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Résumé

L’émergence de la notion selon laquelle la répanfi@mmatoire exercerait des effets
bénéfiques dans la pathologie ischémique cérébealgarticulier au cours de la phase de
récupération fonctionnelle nous a conduit a étudiiemplication des cellules microgliales
dans le déclenchement des mécanismes de neuroipdagtist-ischémique. Notre étude a été
réalisée chez le Rat soumis a une ischémie focaimanente induite par photothrombose.
L’activation microgliale a été modulée par un gaient au 3-aminobenzamide (3-AB), un
inhibiteur spécifique de la poly(ADP-ribose)polyrage-1, jouant un role prépondérant dans
I'activation de ces cellules. Nos données montcpre le 3-AB entraine une diminution
importante de I'activation microgliale aux tempsude associée a plus long terme a une
réduction de I'expression de la synaptophysineeeGAP-43, respectivement marqueurs des
processus de synaptogenése et croissance axofaisemble de ces données indique donc
que les cellules microgliales constituent effectieat des acteurs cellulaires essentiels de la
neuroplasticité post-ischémique. Le Brain-DeriveeuMtrophic Factor (BDNF) se révélant
un candidat potentiellement capable de promouveirtals changements, nous avons pu
mettre en évidence que ces cellules représentdgefaicon précoce une source importante de
BDNF. Ces résultats ont été confirmés par une mitténution des taux de BDNF mesurés
dans les zones corticales lésionnelles et péovr@silles des animaux traités par le 3-AB.
Dans un deuxieme temps, le métabolisme complexecat®e neurotrophine a travers
I'existence de deux formes, pro- et mature, augtefbiologiques opposés, nous a conduit a
réaliser une étude spatio-temporelle des expressmost-ischémiques du BDNF total
(ELISA), pro- et mature (Western blotting). Aux tesncourts (4-24 h), les expressions du
BDNF total, pro- et mature sont augmentées danstdeoires corticaux |ésés, peéri-
|ésionnels et homotopiques tandis qu’aux tempsdd@Be30 j), le BDNF total reste accru dans
les régions distantes de la zone infarcie (hipp@esnet cortex contralatéral). Concernant les
expressions des formes pro- et mature, nos résifi@diuent une augmentation entre 8 et 30
j uniqguement dans les territoires hippocampiquesn point de vue cellulaire, le BDNF est
exprimé du coté ipsilatéral dans les neuronessetdéules non neuronales tandis que du cété
contralatéral, I'expression est limitée aux neusoidps résultats tout en faisant apparaitre des
divergences importantes dans les variations d'eswas du BDNF total (ELISA) et des
différentes formes (Western blotting) indiquent daemesure du BDNF total doit étre
couplée a une étude permettant de discriminerdes brmes. De plus, tout en confirmant
I'implication de cette neurotrophine dans les mé&raes adaptatifs induits en réponse a une
ischémie cérébrale, ces données suggerent quertisites distants de la zone |ésée jouent
un réle majeur dans ces processus.

Mots clés: AVC expérimental - Microglie - Inflammation - BYF - Neuroplasticité -
Synaptogenese - Croissance axonale



Abstract

Evidences showing that under certain circumstarinlammatory response could be
neuroprotective and could also promote adult neemegis are growing. In this context, the
objective of this work was to investigate the impat microglial cells in the neuroplastic
events. Rats were subjected to photothromboticeiséh and microglial cells activation was
blocked by the mean of poly(ADP-ribose)polyméraséPIARP-1) inhibition using 3-
aminobenzamide (3-AB) since this protein has bedsmwa to play a major role in this
activation. Our results show that PARP-1 activiggluction was associated with a strong
repression of the acute microglial activation. Besi3-AB treated animals exhibited a
decrease in synaptophysin (synaptogenesis) and 43ABxonal growth) expressions. Taken
together, our data argue for a supportive role iofoglial in adaptive brain plasticity events.
According to the preponderant contribution of BDNFthese events, assessment of its
cellular localization was performed, and confirmbdt these cells represent a significant
source. Beside, BDNF immunoreactivity (IR) in miglial cells and BDNF levels in the
lesioned and surrounding lesioned areas were falewleased in 3-AB treated animals.
However, since this neurotrophin can exert ambitabgological actions through pro- versus
mature forms, we investigate the proper effectestbral ischemia on total (Elisa), pro- and
mature (Western blotting) expressions. Our resshisw that total, pro- and mature BDNF
expressions are augmented in the early times (3-8#lschemia within the lesioned, the
surrounding non lesioned and the contralateralicarareas. At longer time points, total
BDNF was still increased at 8d in regions distaranf the lesion (hippocampi and
contralateral cortex) while pro- and mature fornse roetween 8d to 30d in hippocampic
territories only. In term of cellular distributioBDNF-IR was found in neurons but also in
non neuronal cells ipsilaterally whereas in theagiie side BDNF staining was restricted to
neurons. Our data while raising the question ofpiainence of total BDNF expression in a
context of studying its supportive potential actiodicate that such assessment has to be
coupled with the discrimination of both forms. Iddéion, our data confirm the important
role of BDNF in post-stroke adaptive mechanisms argle in favour of an important
contribution of the hippocampal territory and o tontralateral hemisphere in BDNF related
post-stroke neuronal circuit remodelling suggestimagt strategies targeting this hemisphere
are likely to mediate functional compensation.

Key words : Experimental stroke - Microglia - InflammationBDNF - Neuroplasticity -
Synaptogenesis - Axonal growth
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XRCC1 : “X-ray cross complementing factor 1”
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Introduction

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) représ¢nta troisieme cause de
mortalité aprés les maladies coronariennes etdesets et la premiére cause de handicap
chez l'adulte. A ce titre, ils constituent un prainle de santé publique majeur dans les pays
industrialisés. Dans pres de 80 % des cas, ils somsécutifs a lI'occlusion d’'une artéere
intracérébrale a l'origine d’'une ischémie du teir#é normalement perfusé par le vaisseau.
L'ischémie se définit donc comme une chute de Kappanguin au cerveau qui ne recoit plus
le glucose et I'oxygene nécessaires au fonctionnemalulaire. Il en résulte la formation
d’un infarctus cérébral dont la taille et/ou ladbsation conditionnent la nature et la séveérité

du handicap neurologique des patients victimes AU@ ischémique (Emmerich, 1998).

L’espoir de réduire ce handicap a longtemps remséla recherche de moyens
d’action thérapeutique a visée neuroprotectrickaide de molécules capables d’enrayer les
mécanismes cytotoxiques induits par l'ischémie etponsables de la mort neuronale.
Cependant, les molécules sélectionnées chez I'dnBuna des critéres histologiques
(diminution du volume de linfarctus dans la phasgué de I'AVC) se sont révélées tres
décevantes chez I'homme, chez qui le critere dadiité est la réduction du déficit
fonctionnel aprées 3 ou 6 mois. La complexité desanismes physiopathologiques de
'ischémie cérébrale, I'étroitesse de la fenétrérapeutique durant laquelle un traitement
neuroprotecteur est susceptible d’étre efficaan@n, les criteres d’efficacité difféerents entre
les études chez l'animal et les études cliniquepliggxent I'échec de la stratégie

neuroprotectrice (Bordett al, 2009).

A ce jour, il n'existe qu’'une seule spécialité phaceutigue mise sur le marché et
indiquée dans I'’AVC ischémique. Il s’agit d’'une rime recombinante de I'activateur tissulaire
du plasminogéne (r-tPA), un fibrinolytique utiliggour recanaliser dés que possible les
vaisseaux cérébraux occlus et initier une recitmriasanguine du territoire ischémié.
Cependant, en raison la encore d'une fenétre thétigpie étroite (4,5 h) et d’'un risque
hémorragique élevé, moins de 2 % des patients peuvénéficier de la thrombolyse
(Mahagne, 2008).

Face a I'’échec des stratégies neuroprotectricespdamunauté scientifique a alors
réorienté ses recherches vers de nouvelles skatégérapeutiques parmi lesquelles celle
visant a promouvoir la neuroplasticité. Cette denmise définit comme la capacité naturelle

du cerveau a compenser la perte de fonction inghaiteine Iésion. En effet, il est maintenant

17



Introduction

bien établi que la régression spontanée du dédiedtionnel de la majorité des patients est en
phase subchronique et chronique le reflet de chmeges neuroplastiques (Wittenhedral,
2003 ; Saucieet al, 2010). Ainsi, cette nouvelle stratégie a poueoti non plus de réduire
la taille de l'infarctus cérébral mais d’identifides promoteurs cellulaires et moléculaires de
la neuroplasticité. Cette identification permetitars d’élaborer des molécules qui en ciblant
ces promoteurs seront potentiellement capablegdigre le déficit fonctionnel des patients

victimes d’'un AVC.

Par ailleurs, une lésion cérébrale d’origine isciggi®m induit une réponse
inflammatoire (RI) locale qui a été largement imgpke dans la mort neuronale et I'extension
de l'infarctus (Wanget al, 2007). Cette contribution de la Rl a la maturatie I'infarctus en
phase aigué est la raison pour laguelle son intmicalans l'induction de la neuroplasticité
en phase subchronique et chronique n’ait été eg@ésajue plus récemment. Sur le plan
cellulaire, I'inflammation post-ischémique se caéaise par l'infiltration de l'infarctus par les
globules blancs circulants (neutrophiles, monocpigéis lymphocytes par ordre d’apparition
dans le cerveau) et par I'activation/proliférataes cellules microgliales et astrocytaires. Sur
le plan biochimique, elle est concomitante de latls§se et la sécrétion de nombreux
composés cytotoxiques et neurotrophiques prodaitdqus les types cellulaires du systéeme
nerveux central (SNC) (Lakhaat al, 2009 ; Jiret al, 2010). Cependant, la principale source
de ces différents composeés est la microglie activi&ne si les différents stades d’activation
de la microglie au cours de l'ischémie ont été hianactérisés, sa participation dans les
processus neuroplastiques via la production deotreghines, bien que de plus en plus

frequemment proposée dans la littérature, n'a\astgié décrite.

Dans un premier temps, I'objectif de notre trawadonc été de rechercher I'existence
d’un lien entre I'activation microgliale et la mism place de changements neuroplastiques
post-ischémiques. Dans ce but, nous avons étudiéffets d’'une réduction de la réponse
microgliale induite par une ischémie focale partptibombose chez le rat sur I'expression de
marqueurs de la neuroplasticité. Nous nous somiasppécisément intéressés a I'expression
de la synaptophysine présente dans les vésiculeptigues et a ce titre, utilisée comme
marqueur de la synaptogenese et de GAP-43 ("grasdbciated protein"), marqueur de la
pousse axonale en raison de sa présence dansnes dé croissance. La modulation de
I'activation microgliale a été obtenue en inhibenpoly(ADP-ribose) polymérase-1 (PARP-

1), enzyme dont le rble dans la RI avait été récemmroposeé via l'activation du facteur de
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transcription NF<B connu pour réguler I'expression de génes praimfteatoires impliqués
dans I'activation/prolifération microgliale.

Dans un deuxieme temps, dans le but de proposemalésule candidate responsable
de ces changements neuroplastiques post-ischémigoes nous sommes intéressés a
'expression d’'une neurotrophine, le "brain-deriveéurotrophic factor" (BDNF) dont
'implication dans les processus neuroplastiquest dargement discutée. Notre étude a
initialement consisté en la mesure du BDNF totalflaSA et Western blotting en réponse a
l'ischémie. Puis, la mise sur le marché de nouveanticorps plus spécifiquement dirigés
vers la forme mature du BDNF nous a permis d’em@sale différencier I'expression des
différentes formes de BDNF. Enfin, les différentpds cellulaires du SNC étant capables de
synthétiser le BDNF, nous avons réalisé une cinétigl'expression du BDNF par
immunohistofluorescence en la couplant a une imhogadisation cellulaire a la fois dans et
a proximité de l'infarctus et dans des régionsgtlées de la lésion (hippocampe et cortex

contralatéral & la Iésion).
L’exposé de nos résultats est précédé d'un rappkbgraphique et la description des

matériels et méthodes utilisés. Nos résultats ptésesous la forme de publications font

ensuite I'objet d’'une discussion générale.
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Rappels bibliographiques

| Physiopathologie de I'accident vasculaire cérébtaschémique

A Le déficit énergétique

Le cerveau consomme pres de 20 % de I'énergie’atgahisme bien qu’il ne
représente que 2 % de la masse du corps humaistiéri 2004). Cette forte consommation
d’énergie rend le cerveau extrémement sensible \&anations de I'approvisionnement
énergeétique.

La diminution du débit sanguin au cours de 'AV@c&ompagne d’'une réduction de
I'apport en oxygene et en glucose. L'oxygene éfantepteur final des électrons au sein de
la chaine respiratoire mitochondriale, la diminatie sa concentration ne permet plus une
production suffisante d’adénosine triphosphate (AT déficit énergétique qui s’ensuit
constitue I'élément déclencheur a l'origine de 1iplés réactions cellulaires qui vont
conduire a la mort des cellules cérébrales (Lip1@99). Cependant, le cerveau est capable de
mettre en jeu des processus de compensation gentvan fonction du degré de I'ischémie.

Lorsque la réduction du débit est modérée, l'augat®on de I'extraction de
'oxygene suffit a maintenir la production d’énexgiPour des réductions plus séveéres, ou
I'extraction n’est plus suffisante, le cerveau waspr dans les stocks énergétiques préformeés
(phosphocréatine (PCr), ATP, adénosine diphosplAddé®), puis les réserves de glucose et
de glycogene). Cependant, ces stocks chutentapédement. En effet, il a été rapporté chez
la souris soumise a une ischémie compléte par déatiap, un épuisement de I'ATP et de la
PCr en moins d’'une minute (Lowet al, 1964). Parallelement, la réduction de I'apporOen
s’accompagne d’'une activation de la glycolyse ast@érqui, en tentant de maintenir les
stocks énergétiques, va générer du lactate. Cependa processus présente un faible
rendement énergétique (2 ATP seulement produitnpalécule de glucose contre 36 en

condition aérobie).
B Conséquences du déficit énergétique
1) Acidose tissulaire
La glycolyse anaérobie mise en place en réponte diminution de I'apport en

oxygene s’accompagne d’'une accumulation de lactttele protons dans le tissu cérébral

selon les réactions suivantes :
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Glucos+2NAD" + 2ADP+2Pi O ™, 2Pyruvates 2NADH + 2ATP+2H *
Pyruvatet 2NADH +2H* O fi! . Lactate+ 2NAD*

Des études ont ainsi montré que le taux de lagtabwait étre multiplié par 20 suite a une
ischémie focale transitoire obtenue par occlusiendant une heure de l'artére cérébrale
moyenne (ACM) chez la Souris (Hattal, 2000). Cette production de lactate s’accompagne
d’'une accumulation de protons a lorigine d’'une idintion du pH dans les territoires
ischémiés. Des mesures réalisées par Kintteral. (2000) ont montré que les pH
intracellulaire et extracellulaire d’'une valeurtiale respective de 7,1 et 7,25, chutaient a 6,4
en quelques minutes seulement chez des rats saumige ischémie compléte par arrét
cardiaque. La glycolyse anaérobie n’est cependastl@ seul mécanisme responsable de
I'accumulation de protons. En effet, I'acidose pgshémique est également renforcée par la

production d’ions Hlors de I'hydrolyse de I'ATP selon la réaction\auite :

ATP . ADP+Pi+H"

L’acidose dans les tissus Iésés est a I'origineaiebreuses perturbations (figure 1) :
- la formation accrue de radicaux libres (RL) ariflme d’'un stress oxydant (voir
1.B.4),
- l'entrée de C& dans la cellule qui conduit indirectement & la neetlulaire (Hertz,
2008),
- l'altération de la synthése ou de la structurecelaines protéines sensibles au pH
(Petsko & Ringe, 2008),
- l'altération du fonctionnement de la chaine restpire mitochondriale (Kristian,
2004),
- une vasodilatation paralytique susceptible d’aeigtar la pression intracranienne en
augmentant la masse sanguine du cerveau (Celodiio 2008),
- la perturbation du fonctionnement de nombrewndparteurs et des systemes
enzymatiques dont l'activité est pH-dépendantelifirret al, 1988 ; Schlueet al,
1992). Par exemple, 'augmentation de I'activitétidunsporteur NaH", consécutive a
la diminution du pH, conduit a I'expulsion des mnas hors de la cellule en échange de
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sodium. Le N&est & son tour extrudé en échange o€ Gai va s’accumuler au sein
de la cellule (Yao & Haddad, 2004).
Le déficit énergétique induit par [lischémie einia également des

perturbations de tous les métabolismes ATP-dépésdan

Membrane
plasmique
H+* \\l_/l/ H+*
— T T
‘ Glycolyse anaérobie ‘ ATP Na* | ] Na*
\\//V
Glucose ]
Cazt+ " | | ™~Ca2*
cytosol milieu
extra-cellulaire
ADP ; ) , :
; Perturbation de 'lhoméostasie
. ioni
Lactate Pi onique
+ +
| H

Formation de radicaux libres

Altération de la synthése,
Vasodilatation de la structure et du
fonctionnement des protéines

Figure 1 : Conséquences de l'acidose post-ischémique.

