diencephalic sections of animals in which injection site was exclusively

located within the MDH were processed further.

Fluorogold and Orexin A immunofluorescence

Free-floating diencephalic sections were placed in 1% normal goat serum for 1 h before
incubation ina combination ofa polyclonal rabbit anti-FG antibody (1:20000, Millipore,
Reference AB153) and a monoclonal mouse an ti-orexin antibody (1:1000, Santa Cruz ,
Reference Sc-80263), overnight at room temperature. Sections were rinsed 3 times in TBS, and
then placed in Cy2 goat anti-mouse (1:200, Jackson Immunoresearch, USA) and Cy3 goat anti-
rabbit (1:200, J ackson Immunoresearch, USA) for 120 min at room  temperature. After
incubation, sections were rinsed in TBS, mounted into gelatin-coated slides and left to dry in a

dark environment. Sec tions were then deh ydrated in alcohol cle ared inx ylene, and
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coverslipped with DPX. All immunolabels were diluted in 0.25% bovine serum albumin, 0.3%

Triton X-100 in TBS.

Fos immunofluorescence

In a second group, rats received subcutaneous injection of formalin into the vibrissa pad
(50 pl, 1.5%). Two hours later, rats were deeply anaesthetized with urethane (1.5g/kg) and
perfused transcardially. The brain was then removed and transferred in the paraformaldehyde-
picric acid solution containing 30% sucrose at 4°C and left ov ernight. Coronal sections were
cut on a freezing microtome and collected in a 0.05 M Tris-buffered saline (TBS). Free-floating
hypothalamic sections were placed in 1 % normal goat serum for 1 hbe fore overnight
incubation at room temperature in a rabbit anti body directed against Fos (1:1000, Santa Cruz).
Sections were then w ashed in TB S and plac ed in C y3 goat anti-rabbit (1:200, Jackson

Immunoresearch) for 120 min at room temperature.

OrexinA—containing fibers immunohistochemistry

After brain stem sections had free-floated in 1% normal horse serum for1 h,
immunohistochemistry reaction was carried out with a monoclonal mo use antibody against
orexin A (1:1000, Santa Cruz ; overnight at room temperature) using biotinylated horse anti-
rabbit followed by avidin—biotin—peroxidase complex (Immpress,Abcys, Vector; 30 mina t
room temperature). Orexin A immunoreactivit y was visualized in sections using  3,30-
diaminobenzidene tetrahydrochloride (DAB) and ammonium nickel sulphate (kit Vecto r
Peroxidase substrate DAB). All sec tions were rinsed in TB S and transferred to ge latinized

slides before being coverslipped with DPX.

Data analysis
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Computer-assisted bright-field images of OrexinA—containing fibers were obtained
using a CCD colour vi deo camera (Sony DXC-950P) connected to a Nikon Optiphot-2
microscope at 10x magnification. The delineation of the MDH was based upon the Paxinos and
Watson atlas (1997) and our own myeloarchitecture atlas adapted from Strassman and Vos,
1993 and Molander et al. 1989.

Fluorogold, Orexin A or c-fos immunofluor escence was analysed with a motoriz ed
Zeiss Axioplan 2 Imaging microscope coupled with a Hamamatsu C4742-95 digital camera, by
switching between fluorescein and Texas Red filter sets. For illustrations, numerical images of
immunofluorescence were obtained usin g Metamorph 5.4 softwar e. In each rat, Fos
immunoreactive nuclei, FluoroGold (FG) neurons, Orexin A-immunoreactive neurons and
double labeled (FG + Orexin A) neurons in the lateral and perifornical hypothalamic areas were
counted according to their location along different rostrocaudal planes within the hypothalamus
(from -2.1 to - 4.8 post erior to bregma). The delineation of the two h ypothalamic areas was
based upon the Paxinos and Watson atlas (1997), Swanson et al. (2005).

Images were exported to ImagelJ 1.45 software to adjust brightness and contrast before
adjusting the image scale bar. They were than imported into Coral Draw 12 to insert additional

indications and/ or anatomical landmarks.
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Electrophysiological experiments
Animal preparation

For surgery, the animals were anaesthetized with 2% ha lothane ina nitrous
oxide/oxygen mixture (2/3—1/3). After intramuscular injection of 100 pg atropine sulfate, a
tracheal cannula wasi nserted, the jug ular vein was cannulated to paral yze ratsb y an
intravenous perfusion of vecuronium bromide (2.4 mg/h). So, animals wer e artificially
ventilated with a volume-controlled pump (54-55 strokes/min). The levels of halothane, O2,
N20 and the end-tidal C O2 (3.5-4.5%) were monitored by an anesthetic gas monitor (Artema
MM 200, Sundbyberg, Sweden) during the entire experimental period. These par ameters were
measured by infra-red absorption, digitally displayed and und er the control of alarms. A
sufficient depth of anesthesia was judged from the absence of gross fluctuations of heart rate.
The vascularization of the cutaneous tissues was periodically checked by observing the color of
the paw extremities and the rapidity by which they regained normal color after the application
of pressuret o the paw. The coret emperature was m aintained at 38 + 0.5°C with a
homeothermic blanket system.

The animals were t hen placed in a st ereotaxic frame with the head fixed in a
ventroflexed position (incisor bar dropped 5 mm under the standard position) by means of an
adapted metallic bar. A craniotomy was performed on the right side at the level of the occipito-
parietalis suture and the dura mater was removed. For intracisternal application, a skin medial
incision was performed from oc cipital end of skull to C2-C3 le vel, muscles are laterally
reclined to access to atlanto-occipitalis membrane. A window was opened in the membrane to
allow the intracistern al applications at the level of trigeminal s ubnucleus caudalis. Afte r
surgery, the level of halothane was reduced to 0.6-0.7% and maintained at this level during the

recording period.
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Recordings

Unitary extracellular recordings were made from rig ht Sp50 ne urons with g lass
micropipettes (8-10 M) fille d with a mixture of 5% Na Cl and pontamine sky blue. The
brainstem was explored 2.4-3.0 mm lateral to the midline and between the frontal planes P. 1.1
and P. 2.6 (Paxinos and Watson, 1997). Single unit activities were amplified and displayed on
oscilloscopes and were also led into a window discriminator connected to a CED 1401plus
interface (Cambridge Electronic Design) and a PC computer (Spike 2.0 5 software), to allow
sampling and analysis of the spontaneous and evoked neuronal activity.

Wide dynamic range (WDR) trigeminal neurons were recognized based on thei r
responses to mechanical and percutaneous electrical stimulations of their receptive field (Dallel
et al., 1999). Spe cifically, neurons that responded in a graded manner with increasing firing
rates to the stimulus range from non-noxious to noxious intensity were classified as WDR cells.
Innocuous mechanical stimuli to the skin and m ucosa included air puff, brushing with a so ft
brush, gentle strokin g and light pressure with a blunt probe. Nox ious mechanical stimuli
consisted of heavy pressure, pinprick and pinching with fine forceps (tip area 1 m m2) which
evoked a painful sensation when applied to the experimenters' skin. Once a neuron had been
identified, its receptive field was mapped and classified according to its location: perioral or
more peripheral regions of the face (Dallel et al., 1999). Electrical squ are-wave stimuli (2 ms
duration) were applied t hrough a pair of stainles s steel stimulating electrodes subcutaneously
placed into the center of the previously delineated receptive field and thresholds for eliciting A-
fiber-evoked and C-fiber-evoked responses determined. In post-stimulus time histog rams
(PSH), A- and C-fiber-evoked responses were distinguished according to their latencies. It was
previously shown that burst discharges at latencies >30 ms are elicited by C-fibers (Dallel et al.,

1999). Therefore, all spikes between 30 and 200 ms post-stimulus were c onsidered as C-fiber-

147



evoked. During repetitive stimulation, C-fiber-evoked responses of tri geminal WDR neurons
progressively increased (wind-up), thereafter, reached a maximum or peak and then plate aued
or slightly decreased (Dallel et al., 1999). Fits of the wind-up plots were o btained using a least
square fitting algorithm. The dynamic properties of the successive responses were best fitted
using a second- order polynomial regression (R2 = 0.99), indicating that in all cases there was a
strong correlation between the amplitude of the response and the number of repetitive stimuli.
Since the initial slope of the polynomial fit c urves (coefficient of'the first de gree of x )
corresponded to the ability of the neuron to amplify its response, it was used to quantify wind-

up (Coste et al., 2008).

Experimental design

The activity of the n euron was conside red stable when P SH obtained after two
successive trains of 30 electrical shocks, applied to the excitatory receptive field at 3 times the
threshold for C-fibers activation, did not diffe rent to 10 %. Then, was applied the procedure
that involved sequences of 30 stimuli eve ry 10 min during 110 min. A 10-min interval was
selected to allow full recovery to baseline response between sequences.

In each sequences, the PSHs built from 1s t-30th responses were used for studying the
nociceptive response: the total number of spikes in the rang e of the A-delta and C-evoked
responses. During repetitive stimulation, C fiber-evoked responses of trigeminal WDR neurons
progressively increased from the first to the 15™ stimulation (windup), therea fter, reached a
maximum or peak and t hen plateaued or slightly decreased. Windup value was calculated as
the difference between the total number of spikes at C-fibers latencies produced by the train of
15 stimuli and the input. The input was calculated as the number of spikes produced by the first

stimulation multiplied by the total number of stimuli.

148



Orexin A (0.2-0.6 nmol in5 pl) was injected after two sta ble (variation in
unconditioned C-fiber response <10%) control sequences had been recorded. There was only
one orexin A injection in each rat. Injection was manually performed via a micropipette by

slowly (during 5sec.) dropping the solution into the open window of the cisterna.

Statistics

For immunohistochemical analysis data were expressed as mean number of cells pe r
section. Results of el ectrophysiological analysis were ex pressed as mean = SEM. Statistical
analysis was performed using Student’s t-test or one-way Repeated Measures (RM) ANOVA
followed by a post hoc B onferroni test as indi cated. The level of significance was set at P <

0.05.
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RESULTS

Activation of lat eral and perifornical hypothalamic areas by fo rmalin nociceptive
stimulation

In our previous study, we have shown th at MDH received bilateral projections from
lateral and perifornical areas of the hypothalamus. To de termine whether these areas are
actually involved in tri geminal pain processin g, we investigated the ef fect of subcutan eous
injection of formalin into the vibrissa pad (50 pul, 1.5%) on Fos protein expression. Animals (n
= 5) which received a s ubcutaneous injection of formalin into the vibrissa pad ex hibited a
dense distribution of Fos immunoreactive (Fos-ir) cells in the ip silateral and contralateral LH
and PFX areas (Figure 1). There was no difference between ipsilateral and contralateral areas;
so we have sum med the two side of each are a. Labeling in both areas were si gnificantly
(p<0.05) greater in a nimals receiving formalin than those in ¢ ontrol animals (receiving
subcutaneous injection of saline n = 6). The formalin group exhibited a larger number of Fos-ir
cells compared with the control group for LH (51 + 14 and 10 + 3, respectively; p = 0.0135)
and PFX (74£21 and 1 9+11, respectively; p =0. 039). Moreover, inc rease in c-F os-ir cells

following formalin injection occurred primarily within the PFX area (p = 0.03).

Organization of descending hypothalamic orexin pathway to MDH

Data were collected from 5 rats, in which fluorogold microinjection were restricted to
MDH (Figure 2).A relative dense population of FG labeled neurons were found in both side of
LH and PFX areas following FG injection into MDH (mean number per section =26 + 7, 27 +
4; respectively) (Figure 3). Immunolabelling data (Figure 3) showed also a dense population of
orexin A immunoreactive neurons in these areas (mean number per section =44 + 5 and 130 +

15, respectively). Orexin A labeled neurons were distributed along the rostro-caudal axis from -
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2.1t0-3.91in LH and between -2.8 and -3.6 posterior to bregma in PFX area. Double labeling
immunofluorescence (FG/Orexin A) revealed that, amon g the d escending projecting neurons
from LH and PFX area (Figure 3), a proportion of them were orexinergic (15.5 = 1% and 32.8
+ 5%, respectively). Interestingly, Orexin A descending neurons to MDH were preferentially
located in the PFX area. Double labeled-ir neurons were present along the rostro-caudal axis of
the two areas : between -2.1 mm to - 3.9 mm posterior to bregma in LH and from -2.8 to -3.6

mm in PFX (Figure. 3 C,E).

Orexin—containing fibers terminals in MDH

The terminals of descen ding orexin A containing fibers were analyzed at the level of
MDH. The distribution of orexin terminals was identical along the rostro-caudal axis of MDH.
These fiber-terminals were equally present as inthe mandibular (dorsomedial), maxillary
(dorsolateral), as in the ophthalmic (ventrolateral) area of MDH.

Regarding the MDH laminar distribution of the orexin fiber-terminals, it appeared that,
even if sparse terminals were present in deep lamina (IV-V), most of terminals were located in

more superficial laminae, particularly in I and II laminae (Figure 4).