(ADP : Adénosine diposphate, ATP : Adénosine triphosphate, Pi : Phosphate inorganique)

2) Perturbations des flux ioniques et hydriques
a/ Altérations de 'homéostasie ionique

Les concentrations ioniques extracellulaires gagellulaires définissent un gradient
transmembranaire qui dépend étroitement du fonogiorent de la Na K*-ATPase. Lors de
I'ischémie cérébrale, la déplétion en ATP comprohiaetivité de cette enzyme et conduit a
une augmentation de la concentration intracellelair N& et a une libération accrue dé.Hl
en résulte une perte de ’homéostasie ioniqueraifee de la dépolarisation membranaire et
du développement d’un cedeme cérébral (Siesjo, 188ilgffet, 'augmentation cytosolique
en Nd crée un appel d’eau du milieu extracellulaire Jersnilieu intracellulaire entrainant
un gonflement cellulaire qui affecte aussi biendearones que les cellules gliales et conduit

a la lyse cellulaire (Klatzo, 1985).
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Parallélement, on assiste & une accumulation ajgoe de C& provoquée par une
entrée massive de €aextracellulaire et par la libération du ‘Carincipalement séquestré
dans le réticulum endoplasmique. Plusieurs mécasisenpliquent 'augmentation du €a
cytosolique (Siesjo, 1992). Tout d’abord, la dintion des stocks d’ATP conduit a un
dysfonctionnement des pompes calciques (membranainitochondriales ou situées au
niveau du réticulum endoplasmique) chargées deleédm concentration intracellulaire en
Cd*. D’autre part, la perte de potentiel membranaingaéne une ouverture des canaux
calciques voltage-dépendants. De méme, l'activatles échangeurs N&&* qui tentent
d’extruder le Na et I'ouverture du canal ionique des récepteurs MMBcide N-méthyl-D-
aspartique), AMPA (-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) eiriate participent
a 'accumulation intracellulaire de €4Szydlowska & Tymianski, 2010).

L’augmentation de la concentration erfgui peut atteindre rapidement un facteur 4
(Yaoet al, 2004), participe au découplage de la phosphaoylatxydative mitochondriale et
conduit a I'activation d’'un certain nombre d’enzgnsusceptibles de participer a la mort
neuronale. Ce sont notamment des protéases, tpleda calpaine qui va hydrolyser les
protéines du cytosquelette et altérer les systedftiegiation de la synthese protéique, les
phospholipases A(PLA) qui induisent I'hydrolyse des phospholipides mesnlaires, mais
également d’autres enzymes telles que les end@sgdé les protéines kinases et certaines
NO synthases (NOS) (Whit al, 2000 ; Arundine & Tymianski, 2003).

b/ Edéme cérébral

La perturbation des flux ioniques s’accompagneaé’perturbation des flux hydriques
dans le parenchyme cérébral. L’'augmentation deraentration cytosolique de Nantraine
'entrée d’ions CI créant un appel deau du milieu extracellulairersvde milieu
intracellulaire. Il en résulte un gonflement decélule qui conduit a la lyse cellulaire (Kahle
et al, 2009). A cet cedeme cytotoxique se superpose @meedbnique suivi d'un cedeme
vasogénique qui sont a I'origine d’une augmentatiorvolume net du cerveau.

L’cedéme ionique correspond a la phase précoceysiorttctionnement endothélial.
Ainsi, dans les cellules endothéliales, I'appawsaisent en ions et en eau du milieu
extracellulaire consécutif & 'ecedeme cytotoxiquengdd et al, 2007) est a 'origine de flux
iloniques et hydriques entre le compartiment vagseukt le milieu extracellulaire (Youngt
al., 1987). Parmi les transporteurs impliqués dans faes ioniques endothéliaux, le
cotransporteur Na-K-Cl (NKCC1) semble jouer un rgeépondérant. En effet, ce
transporteur de Ckst synthétisé en réponse a une ischémie et bdrition s’accompagne
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d’'une diminution de 50 % de la taille de I',edémedetvolume de lésion (Simaret al,
2006Db).

Finalement, I'ischémie cérébrale va conduire aléme vasogénique. Il est induit par
la dégradation des jonctions serrées des cellulestiecliales par des protéases, ce qui
engendre une rupture de la barriere hémato-endgpbdBHE). Cette rupture s’accompagne
alors de l'entrée de protéines plasmatiques eted’'aocumulation d’eau dans le milieu
extracellulaire (Kahleet al, 2009). Il en résulte une augmentation de la eSS
intracranienne qui a deux conséquences majeures :

- par la compression mécanique des vaisseauxpelieréduire la perfusion sanguine

dans les territoires ischémiés et étre a l'origde I'extension de la souffrance

tissulaire,

- elle peut provoquer le déplacement de la massebiade et étre a l'origine du

phénomene d’engagement.

3) Perturbations du métabolisme des neurotransungtte

Suite au déficit énergétique et a I'altération teréostasie ionique, les neurones et
les cellules gliales vont perdre leur potentiel rbeamaire (Katsureet al, 1994). Cette
dépolarisation, dans le cas des neurones, s'acaprapalu relargage de nombreux
neuromédiateurs, en particulier du glutamate.

La libération du glutamate au niveau des synapadgipe a la mort neuronale selon

4 n AN

un concept appelé "excitotoxicité" mis en évidemmir la premiére fois par Lucas et
Newhouse dans les années 50. En effet, ces aubetirsonstaté que linjection de L-
glutamate dans la rétine de souris conduisait delstruction des neurones des couches
internes. Les mécanismes mis en jeu sont les deivame fois relargué, le glutamate se fixe
sur ses récepteurs ionotropiques post-synaptiduigddf, AMPA et kainate) augmentant la
perméabilité de ces récepteurs canaux aux iondN&let C&". L’entrée d'ions au sein de la
cellule s’accompagne d’une entrée d’eau, entraimaatlyse ou un cedeme cellulaire (Dirnag|
et al, 1999 ; Mergenthalest al, 2004). De plus, comme nous I'avons évoqué prénécnt,
'entrée de calcium initie, via une cascade d'ations enzymatiques, de nombreux
mécanismes cytotoxiques pouvant conduire a la cadidlaire.

Le glutamate n’est cependant pas le seul neurome@diibéré au cours de I'ischémie.
En effet, la dopamine est également relarguéeatexdes effets déelétéres, probablement par
une génération de RL induite soit par oxydation sie groupement amine par une

monoamine oxydase, soit par oxydation spontanéesrmymatique de son groupement
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catéchol (Makert al, 1981 ; Hasting, 1995 ; Hyslogt al, 1995). La noradrénaline et le
GABA (acidey-aminobutyrique) sont aussi libérés au cours delémie et participent a la
mort cellulaire (Pereget al, 1992 ; Schwartz-Bloom & Sah, 2001). A l'opposértains

neuromédiateurs tels que la sérotonine et I'histamprésenteraient des propriétés
neuroprotectrices (Nakatat al, 1992). Ainsi, l'utilisation d'un traitement a [&S)-

fluorométhylhistidine, un inhibiteur de la synthéde [I'histidine, s’accompagne d’'une
aggravation de la lésion induite par une ischémmbaje transitoire chez la Gerbille

(Sugimotoet al, 1994).

4) Implication des radicaux libres dans I'ischémie

Les RL sont des molécules dont une orbitale conti® ou plusieurs €lectrons non
appariés. La présence de ces électrons célibateues confereent une grande instabilité et
une durée de vie trés courte en raison de leus fédctivité. Les RL ont ainsi la capacité de
céder leur(s) électron(s), d’arracher un électnoml® s'associer a une autre molécule (Karp
al., 2004).

De nombreux travaux ont montré que l'ischémie ssbaiée a une production accrue
de RL (Siesjcet al, 1995 ; Lipton, 1999 ; Chan, 2001 ; Margaillal, 2005) a I'origine d’'un
stress oxydant participant a la mort cellulaire.

a/ Principales especes radicalaires produiteaurs de I'ischémie

* Les anions superoxydes

Les anions superoxydes {0 ont pour origine principale la chaine respiraoir
mitochondriale. En effet, il a été montré qu’'ensoai de la diminution de l'apport en,O
I'augmentation de la réduction monovalente de F&orise la production deO(Cadenas &
Davies, 2000).

La xanthine oxydase est une autre source d’aniapsrexydes. Elle catalyse leur
formation en présence d’hypoxanthine et de xantHans des conditions physiologiques,
I'hypoxanthine est métabolisée par la xanthine gésigénase pour aboutir a la formation de
xanthine, puis d’acide urique. Apres une ischérérélorale, 'augmentation intracellulaire de
C&* conduit & la conversion rapide de la xanthine yiisigénase en xanthine oxydase et
'accumulation d’hypoxanthine provenant de I'hnycis# de I'ATP (Hagberget al, 1987)
favorise la production d'g a la reprise de la circulation sanguine. Ainsige uschémie
globale de 15 min chez le Rat entraine une augmi@mtd’'un facteur 5 de I'activité de la

xanthine oxydase 30 min aprés induction de l'isaeéfinutaet al, 1989). De méme, un
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traitement a I'allopurinol, un inhibiteur de la xbime oxydase, 2 h avant l'induction d’'une
ischémie focale transitoire s’accompagne d’une witidn significative du volume de la
lésion (Isiket al, 2005).

Une troisieme voie de production d’anions superesygasse par l'activation des
enzymes du métabolisme de I'acide arachidoniqueeftat, I'hydrolyse des phospholipides
par la phosphoslipase,Aonduit a I'accumulation d’acide arachidonique tdermétabolisme
par les cyclooxygénases (COX) et les lipooxygénéseX) engendre la formation d’anions
superoxydes et de radicaux hydroxyles {Ofatsuki & Okuda, 1995). Diverses études ont
notamment montré que la COX 2 est I'une des enzymagiipant a la production de RL en
réponse a une ischémie focale (Plagtaal, 1995 ; Nogawat al, 1997).

Une derniére source prépondérante d’anions supaesxgst liee a l'activation des
NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphatexydases. Originellement
découvertes dans les neutrophiles, les NADPH oxglamt été identifiées dans d’autres
types cellulaires incluant les neurones (pour reBadard & Krause, 2007). Ces enzymes
cytosoliques activées par le Catransférent les électrons du NADPH vers I'oxygéne
moléculaire générant ainsi des anions superoxydass les neurones, des résultats récents
mettent en évidence que ces enzymes constituetaisotrce principale d'’J en réponse a
I'activation des récepteurs NMDA (Brennanhal, 2009).

* Les radicaux hydroxyles

L’anion superoxyde a pendant longtemps été consiciémme un facteur oxydant trés
réactif mais cette réactivité ne se manifeste quesdin milieu sans protons (Halliwell, 1981).
En effet, la présence d’'ions" krovoque sa dismutation spontanée en peroxydediggne
et en oxygene moléculaire. De plus, certaines gglai(monoamine oxydases) et les

superoxyde dismutases (SOD) générent du peroxygelsigene selon la réaction suivante :

20, +2H* O%P_ H,0,+0,

Le peroxyde d’hydrogene n’'est pas une véritablen&rradicalaire puisqu’il ne
présente pas d’électron libre, mais en présenceadaux de transition comme le fer, le cuivre
et le manganese sous formes réduites, il se désmmpour donner naissance au radical

hydroxyle (OH) extrémement réactif selon la réaction de Fenton :

29



Rappels bibliographiques

H,O, + Fe** - Fe* +OH™ +OH"

La coexistence du peroxyde d’hydrogéne, de métauxamsition et de I'anion O est
a l'origine du cycle d’Haber-Weiss classiquemenit@e la maniére suivante :

H,O, + Fe** — Fe* +OH™ +OH"
Fe* +0,” - Fe* +0,
H,0,+0,” —» O,+OH™ +OH"

Au cours de l'ischémie, I'acidose tissulaire espansable de la délocalisation du fer
de ses protéines de stockage comme la ferritinggrifant la formation de radicaux
hydroxyles (Oubidaret al, 1994). Ainsi, la chélation ou la diminution dur fébre
intracellulaire représente une approche de neuregtion utilisée par différents auteurs
(Selim & Ratan, 2004). Par exemple, l'utilisatiam chélateur de fer, le 2,2’-dipyridyl conduit
a une diminution importante du volume de Iésiodest dommages neuronaux et endothéliaux

observés suite a une ischémie focale par photothween(Demougeat al, 2004).

* Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’'azote (NO) est un gaz radicalairdtstisé par les NOS a partir de la
L-arginine. Trois isoformes de NOS ont été ideéé&fi au niveau cérébral (Bredt & Snyder,
1994) :

- la NOS neuronale (nNOS) constitutivement exprinté®s les neurones. Cette
isoforme est cytosolique et €acalmoduline dépendante,

- la NOS inductible (iNOS) dont I'expression petrieénduite par différents stimuli.
Cette isoforme, Cé-calmoduline indépendante, est principalement uette au niveau des
cellules gliales (astrocytes et microglie) et desrphages,

- la NOS endothéliale (eNOS) est trouvée principaiet dans les cellules
endothéliales. Cette isoforme estGaalmoduline dépendante.

Il est important de souligner que cette classiiican’est pas stricte puisqu’il a été mis
en évidence que les neurones et les astrocytesrsspéctivement capables d’exprimer
I'INOS et la NNOS (Galeat al, 1992 ; Minc-Golomlet al, 1996). Le NO est un messager
vasodilatateur susceptible d’améliorer la perfusiorterritoire ischémié (Suet al, 2003a).

Il posséde également des effets antiagrégants gitaijes (Radomskiet al, 1987).
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Cependant, il peut aussi favoriser la productiannd peroxynitrites (Ng) et de radicaux
hydroxyles aprés réaction avec I'anion superoxygieckman & Kappenol, 1996) selon les

réactions suivantes :

NO+0,” — ONOO"
ONOO +H* - ONOOH
ONOOH — OH" + NO,’

Il a ainsi été mis en évidence dans un modéle fisimm transitoire de 'ACM chez le
Rat que [linhibition de [lactivité de I'NOS par urtraitement pharmacologique

s’accompagnait d’'une diminution du volume de ladégParmentieet al, 1999)

b/ Participation des radicaux libres aux dommagesliutaires post-
ischémiques
Dans des conditions normales, I'organisme poss@densemble de mécanismes de

défense contre les RL : réactions enzymatiquedumamles métaux ou réactions avec des
molécules anti-oxydantes. Parmi les enzymes, ohqiteu I'isoforme CuZnSOD qui par son
activité de dismutation participe a I'éliminatioasdanions superoxydes naturellement générés
lors du fonctionnement de la chaine respiratoireochiondriale. Le peroxyde d’hydrogene
ainsi produit est alors transformé par la catakseeau et oxygene moléculaire selon la

réaction suivante :

2H,0, O B, 2H,0+0,

La glutathion peroxydase est également une enzynel@ctivité permet la transformation

du peroxyde d’hydrogéne et des hydroperoxydes (RQOH

H,0, + 2GSHO £ Pt 2H,0+ GS-SG
ROOH+ 2GSHO $ ' PP, H,O + ROH+GS-SG

L’activité de la glutathion peroxydase nécessiteéégenération du glutathion réduit (GSH)

qui est assurée par la glutathion réductase ar plrtNADPH. Les stocks de NADPH étant
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maintenus grace a I'oxydation du glucose dans la @es pentoses phosphates, ce processus
de protection est blogué en cas de déficit énepgéti

Un autre mécanisme de protection consiste a m@dairdisponibilité des métaux.
Ainsi, un certain nombre de protéines comme lastianine, la ferritine, la céruloplasmine ou
les métallothionéines ont la capacité de fixernetaux empéchant ces derniers d’induire la
formation de RL (Kohget al, 2008 ; Mackenziet al, 2008).