Electrophysiological data
Characteristics of trigeminal WDR neurons

A total of 10 W DR neurons were recorded within the Sp50. None of th em exhibited
spontaneous activity. All had an ipsilateral receptive field that included the intraoral or perioral
region. They were sensitive to both innocuous and noxious mechanical stimuli and responded
by increasing their firing rate as stimulus intensity increased into the noxious range. When 2-

ms-long percutaneous electrical stimuli were applied to the center of the receptive field of the
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neurons, responses attributable to peripheral activation of A- and C-fibers could be observ ed.
The longest latency responses (97 +4 ms)  were C-fiber-evoked. Indeed, the computed
conduction velocity (~ 0.5 m/s) was in th e range of those previously reported for C-fibers
(Dallel et al., 1999; Co ste etal., 2008). I n addition, long latency responses could only be
evoked by high intensity stimulations (mean threshold: 8 + 1 mA) and th ey exhibited windup
(Dallel et al., 1999; Coste et al., 2008) .Indeed, we observed a progressive increase of C-fiber-
evoked responses to re petitive (0.66 Hz ) constant percutaneous suprathreshold electrical
stimuli applied to the receptive field : the first stimulation elicited few spikes (~ 5 spikes) but
repetition of the stimulus induced a marked increase of the responses, with a maximum (~ 30
spikes) seen as early as the 10-11th presentation. Beyond, the response plateaued. Moreover,
Ad-fiber evoked responses have a short latency (12 + 0 ms) and are evoked by small intensity

stimulations (mean threshold 2 + 0 mA).

Effect of orexin A application on nociceptive responses of WDR trigeminal neurons.
Whereas intracisternal application of 0.3 (n = 6) and 0.6 (n = 4) nnmol orexin A did not
affect the A delta response (Figure 5D), it consistently depressed the C-fiber-evoked responses
of Sp50 WDR neurons at a dose dep endent manner of 0.6 nmol orex in A (figure 5A,B,). The
depression of C-fiber-evoked responses appeared as soon as 10 min after microinjection and
last for at least 80 min after injection (figure 5A,B). The effect was significant from fourty
minutes after orexin A microinjection to the end of recording. We note at 40 and 60 minutes
after injection a decrease in the C-fiber-evoked response that was respectively 31 £ 6 % and 52
+ 11 % of baseline (R M ANOVA followed b y Bonferroni post-hoc, p =0.021 and 0.001
respectively) (Figure 5A,B). Moreover, wind up of SpSO WDR neurons was not affected after

0.6 nmol of orexin A application (Figure 5C).
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DISCUSSION

Our study shows that MDH receive descending orexinergic pathway influences from
lateral (LH) and perifornical hypothalamic (PFX) areas. Fos expression in these two areas was
increased by a tonic noxious stimulation. Interestingly, descending Orexin A neurons to M DH
and Fos expression were primarily distributed within the PFX area. F urthermore, C-fiber-
evoked action potential firing of tri geminal WDR neurons was inhibite d after intracistern al

application of orexin A.

LH and PFX hypothalamic areas are activated by tonic trigeminal noxious stimulation.

Our results are consistent with those previously reported an activation of central areas
after spinal noxious stimulations. Indeed, Fos protein expression has been used as a marker for
neuronal activation after noxious stimuli (Zhu et al., 2002). Hypothalamic orexin neurons can
be activated either by a noxious electrical foot shock or by carrageenan induced inflammation
(Zhu et al., 2002; Watanabe et al., 2005).

Pain has been considered as stressful and aversive stimuli. Our re sults indicate that
tonic trigeminal noxious stimulation activated preferentially the perifornical area neurons.
However, current evidence indicated a dichotomy in orexin function, such that orexin neurons
in the lateral h ypothalamus regulate reward processing for food and a bused drugs, whereas
those in the perifornic al hypothalamus regulate arousal and r esponse to stress (Har ris and

Aston-jones, 2006).

LH and PFX hypothalamic projecting neurons to MDH contains orexin

Earlier immunolabelling studies in the rat and the mouse have shown that substantial

orexin A fibers ori ginated from LH and/or PFX occurred throughout the spinal cord, with no
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obvious regional localization except in lamina I and II where they are denser, and in the MDH
(van den Pol, 1999; Cutler et al., 1999). As in our study, orexin-immunoreactive fibers are also
present in the oral part of spinal trigeminal nucleus, and with a high density in the sup erficial
laminae (gelatinous layer) of the caudal part (Peyron et al., 1998).

Immunoelectron microscopic examination of orexin A-like immunoreactive fibers in
the rat spinal do rsal horn have shown axons terminals making synapses on dend rites of
superficial lamina neurons (Guan et al., 2003) which are kno wn to rec eive the nocic eptive
inputs from periphery, suggesting that the LH orexin A descending neurons may be involved in

pain modulation mechanisms.

Orexin decreases the C-fiber-evoked responses of trigeminal WDR neurons to facial
noxious stimulation.

We reported here that intracisternal orexin A (at the dose of 0.6 nmol) d ecrease the C-
fiber-evoked responses of SpSO W DR neurons to electrical stimulation of their cutaneou s
receptive field whereas the A delta fiber evoked responses were not affected.

The orexin A was appl ied at the bulbar surface wher e MDH neuronal networks,
receiving C-fiber afferent terminals, can modulate the nociceptiv e C-fiber activity that reach
WDR neurons in the Sp5O located app roximately 3 mm more rostrally (Dallel et al., 1998;
Voisin et al., 2002; Coste et al., 2008; Lapirot et al., 2011). In these later studies, A-delta
evoked responses were not affected by microinjections into the superficial layers of MDH. So,
we can postulated that intracisternal injections performed in our stud y could act in the same
way as engaging the modulator neuronal networ k of C-fiber ascendin g message of MDH to
Sp50. Moreover, our results show that orexin A do not affect the Sp5O WDR neurons windup;
which suggest that inhibition of nociceptive tr ansmission could be mediated by presynaptic

mechanism on C-fiber te rminals in superficial laminae of MDH. This hypothesis is supported
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also by the existence of orexin 1 receptor in the dorsal root ganglia small-diameter cells that
express peripherin, a marker of C fibre (Hervieu et al., 2001).

The inhibition of tri geminal nociceptive input by orexin A has already been shown in
the rat by other previous works. To stud y the central hypothalamic modulation of tri geminal
nociception, Bartsch et al. in 2004 showed that injection of orexin A in posterior hypothalamus
decreased the A-and C-fiber responses of tr igeminal neurons to dur al (meningeal input)
electrical stimulation as well as responses to noxious thermal stimulation of the facial skin.

In contrast, intravenously injected orexin A selectively inhibited the A-fiber but not C-
fiber evoked responses of trigeminal neurones to electrical dural stimulations (Holland et al.,
2006). Moreover trigeminal activities responding to the rmal or m echanical facial cutaneous
stimulations applied in V1 (ophthalmic territory of trigeminal nerve) were not aff ected by
orexin A (Holland et al., 2006). The difference of effects, between the two studies, on C-fiber
response (inhibited o r not) could be du e to the net ef fect of orexin A on C-fiber inputs.
Intravenous orexin A might result in inhibitory effects in areas as well as ex citatory effects in
other ones (Holland et al., 2006). Orex in A could acton differ ent structures includin g
hypothalamic descending inhibitory pathways that relay in the peria queducal grey matter
(PAG), locus coeruleus or nucleus raphe magnus to terminate in the MDH (Peyron et al., 1998;
van den Pol, 1999). In the c ase of intravenous injection, orexin A c ould actalso at the
peripheral terminals of primary afferents (Bingham et al., 2001). O rexin A is able to inhibit
neurogenic dural vasodilatation via inhibition o f release of CGRP from trigeminal neurons
(Holland et al., 2005).

The involvement of an orexin A descending inhibitory system of segmental nociceptive
messages is supported also by behavioral studies using intrathecal applications. Indeed,
intrathecal injection of 0.3 nmol  of orex in-A reduced mech anical allodynia induced b y

carrageenan inflammation or nerve lig ature in the rat (Yamamoto et al., 2003a; Yamamoto et
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al., 2003b). In the mouse, intrathecally applied orexin A showed antin ociceptive effects in
thermal (hot-plate, tail-flick, paw-withdrawal), mechanical (tail-pressure), and chemical
(formalin, capsaicin and abdominal stretch) nociceptive tests (Mobarakeh et al., 2005). In the
rat, intrathecal orexin A inc reased also the hot plate latency and reduced as no ciceptive
responses as the ex pression of Fos-like immunorectivity in lamina I-II of spinal dorsal horn

induced by subcutaneous paw formalin injection (Yamamoto et al., 2002)

In conclusion, our study shows that, superfi cial MDH is under control of descendin g
orexinergic neuronal pathways originating from lateral and perifornical hypothalamic areas that
can be activated by tonic inflammatory facial noxious input. This control r esults in a selective

orexin-A-related segmental inhibition of C-fiber evoked responses of WDR trigeminal neurons.
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FIGURE TO LEGENDS

Figure 1: Fos-ir in the LH and PFX areas following subcutaneous injection of saline (n = 6) or
formalin (1.5%, 50 pn1, n= 5) into the right vibrissa pad. Photomicrograph of coronal sections
showing Fos-immunoreactive cells (red) after facial saline (A) or fo rmalin (B) injection. Note
that formalin induces a strong increase in Fos expression. The increase is observed on the ispi
and contralateral hypothalamic areas with no significant diffe rence between the two sides. C)

Histograms illustrating the average number of Fos positive neurons observed in LH and PFX
after facial saline injection (white column) and formalin injection (black column). Each
histogram corresponds to the average number per section of Fos positive cells of both side of

each area. Scale Bar: 100um.

Figure 2: (A) Schematic representation of fluorogold (FG) microinjection sites into MDH (n =
5). (B) Photomic rograph illustrating a representative FG site into MDH. F G injection site
appeared as a dense center of FG staining surrounded by a halo of FG immunoreactive neurons.

Scale bar = 300pm.

Figure 3: Descending orexinergic projections to the MDH orig inate from the LH and PFX
hypothalamic areas. (A) Photomicrograph of coronal se ctions showing OrexinA-
immunoreactive neurons (green), fluorogold (FG, red) neurons, and double-labeled neurons
(yellow). (B and D) Histogram illustrating the average number of FG/OrexinA neurons in the
LH (B) and PFX (D) areas: OrexinA neurons (gray column), FG neurons (white column) and
co-labeled neurons (black column). (C and E) Rostrocaudal distributi on of F G/OrexinA
neurons inthe LH and PFX area, respectively. Open and black filled circle represent
respectively the mean number of FG and co-labeled cells at various levels of the LH and PFX

areas following microinjection of the fluorogold into the MDH (n = 5). Scale Bar: 50um.
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Figure 4: OrexinA fibers -like immunoreactivity in a representative coronal section of the
medullary dorsal horn (MDH). Note that the fibers are mainly confined to the superficial

laminae (I-IT) of the MDH. Scale bar: 100pum.

Figure 5: Nociceptive evoked responses of SpSO WDR neurons modulation by MDH orexin 1
receptor-activation. (A) Example illustrating the time course effect of intracisternal 0.6 nmol
orexin A on the c-fiber evoked responses of a Sp5SO WDR neuron. (B,D) Time course effect of
intracisternal 0.3 and 0.6 nmol of orexin A on A-delta (D, n= 6) and C-fiber (B, n=4) evoked
responses of SpSO WDR neurons to train of 30 electrical stimulation of their receptive field.
Note that C-fiber responses are only significantly affected at the dose of 0.6 nmol of orexin A.
(C) Cumulative results illustrating the dynamic properties of the successive responses to 15
stimulations before (control) and after intracisternal orexin A applica tion (t=40 min).
Superimposed on the plots are the polynomial fits of the data (before, y =-0,0834x2 + 2,5241x

+1,1659; after y = -0,109x2 + 2,7934x - 2,7396). *, P<0.05; **, P<0.01
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5.1 Organisation des projections hypothalamo-trigéminales: particularités et implications

dans la nociception trigéminale

Notre étude anatomique utilisant un traceur rétrograde a permis de montrer que, comme
la corne dorsale de la moelle (Cechetto and Saper, 1988), le sous-noyau caudal du trijumeau
(Sp5C) recoit les terminaisons provenant principalement de ci nq noyaux de I’hypothalamus :
paraventriculaire (PVN), latéral (LH), périfornical (PFX), A11 et r étrochiasmatique (RCA). A
la différence des projections unilatérales (ipsilatérales) au niveau spinal (Cechetto and Saper,
1988), le Sp5C recoit les projections de f acon bilatérale av ec une 1égére p rédominance
ipsilatérale pour la plupart des noyaux hypothalamiques. Ces donn ées suggerent que les
controles descendants au niveau trigéminal seraient plus puissants de ceux exercés au niveau
spinal. Par exemple, ils pourraient expliquer les différences des seuils des réponses duesal a
mise en jeu des fibres C évoquées par la stimulation ¢lectrique des champs récepteurs cutanés
des neurones tri géminaux. En effet, ces seuils sontsupé rieurs a ceux observés pour les
neurones spinaux (Dallel et al., 1999). De fagon intéressante, nos résultats montrent que c’est la
zone ophtalmique (V1) du Sp5C recoit les proj ections hypothalamiques les plus denses en
comparaison avec les zones maxillaire (V2) et mandibulaire (V3). La zone V1 du Sp5C e st
innervée principalement afférences primaires méningées. Ce résultat su ggére une implication
de la voie hypothalamo-trigéminale dans le controle des douleurs céphaliques. Les résultats de
certains travaux cliniques ont d’a illeurs fait état de I’implication de I’hypothalamus dans
certaines céphalées comme la migraine ou [’algie vasculaire de la face. En effet, une
dérégulation hormonale hypothalamo-dépendante a été rapportée chez les patients souffrant de
migraine chronique ou d ’algie vasculaire de la face (Leone and Bussone, 1993; Peres et al.,
2001). La tomographie par émission de posi tons a permis de montre r une activation de
I’hypothalamus lors des crises de migraine (May et al., 1998; Denuelle et al., 2007). Enfin, La
stimulation électrique de I’hypothalamus postérieur réduit fortement ’intensité et la fréquence
de la douleur chez les patients souffrant d’algie vasculaire de la face (Leone et al., 2010).