Finalement, un dernier mécanisme de protection eomymatique implique des
molécules anti-oxydantes qui réagissent avec les@RL peut différencier les antioxydants
liposolubles comme la vitamine E, la vitamine Ales caroténoides principalement présents
au niveau des membranes et les antioxydants hydkdss comme l'acide ascorbique, le
glutathion ou I'acide urique.

Au cours de l'ischémie, I'équilibre entre la protdan de RL et leur inactivation par
les mécanismes de défenses cellulaires est roinpn.résulte un stress oxydant responsable
de dommages susceptibles de compromettre la vé@ls#illulaire. Ces dommages touchent

I'ensemble des constituants cellulaires (Flowegi&merman, 1998).

« Effets macromoléculaires des radicaux libres

Les RL sont capables de réagir avec les lipides mamaires, les protéines et les
acides nucléiques avec pour conséquences destiahiérastructurales et fonctionnelles
pouvant conduire a la mort cellulaire.

Les acides gras polyinsaturés des phospholipides mbranaires constituent une
cible privilégiée des RL (Seisj0 & Katsura, 1992eur structure moléculaire et leur
organisation dans les membranes les rendent patament vulnérables aux espéeces
radicalaires. La réaction est initiée par I'arrankat d’'un hydrogene allylique d’'un acide gras
insaturé qui conduit a la formation d'un radicakyé (L). Il s’ensuit une phase de
propagation pendant laquelle le réarrangement dables liaisons du radical conduit a la
formation d’'un diéne conjugué qui va rapidemengiéavec I'Q, pour former un radical
peroxyde LOQ Ce dernier est capable d’'oxyder un autre acide gour former un nouveau
radical alkyle et propager ainsi la réaction. Cetiecade de réactions, appelée peroxydation
lipidique, conduit a la formation d’hydroperoxyde&ndoperoxydes et d’aldéhydes.

Les perturbations de la fluidité membranaire samtds des conséquences majeures de
la peroxidation lipidique. Elles conduisent a digrations structurelles et fonctionnelles des
membranes plasmiques mais aussi des différentqnitegacellulaires, voire méme a une

fragmentation membranaire (Chen & Yu, 1994 ; Leweal, 2000). Les RL sont également
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a l'origine d'une perméabilisation de la membrani&amondriale déclenchant la formation
de pores de transition de perméabilité (PTP) agiloe du relargage du contenu de la
mitochondrie vers le cytoplasme (Kristian & Sies]®98). La production d’ATP est alors
définitivement stoppée.

Les protéinessont également des composants trés sensibleslaer Riison de leur
réactivité avec les molécules soufrées et insasu(@®avies, 1987). Les RL altérent la
structure des protéines en oxydant les chaineslesédes acides aminés et en provoquant la
rupture des ponts disulfures (Stadtman & OliveQ1)9lls sont aussi capables de modifier la
charge protéique globale ou de décarboxyler oundiéga les protéines (Nakazavea al.,
1996). Les protéines ainsi oxydées perdent en gEnléur activité et deviennent
particulierement vulnérables a l'action des pragad?ar exemple, les RL perturbent et
inhibent le fonctionnement de la créatine kinaseagvet al, 1992) ou de la N&K*-ATPase
(Jammeet al, 1995).

L'acide désoxyribonucléique (ADN)est également vulnérable a l'action des RL
(Hemnani & Parihar, 1998). Ces derniers génerestcdssures simples ou doubles brins et
des modifications de paires de bases, entrainarsi dies altérations structurales. Ces
altérations peuvent entrainer des perturbationgjgés et menacer la stabilité du génome. Il a
notamment été montré que ’ADN mitochondrial éits sensible au stress oxydatif que
I’ADN nucléaire en raison de sa proximité avec laioe respiratoire (Leweet al, 2000).
L’action des RL sur 'ADN s’accompagne de la miseptace de mécanismes de réparation,
avec par exemple, I'activation de la PARP-1, ure@éne dont le rdle important au cours de
I'ischémie sera présenté plus en détails dansrteeph

« Effets des radicaux libres sur I'expression géai

Les effets des RL ne sont pas uniquement cytobesigEn effet, ils sont capables
d’'activer divers facteurs de transcription susde#es d’induire I'expression de protéines
cytoprotectrices ou régulatrices de fonctions ¢ailes (Schrecket al, 1991 ; Liuet al,
2005). NFxB ("nuclear factor kappa B") est le premier factele transcription dont
I'activation par les RL (peroxyde d’hydrogene, wadihydroxyle et anion superoxyde) a été
démontrée (Scherckt al., 1991). Il a également été mis en évidence que deeda de
transcription HIF-& ("hypoxia inducing factor-d") était stabilisé en présence de NO et
d’anions superoxydes (Bruee al, 2003, Callapin&t al, 2005). L’expression d’un troisieme
facteur de transcription, AP-1 ("activator protéif)-responsable de l'induction de protéines

pro-apoptotiques est également augmentée par €8V et al, 2005).
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Figure 2 : Production de radicaux libres suite a une ischémie.
(NOS : NO synthases)

Les RL apparaissent comme étant capables d’exdeseeffets tres complexes. Outre
leur capacité a endommager directement les coastgucellulaires, ils sont également
susceptibles de modifier I'expression de genes modas protéines aux effets délétéres ou
bénéfiques. Par exemple, il a été montré que lesgion de génes codant la COX-2, I'NOS,

bY

la PLA; et la MnSOD était régulée par NiB- en réponse a un stress oxydant (Lee &

Burckart, 1998 ; Kiningharat al, 2001).

5) La réponse inflammatoire

La RI est un processus biologique adapté qui ppdack en réponse a de nombreux
stimuli dont Tlischémie cérébrale. Celle-ci se catase au plan cellulaire par
I'activation/prolifération des cellules gliales par l'infiltration de la zone |ésée par les
globules blancs circulants (neutrophiles, monocpi@is lymphocytes par ordre d’apparition
dans le cerveau). Sur le plan biochimique, I'inflaation est concomitante de la synthese et
de la sécrétion de nombreux médiateurs potentieleiménéfiques ou délétéres pour la survie
neuronale (Kobayashi, 2006 ; Plarasl, 2006).
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a/ Composante cellulaire de la réponse inflammatoi

* La microglie

Les cellules microgliales sont les cellules imnuorapétentes et les macrophages
résidents du SNC. L’activation de ces cellules btme ischémie cérébrale s’accompagne
d’'une part, d'une libération de multiples composdls que des cytokines, des facteurs de
croissance, des protéases, du NO et des RL etrel’patt, d’'un passage d’une morphologie
ramifiee a une morphologie amiboide associée a ige nen place d'une activité de
phagocytose (Streiet al, 1999). La nature et I'inmpact de l'activation nugfiale post-

ischémique seront abordés plus en détails darerti pil.

* Les astrocytes

Pendant trés longtemps, les astrocytes ont éteuemegnt considérés comme des
cellules de soutien du parenchyme cérébral, ppaintiau maintien de I’homéostasie ionique.
En réponse a lischémie, ces cellules vont s’actipeis proliférer. Cette activation
astrocytaire est associée a de nombreux changestemtfuraux assurés notamment par une
synthese accrue de la protéine GFAP ("glial fiani}l acidic protein™) constituant les
filaments intermédiaires (Engt al, 1992 ; Wilhelmssoret al, 2004). Elle s’accompagne
également d’'une production de nombreux facteurmplasquels des cytokines, du NO, des
facteurs de croissance et des RL (Swaretal, 2004). A des temps post-ischémiques longs,
les astrocytes vont s’assembler afin de formeraicegrice gliale autour de la zone lésée dont
les conséquences ne sont cependant pas clairementfiées a ce jour. La cicatrice
permettrait de limiter I'étendue de la Iésion aevlast la zone endommagée. Cependant, si des
études ont montré son effet potentiellement bénéfiqu cours de la phase aigué de
l'ischémie, la prolifération astrocytaire pourrai@mpromettre la phase de reconstruction du
réseau neuronal (Panickar & Norenhe2g05 ; Pekny & Peckna, 2005). En effet, la cicatri
gliale formerait une barriére s’opposant a I'étsdg#iment de nouvelles connections entre les

neurones survivants (Ribotta al, 2004).

* Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales sont également des @ctallulaires essentiels de la Rl
(del Zoppo, 2009). En effet, se situant a l'integfaentre le parenchyme cérébral et la
circulation sanguine, elles orchestrent le recret@et linfiltration des différents types
cellulaires circulants (Okadat al, 1994 ; Haringet al, 1996). De plus, elles constituent une

source de médiateurs de l'inflammation (cytokiriels) (Amanteaet al, 2008).
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* Les leucocytes

Les leucocytes sont les cellules circulantes dtesys immunitaire. Au cours de la Rl
induite par lischémie cérébrale, ils s'infiltredans le SNC et migrent jusqu’a la zone lésée.
Le recrutement des leucocytes comprend trois etajagsures : le roulement, 'adhésion et la
diapédeése (voir figure 3).

Le roulement correspond a l'interaction faible et transitoiesdeucocytes avec les
cellules endothéliales. Cette interaction dépend l'eepression de diverses molécules
d’adhésion cellulaire (CAM) a la surface des d#fés types cellulaires impliqués (Bargatze
et al, 1994). Ainsi, la L-sélectine (sélectine leucoayp exprimée constitutivement a la
surface des leucocytes, interagit avec différe@@d/, parmi lesquelles GlyCAM 1 et 2
("glycosylation dependent CAM") et MadCAM ("mucosabscular addressin CAM")
présentes a la surface des cellules endothéliBlesmaniere équivalente, la E-sélectine
(sélectine endothéliale) exprimée constitutivemania surface des cellules endothéliales,
interagit avec des oligosaccharides présents aiface des leucocytes. Ces interactions
cellulaires, conduisent au ralentissement des tBues entrainés par le flux sanguin (Mc
Ever, 2002).

Ce ralentissement est nécessaire a I'établissemi@mteractions fortes avec les
cellules endothéliales afin de permettre I'étapgdtésion Ainsi, les cellules endothéliales a
proximité du site de I'inflammation expriment a lesurface un ensemble de protéines telles
que la P-sélectine (sélectine plaquettaire) eplatélet activating factor" (PAF) qui vont étre
reconnus par les leucocytes. Cette reconnaissartigt ialors I'expression leucocytaire
d’intégrines responsables de I'adhésion des ledessur les cellules endothéliales (Albelda,
1991). Par exemple, linteraction forte des inteégsi 2 avec ICAM 1 et 2 (CAM
intercellulaire) conduit & 'immobilisation des mcytes (Leyet al, 2007).

Les leucocytes vont finalement traverser la parsculaire en passant entre les
cellules endothéliales selon un processus actiélegpdiapédése Cette traversée est, entre
autre, rendue possible grace a l'interaction deserotéines PECAM-1 ("platelet/endothelial
CAM") exprimées conjointement a la surface des deytes et des cellules endothéliales
(Muller et al, 1993). Les leucocytes sécretent également deégses capables de dégrader
la lame basale, ce qui facilite leur extravasatimrs des vaisseaux. Une fois dans le
parenchyme cérébral, les leucocytes migrent vefisylr inflammatoire selon un gradient des

marqueurs de I'inflammation.
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Figure 3 : Principales étapes du recrutement des leucocytes.

(E-sélectine : Sélectine endothéliale, ICAM : Molécules d’adhésion cellulaire intercellulaire, L-sélectine : Sélectine leucocytaire,
P-sélectine : Sélectine plaquettaire, PAF : platelet activating factor, PECAM : Platelet/endothelial cell adhesion molecule)

- Les polynucléaires neutrophiles
Les neutrophiles sont généralement les premieusotyytes a étre recrutés. lls
commencent a s’accumuler au sein des tissus lése$ # post-ictus pour atteindre une
infiltration maximale a 3 j, puis leur nombre dimmanrapidement (Kriz, 2006). lls semblent
avoir globalement un role délétere au cours deHésie (Hallenbeck, 1996 ; Emeriehal,
2002). En effet, différentes expériences d’inhdsitide la diapédése par [I'utilisation
d’anticorps dirigés contre les CAM ou de sourisdéhk out” (KO) pour des protéines telles
gue ICAM-1 ou la P-sélectine, ont permis de dimmigevolume de la Iésion, I'cedéme, le
déficit neurologique et la mortalité post-ischengaqin et al, 2010). Cependant, les
mécanismes exacts de la pathogénicité des neuwspie sont pas clairement déterminés.
Plusieurs hypothéses ont été avancées telles mymtlacse de RL, le relargage de cytokines
pro-inflammatoires et de métalloprotéinases madies (MMP) et I'induction de la synthése
de CAM.
- Les lymphocytes
Les lymphocytes infiltrent la lIésion plus tardivameentre 3 et 7 j apres l'ischémie.
Une dualité d’effets a été rapportée entre lesdifits types lymphocytaires. En effet, les
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lymphocytes T helper 1 (TH1) CD4cluster de différenciation) exerceraient un effététére
via le relargage de cytokines pro-inflammatoiresrsalque les lymphocytes TH2 CD4
induiraient un effet bénéfique via la synthése ytelanes anti-inflammatoires (Arumugaet

al., 2005). De méme, les lymphocytegqTauraient plutét un effet protecteur en diminuant
I'intensité de la RI via un contrdle de I'activati@t de la prolifération des lymphocytes et de
la microglie. Ce contrdle passerait par la syntltee 10 (interleukine). En effet, en réponse
a une ischémie transitoire obtenue par une occlus&30 min de 'ACM, des souris Rag 2
("‘recombination activating gene 2"}, souffrant d’'un déficit en lymphocytes matures
présentent des volumes de Iésion plus importamésapjection de lymphocytese§issus de
souris KO pour IL-10 que celles ayant recus desphymeytes Tegissus de souris sauvages
(Lieszet al, 2009).

- Les monocytes

L'infiltration de la Iésion ischémique par les maogtes débute au bout de 2 j et est
maximale apres une semaine. Une fois infiltrés, Meenocytes se différencient en
macrophages et acquierent une activité de phagaewd de synthese de médiateurs de
linflammation (Schilling et al, 2003). Cette activation s’accompagne de changemen
morphologiques et fonctionnels qui ne permettenis pile les différencier des cellules
microgliales activées. Les deux populations somcdmnsidérées comme une seule et leurs
effets sont souvent confondus. Des protocoles eperdant été développés afin de permettre
I'étude séparée des deux populations cellulaires @chniques seront détaillées dans la
partie 1l1.

* Les autres types cellulaires

Les oligodendrocytes qui assurent la myélinisaties axones sont aussi une source de
molécules de l'inflammation en réponse a une istb@@rébrale (Allan & Rothwell, 2003).
L'ischémie s’accompagne également du recrutement cebules dendritiques et de
mastocytes, qui infiltrent rapidement la Iésions lteastocytes en altérant la perméabilité de
la BHE, via le relargage d’histamine ainsi que d&tgases dégradant la MEC, seraient aussi
impliqués dans la formation de I'cedeme vasogéngqlienfiltration des neutrophiles (Strbian
et al, 2009). Ainsi, l'inhibition de la dégranulation Zienastocytes a I'aide d’'un traitement
par un agent stabilisateur des membranes -le cryoaig de sodium- diminue 'cedeme de
39 % tandis que le composé 48/80, un agent induigatiinverse, une dégranulation

mastocytaire, augmentant 'oedéme de 89 % (Streiaml, 2006). Enfin, méme s’il a
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récemment été montré que les cellules dendritiqteascumulaient dans la région infarcie
24 h apres linduction d’'une ischémie focale, l'iioption exacte de ces cellules sur le

développement de la Iésion reste a élucider (Felgal, 2010).

b/ Composante biochimique de la réponse inflammatoi
Tous les acteurs cellulaires précités sont capatiedibérer des médiateurs de

I'inflammation dont les principaux sont les suivant

* Les cytokines

Les cytokines forment un groupe de petites glycmes produites par les cellules du
systéeme immunitaire en réponse a la présence ditigéae. Ces molécules solubles sont
essentielles a la communication cellulaire et kgction via des récepteurs spécifiques peut
étre paracrine, endocrine ou autocrine. En répansee ischémie cérébrale, les cytokines ne
sont pas produites seulement par les cellules siérsye immunitaire, mais également par les
cellules résidentes telles que la microglie, ldsoagtes et les neurones. Elles joueraient un
réle essentiel dans I'expression des CAM et doms da recrutement des leucocytes (lety
al., 2007).