Plus particulierement, nous avons montré que la z one ophtalmique (V1) du Sp5C est la
seule a recevoir des terminaisons axonales depuis les neurones du RCA. Le role du RCA dans
la nociception est peu d ocumenté. Nous savons cependant qu’une population des neurones de
ce noyau synthétise I’hormone stimulatrice des a-mélanocytes ou mélanocortine (alphaMSH) et

que cette hormone inter vient dans la douleur. En effet, des travaux chez la souris ont montré
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que I’activation des récepteurs MC4 par une injection d’agoniste au niveau spinal (intrathécal)
entrainait un effet pro-nociceptif (hyperalgésie) lors du test au formol (Bellasio et al., 2003).
Cependant le RCA peut aussi étre impliqué dans un contrdle inhibiteur de la nociception. En
effet, I’injection intrathécale du peptide CART, synthétisé¢ par des neurones du RCA, induit un
effet anti-nociceptif face a une stimulation thermique nociceptive (test de la plaque chaude),
dans une douleur tonique aigue (test au formol) ou inflammatoire (carragénine intra-plantaire),
et réduit I’hyperalgésie thermique et 1’allodynie mécanique chez des souris neuropathiques
(Ohsawa et al., 2000; Damaj et al., 2003; Damaj et al., 2006).

D’autres travaux ont rapporté que les neurones du RCA sont activés par la leptine (Elias et al.,
1998), une hormone connue comme favorisant la baisse de | a prise alimentaire et la perte de
poids. De facon intéressante, des études épidémiologiques récentes (Peterlin et al., 2010; Evans
et al., 2012) su ggerent que la mi graine et c ertaines céphalées pourraient étre associées a
I’obésité avec comme vecteur possible, entre autres, la leptine qui serait impliquée dans les
deux phénomeénes. Le RCA estaussi connu pour intervenir dansla régulation du cycle
circadien via la modulation de la sécrétion de la mélatonine pinéale. En effet, il est impliqué
dans le mécanisme d’inhibition de la sécrétion de mélatonine induit par une photo-stimulation
nocturne de la rétine ( Cipolla-Neto et al., 1999) . L’intégration a son niveau des messa ges
rétiniens, son implication possible dans un controle descendant facilitateur de la nociception
ainsi que nos résultats montrant une sélectivité des projections descendantes vers laz one
ophtalmique V1 du Sp5C sugg ¢rent que le RC A pourrait jouer un rdle dans la photophobie
associée a la douleur migraineuse.

En résumé, cette étude a permis d’établir la localisation des neurones hypothalamo-trigéminaux
et de préciser la densité ains 1 que I’organisation rostro-caudale des projections hypothalamo-
trigéminales. Ces résultats suggerent un réle majeur des projections hypothalamo-trigéminales
dans physiologie et probablement la ph ysiopathologie de douleurs tri géminales céphalique tel
que la migraine.

Dans une seconde étude, nous avons caractérisé le phénot ype neurochimique des n eurones
hypothalamo-trigéminaux. Par rapport a la moelle (Cechetto and Saper, 1988), ou on observe
une population conséquente de ne urones ocytocine et vasopressine, il apparait que le Sp5C
recoit une tres faible innervation des neurones ocytocine (4% ; n = 5) et vasopressine (1% ; n =
3) de I’hypothalamus (Figure 1-2). Ces résultats suggerent que, contrairement a la moelle, la
vasopressine et I’oc ytocine ne seraient pas impliquées da ns la modulati on des messages
nociceptifs trigéminaux. En revanche, nous avons observé que d es projections hypothalamo-

trigéminales denses provenant des n eurones dpoaminergiques duno yau All ainsi qued es

174



neurones oréxinergiques des noyaux LH et PFX. Le role de la dopamine et de I’oréxine dans la
modulation des messages nociceptifs trigéminaux a été e xploré de fagon plus précise dans la

suite des études.
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Figure 1. Distribution rostro-caudale des cellules ocytocinergiques (vert) et FG (rouge)
immunopositives au nive au du P VN ipsilatéral. 3V:3 ¢éme ventricule, ap: partie
parvocellulaire antérieure ; am : partie magnocellulaire antérieure; dp: parvocellulaire dorsal;
mp: parvocellulaire médian; pm: pa rtie magnocellulaire postérieure ; Ip: posté rieur latéral.

Barre échelle = 50pum

-

Figure 2. Cellules Vasopressine (vert) et FG (rouge) immunopositives dans le PVN ipislatéral

a-1.7 (A) et -1.9 (B) mm postérieurs au Bregma. Barre échelle =50um
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5.2 Role des neuron es dopaminergiques du noyau A 11 dansla modulation dela

nociception trigéminale

Afférences du Noyau Al1

Nos données anatomiques montrent aussi que le n oyau hypothalamique A11 recoit des
projections denses de 3 struct ures quisont impliquées dans le traitement des aspect s
émotionnels de la doule ur : le noyau latéral du septum, le co rtex préfrontal, et ’habenula
latérale (Figure 3).

Des études chez ’homme et I’animal ont rapporté I’implication du noy au latéral du
septum dans la nociception. En effet, ce noyau est activé par des stimuli nociceptifs viscéraux,
inflammatoires et par de s stimulations électriques de la pulpe dentaire (Palestini et al., 1987;
Traub et al., 1996; Aloisi et al ., 1997). De plus, la stimulation ¢électrique du noyau latéral du
septum réduit la douleur spontanée ainsi que I’allodynie chez des patients souffrant de douleurs
neuropathiques chroniques (Schvarcz, 1993).