Parmi la centaine de cytokines caractérisées auwregertaines comme ILBlet TNF-
a ("tumor necrosis factoa"), exercent des effets délétéres en amplifiantmtat cellulaire
post-ischémique. Ainsi, I'injection d’IL{1chez des rats soumis a une ischémie transitoire pa
occlusion de 'ACM conduit a une augmentation ddadie de la Iésion. A l'inverse, des
souris déficientes pour ILBlsoumises au méme modele d’ischémie présentental@nes
de Iésions plus faibles que ceux observés chezaas sauvages (Yamasadkial, 1995).
Cependant, l'injection d’IL-§ & des souris ischémiées KO pour le récepteur IL-1R
(récepteur 1 a IL-1) induit des effets similaireggux observés chez les souris sauvages,
suggérant que les mécanismes d’action mis en cmivles récepteurs impliqués restent
encore a caractériser (Gibsehal, 2004). Dans le cas du TNE-son action délétéere a été
revelée par l'utilisation d’anticorps spécifiquasluisant une réduction du volume de la lésion
(Yang et al, 1998). Elle s’exercerait via son interaction ales récepteurs associés a des
domaines de mort dont I'activation conduit au déckeement de I'apoptose (Hallenbeck,
2002).

A l'inverse, certaines cytokines comme IL-10 etF& ("transforming growth factor
B") exercent un effet neuroprotecteur. En effetll.en diminuant a la fois la synthése d’IL-

1B et de TNFe, et I'expression des récepteurs aux cytokinesyirdds dommages post-
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ischémiques (Wang & Yenari, 2007). Ainsi, l'injemi d’'IL-10 a des rats soumis a une
occlusion permanente de 'ACM diminue significativent la taille de la zone infarcie (Spera
et al, 1998). De la méme maniere, il a été montré queutaxpression de TGFchez la
Souris conduisait a une réduction de la synthésecytekines (MCP-1 ("monocyte
chemotactic protein 1") et MIP-1 ("macrophage imfitaatory proteinl")) associée a une
protection neuronale en réponse a une occlusi@®aein de ’ACM (Panget al, 2001).

Par ailleurs, il existe également des cytokinest des effets ne sont pas clairement
deéfinis (IL-6, IL-18..). Par exemple, les résultats d’études sur ledseffe I'lL-6 menées
chez la souris sont contradictoires. En effet, ciat al. (2000) n’'ont mis en évidence aucune
différence au niveau de la taille de la Iésion ausdore neurologique entre des souris KO
pour IL-6 et des souris sauvages soumises a uhénse cérébrale. Cependant, Herrmahn
al. (2003) ont observé une augmentation de la taillé&adésion ainsi qu'une diminution du
score neurologique et de la survie chez des sdéfisientes en IL-6 par rapport aux souris
sauvages suite a une ischémie cérébrale. A l'iey@mithet al. (2004) ont mis en évidence
une corrélation entre le taux d’lIL-6 circulant et taille de la lésion ainsi que le déficit
fonctionnel

L’ischémie cérébrale s’accompagne également dgnilhése de chemokines qui sont
une famille de cytokines de faible masse moléceilginant un réle dans le chimiotactisme et
le recrutement des cellules immunitaires (Lakleanal, 2009). Il existe 4 familles de
chemokines regroupées en fonction de I'organisatefeurs résidus cystéines : C, CC, CXC,
CX3C. Il a été mis en évidence que l'ischémie Laggagne d’'une augmentation des taux de
MCP-1 (ou CCL2), de MIRx (ou CCL3) ainsi que de fractalkine (CX3CL1) (Tazo=zt al,
2002 ; Cheret al, 2003 ; Denesteal., 2008). Les chemokines ont longtemps été désignées
comme jouant un réle délétere au cours de lischéem participant au recrutement des
cellules immunitaires circulantes considérées comesponsables d’'une aggravation de la
mort cellulaire (Emsley & Tyrrell, 2002). Cependades études récentes révelent que leur
réle est plus complexe. En effet, des souris niexant pas le récepteur aux chemokines
CCR-5 présentent une mort neuronale plus imporemt&ponse a une occlusion permanente
de 'ACM comparativement aux souris sauvages (Setad, 2010). A I'opposé, des souris
déficientes cette fois-ci pour le récepteur CCRr@spntent une diminution des dommages
induits par une occlusion transitoire de 'ACM (Dimevic et al, 2007).
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* Facteurs de croissance

La RI post-ischémique s’accompagne également dgrithése de nombreux facteurs
de croissance (Komitowt al, 2006 ; Wieloch & Nikolich, 2006). Ces facteursateissance
exercent un effet protecteur au cours de la phage ale I'ischémie en favorisant la survie
cellulaire. Plus tardivement, ils promeuvent lanoplasticité a I'origine d’une augmentation
de la récupération fonctionnelle (Greenberg & 206). Des études ont notamment montré
que les cellules gliales, en particulier la micregsynthétisaient des facteurs neurotrophiques
tels que IGF-1 ("insuline growth factor-1"), BDNENGF ("nerve growth factor") en réponse
a une ischémie cérébrale (Kriz & Lalancette-Héb@®09). Les mécanismes de la
neuroplasticité et le role des facteurs de crotssaseront abordés plus en détails dans la
partie 1V.

» Métalloprotéinases matricielles

La Rl s’accompagne également de la synthese de tMparticulier MMP-2 et 9, qui
détruisent les protéines de la MEC dont la fonctsh de participer a la cohésion entre les
cellules endothéliales, les astrocytes et la laasale des vaisseaux constituant la BHE €8in
al., 2010). Les MMP fragilisent la BHE et permettentfiltration des leucocytes qui
participent a la Rl (Kellyet al, 2006). Les MMP favorisent égalementragration des
cellules immunitaires via la dégradation de la matextracellulaire (MEC) (del Zoppo,
2010). La source principale des MMP au cours gelémie est la microglie. Des étudies
vitro utilisant des cultures primaires de microglie emteffet mis en évidence que l'inhibition
de I'activation microgliale est associée a un bimcde I'activité MMP-9 et a une diminution
de la neurotoxicité induite par les cellules midiadgs lorsqu’elles sont cultivées avec des
neurones (Kauppinegt al, 2005). De méme, I'utilisation d’un inhibiteur ded/P permet de
diminuer la mortalité associée a une occlusionAEM (Pfefferkorn & Rosenberg, 2003).
Cependant, il existe de plus en plus d’argumentstraot qu'a des temps post-ischémiques
plus longs, les MMP seraient également susceptd#efmvoriser la plasticité neuronale et la
récupération fonctionnelle post-ischémique en itacit la réorganisation de la matrice
cérébrale (Jian Liu & Rosenberg, 2005 ; Zkaal, 2006 ; del Zoppet al., 2007).

La RI via ses composantes cellulaires et biochieggest un processus trés complexe
jouant un réle ambigu. D’une part, l'inflammatiolmccompagne d’effets déléteres (cedéme,
synthese de composés cytotoxiques, rupture de ) BHd'autre part, elle peut induire des

effets bénéfiques (neuroprotection, cicatrice gliat synthése de facteurs trophiques) (voir
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figure 4). L'impact général de la Rl au niveau btéaf longtemps considéré comme

essentiellement négatif, est donc a nuancer.

Ischémie Cérébrale

}

Nécrose, Radicaux libres

|

Cytokines / Chemokines
/ \

Activation Microgliale Molécules d’adhésion

!

Infiltration des Leucocytes

/

‘ MMP ‘ ‘ iINOS / NO ‘ Radicaux Cytoklnes Facteurs de

l libres croissance
Rupture de
la BHE

Mort cellulaire Neuroprotection
Neuroplasticité

D'aprés Wang et al., 2007

Figure 4 : Conséquences de la réponse inflammatoire suite a une ischémie cérébrale.

(BHE : Barriere hémato-encéphalique, MMP : Métalloprotéinase matricielle, iNOS : NO synthase inductible)

6) Mort cellulaire post-ischémique
a/ Nécrose

L’acidose, I'altération des flux ioniques et hydrés, la perturbation du métabolisme
des neurotransmetteurs, la production de RL et Iid&@compagne d’'une mort cellulaire par
nécrose. Ainsi, des cellules nécrotiques sont eobBser dans I'ensemble de la lésion
ischémique (pour revue, Lipton, 1999).

La nécrose est une mort cellulaire non programmeese| caractérise genéralement
par des modifications du cytoplasme qui devieninéphile et parfois vacuolaire. Le noyau
se condense, 'ADN se fragmente de fagon aléatoie. stade final, le noyau est
progressivement dégradé et se rompt en de multipdgsnents. La lyse de la membrane

plasmique s’accompagne d’un relargage du contetnacellulaire favorisant I'activation de
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la RI. A la différence de I'apoptose, la nécrosapparait qu’en réponse a une agression

exogene.

b/ Apoptose

La mort cellulaire au niveau de la Iésion ischimei a longtemps été considérée
comme uniquement de nature nécrotique. Il est maamt largement démontré qu’une partie
des cellules cérébrales meurt également selonagegsus apoptotique (Linniek al, 1993).

L’apoptose correspond, tout d’abord, a un procesigumort cellulaire programmée
impliqgué dans de nombreux processus physiologiqés que le développement, la
différenciation et I'homéostasie cellulaire (Allxet al, 2007). Du point de vue histologique,
I'apoptose se caractérise par une condensatiorytdplasme, du noyau et de la chromatine.
L’ADN est dégradé de maniere reguliere en fragmentsnucléosomaux de 180 pb (paires
de bases). Enfin, la membrane plasmique bourge@in®rme des corps apoptotiques
rapidement phagocytés par les cellules voisinesir(pevue, Lopez-Neblinat al, 2005).
L’apoptose représente donc une forme de « suicidie ba cellule qui a la différence de la
nécrose ne déclenche pas de RI (Mehia, 2007).

Le processus dapoptose peut également étre initéhs des conditions
physiopathologiques, en particulier I'ischémie beade (Niizumaet al, 2010). Plusieurs
familles de protéines jouent un role essentiel danprocessus. Ainsi, les caspases forment
une famille de protéases a cystéine aspartate c@apd’environ 15 représentants. Leur
activation conduit au clivage de protéines intdatares a I'origine de modifications
ultrastructurales spécifiques. Elles sont classitpré réparties en 2 groupes en fonction de la
longueur de leur prodomaine. Celui-ci est courtrples caspases effectrices de la mort
cellulaire (caspase-3 et -7) et long pour les autespases dites initiatrices (caspase-8, -9, -
10) qui, dans la cascade protéolytique, se siteereamont (Faret al, 2005 ; Alenziet al,
2010). Une autre famille de protéines, localiséesisdla membrane externe de la
mitochondrie, exerce un role important dans le gseas apoptotique : la famille Bcl ("B cell
lymphoma"). Cette derniére regroupe une trentameegrésentants dont le chef de file est
Bcl-2 (Thomadaki & Scorilas, 2006). Ces protéineereent des effets pro- ou anti-
apoptotiqgues en modulant la libération dans le spital’éléments apoptogenes tels que le
cytochrome ¢ ou DIABLO/Smac (Second mitochondrievael activator of caspase) (Naka
al., 2008).
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Récepteur a domaine de mort
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Figure 5 : Schéma simplifié des différentes voies de I'apoptose.

(AIF : Apoptosis inducing factor, APAF-1: Apoptotic peptidase activating factor 1, Bad : Bcl2-associated agonist of cell death,
Bax : Bcl2-associated X protein, Bcl : B cell lymphoma , CAD : Caspase activated DNase, Cyt ¢ : Cytochrome ¢, FADD : Fas
associated death domain, ICAD : Inhibitor of CAD, TRADD : TNF-R; associated death domain, PARP-1 : Poly(ADP-ribose)
polymérase 1)

Classiqguement, trois voies d’induction de I'apoptost été rapportées (figure 5). Tout
d’abord, on distingue la voie intrinseque carast&ipar le relargage du cytochrome c. Ce
relargage conduit a la formation de l'apoptosontgjcture nécessaire a l'activation des
caspases effectrices (Zetial, 1999 ; Denault & Salvesen, 2008). On différerégalement
la voie extrinséque qui s’exécute via I'activatides récepteurs membranaires a domaine de
mort (récepteurs au TNF). L’activation de ces rémeys est a I'origine du recrutement de
protéines adaptatrices capables d’activer a lewns tcertaines caspases initiatrices élial,

2001). Enfin, plus récemment, une voie indépenddasecaspases mettant en jeu la protéine
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AIF ("apoptosis inducing factor") a été identifi€gusinet al, 1999). Le relargage d’AlF par
la mitochondrie qui semble passer par son clivagdgcalpaine, permettant son activation et
sa translocation dans le noyau (Mizukoshal, 2010), est initié par différents facteurs dont
PARP-1 (cf partie Il). La translocation d’AlF densitochondrie vers le noyau conduira alors
via son activité endonucléasique a une fragmematguliere de 'ADN en fragment de
50 pb (Wanget al, 2009).

c/ Autophagie

L’autophagie est un processus d’autodigestion istartd en une dégradation de
composants intracellulaires par les enzymes lysaksrocalisées dans une vésicule appelée
lysosome ou autophagosome selon le type d’autoph&gi effet, on distingue trois types
d’autophagie (figure 6) : la microautophagie etuil@hagie meédiée par des protéines
chaperonnes et co-chaperones qui sont reconnueepatcepteurs (LAMP-2A : "lysosomal-
associated membrane protein 2"), qui se déroulant naveau du lysosome et la
macroautophagie, la forme principale, qui s’exéctiéms |'autophagosome (Puyat al,
2009) L'autophagie joue un role physiologique importalains la croissance cellulaire, la
différenciation et surtout le maintien de I'homéxss¢ cellulaire. Il est important de préciser
gu'a la différence du systéme ubiquitine-protéasamsponsable de la dégradation des
protéines a durée de vie courte, l'autophagie egtrincipal mécanisme impliqué dans le
catabolisme des organites et des protéines a deree longue (Andermarchet al, 2005 ;
Tanida, 2011). Prés d'une trentaine de genes seéraigpliqués dans la régulation des
mécanismes autophagiques (Pugalal 2009). Dans le cas de la macroautophagie, le
processus autophagique nécessite au préalablerrfaatfon d’'un pré-autophagosome qui
semble étre issu de la nucléation de la membrangttitulum endoplasmique (Suzuki &
Ohsumi, 2010). La fermeture de ce pré-autophagosgumeonduit a I'internalisation des
organites et des protéines a dégrader est suivi@ fision de ce dernier avec des lysosomes
nécessaires a la dégradation de son contenu.

Dans certaines conditions physiopathologiques isnhémie, une dérégulation de ce
mécanisme peut conduire a une digestion excessigse domposants cellulaires
compromettant la survie des cellules. Ainsi, cefferirant par autophagie se caractérisent par
la présence d’autophagosomes associée a une ti@pdrorganites. Des études récentes sur
des cellules incapables d’exprimer les protéinesgmpoptotique Bax ("Bcl2-associated X
protein”) et Bak ("Bcl2-antagonist/killer"), ce geur confere une résistance a I'apoptose, ont

permis de montrer que ces cellules étaient capatddesnourir de maniere totalement
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dépendante de l'autophagie (Shimetual, 2004). L'ischémie cérébrale s’accompagne d’'une
activité autophagique (Uchiyanea al, 2008), responsable de la mort d’'un certain nordere
neurones (Wangt al, 2008). Ainsi, des neurones n’exprimant pas Atgtophagy related
gene"), une des protéines impliquée dans la foomaegt le développement du preé-
autophagosome, présentent une tres forte résistaficehémie et I'’hypoxie (Koikeet al,
2008).

‘ Microautophagie Autophagie médiée par
des protéines chaperones

Lysosome Lysosome
. / Récepteur membranaire
. (LAMP-2A)
Protéine 0]

Complexe Protéine-
Protéine chaperonne

‘ Macroautophagie ‘

Proteine  Organite X i Protéine  Organite
. O Protéine  Organite (¢]

N

Pré-autophagosome

Autophagosome

Autolysosome

\ Enzymes lysosomales Lysosome D ’aprés Puyal et al., 2009

Figure 6 : Différentes formes d’autophagies.

(LAMP-2A : Lysosomal-associated membrane protein 2A)

C Pénombre ischémique

1) Notion de débit sanguin

Comme évoqué précédemment, 'arrét de I'apport>gméne et en glucose conduit
rapidement a la mort des cellules cérébrales atsabel 'AVC ischémique. Cependant, les
conségquences de ’AVC dépendent de plusieurs fecteu
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- 'importance de la réduction du débit sanguilnn’y a pas de relation linéaire entre
I'importance des dommages et le débit sanguin cékéimais il existe des valeurs seuils a
partir desquelles des altérations vont se prod(Asrup, 1981). Schématiquement, une
diminution d’environ 50 % du débit sanguin entrapea d’effets notables, la réduction du
débit pouvant étre compensée par une augmentaéidiextraction de I'Q du sang. Une
premiére valeur critique, appelée seuil fonctionmstt atteinte lorsque la réduction atteint
60 % du débit initial. Elle se caractérise pardat@ réversible des activités électriques et des
transmissions synaptiques. La seconde valeur wefigite seuil membranaire, est atteinte
pour une réduction de 80 % du débit initial. El¢ a@ssociée a I'apparition d’'une défaillance
membranaire irréversible et a I'évolution inéludtalers la mort cellulaire (Prietet al,
2005).

- la vulnérabilité des cellules a l'ischémie : ta@res populations neuronales sont
particulierement sensibles. En effet, les neurothesstriatum, de la couche GAcorne
d’Ammon) de I'hippocampe et des couches lll, V dt dd cortex sont particulierement
vulnérables a une diminution du débit sanguin (Get al, 1982 ; Pulsinellet al, 1982).

- la durée de 'AVC : les dommages sont d’autdos pmportants que la durée de

I'ischémie est longue (Zivin, 1998).

2) Cceur et pénombre ischémique

A lissue de 'AVC ischémique, on peut difféerencideux zones au niveau de la
|ésion : le cceur et la pénombre. Le cceur correspdadone ou le débit sanguin est inférieur
a 20 % du débit normal. Cette région regroupe #disiles les plus séverement affectées qui
vont mourir rapidement par lipolyse, protéolysedégradation des microtubules suite au
deéficit énergétique et a la dépolarisation qui d@opagne (Dirnaglet al, 1999). La
pénombre correspond a la zone ou le débit sanguicanpris entre 20 et 40 % du débit
normal et comprend des cellules moins gravemerthtoes. Cette région peut représenter
jusqu'a plus de 50 % du volume infarci final (Mert@leret al, 2004) et en absence de
reprise du débit sanguin ou d’intervention théraipee, les cellules vont inéluctablement
évoluer vers la mort (figure 7).

A T'heure actuelle, le seul traitement indiqué dd®8/C est le r-tPA qui est un
fibrinolytique permettant de recanaliser les vasse occlus. Cependant, sa fenétre
thérapeutique n’étant que de 4h30, le nombre deemsatsusceptibles de bénéficier du
traitement est faible. De plus, son utilisationa&gtroscrire dans les AVC hémorragiques. Au

final, moins de 2 % des patients victimes d’'un As&ont traités au r-tPA (Mahagne, 2008).
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Temps

Pénombre

Coeur

D’apres Dinargl et al., 1999

Figure 7 : Evolution de la mort cellulaire et de la pénombre ischémique au cours du temps.

La physiopathologie de I'AVC ischémique regroupend de multiple processus
constituant une cascade biochimique complexe dentaios événements majeurs sont

regroupés dans la figure 8.
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Figure 8 : Cascade biochimique post-ischémique.

(Pcr : Phosphocréatine, RE : Réticulum endoplasmique, RL : Radicaux libres)
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Il La poly(ADP-Ribose) polymérase 1

A Structure et activité

Les poly(ADP-ribose) polymérases (PARPs) constituene famille d’enzymes
comportant 18 représentants (Amae al, 2004) qui catalysent la synthese de polymeres
d’ADP-ribose (PARS) a partir de NAD(nicotinamide adénine dinucléotide) (figure 9). Ce
processus physiologique appelé poly(ADP-ribosyyatia pour role de favoriser le
déclenchement des mécanismes de réparation desesads I'’ADN.

PARP-1, identifiée pour la premiére fois dans lesées 1960 (Chambat al, 1963),
est l'isoforme la plus représentée dans la fandidle PARPs. En effet, elle assure a elle seule
pres de 80 % de l'activité nucléaire de poly(ADBegyl)ation (Ameet al, 2004). PARP-1
est une protéine nucléaire de 1014 acides aminhése dhasse de 113 kDa (Ameeal, 2004)
et active sous forme d’homodiméere (Mendoza-AlvageAlvarez-Gonzalez, 1993). Bien
gu’elle soit abondamment synthétisée dans l'orgaejselle présente cependant, une
répartition hétérogene dans les tissus. PARP-laiesi tres fortement exprimée dans le
cerveau tandis qu’elle est faiblement présente eneins (Ogurat al, 1990 ; Piepeet al,
2000).

_ . _
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o 7T o cible
OH OH
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</ | N o OH
A L ‘ Jn
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Figure 9 : Réaction catalysée par les PARPs : formation de polyméres d’ADP-ribose & partir de NAD".
(ADP : Adénine diphosphate, ADPr : ADP-ribose, NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide, PARP : Poly(ADP-ribose)
polymérase)

50



Rappels bibliographiques

La structure de la protéine PARP-1 est désormais bbnnue (figure 10), cing de ses
six domaines structuraux ont été associés a urntidorparticuliére :
- le domaine A comporte deux structures en doigtzohe responsables de son
interaction avec le brin d’ADN. Alors que classiquent les doigts de zinc
contiennent 12 ou 13 acides aminés et reconnaigsenséquence spécifique d’ADN,
ceux de PARP-1 contiennent 28 et 30 acides aminéstda capacité de détecter les
interruptions sucre-phosphate dans la double héedéADN (Gradwohlet al, 1990),
- le domaine B contient un signal de localisationcléaire responsable de la
translocation nucléaire de I'enzyme. Il contienalégnent le site de clivage de PARP-
1 par les caspases,
- le domaine C contient deux motifs « hélice-botwéce » qui sont généralement
impliqués dans les interactions protéine/ADN (Baamn& Matthews, 1989). Un
troisieme doigt de zinc, réecemment mis en évidamtee les acides aminés 233 et 273
(Langelieret al, 2008 ; Tacet al, 2008) ne serait pas responsable de la fixation a
I’ADN mais serait nécessaire au fonctionnement ARP-1,
- le domaine D est un domaine d’auto(ADP-ribosybyatcomportant un motif BRCT
("breast cancer 1 C terminal") permettant I'intéiat avec différents partenaires du
noyau (Massoret al, 1998) ainsi qu’un motif "leucine zipper" qui skn@sponsable
de 'homodimérisation de la protéine (Uchitaal, 1993),
- le domaine E contient un motif WGR (tryptophamgcipe-arginine) qui serait
responsable d’interaction avec 'ADN mais dont @derexact reste a déterminer
(Altmeyeret al, 2009),
- le domaine F contient la séquence présentantiviigic catalytique ainsi que le
domaine de régulation (Truccet al, 1999). Ce domaine est la région la plus
conservée de la protéine, il est retrouvé chez kesisnembres de la famille PARP.
Cette séquence comprend notamment un bloc de 88saaminés comportant 100 %
d’homologie chez tous les vertébrés que I'on appklsignature PARP (Ruft al,
1996).

51



Rappels bibliographiques

Partenaires
— 1014
988
Site actif
908
859 Topoisomérase |
PARP-3
F ATRX
SNF
794
PRD
— 656
E
— 524
PARP-1
479 Histones
XRCC1
D BRCT ADN polymérase 8
NF-kB
425 Oct-1
YY-1
Lz Ubcd
— 372
C
285
270
HBH
250
— 234
Site de clivage
B SLN €—
| 206 des caspases
162
DZ Il
PARP-1
125 Histones
A XRCC1
ADN polymeérase a
TEF-1
RXRa
56
DZ1
21
— 1
Figure 10 : Structure de la protéine PARP-1.
(ATR-X : Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked, BRTC : Breast Cancer 1 C Terminal, DZ : Doigt de Zinc,
HBH : Hélice-Boucle-Hélice, LZ : Leucine Zipper, NF-kB : Nuclear factor k B, Oct-1 : Octamer-binding transcription factor-1,
PARP : Poly(ADP-ribose) polymérase, PRD: PARP Regulatory Domain, RXRa : Retinoid x receptor a, SLN: Signal de
Localisation Nucléaire, SNF : Simply not fertile, TEF-1 : Translation elongation factor 1, Ubc9 : Ubiquitin-conjugating enzyme 9,
XRCC1 : X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1, YY-1 : Yin and yang transcription factor 1)
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PARP-1 possede a la fois la capacité de fixer umamere d’ADP-ribose sur la
protéine cible, mais également celle d’allongeptdymeére et de former des ramifications
(Althaus & Richter, 1987). Les PARs produits parfAL sont de longueur tres variable : de
quelques résidus a prés de 200 unités d’ADP-riposgentant plus ou moins de ramifications
(Burkle, 2001). Leurs charges hautement négativiectant fortement la structure et la
fonction des protéines cibles, en particulier leapacité a interagir avec des molécules
anioniques telles que I'ADN. Bien qu'aucun motif éspique d’acides aminés n’a
actuellement été associé a la fixation de PARslesiprotéines cibles, la fixation de ces
derniers a été rapportée sur des résidus glutaifiRiuelme et al, 1979), aspartate
(Woodhouse & Daniov, 2008) et lysine (Altmeyetr al, 2009). De plus, méme si une
auto(ADP-ribosyl)ation de PARP-1 impliquée dansdgulation de son activité a été mise en
evidence (Ameet al, 2004), les PARs sont essentiellement fixés sarpdetéines nucléaires
associées a la chromatine (Ameal, 2004). Enfin, la formation de PARs est un proasss
dynamique et leur demi-vie dans la cellule est ®o(inférieure a 1 min) (Hilet al, 1981).

En effet, ils sont dégradés par 2 enzymes : la(pdlip-ribose) glycohydrolase et I'ADP-
ribose lyase (Jagtap & Szabo, 2005). Dans des tonslinormales, I'activité de PARP-1 est
faible et le taux de polymeéres est trés bas dansdiules (Ferro & Oppenheimer, 1978).

Les variations de I'activité de poly(ADP-ribosyljat au sein de la cellule ne sont pas
liées a une modulation de I'expression du gene roBARP-1 mais principalement a la
régulation de son activité enzymatique. Par exenli@ato(ADP-ribosyl)ation de PARP-1
diminue son activité (Jagtap & Szabo, 2005) alare ta présence de calcium l'augmente
(Kun et al, 2004). Une des voies de contréle de son actpasserait par sa phosphorylation
au niveau des résidus serine 372 et thréonine BaB8ppinenet al, 2006) par les protéines
ERK-2 ("extracellular signal-regulated kinase"),papgenant a la famille des MAPK
("mitogen-activated protein kinase"). Ces voiesrégulation contréleraient I'activation de
PARP-1 (Altmeyer & Hottiger, 2009) en réponse délénts stimuli tels que la présence de
facteurs de croissance, d’hormones ou lors de dépations (Cohen-Armont, 2007).

B Roles physiologiques de PARP-1

1) Implication dans la réparation des Iésions A®N
La protéine PARP-1 participe au déclenchement dédaration des cassures simples
et doubles brins de 'ADN. Apres détection de cassares, I'activité de PARP-1 peut étre

multipliée jusqu’a 500 fois (Benjamin & Gill, 1980avec une activation maximale pour les
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cassures simple brin (Weinfedd al, 1997). Elle est essentielle a I'activation dedée BER
("base-excision repair") de réparation des cassgdADN. L'initialisation de la réparation
de I'ADN par PARP-1 et la réparation de 'ADN par Voie BER comprennent les étapes
suivantes :
- la détection d’une cassure de I'ADN,
- la signalisation du dommage par poly(ADP-ribogtyn des histones H1 et H2B,
conduisant a un relachement de la chromatine et aute(ADP-ribosyl)ation de
PARP-1,
- la poly(ADP-ribosyl)ation de XRCC1 ("X-ray cros®mplementing factor 1") au
niveau du site endommagé, ce qui entraine la féomatlu complexe SSBR ("single
strand breaks repair") qui est le complexe de edjwar de 'ADN,
- 'action de la polynucléotide kinase, activee E®&CC1, qui convertit les extrémités
de I'ADN en groupement 5’-phosphate et 3’-hydroxyle
- 'ADN polymérase activée par PARP-1 complete kquence nucléotidique
manquante,
- le brin synthétisé est alors lié par '’ADN ligdfie(Jagtap & Szabo, 2005).

2) Role dans le cycle cellulaire

La protéine PARP-1 est également suspectée deyougie au cours de la mitose. En
effet, elle serait capable d’interagir avec des@nes responsables de I'organisation de la
structure de la cellule et des chromosomes (camtres, téloméres, centromeres et
microtubules) (Ameet al, 2004). Elle bloquerait le déclenchement de laosdtlorsque
'ADN est trop endommagé (Schreibet al, 1995). Elle interagirait également avec un
certain nombre de protéines régulant le cycle =ty la prolifération et la différenciation
(p53, fos ("FBJ osteosarcoma oncogene"), E2F-1Ali@urset al, 1999, Hassa & Hottiger,
2002).

3) PARP-1 et régulation de I'expression genique

La protéine PARP-1 joue un réle dans la régulatiefexpression génique. En effet,
sa capacité a influencer la condensation de lanthtiae lui permet de rendre un géne plus ou
moins accessible a la machinerie transcriptionn@{leaus & Lis, 2003). PARP-1 serait
également capable de modifier la composition dehfamatine en excluant I'histone H1 au
niveau de certains promoteurs (Krishnakuetaal, 2008). La fixation directe de PARP-1 sur

des séquences spécifiques de I'ADN lui permetttaitfluencer la transcription des génes
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voisins de la séquence (CXCL1, BCL6) (Kraus, 20@8. plus, PARP-1, ayant pour cible
I’ADN méthyl transférase-1, jouerait un réle import dans la méthylation de I’ADN et donc
dans la régulation de I'expression génique (Retkd, 2005). Finalement, il a également été
montré que la protéine PARP-1 était requise p@atiVité d’un certain nombre de facteurs de
transcription tels que HIFel HES1 ("hairy and enhancer of split 1), B-myb ("B
myeloblastosis oncogene") et NB- (Kraus, 2008). Le role de PARP-1 dans l'activatde

NF-xB fera I'objet d’'un développement spécifique ukér. Finalement, il semble que
PARP-1 interviendrait dans la régulation de preS8@e% du transcriptome, jouant ainsi un

réle dans de nombreux mécanismes cellulaires (Ggiab, 2007).

C Réle de PARP-1 dans la mort cellulaire d’originaschémique

Au dela de son rdle physiologique de réparatiohAl2N, des études ont, a l'inverse,
suggéré que la protéine PARP-1 joue un rdle impodans la mort cellulaire au cours de
I'ischémie cérébrale. En effet, le développementsalgris KO pour PARP-1 (PARP-1) a
révélé de maniére inattendue, que ces animauxrieéset une protection importante contre
les ischémies cardiaques et cérébrales et contfératits processus inflammatoires (de
Murcia et al, 1997 ; Shall & de Murcia, 2000). Deux théoriest @é avancées afin
d’expliquer I'implication de PARP-1 dans la mortlatire.

Tout d’abord, PARP-1 serait indirectement respolesate la mort des cellules
exposées a des RL (Berger & Berger, 1986). En s®anx nombreuses lésions de 'ADN
induites par le stress oxydant, PARP-1 se suradivparticipe ainsi a I'effondrement des
stocks énergétiques de la cellule via une consoiomakcessive de NAD(figure 11). Afin
de restaurer le stock de NAR partir de nicotinamide, la cellule consommesatte I'ATP et
la diminution des réserves énergétiques cellulajte®n résulte s’accompagne d’'une perte du
potentiel membranaire et conduit ainsi a la nécdeséa cellule (Jagtap & Szabo, 2005). La
consommation par PARP-1 des stocks cellulaires &D™Nest un processus trés rapide qui

peut prendre moins de 10 min (Wielcketsl, 1982).
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Une autre théorie plus récente a également prapos@articipation directe de PARP-
1 dans le processus apoptotique. Les PARs setaiagties et agiraient comme un signal de
mort cellulaire (Kohet al, 2005). lls déclencheraient la translocation d&IR’ de la
mitochondrie vers le noyau, conduisant a une m@apsotique caspase-indépendante
(Andrabi et al, 2006 ; Yuet al, 2006). L’AlF est une flavoprotéine normalemergérée
dans le feuillet externe de la membrane internadeitochondrie (Wangt al, 2009) et est
indispensable au fonctionnement optimal de la @hanespiratoire mitochondriale,
vraisemblablement via une activité NADH oxydase r@vhar et al, 2001 ; Kleinet al,
2002). Cependant, une fois clivé par la calpai#dFlest transloqué dans le noyau ou il
provoque une condensation de ’ADN et exerce utigicnucléasique (Cands al, 2004 ;
Vashenet al, 2006). La mort cellulaire se caractérise alors yp@e condensation de la
chromatine et une fragmentation de 'ADN en morsealenviron 50 pb, ainsi qu’'une
condensation du cytoplasme sans formation de @ppptotiques et sans activation de la RI
(Wanget al, 2009).