Le noyau A1l recoit aussi des projections du cortex préfrontal médian, connu pour son
implication dans le traitement cognitif et émotionnel de la douleur (Apkarian et al., 2005;
Vertes, 2006; Moisset and B ouhassira, 2007). Il peut aussi étre plus directement impliqué dans
la perception et le traitement de la douleur. Des études d’imagerie par résonance magnétique,
¢lectrophysiologique et immunohistochimique ( expression de F os) montrent ’activation du
cortex préfrontal par a une stimulation nociceptive viscérale (Traub et al., 1996; Lazovic et al.,
2005; Gao et al., 2006; Gibney et al., 2010). R écemment, le cortex préfrontal a ét¢ impliqué
dans la no ciception trigéminale. L’allodynie mécanique chez des rats rendus neuropathiques
par ligature du nerf infra orbitaire est associée a I’activation du cortex préfrontal (Devoize et al.,
2011)

Le noyau A1l recoit également des projections de 1’habenula latérale (cf figure 3), une
structure localisée dans la partie postérieure-médiale du thalamus dorsal et qui est connue pour
son implication dans les phénomeénes d’aversion, de récompense, d’addiction, d’anxiété et plus
récemment dans la modulation de la douleur (S helton et al., 2012). Les données précliniques
attribuent a I’hab enula latérale un role putatif et affectif dans la modulation de la douleur
(Shelton et al., 2012). L’habenula latérale regoit des projections directes de la couche I de la
moelle épiniere et du complexe sensitif du trijumeau (Craig, 2003). Les neurones de [’habenula
latérale répondent sélectivement aux stimuli nociceptifs (Gao et al., 1996 ). L’activation de ce
noyau, par stimulation €lectrique, réduit I’hyperalgésie induite par le test au formol (Cohen and

Melzack, 1986).
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Ces données anatomiques suggerent que le noyau All serait sous I’influence de structures

impliquées dans les aspects émotionnels de la douleur.

Cortex prefrontal

Cortex orbital

Lateral Septal nucleus

Periaqueductal gray

Lateral habenula

FG injection site

Figure 3 : Les principales afférences du noyau All. Distribution des cellules marquées de
facon rétrograde suite a une injection de Fluorogold dans le noyau Al1 (n = 5). Barre échelle =

100pm.
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Activation du noyau A1l par une stimulation tonique nociceptive

Chez I’animal, I’hypothalamus est activé par un certain nombre de stimuli nociceptifs comme
la stimulation ¢€lectrique des méninges (Malick et al., 2001) ou p ar injection intra-plantaire de
substances inflammatoires (Watanabe et al., 200 5; Suzuki et al., 2009; Culman et al., 2010).
Notre étude montre pour la premiere fois une activation du noyau hypothalamique A11 par une
stimulation nociceptive inflammatoire tonique (une injection sous-cutan ée de formol dans la
face). Il est possible que cette activation se fass e via une voie directe trigémino-
hypothalamique mais il est plus probable que cette activation soit le résultat de la mise en jeu
de plusieurs relais. En effet, le noyau Al1 recoit des projections de 1’aire parabrachiale (Bester
et al., 1997) mais aussi d e la substance grise périaqueducale (PAG) (cf figure 3). Ceci suggere
que ce no yau serait activé via la voie trigémino-mésencéphalique suite a une stimulation

nociceptive inflammatoire.

Roéle des neurones dopaminergiques dans la modulation de la nociceptin trigéminale

Nos travaux montrent que les neurones descendant issues du noyau Al1l sont ma joritairement
dopaminergiques (60% FG-TH, 10% FG-CGRP). Par rapporta la moelle qui recoit
principalement des projections ipsilatérales (Skagerberg and Lindvall, 1985; Orazzo etal.,
1993; Qu et al., 2006; B arraud et al., 2010), les projections trigéminales du noyau Al1l sont
bilatérales. Cette organisation pourrait expliquer le caractére diffus et parfois bilatéral de
centaines douleurs céphaliques comme dans le cas de la migraine chronique.

Le systéme dopaminergique a été¢ impliqué dans la modulation de la nociception chez ’homme
et ’animal. Des études cliniques montrent une réelle corr élation entre I’activation du systéme
dopaminergique etlap erception dela douleur chez des sujets enré ponse a des stimuli
thermique et chimique. Ene ffet, une réduction del a dopamine a été associée a une
hyperalgésie (Hagelberg et al., 2002; Pertovaara et al., 2004; Scott et al., 2006; Scott et al.,
2007). De plus, une étude a rapporté une réduction de I’activité dopaminergique chez des
patients souffrant de  brilure buccale (Hagelberg et al., 2003b). Chez 1’animal, des
microinjections d’agonistes dopaminergiques dans le striatum ou dans le no yau accumbens
réduisent la réponse nociceptive induite par une injection de formol intra -plantaire chez le rat
(Taylor et al., 2003). De plus I’administration d’agoniste dopaminergique réduit les réponses
dues a la mise en jeu des fibres C évoquée par une stimulation électrique des champs cutanée et

méningée des neurones nociceptifs trigéminaux. Cet effet anti-nociceptif met en jeu les
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récepteurs D2 de lamo elle et du comple xe sensitif du trijumeau (Fleetwood-Walker et al.,
1988; Bergerot et al., 2007; Lapirot et al., 2011).

Pour déterminer lerdl e duno yau Alld ans la modulation desm essages nociceptifs
trigéminaux, nous avons ¢étudié I’effet de | a lésion sélective (m icroinjection de 6-
hydroxydopamine et non sélective (mic roinjection d’acide kainique)desn  eurones
dopaminergiques du noyau A1l sur une douleur t onique évoquée par inje ction sous-cutané de
formol dans la face. De maniére inattendue, nos résultats montrent que la 1ésion du noyau A1l
a effet antinociceptif. En effet nous avons observe une réduction significative des 2 phases du
test au formol. En accord avec nos résultats (Wei et al., 2009) ; ont rapporté que le blocage du
noyau All réduit 1’allodynie mécanique chez les rats n europathiques (Wei et al., 2009 ).
Cependant, les majo rité des études électroph ysiologiques ont observé que la stimu lation
¢lectrique ou chimique du noyau All réduit I’amplitude des réponses des neurones spin aux
(Fleetwood-Walker et al., 1988)ett rigéminaux (Charbitetal., 2009 ), évoquée par des
stimulations nociceptives cutanées ou méning ées. De plus, la 1ésion électrolytique du no yau
A1l augmente I’amplitude des réponses des neurones trigéminaux (Charbit et al., 2009, 2011)
évoquée par desstim ulations nociceptives cutanées ou méningées.. Les mécanismes
physiopathologiques sous-tendant I’effet anti-nociceptif de lalésiond u noyau All sont
inconnus. Il serait indirect et pourrait mettre en jeu d’autres noyaux comme le locus coeruleus
et/ou la RVM. En effet, les injections intrathécales, d’antagonistes sérotonine ou noradrénaline
atténue I’effet anti-nociceptif induit par I’inhibit ion dunoyau All (Wei etal., 2009). Des
injections intrathécales de 6-OHDA ou de 5-7 dihydroxytryptamine, dont le but est de Iés er les
systémes noradrénergique et sérotoninergique respectivement, réduisent I’hyperalgésie induite
par le test au formol (Tjolsen et al., 1991). De plus, certains récepteur s a la sérotonine se
localisent sur des neurones du trijumeau exprimant des récepteurs dopaminergiques (Charbit et
al., 2011).