Une étude récente (Alaret al, 2010) semble concilier les deux théories en naomtr
que les deux évenements, déplétion des stocksétimpres et relargage de I'AlF sont liés. En
effet, dans cette étude, les auteurs ont montrdaydéninution du stock de NADétait un
élément suffisant et nécessaire au déclenchemdattdmslocation de I'AlF dans le noyau.

PARP-1 participe également a la mort apoptotiquendaiére indirecte. En effet, au
cours de l'apoptose, les caspases-3, -7 et -8 cmpdbles de cliver la protéine en deux
fragments de 89 et 24 kDa (lvana Scovassi & Dietier2004). Ces protéases reconnaissent
le motif DEVD (acide aspartique-acide glutamiquéneacide aspartique) situé au niveau
du signal de localisation nucléaire (Lazebniek al, 1994). Le clivage conduit a une
séparation du domaine de liaison a I’ADN de laipasatalytique, ce qui bloque I'activité de
'enzyme. Des études plus approfondies ont monte g la protéine PARP-1 n’était pas
nécessaire au bon déroulement de I'apoptose, tafode son activité semble indispensable
a I'exécution des différentes étapes de l'apoptimet certaines sont énergie-dépendantes
(Virag & Szabo, 2002 ; Ivana Scovassi & Diederi2004).

Au final, la survie ou la mort de la cellule, aimgie le type de mort cellulaire induite
par I'ischémie semblent fortement dépendants deplirtance de I'activation de PARP-1.
Ainsi, 'ampleur des dommages infligés a 'ADN pomue 'activation plus ou moins intense
de PARP-1, conduisant a une diminution plus ou saimportante des stocks énergétiques

cellulaires (figure 12).
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Figure 12 : Conséquences de I'activation de PARP-1 en fonction de l'intensité des dommages de

I'’ADN.
(AIF : Apoptosis inducing factor, PARP-1 : Poly(ADP-ribose) polymérase 1)

D Réle de PARP-1 dans le déclenchement de la réperiaflammatoire

Des études réalisées sur les souris PARRyIt également permis de montrer qu’elles
étaient beaucoup moins sensibles au choc septigrideq souris sauvages. Ainsi, parmi des
souris recevant un traitement aux lipopolysacclear{lPS), 90 % des souris n’exprimant pas
PARP-1 survivent 24 h apres injection contre seel@niO % des souris sauvages (Oliger
al., 1999). Au niveau cérébral, certains travaux oontm& que la microglie des animaux
PARP-1" produisait trés peu de cytokines (Ullrieh al, 2001 ; Chiarugi & Moskovitz,
2003 ; Kauppinen & Swanson, 2005 ; Moroni, 2008)garant ainsi que la protéine PARP-1
est capable d'influencer la RI. Son implication slates pathologies ayant une composante
inflammatoire (maladie de Parkinson, maladie d’Almnher, méningite, transplantation,

diabéte) semble confirmer son réle pro-inflammat¢iagtap & Szabo, 2005).
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Le role de PARP-1 dans le processus inflammatogengnifesterait via son
interaction avec le facteur de transcription dB--qui est a l'origine de l'induction de
nombreux génes impliqués dans la RI (T&HL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y (interférony),
MIP-1a et 2, P- et E- sélectines, VCAM (molécule d’adbesiellulaire vasculaire) et ICAM,
CD-110, INOS) (Jagtap & Szabo, 2005). L'expression dellgart de ces genes est diminuée
chez les souris PARP1 (Hassa & Hottiger, 2002). Le mécanisme exact eanél PARP-1
interagit avec NReB reste a élucider. Les expériences menées paer@ival. (1999) ont
cependant montré que ni la dégradation «d®&d (“inhibitor of xB"), le plus fréquent des
inhibiteurs de NFReB, ni la translocation de NkB n’était affectée dans les cellules PARP-1
" L’action de PARP-1 sur NEB aurait donc lieu dans le noyau. Plusieurs étsdegérent
que l'activité de PARP-1 est nécessaire a l'adtivade NF«B (Nakajimaet al, 2004 ;
Kauppinen & Swanson, 2005) alors que d’autres amitr@ au contraire, que l'activation de
la transcription des genes cibles de RB--£tait indépendante de I'activation de PARP-1
(Hasseet al, 2001 ; Petrilliet al, 2004). Ainsi, Hassat al. (2001) ont mis en évidence que
I'inhibition de PARP-1 n’était pas associée a unmidution de I'expression d'un gene
rapporteur induite par le LPS ou le TNFAuU contraire, Kauppinen & Swanson (2005) ont
observé que les cellules microgliales en cultur@sgires traitées au DPQ (3,4-dihydro-5[4-
(1-piperinedinyl)butoxy]-1(2H)-isoquinoline), unhibiteur de PARP-1, présentaient a la fois
une diminution de leur activation et de la synthesdVIMP-9 en réponse a un traitement au
TNF-a. Ces résultats contradictoires ne permettent pasodclure mais, quoiqu’il en soit, il
semble que l'activation de NEB par la protéine PARP-1 passe par une interaetiare les
deux protéines (Chang & Alvaro-Gonzalez, 2001). do&e hypothése serait que le contact
entre PARP-1 et NikB ait lieu via une troisieme protéine, par exemake la protéine de
haute mobilité du groupe-1 (HMG-1) qui est a lasfoin coactivateur de NEB et une
protéine cible de PARP-1 (Olivet al, 1999).

Il est également probable que la participation A&P-1 au déclenchement de la RI
ne se limite pas uniquement a l'activation de ®=-En effet, PARP-1 est également capable
d’interagir avec le facteur AP-1 qui joue aussirdte essentiel dans la RI. Ainsi, il a été
montré que I'activation d'iNOS dépendait a la fdssNF-kB et d’AP-1 (Chet al, 2005). De
plus, cet argument est supporté par le fait quaiVaé de transcription d’AP-1 est abolie lors
de l'inhibition de PARP-1 (Kaplaat al, 2005 ; Martin-Oliveet al, 2006). De plus, plusieurs
études ont également montré que PARP-1 est capahb®ly(ADP-ribosyl)er de nombreux
autres facteurs de transcription (AP-1, AP-2, TEftfanslation elongation factor 1"), SP-1
("specificity protein 1"), Oct-1 ("octamer-bindingyanscription factor-1"), Stat-1 ("signal
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transducer and activator of transcription 1"), YY*¥in and yang transcription factor 1"))
jouant la encore un réle dans la RI (Jagtap & Sza005).

[l Microglie

A Introduction

Les cellules microgliales constituent une popufatimique de cellules immunitaires
du SNC. Considérées comme les macrophages résidierdsrveau, ces cellules présentent
cependant un certain nombre de spécificités letindisant des autres populations de
macrophages. Une de ces spécificités est leur rotpile étoilée permettant aux cellules
microgliales, par le biais de prolongements tolgown mouvements, de sonder en
permanence I'ensemble du parenchyme cérébral.

Initialement découvertes en 1919 par Del Rio Hatelgaura fallu attendre plusieurs
dizaines d’années pour que les cellules glialés miicroglie, en particulier, soient étudiées. Il
a ainsi été rapporté que les cellules microglisdgsésentent 10 a 20 % des cellules du SNC
(Raivich et al, 1999) avec de fortes variations en fonction deélgion cérébrale étudiée.
Ainsi, des régions telles que I'hippocampe, le butlifactif, les ganglions de la base et la
substantia nigrasont riches en cellules microgliales alors que iEgons telles que le
cervelet et le tronc cérébral n’en possedent quglpgvsonet al, 1993).

Au dela de ces variations en terme de densitélaey il a également été mis en
évidence des disparités de morphologie et de pigaoctn fonction des territoires. Cette
hétérogénéité dans la/les population(s) de miaoglinsi que I'absence de marqueurs
spécifigues permettant leur discrimination précesepliquent en partie les difficultés
rencontrées par la communauté scientifique dansatactérisation de ces cellules. A cet
égard, en dépit de plus de 10 000 articles puhliésours de ces 20 derniéres années et d’'un
gain de connaissances important concernant le ifmmement de la microglie, leur(s)
origine(s) et leur implication dans des pathologiedes que I'AVC ischémique et les

maladies neurodégénératives font toujours I'objaetehses controverses.
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B Les origines de la microglie

1) Formation des cellules microgliales au coursi@weloppement

Parmi les hypotheses avancées quant a l'origirsecédlules microgliales, la piste
mésodermale semble prépondérante.

Del Rio Hortega fut le premier a postuler I'origirmésodermale des cellules
microgliales. En 1932, il mit en évidence des ragigérébrales, qu’il nomma « fontaine a
microglie », comme étant a l'origine de cellulescragliales qui coloniseraient par la suite
'ensemble du SNC. Les cellules microgliales nolereént formées présenteraient dans un
premier temps une morphologie amiboide puis adaieterr une forme ramifiée une fois leur
migration terminée (Kershmaet al, 1939). Au niveau cérébral, la présence de callule
Macl" ("macrophage 1 antigen”, récepteur du complém&mdiCCD11b) ayant une capacité
de prolifération importante et générant des cdluliddles dont certaines présentent des
marqueurs similaires a ceux de la microglie a @pportée (Alliotet al, 1991). De méme,
plusieurs études utilisant un marquage de la lectiB4, un marqueur des cellules
microgliales et des cellules endothéliales, ont tndoque chez la Souris, la colonisation du
cerveau par les cellules microgliales était indéipete de la vascularisation des tissus et
semblait étre issue de précurseurs originairesadwigellin (Alliot et al, 1999 ; Kauret al,
2001).

Certaines études ont également suggéré une onggosoectodermale des cellules
microgliales (Rydbergl1932 ; Patersoret al, 1973). Selon cette théorie, les cellules
microgliales dériveraient de microglioblastes issusieuroectoderme (Fujiet al, 1981). En
effet, des injections déH-thymidine dans les ventricules de jeunes ratscomduit & un
marquage de plus de 90 % des cellules gliales ldppbcampe (astrocytes et microglie),
montrant ainsi I'apparition tardive de ces celluéas sein de cette structure. De plus, cette
prolifération est associée a un changement de rotogie des glioblastes, qui sont les
cellules précurseurs des astrocytes et sont sé@spelet donner naissance a la microglie
(Patersonet al, 1973 ; Kitamuraet al, 1984). D’autres études ont également révelé la
présence de marqueurs communs entre les cellulesoghiales et les cellules neuro-
épithéliales, ce qui semble suggérer I'existencgm@eEurseurs communs a I'ensemble des
cellules gliales (microglie, astrocytes, oligodewtes) (Wolzwikjet al, 1995 ; Fedorofet
al., 1997). Finalement, Haet al. (1991) et Richardsoat al. (1993) ont obtenin vitro des
cellules microgliales a partir de culture de neépithélium embryonnaire. Ainsi, la mise en

culture du neuro-épithélium d’embryons de souristree 8 et 9 j de gestation) conduit a
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I'apparition de cellules Mac-let GFAP présentant une morphologie correspondant a celle d
la microglie. Cependant, malgré ces résultats esgants, les travaux montrant une origine

neuroectodermale des cellules microgliales restemginaux.

2) Renouvellement hématopoiétique des cellulesogliales

Au-dela de leur origine mésodermale, lors d’atesindu SNC, il semblerait qu'une
partie des cellules microgliales soient issues dekules de la moelle osseuse, dont
I'appellation anglo-saxonne est "bone marrow dekinecroglia” (BMDM) (Davoustet al,
2008). En effet, par la réalisation d’'une greffe ad#iules de moelle d’animaux exprimant
constitutivement la GFP ("green fluorescent prd)edndes animaux irradiés a montré que ces
animaux présentaient des cellules capables diefilte parenchyme cérébral et de se
différencier en cellules microgliales. Au bout den®is, 5 % des cellules microgliales
expriment la GFP dans I'ensemble du cerveau etdeed % au niveau du cervelet (Prikbtr
al., 2001 ; Djukicet al, 2006). De plus, Davoust al. (2006) ont isolé dans le cerveau de
souris une population de cellules progénitriceslaigés capables de se différendiewitro
en cellules microgliales dans un modele d’encéphgddite. Ces cellules exprimant le
marqueur CD34, un marqueur habituellement assapi&ellules souches hématopoiétiques
de la moelle osseuse, ont été découvertes damsveat: de souriceaux nouveaux-nés et une
fraction de ces cellules exprime également le meug€D11b. De plus, elles sont capables
de donner naissance a des cellules semblabledaandieroglie lorsqu’elles sont cultiveas
vitro dans un milieu contenant du M-CSF ("macrophagengeitimulating factor") alors que
les cellules progénitrices CD3de la moelle osseuse en sont incapables. Ceperxidat
présence des BMDM a bien été caractérisée darasld’'ane altération du SNC, I'existence
de ce renouvellement dans le cerveau sain rest®wvgr. En effet, il a été montré que
I'irradiation utilisée dans les modéles de greffenaoelle osseuse GFEtait a l'origine d’une
altération de la BHE autorisant linfiltration dellules circulantes dans le parenchyme
cérébral. Ainsi, dans ces modeles, la protectiola déte contre les irradiations conduit alors a

une absence de cellules marquées au sein du cdMédner et al, 2007).

L’ensemble de ces données expérimentales suggene cpurs du développement les
cellules microgliales colonisant la totalité du SNériveraient de précurseurs mésodermaux
ou neuroectodermaux. Une fois installées au seif@NiQ, ces cellules constitueraient des lors
un groupe cellulaire extrémement stable numérigmémarlant, n’étant renforcé qu’en cas

d’atteintes du SNC par I'apport de cellules issted’hématopoiese (Lassmaahal, 1993 ;
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Tambuyzeret al, 2009) (figure 13). Cependant, certaines étudepgsent que le phénotype
de ces BMDM différe de celui des cellules microigkarésidentes. Par exemple, le marqueur
CD11c est présent a la surface des BMDM alors gstilabsent sur les cellules microgliales
résidentes (Simard & Rivest, 2004). Les BMDM exmiaient également plus fortement les
molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibjilde classe Il lors de leur activation
(Kaneko et al, 2008). Ces observations semblent évoquer uneitactile présentation
d’antigenes plus grande chez les BMDM que chezclgfules microgliales résidentes
(Davoustet al, 2008).

mésoderme neuroectoderme cellules hematopoiétiques

Précurseurs du Cellules souches
mésoderme | hématopoiétiques

/A

BHE l

Précurseurs du Cellules souches

Microglioblastes

mésoderme hématopoiétiques ~ Macrophages
S a5 B %
K Jor K Jor K I0F K or
. . Cellul lial . . . .
Microglie dfnfnii:?o;izs Microglie Microglie
Voie principale au Voie hypothétique au Voie chez l'adulte
cours du cours du 5 activée en cas

développement développement d’atteinte du SNC

Figure 13 : Différentes origines de la microglie.

(BHE : Barriere hémato-encéphaliqgue SNC : Systéme nerveux central)
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C Hétérogénéité de la microglie

1) La microglie au cours du développement du SNC

Méme si l'origine des cellules microgliales n’epas clairement déterminée,
I'apparition et la distribution de la microglie awours du développement ont été bien
caractérisees chez 'Homme (Moniet al, 2007). Les premieres cellules microgliales
apparaissent au niveau des meéninges et des pldxarsides proches de la fissure di-
télencephalique au bout de 5 semaines et demiddatga. Par la suite, des amas de cellules
microgliales se forment dans le diencéphale auanivies jonctions de la capsule interne avec
les projections thalamiques, la capsule externiesepédoncules cérébraux (entre 10 et 16
semaines de gestation). Au cours du développengsntellules microgliales présentent tout
d’abord une morphologie amiboide puis adoptent n@sgjvement une structure ramifiée
(Ling & Wong, 1993). Lors du second semestre, &hles microgliales colonisent la totalité
du parenchyme cérébral et commencent a présergenarphologie ramifiée.