Notons aussi que les études cliniques rapportent une corrélation entre la baisse d’activité de la
catéchol-O-méthyltransférase (COMT, enzyme qui métabolise les caté cholamines dont la
dopamine) et la prévalence d’app arition de la douleur chez des patients souffrant de
fibromyalgie, dus yndrome du colon irritable et de la patholog ie temporomandibulaire
(Marbach and Levitt, 1976; Gursoy et al., 2003; Diatchenko et al., 2005; Karling et al., 2011;
Martinez-Jauand et al., 2012). Ce tte baisse d’activité réduit & galement 1’efficacité des
traitements morphiniques sur la douleur de t ype cancer (Rakvag et al., 20 05). Chez le rat, des
injections systémiques de ’OR486 (un inhibiteur du COMT) augmentent la sensibilité a la

douleur induite par la carragénine intra-plantaire (Nackley et al., 2007).
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Perspectives
Afin de préciser et renforcer nos résultats, nous devrons :
1. Analyser I’expression des récepteurs dopaminergiques (D1 et D2) dans le
SpSC suite a la 1ésion du noyau A11 par micoinjection de 6-OHDA.
2. Caractériser les projections descendantes duno yau All a l’aide des
techniques detra c¢age antérograde (Phaseolus wvulgaris) afin
d’identifier les noyaux relaix sur lesquelles il pourrait agir.
3. Vérifier si I’effet anti-nociceptif des lésions du noyau All peut étre
renvers€ pard es injections intracisternale  d’agonistes

dopaminergiques
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Réle des neurones oréxines de s noyaux latéral et périfornical dans la modulation de la

nociception trigéminale

Nos travaux montrent que leno  yau latéral de I’h ypothalamus (LH) et plus
particulierement le noyau périfornical (PFX) projettent densément sur le Sp5C. A 1’aide d’une
technique de double mar quage, nous avons montré que 15 % des neurones descendants LH et
30 % des neurones descendants PFX sont or éxinergiques se terminent dansle Sp5C. Les
terminaisons oréxinergiques sont essentiellement localisées dans les couches superficielles (I-
IT) du Sp5C.

Par approche immun h istochimique (expression de Fos), nous montr ons que les
neurones du LH et du PF X sont activés par une stimulation tonique nociceptive de la fac e
(injection sous-cutanée de formol). Un résultat similaire a €té rapporté chez la souris ou une
augmentation de I’expression de Fos a été obser vée dans le LH a la suite d’une inflammation
(Watanabe et al., 2005 ). Nousn’ avons pas établi siles neuron es exprimant Fos sont
oréxinergiques. D’autres études utilisant par exemple des techniques de double (Fos/oréxine)
ou de triple marquage ( Fos/Fluorogold/ oréxine) sont nécessaires afin de déterminer sides
neurones oréxines descendants vers le Sp5C sont activés di rectement par une stimulation
nociceptive.

Nous montrons auss 1 qu’une stimul ation tonique inflammatoire active
préférentiellement les neurones du PFX a partir de laqu elle sontiss ues les projections
oréxinergiques les plus denses. De facon intéressante, il a été décrite une dichotomie anatomo-
fonctionnelle entre 1 es neurones oréxine du P FX etc eux du LH. En effet, les ne urones
orexinergiques du LH sont impliqués dans les phénomenes d’addiction et de récompense tandis
que ceux du PFX sont activés par le stress et pendant le cycle d’éveil (Harris and Aston-Jones,
2006). Ceci nous amene a poser la question suivante : existe-t-il une différence fonctionnelle
entre la voie oréxinergique hypothalamo-trigéminal issue du PFX et celle issue du LH.

Enfin, par approche électrophysiologique nous montrons que 1’injection i ntracisternale
d’oréxine A inhibe sélectivement les réponses dues a la mise en jeu des fibres C des neurones a
convergence (WDR) trigéminaux. Le role d e 1’oréxine dans la modulation des messa  ges
nociceptifs trigéminaux aét ¢ exploré par une seule équipe qui a obtenu desr ésultats
paradoxaux. D’une part, ils ont observé que la microinjection d’oréxine A dans I’hypothalamus
postérieur (Bartsch et al., 2004) inhibe les réponses dues a la mise des fibres A et C méningées

alors que I’administration s ystémique d’oréxine A affecte sélectivement les réponses dues a | a
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mise des fibres A méningées (Holland et al., 2006). En revanche, la microinjection d’oréxine A
dans I’hypothalamus postérieur inhibe les ré ponses des neurones noc iceptifs trigéminaux
évoquées par un stimulation nociceptive thermiqu e (chaud) cutanée alors que I’administration
systémique d’oréxine A n’affecte pas les réponses dues a la mise et C des tissues cutanées. Ces
différences pourraient s'expliquer pard es différences dans le prot ocole expérimental
(anesthésie, mode d’administration, dose utilisée, localisation des neurones enregistrées, ...).
Une évaluation par une approche comportementale permettrait de clarifier le role de 1’oréxine
dans la modulation des messages nociceptifs trigéminaux.

Notre ¢étude ¢électrophysiologique montre ¢également quel ’administration
intracisternale d’oréxine n’affecte pas le wind-up (augmentation progressive de la décharge des
neurones nociceptifs lo rs de la stimulation répétitive des fibres C) des neurones W DR
trigéminaux. Ceci suggere que l’oréxine A au rait une action plutdt pré-synaptique. Cette
hypothese est compatible avec les données anato miques montrant que les récepteurs oréxines

sont majoritairement localisées sur les terminaisons des fibres C (Guan et al., 2003).

Perspectives

Dans le but de consolider et compléter les donné es de I’ étude électrophysiologique, il
est nécessaire :
1. de renverser I’effet anti-nociceptif de I’oréx ine A parle SB 334867, un
antagoniste oréxinergiques,
2. de vérifier le rdle joué par I’oréxine A sur un modele comportemental de douleur
inflammatoire méningée et cutanée.
3. Et d’évaluer son role dans les contrdles inhibiteurs descend ants de la d ouleur

(controles inhibiteurs diffus induit par stimulations nociceptives).

Les neurones de I’hypothalamus latéral sécrétent également de I’oréxine B. Son rdle dans
la nociception est relativement peu documenté et des résultats contradictoires ont été obtenus
dans des travaux antérieurs. Alors que Yamamoto et al (2002) ont observé que de I’oréxine B
n’a aucun effet antinociceptif, une ¢tude chez la souris montrait que I’oréxine B entrainait un
effet antinociceptif lors de te sts thermique, mécanique ou chim ique (Mobarakeh et al., 2005 )
mais que cet effet était moindre par rapport a celui de I’or éxine A. De plus, I’injection de
I’oréxine B dans I’hypothalamus postérieur entraine un effet pro-nociceptif sur les réponses du

Sp5C alastimulation de la dure mer e chez le rat (Bartschet al., 2004). Des travaux
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complémentaires sont nécessaires afin de déterminer le réle de I’oréxine B dans la modulation

de la nociception trigéminale.