La microglie foetale aurait une influence sur laigsance et la survie neuronale
(Rabchevsky & Streit, 1997 ; Marin-Tew al, 2004) ainsi que sur I'angiogenese (Streit,
2001) et participerait ainsi a la formation dudiserveux. En effet, les cellules microgliales
induiraient la mort cellulaire par apoptose nédessa I'élaboration de réseaux neuronaux
complexes, via le relargage de NGF, ThA-asL et IL-B (Bessiset al, 2007 ; Streit & Xue,
2009). Elles seraient également impliguées dansyuelage des axones et dans la
formation/résorption des projections neuronalesyhétisant des neurotrophines telles que
BDNF, GDNF ("glial cell line derived neurotrophicadtor’), IGF-1, NGF et NT-3
(neurtrophine 3) (Milligaret al, 1991 ; Batcheloet al, 2002 ; Pollard, 2009). Finalement, la
microglie foetale pourrait également jouer un rédedla plasticité synaptique en particulier
via KARAP/DAP12 ("KAR associated protein/DNAX actitor protein 12") qui influence
l'activité des synapses (Besss al, 2007 ; Wakeet al, 2009). Les cellules microgliales
foetales présentent un certain nombre de diffésepbénotypiques et fonctionnelles avec les
cellules microgliales adultes. Ainsi, en raisonr#uplus grande activité de phagocytose et
d’'un spectre plus large de signaux activateurgsetxpriment aussi a leur surface des
récepteurs au LDL ("low-density lipoprotein™) etsd&cepteurs de type scavenger (Giulian &
Baker, 1986 ; Husemarst al, 2002).
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2) La microglie dans le SNC adulte sain

A I'age adulte, les cellules microgliales présehtmmnrepos une morphologie ramifiée
avec de nombreux prolongements qui sondent cotiggmuent le milieu environnant. Les
cellules microgliales en conditions physiologiquest abusivement appelées quiescentes,
alors qu’elles sont loin d’étre inactives. En effelles sont impliquées dans de nombreux
mécanismes physiologiques tels que la surveillasiceSNC, le déclenchement de la RI,
I’'homéostasie, I'élimination des débris cellulaietsla neuroplasticité... (Aloisi, 2001). Ces
cellules peuvent étre activées a la moindre peatioh détectée dans le parenchyme cérébral
(Ladeby et al, 2005).

La microglie joue un réle prépondérant dans legésge immunitaire au niveau du
SNC, un organe spécifique du point de vue immueitgui se caractérise par la BHE
maintenant les leucocytes hors du SNC, ainsi queipdaible drainage lymphatique via les
espaces de Virchow-Robin et une faible express®CMH (Streitet al, 1999). Dans ce
contexte, la microglie sert de cellule de survaik chargée de détecter et de s’activer en
réponse a toute anomalie au niveau du SNC (Krergzii®©96). Des études de mobilité des
ramifications de la microglie ont permis d’estintgre la totalité du SNC était controlée en
guelques heures (Nimmerjaleh al, 2005). Les cellules microgliales sont aussi ddhiles
présentatrices d’antigénes, une partie d’entres edigorimant des molécules du CMH, celles
du CMH de classe | étant plus fortement exprimées cglles de classe Il (Matsumoto &
Fujirawa, 1987 ; Streiet al, 1989). Cependant, ce réle semble mineur et Iggdede
I'activité de présentation d’antigénes au sein dNCSdépend des cellules périvasculaires
(Fordet al, 1995).

Au dela de leur fonction de surveillance et de digde elles possédent également un
réle dans la réparation du SNC et seraient impéguéans le maintien de ’homéostasie
cérébrale (Aloisi, 2001). Ainsi, les cellules migliales exercent un effet neuroprotecteur en
capturant le glutamate et le fer présents dansilleurextracellulaire (Streit & Xue , 2009).
Elles interviendraient dans le fonctionnement syiqap et pourraient par ce biais influencer
la transmission de [linformation. Il a ainsi été mr@ que les cellules microgliales
interagissaient avec les synapses de facon propodile a leur activité et que ces
interactions pouvaient conduire a la suppressiocattaines synapses (Wakeal, 2009).
Les cellules microgliales joueraient donc un réléédiectricien” au sein du SNC en veillant

au fonctionnement des synapses et en controlayhiptogenese (Greaber, 2010).
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3) La microglie dans le SNC sénescent

La microglie sénescente présente un phénotypenet morphologie altérés qui
correspondent a la microglie dite "dystrophiquetd® 2006). Cette microglie tend a prendre
un phénotype activé et une morphologie de plusles Ipypertrophiée chez les personnes
agées (Streiet al, 1999). Elle posseéde également moins de ramificatet son stade ultime
de vieillissement est la fragmentation du cytoplkastaclenchant la mort cellulaire (Strett
al., 2009). Ces changements morphologiques s’accomepagd’une expression plus
importante de marqueurs de l'activation microglia€MH de classe Il, ICAM et CD86
(Lynch, 2009). De plus, la microglie dystrophiqueegente une RI altérée, avec une
augmentation de la synthése de composés pro-infaires (TNFe, IL-1B) et une
diminution de la synthese de composés anti-inflatames (TGFp, IL-10) (von Bernhardet
al., 2010). De plus, des travaux rapportent que Ibsles microgliales sénescentes pourraient
jouer un réle dans le déclenchement des maladiasodégénératives. D’une part, elles
participeraient a la formation de plaques séniles’associant en groupes d’au moins trois
cellules (Streit & Sparks, 1997). D’autre partexisterait une relation entre la sénescence de
la microglie et l'apparition de pathologies liéeslaa protéine tau (Streiet al, 2009).
Finalement, deux hypothéses sur I'implication damligroglie dans le développement des
maladies neurodégénératives ont été récemment gepo(Polazzi & Monti, 2010). La
premiere postule un rdle actif de la microglie séeate dans le déclenchement de ces
maladies ; leur activation pathologique s’accomgagih d’une synthése prépondérante de
composeés cytotoxigues a l'origine de la dégénénescdes neurones. A I'opposé, la seconde
hypothése suppose un réle passif de la microgligguun arrét de la synthése de composés
neurotrophiques rendrait les neurones plus sessdili@ agressions extérieures (Polazzi &
Monti, 2010).

D Activation de la microglie

Une des principales caractéristiques des celloi@gogliales est leur capacité a
s’activer trés rapidement en réponse a différetmsui (Rock et al, 2004), que ce soit lors
d’infections bactériennes ou virales (Olseinal, 2001), d’'ischémie cérébrale (Stef al,
1998), de sections de nerfs, de lésions excitotedqou de maladies dégénératives
(Ransohoff & Perry, 2009). Lors d’'une lésion aigl¢ SNC, I'activation microgliale se

traduit sur le plan cellulaire par des modificaianorphologiques et sur le plan moléculaire
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par des changements dans I'éventail des molécyfegretes a la surface des cellules et dans

le panel des cytokines et des facteurs de croisgatocluits.

1) Les voies d’activation

L’activation rapide de la microglie est causéet g@r une activation directe des
récepteurs de l'immunité innée, soit par une atibwaindirecte par des cytokines pro-
inflammatoires ou encore par la détection d’'un dysfionnement neuronal (Yenast al,
2010). La diversité des récepteurs exprimés panitaoglie explique le grand nombre de
stimuli susceptibles d’activer la microglie (figutd). En effet, ces cellules expriment :

- les récepteurs d’épuration (scavenger recepterinettant la reconnaissance et

I'élimination de substances toxiques ainsi que deBules apoptotiques et des

bactéries (Mukhopadhyay & Gordon, 2004),

- les récepteurs de la famille Toll (TLR) capabtis reconnaitre les bactéries, les

virus, les parasites et les champignons (Pasareézhitov, 2004),

- les récepteurs du complément constituant un dgeterses d’élimination des

pathogenes de 'immunité innée (Rotsherdteal, 2003),

- les récepteurs aux neurotransmetteurs, en pletide glutamate (Farbeet al,

2005),

- les récepteurs purinergiques permettant la détecte la présence d’ATP dans le

milieu extracellulaire (Inouet al, 2002),

- un large éventail de récepteurs pour des cytskfieN-y, TNF-a), des chemokines

(fractalkine) et des facteurs de croissance (M-C&M-CSF ("granolucyte-

macrophage colony-stimulating factor”) (Yenaitrial, 2010),

- le récepteur TREM2 ("triggering receptor expresse myeloid cells 2") récemment

mis en évidence comme étant capable de recontaim®téine HSP60 ("heat shock

protein") et de conduire a une activité de phagmgitchez les cellules microgliales

(Yenariet al, 2010).

Trois voies principales de transduction peuverd Btises en jeu : la voie SAPK/IJNK
("stress activated protein kinase/c-Jun N-termikiabse"), la voie p38 MAPK et la voie
ERK. Les principaux facteurs de transcription mégrant dans l'activation des cellules
microgliales sont NkeB et AP-1 qui contrdlent I'expression de nombrewnes impliqués
dans la RI. Un certain nombre de facteurs ont @df@t d’inhiber I'activation microgliale

(PPARy ("peroxisome proliferator-activated receptor"), H¥®, glucocorticoides) en limitant
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I'activation de NFxB (Yenariet al, 2010). Une étude récente (Burguilletsal, 2011) a fait
ressortir le réle des caspases dans I'activatiammagliale. En effet, la fixation de LPS sur le
récepteur TLR-4 s’accompagnerait du recrutemena daspase-8 qui activerait les caspases
effectrices 3 et 7. Cependant, I'activation de caspases n’entraine pas l'apoptose des
cellules microgliales, mais déclenche la synthésaambreux composés pro-inflammatoires
(NO, RL, IL-18, IL-5, IL-2, IFN-y). Les caspases 3 et 7 activeraient la protéineskifPKCy

qui permet la libération de NEB en phosphorylant IKK (WB kinase") qui a son tour

phosphoryle#B, ce qui conduit a la translocation nucléaire dredB.

HSP,
HMGB1 ... TNF-a ATP Fractalkine Glutalmate HSP 60

TLR |—{TNFR}—{Purinergique}—{CX3CR1}— | —{TREM2

NN

MAPK JNK PKC p38 PLC
j : PKC

PPARy

HSP70

AP-1 «—— NF-kB Glucocorticoides

Cytoplasme
iNOS
Il

l l \ Pro-inflammatoire Anti-inflammatoire

Cytokines/
NO MMP vt

Chemokines —> Active

— Inhibe
D’aprés Yenari et al. ,2010

Figure 14 : Principales voies de déclenchement de la réponse inflammatoire microgliale

(AP-1: Activator protein 1, ATP : Adénosine triphosphate, CX3CRL1 : fractalkine receptor, ERK : Extracellular signal regulated
kinase, iINOS : Inducible NO synthase, JNK : c-Jun N-terminal kinase, HMGB1 : Hight-mobility group box 1, HSP : Heat shock
protein, MAPK : Mitogen activated protein kinase, MMP : Métalloprotéinase matricielle, NF-kB : Nuclear factor kB, PKC : Protein
kinase C, PLC : Phospholipase C, PPARy : Peroxisome proliferator activated receptor y, TNF-a : Tumor necrosis factor a,
TNFR : TNF receptor, TREM 2 : Triggering receptor expressed on myeloid cells 2)

2) Plasticité fonctionnelle de la microglie

Comme indiqué dans I'Introduction, l'activation ¢ microglie s’accompagne de
nombreux changements phénotypiques et morphologiquiaptés conférant une grande
plasticité fonctionnelle aux cellules microgliatda présentation d’antigénes, le relargage de

chémokines favorisant le chimiotactisme, la réatoh de ses prolongements, la migration
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en direction du site inflammatoire, le relargagecgmkines, de MMP, de RL et le passage a
une morphologie amiboide associée a une activighdgocytose (Chagt al, 2007 ; Lynch,
2009).

Les changements morphologiques observés lors ciesBtion microgliale comportent
différents stades qui dépendent de la nature dgsusk activateurs recgus (figure 15). Le
premier stade correspond a la microglie hyper-rigmifqui est un stade intermédiaire
d’activation pouvant étre induit par une lésion fdéble intensité et qui entraine le
commencement de I'hypertrophie microgliale (Stedital, 1999). Cet état est également
observé au cours de pathologies dégénérativesetiiscou lors du vieillissement cérébral.
Dans un deuxieme temps, lors de dommages neurgiasdmportants ne s’accompagnant
cependant pas de mort cellulaire, la microglie’satser tout en conservant une morphologie
ramifiée. Finalement, la mort neuronale déclencles adhangements morphologiques
irréversibles des cellules microgliales qui voneémare une forme amiboide associée a une
activité de phagocytose (Raiviokt al, 1999). Les cellules microgliales présenteraient
cependant une activité de phagocytose moindre epienhcrophages (Simaetl al, 2006a).
Contrairement aux cellules microgliales amiboides, cellules hyper-ramifiées et activées

ramifiées sont capables de retourner au stade aguiesine fois de retour a une situation

normale.
o
ﬁ * * . @
Microglie quiescente Microglie activée Microglie activée
ramifiée ramifiée amiboide

N

Microglie hyper-ramifiée D'apres Streit et al., 1999

(stade intermédiaire)

Figure 15 : Activation des cellules microgliales.
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Les changements morphologiques observés lors detivBdion microgliale
s'accompagnent de modifications importantes de pfession de nombreux facteurs
intervenant dans la RI (cytokines : TNF-IL-1B, IL-6 ; chémokines : MCP-1, MIPel;
Macl...) ainsi que de facteurs trophiques (BDNF, IGESDNF ...) (Lynch, 2009 ; Polazzi
& Monti, 2010). Un certain nombre de marqueurs ainsi été associés a l'activation des
cellules microgliales : CMH 1l et CD86 qui permeitda présentation d’antigenes, CD11b
(récepteur du complément de type 3) et CD40 (réceptiu TNF) qui contribuent a la
propagation de la RI, ICAM qui favorise le recrutarh des leucocytes et enfin Ibal qui

participe au mécanisme de phagocytose.

3) Activation en réponse a une ischémie cérébrale

Alors que la cinétique d’activation des cellulesnogliales en réponse a une ischémie
cérébrale est tres bien caractérisée, les conséegi@le cette activation restent un sujet de
controverses. En effet, I'inflammation au niveavébéal a longtemps été considérée comme
délétére et a ce titre, I'activation des cellulesrogliales a été considérée comme néfaste.
Cependant, un certain nombre d’observations somieg& nuancer cette vision et des effets
bénéfiques ont également été associés a cettatamtivmicrogliale (Schwartet al, 2006 ;
Polazziet al, 2010).

a/ Cinétique d’activation

En raison de leur réle d'immunosurveillance du SN& cellules microgliales sont
tres rapidement activées en réponse a une ischénébrale. Il a ainsi été observé une
activation de la microglie seulement quelques na@sutpres la survenue d’'une ischémie
obtenue par occlusion transitoire de 'ACM (Abrahatal, 2003). Les cellules microgliales
se multiplient rapidement, avec un pic entre 48 T2eh post-ictus, la prolifération pouvant se
prolonger pendant plusieurs semaines (Deatsal, 2007). L'accumulation de débris
cellulaires dans le milieu extracellulaire congitwn des facteurs déclenchant les
changements morphologiques et I'activité de phaigseydes cellules microgliales. En effet,
I'élimination de I'ensemble des débris cellulaiest nécessaire a l'initialisation des processus
de réparation (Stolet al, 2004). Les cellules microgliales présentent cleeBouris une
activité de phagocytose des le premier jour suivar@ occlusion transitoire de 'ACM et
cette activité s’étend jusqu’a 14 j aprés sa sweelependant, I'activité de phagocytose est
maximale dans les quatre premiers jours suivanddiction de l'ischémie (Schillingt al,
2005).
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Dans le cas d'une ischémie globale transitoireemit¢ par occlusion des quatre
vaisseaux chez le Rat ou par occlusion des dewtidas chez la Gerbille, on observe
€également une activation rapide de la microglie ript@ et al, 1991 ; Moonet al, 2009).
Cette activation, induite en moins de 20 min, étdbdervable jusqu'a un mois, est maximale
aux jours 4 et 6. Il faut cependant signaler qu&siivation microgliale concerne I'ensemble
du parenchyme cérébral dans un premier tempsseib®ncentre au niveau des zones de mort

neuronale (couche GAle I'hippocampe) aux temps les plus longs (Sibdl, 1998).

b/ Réle délétere et réle bénéfique des cellulesagi@les

Historiguement, la Rl associée a une ischémiebcéie® a été considérée comme
delétére. Apres linduction d'une ischémie, lesluek microgliales vont augmenter
I'expression de protéines immunologiques membrasdelles que les CMH | et Il, ainsi que
le récepteur au complément de type 3 (Moriekal, 1993 ; Rupallat al, 1998 ; Abraham
& Lazar, 2000). Parmi les facteurs synthétisés lpamicroglie, IL-13 et TNFa sont les
principales cytokines ayant pour effet d’aggraves lommages post-ischémiques (Sairanen
et al 1997 ; Botchkineet al, 1997). Il a été montré que leur surexpressioncsiapagne
d’'une aggravation de la |ésion alors gu’a l'invel§ehibition de leur expression entraine une
diminution du volume de Iésion (Yamasakial, 1995 ; Baronet al, 1997). La microglie va
aussi synthétiser des chémokines telles que MIRECL3) et -2 (CXCL2) ainsi que CCR5,
un récepteur de MIPelet CX3CR1, un récepteur a la fractalkine (Lai &dip2006). Des
études réalisées sur des souris déficientes pdradilkine ont permis de mettre en évidence
le rdle délétere de cette derniere au cours dehBisiie (Sorianet al, 2002 ; Dénesgt al,
2008). La RI microgliale est associée a la produmctie RL qui participent a I'aggravation des
dommages tissulaires et du déficit fonctionnel pomes par une ischémie cérébrale
(Amanteaet al, 2009). L’'activation des cellules microglialesc€ampagne également d’une
augmentation de l'activité de la iINOS, entrainamé gproduction de NO (Nakashinea al,
1995) dont I'impact semble plus nuancé que celsi algres molécules pro-inflammatoires.
En effet, alors qu’il est admis que le NO augméateolume de lésion (ladecodd al, 1997),
il participerait également au déclenchement desamsmes de plasticité neuronale post-
ischémique (Estrada & Murillo-Carretero, 2005).