En conclusion, mes travaux ont permis :

l.

d’établir I’organisation des projections descendantes du noyau hypothalamus sur
le sous-noyau caudal du complexe sensitif du trijumeau,

d’identifier le phénotype neurochimique des neurones descendants
hypothalamo-trigéminaux

et préciser le role et les mécanismes d’action des neurones dopaminergiques et

orexinergiques dans la modulation des messages nociceptifs trigéminaux.
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Khaled Abdallah - Organisation des contréles descendants hypothalamiques de la nociception
trigéminale chez le rat.
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Résumé : La partie céphalique de notre corps est le sicge de douleurs qui, comme la migraine, peuvent étre trés invalidantes.
Le sous noyau caudal du trijumeau (Sp5C) assure le transfert des messages nociceptifs provenant de la face et des méninges
vers les centres supérieurs. Ce transfert est modulé par des projections descendantes provenant de centres supraspinaux dont
I’hypothalamus. Comment sont organisés les controles descendants hypothalamiques sur le Sp5C ?

En utilisant le traceur retrograde, Fluorogold (FG), nous avons analysé les projections hypothalamiques sur le Sp5C.
Elles proviennent du noyau paraventricular (PVN), de 1’aire hypothalamique laterale (LH), de I’aire hypothalamique
perifornicale (PFX), du noyau A1l et de I’aire retrochiasmatique (RCA). La zone ophtalmique V1 du Sp5C recoit la plus forte
densité de projections. Ces projections sont systématiquement bilatérales. Par double marquage immunohistochimique
traceur/phénotype, nous avons précisé les phénotypes neurochimiques des neurones projetant du A11, LH et PFX vers le Sp5C.
Dans le noyau All, 60% environ de ces neurones sont dopaminergiques (DA) et 10% environ contiennent 1’alpha-calcitonin
gene related peptide (CGRP). De plus, 15% de ces neurones dans LH et 30% de ceux-ci dans PFX sont oréxinergiques.

L’expression de Fos est augmentée dans le noyau All aprés stimulation nociceptive tonique inflammatoire (formol
facial sous-cutané), indiquant que ce noyau contribue au traitement de 1’information douloureuse. Cependant, ni les neurones
DA ni les neurones FG expriment Fos. Par une approche comportementale et électrophysiologique, nous avons précisé le role
des contrdles hypothalamiques dans la modulation de la nociception trigéminale. La 1ésion par acide kainique ou 6-OHDA
d’un noyau A1l abaisse les réponses nociceptives comportementales (test au formol) chez le rat vigil. Pour tester I’hypothese
d’un controle hypothalamique orexinergique, nous avons enregistré les réponses électrophysiologiques de neurones
trigéminaux a la stimulation électrique de leur champ récepteur. L’injection intracisternale (0.6 nmol dans 5ul) d’orexine A
réduit (environ 50%) les réponses a I’activation sélectivement des fibres afférentes de type C sans modifier leur windup.

Au total, plusieurs de nos résultats méritent d’étre soulignés. (1) Les voies hypothalamiques descendantes semblent
controler préférentiellement les inputs méningés. (2) Un dysfonctionnement prolongé du noyau All provoque un état
d’hypoalgésie, suggérant que l’activation des afférences DA provoque un état d’hyperalgie. Or, les résultats d’injections
locales de DA ou de manipulations aigues du noyau A1l suggerent un controle DA inhibiteur sur I’information nociceptive. Le
dysfonctionnement DA pourrait favoriser une plasticité dans le Sp5C. (3) Enfin, I’inhibition sélective des réponses C par
I’orexine A, suggere I’existence d’un contrdle présynaptique inhibiteur du message nociceptif trigéminal.

Abstract: Pain syndroms located in the head, such as migraine, can be particularly invalidating. Sensory inflow generated by
nociceptors in the face and meninges activate neurons in the medullary dorsal horn (MDH), within the trigeminal system.
There, a network of descending projections from cerebral structures enhance or inhibit the transfer of nociceptive information
to higher centers. However, the functional anatomy of such descending controls of nociceptive information are still ill-defined.
Here, we investigated the descending hypothalamic projections to the MDH.

Using the retrograde tracer, Fluorogold (FG), we analyzed the organization of hypothalamic projections to MDH. They
originate from the paraventricular nucleus (PVN), lateral hypothalamic area (LH), perifornical hypothalamic area (PFX), All
nucleus and retrochiasmatic area (RCA). Within MDH, the V1 area, where primary afferent fibers of the ophthalmic branch of
the trigeminal nerve terminate, receives the strongest hypothalamic projections. Hypothalamic projections to MDH are bilateral.
Using double-immunolabelling, we determined the molecular phenotype of A1l nucleus, LH and PFX projecting neurons to
MDH. In A1l nucleus, about 60% of projecting neurons to MDH are dopaminergic (DA) and about 10% contain the alpha-
calcitonin gene related peptide (CGRP). Fifteen percent of LH projecting neurons to MDH and 30% of PFX ones contain
orexin.

Pain (facial formalin test) elevates Fos expression in A1l nucleus, suggesting that it contributes to pain processing.
However, it is worth noting that Fos-immunoreactive neurons are neither DA nor projecting neurons. We combined behavioral
and electrophysiological techniques to get further insights into the role of hypothalamic projections on trigeminal pain. Lesion
of A1l nuclei, by locally injecting kainic acid or 6-OHDA, reduces spontaneous pain behavior (facial formalin test). To
examine whether orexin descending hypothalamic projections control trigeminal pain, we examined the effect of
intracisternally applied orexin A on e lectrophysiological responses of trigeminal neurons to e lectrical stimulation of their
receptive field. Orexin A (0.6 nmol in 5pl) selectively reduces (about 50%) C-fiber-evoked responses but not the windup
phenomenon.

Several of these results are worth to note. (1) Descending hypothalamic projections predominantly control VI area of
MDH, where primary afferent fibers innervating the meninges terminate. (2) The effect of long-lasting dysfunction of All
nucleus suggests that activation of descending DA projections produce a state of hyperalgesia. This is at odds with the
conclusion of previous reports on the effects of local administration of DA or acute manipulations of A11 nuclei, suggesting
that descending DA projections rather inhibit nociceptive transmission. Long-lasting dysfunction of descending A1l DA
projections might enable plasticity changes in DH ne uronal network. (3) That orexin A selectively inhibits C-fiber-evoked
responses suggests that orexin A selectively controls the transfer of nociceptive information via a presynaptic mechanism.

Mots clés: Hypothalamus, nociception, complexe sensitive du trijumeau, dopamine, orexine, rat.
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