Ces dernieres années, le role délétere des cefhutgegliales a été remis en question
par un nombre croissant d'études. En effet, l'ation des cellules microgliales
s’accompagne aussi de la synthése de facteursrotgofeurs (Wood, 1995 ; Marchetti &

Abbracchio, 2005). Ainsi, la microglie va abondammtgynthétiser du TGB-en réponse a
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une ischémie (Wiessnet al, 1993 ; Zhuwet al, 2000). Des études ont montré qu’une injection
pré-ischémique de TGEpermettait de réduire la mort neuronale (McNeilal.,1994). Les
cellules microgliales sont aussi capables de syisrédu BDNF et de I'|GF-1 (Leet al,
2002 ; Hwanget al, 2004 ; Lalancette-Hébeet al, 2007 ; Narantuyat al, 2010) dont la
production a pour effet de diminuer le volume deldaion et déclencher la plasticité
neuronale post-ischémique (Beak al, 1994 ; O’Donnellet al 2002). Les cellules
microgliales synthétisent aussi du GDNF, de [I'émpoiétine (EPO) et des
thrombospondines capables de promouvoir la newbplkd (Chamaket al, 1994 ;
Bernaudinet al, 1999 ; Batcheloet al, 2008). De méme, l'activation microgliale poutrai
participer a une augmentation de la neurogenésdaeorisant la prolifération et la
différenciation des progéniteurs neuronaux en magdEkdahkt al, 2009). Finalement, la
microglie constitue également une source de metaltéinases matricielles, en particulier
MMP-2 et -9, qui ont a la fois un effet délétére d&stabilisant la BHE et en favorisant la
mort cellulaire et un effet bénéfique en facilitdat mise en place des mécanismes de
réparation par la réorganisation de la matricetzété (Lai & Todd, 2006). Un autre réle
bénéfique des cellules microgliales au cours delémie est de capturer le glutamate relargé
par les neurones dans le milieu extracellulairekéiNmaet al, 2001). Alors qu’il est connu
depuis longtemps que les astrocytes sont capakelesapturer le glutamate libéré par les
neurones, cette fonction n’a été révélée que @osmment chez la microglie. Cette capture
passe, la encore, par des transporteurs spécifidjugtutamate, tels que GLT-1 ("glial high
affinity glutamate transporter”) dont I'expressiest augmentée suite a une ischémie (Lai &
Todd, 2006). Enfin, les cellules microgliales eragbcytant les neutrophiles joueraient un
réle bénéfique en diminuant I'activité délétéreads derniers qui passe par le relargage de
nombreux composés pro-inflammatoires (Degteal., 2007).

Il semblerait que les facteurs de croissance ptesenniveau de la lésion participent
également a l'orientation de I'activité microglialers un profil d'avantage neuroprotecteur.
En effet, une étude de Jiaagal. (2011), a montré que I'administration intranastdeBDNF
chez des rats ayant subi une ischémie globaleitvarsétait associée a une diminution de la
mort neuronale. Cette neuroprotection s’accompatjoe plus grand nombre de cellules
microgliales activées qui expriment moins de TiNEt plus d’IL-10 que chez les rats n'ayant
pas recu de traitement.
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Figure 16 : Dualité de I'activité microgliale post ischémique.

(BDNF : Brain derived neurotrophic factor, IGF-1: Insulin growth factor, IL-1 : Interleukine 13, MMP : Métalloprotéinase
matricielle, NGF: Nerve growth factor, ROS : Reactive oxygen specie, TNF-a : Tumor necrosis factor a)

E Distinction entre microglie et macrophages

La microglie est frequemment considérée commet &anmacrophages résidents du
SNC. Cette affirmation est correcte dans le sene®gellules microgliales sont capables de
se transformer en phagocytes lorsque cela est s@msCependant, la microglie a I'état
quiescent ne présente pas d’activité de phagocyselus, elle ne doit pas étre confondue
avec les phagocytes mononucléés que I'on retrodaepa@riphérie des vaisseaux, au niveau
des méninges et des plexus choroides et qui pogsede activité constitutive de
phagocytose. En effet, les phagocytes mononucléssiptent une morphologie amiboide et
expriment a leur surface ED1 (ou CD-68 chez I'Homuoree protéine associée a la membrane
des lysosomes et des endosomes) et ED2 ainsi quendicules du CMH de classe Il
(Davoustet al, 2008).

Au stade final de leur activation, les cellulesmgliales acquiérent une morphologie
amiboide et expriment un certain nombre de molécuale qui ne permet pas de les distinguer
des macrophages infiltrant le SNC lors d’'une lésiénébrale. Dans le but d’étudier les
contributions respectives des cellules microgligdeagocytiques et des macrophages dans la
pathologie ischémique, diverses stratégies expétates ont été développées. La premiere
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est basée sur une destruction presque totale descytes présents dans le sang et les
organes lymphoides par un traitement avec desdipes contenant du dichloro-méthylene
diphosphonate (Schroetat al, 1997). Cette technique a permis de montrer qge le
monocytes n'infiltraient la Iésion qu’au bout dg &ez le rat soumis a une ischémie focale et
que l'essentiel de Il'activité phagocytique étaislage aux temps courts par les cellules
microgliales (Stollet al, 1998). Ces résultats ont été confortés par ddaudtudes utilisant
comme stratégie la transplantation de moelle osséesouris exprimant constitutivement la
GFP a des souris préalablement irradiées. Les mplagges de ces souris sont donc
naturellement fluorescents contrairement aux adluhicrogliales (Schillinget al, 2003).
L'utilisation de ce modeéle a ainsi permis de canér le délai de plusieurs jours précédant
l'infiltration des macrophages et le rble prépomatrde la microglie dans la réponse précoce
a lischémie cérébrale (Schillirg al, 2003 ; Schillinget al, 2005).

Aujourd’hui, bien gu’il existe de nombreux marqeeedes cellules microgliales chez
différentes especes, il n’existe pas encore de umeargpermettant de faire la discrimination
entre la microglie activée phagocytique et les mltages. Ainsi, les marqueurs couramment
utilisés (lbal, Macl, CD11b, ED1...) permettent umgtinction entre la microglie et les
autres cellules cérébrales (neurones et autrelelioion-neuronales) mais pas entre les
cellules microgliales et les macrophages issusiaitiation de monocytes dans le SNC.
Ainsi, des études d’expression de pres de 19 0A6sgdans des cellules microgliales et des
macrophages activés a I'aide de LPS et d'ifMont pas permis de mettre en évidence la
présence de marqueurs spécifiques permettant tiegdisr ces deux populations (Schreid
al., 2009).

IV La Neuroplasticité

A Historique

Le concept de plasticité en neurosciences a étédint pour la premiere fois par
Ernesto Lugano en 1906. Cependant, les premieretetd’importance sur la capacité
d’adaptation du cerveau ont été initiees seulermdatfin des années 40 par Donald Hebb. Ce
dernier a montré chez le Rat que les connectionsonales au sein du cortex étaient
modelées et augmentées en fonction de I'environnee@érieur. Ainsi, il a observé une plus

grande capacité d’apprentissage et de mémorisatiea des rats placés dans un milieu
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enrichi que chez des rats hébergés dans de sicges (Brown, 2006). De plus, des études
ont montré que la neuroplasticité ne se limitag paulement & une augmentation du nombre
de connections neuronales mais pouvait se tracharedes changements importants de
I'organisation du réseau neuronal. En effet, lagromees seraient capables de s’adapter et de
changer de fonction selon la nature de I'environeeinet des stimulations qu’ils recoivent.
Ainsi, la stimulation tactile et répétée d’'un sdoigt de la main chez le Singe conduit a un
agrandissement de la zone d’activité neuronaleodiex somatosensible correspondante a ce
doigt (Jenkinget al, 1990). De méme, des études ont révélé que texcaisuel de personnes
aveugles de naissance était utilisé pour la dismuss 'audition (Weeket al, 2000).

Néanmoins, au dela de son rble d’adaptation auidien, la neuroplasticité est
particulierement forte au cours de certaines pésade la vie. Tout d’abord, c’est lors de la
formation du cerveau chez le faetus mais égalemamiignt les premiéres années de la vie
gue les mécanismes neuroplastiques sont le pliisitéolPar la suite, une diminution de la
plasticité neuronale est observée avec I'age. Rekeé ont montré que la partie antérieure du
corps calleux, cruciale pour la coordination desxdmains, était plus développée chez les
musiciens ayant commenceé la pratique de leur im&ni avant 7 ans que chez ceux ayant
commencé plus tardivement (Schlaegal, 1995). Une fois la phase d’apprentissage de
I'individu passée, une augmentation de la neurdiplés peut étre observée ponctuellement
en réponse a des lésions cérébrales dans le ngstirirer le réseau neuronal. Ainsi, des
études menées chez le Singe ont montré que lanl@bime partie du cortex moteur
responsable du contrble de la main s’accompagriaiiedrespécialisation de la zone
responsable du contrdle du coude et de I'épautedsdiprendre en charge le contrdle de la
main (Frostet al, 2003). De plus, il a été mis en évidence queedescices de rééducation
avaient pour effet de diminuer la taille de la zdésée et d’augmenter la récupération
fonctionnelle (Nudo, 2006).

Au cours de ces dernieres années, les nombretigiss @ui se sont intéressées a la
neuroplasticité ont permis d’identifier les pringips composantes neuroanatomiques
participant a la réorganisation des réseaux neusorihs’agit de la croissance axonale, la

synaptogeneése et la neurogenese.

B La croissance axonale

Les principaux mécanismes mis en jeu au coursaderdissance axonale encore

appelée extension des neurites passent par laarésagion d’éléments du cytosquelette.
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Cette réorganisation est induite par des protéasssciées aux microtubules et par les Rho-
GTPases (guanine triphosphate) (Bouaietl, 2004 ; Riederer, 2007). Elle est contrblée par
un large panel de récepteurs membranaires quitfidlermombreux ligands agissant sur la

croissance des axones (Galillatcal, 2005).

1) Cbnes de croissance axonale

Les cOnes de croissance sont des structures situé&xtrémité des axones en
développement qui ont été décrits pour la prenf@spar Ramon y Cajal en 1890. Ils sont
formés d’'un domaine cytoplasmique central riche neigrotubules et en organelles. Ce
domaine central est surmonté par un domaine cbpi€aphérique qui émet de multiples
projections de filaments d’actine nommeées filopodesitenus par des lamellipodes qui sont

des structures d’actine disposées en feuillet (&dLr).

Filopode

\ >
; \ [ O A Actine
! \ V \ | ’7/ K. 7

& Vv Lamellipode

Microtubule

Figure 17 : Cbne de croissance axonale.

Les microtubules sont des filaments composés dbdirderes di- et dep-tubuline
qui présentent une polarité avec une extrémitéobamerisant rapidement et une autre se
dépolymérisant lentement (Heidemaah al, 1981). La polymérisation des microtubules
permet un allongement progressif de l'axone. Ldgpdides sont donc des structures
présentant des cycles réguliers de formation extebesion suivis d'une rétractation. lls
servent ainsi de senseurs explorant I'environneraetaur du cone de croissance (Davenport

et al, 1993). En effet, la croissance axonale est ctir@rpar de nombreux messagers qui
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vont favoriser ou inhiber I'élongation, et c'est bamlance entre les différents messagers
présents dans I'environnement qui va détermindirkction et I'importance de 'allongement
de l'axone. Des études récentes ont pu mettre gler@e que la balance entre les forces
antagonistes de la dynéine, un transporteur desotubules et de la myosine I, un
transporteur rétrograde de l'actine, était fondamadendans le contrble de l'interaction entre
les microtubules et I'actine et jouait un réle démslirection et I'intensité de I'élongation de
I'axone (Myerset al, 2006).

2) Facteurs contrflant la croissance axonale

De trés nombreux facteurs sont capables d’inflaete croissance axonale. Il a ainsi
été mis en évidence une action des molécules dewaréphrines, nétrines, sémaphorines,
facteurs de croissance, composés de la MEC, CARketotransmetteurs (pour revue voir
Houet al, 2008).

Les neurotrophines sont les facteurs de croissayeat le plus dimpact sur la
croissance axonale, en agissant via I'activation réeepteurs a tyrosine kinase (TrkA, TrkB
et TrkC) et du récepteur au neurotrophine p75 (AN Barbacid, 1995). Ainsi, le NGF, le
BDNF et NT-3 sont a I'origine d’'une modification ¢k réponse du cdne de croissance aux
différentes molécules guidant la croissance axoffaltle & O’Leary, 1998). En présence de
ces neurotrophines, les axones seraient plus $ensibx activateurs de croissance et moins
sensibles aux inhibiteurs (Tuttle & O’Leary, 199&).autres facteurs de croissance ont
également un effet sur I'élongation de I'axone FIG GDNF, TGFB, EGF ("epidermal
growth factor") et FGF (“fibroblast growth factoripduisent une augmentation de la
croissance axonale (Haa al., 2008).

La composition de la MEC, qui constitue I'enviremment immeédiat du cbne de
croissance axonale, joue également un réle eskentieson fonctionnement et par voie de
conséquence sur la croissance axonale. En effetét®€ montré que les glycoprotéines de la
MEC (laminine et fibronectine) en se fixant sur lE&cepteurs aux intégrines sont des
molécules clés du développement neuronal (Baron Waarcooren, 1996). Ainsi, un
changement de direction du céne de croissanceseaugmentation de la vitesse d’élongation
de I'axone en direction de la source de laminineébé rapportés et ce, grace a la capacité de
la laminine a moduler les processus dynamiques algmgrisation/dépolymérisation de
I'actine des filopodes (Kuhet al, 1995). L'implication des récepteurs des intégipie et de
la PKC a également été mise en évidence dans oesgsus en utilisant divers inhibiteurs

spécifiqgues (Kuhret al, 1995). A I'opposé, les protéoglycanes, en pditcue sulfate de
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chondroitine, inhibent la croissance axonale etudmant I'action de la laminine (Wilson &

Snow, 2000). En conséquence, la balance entreggigt@anes et les autres glycoprotéines au

sein de la MEC constitue donc un élément importantontréle de la croissance axonale

nécessaire a I'établissement des réseaux neuronaux.

Il existe de nombreux autres facteurs régulantrdéssance axonale qui sont sécrétés

au sein du milieu extracellulaire :
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- les sémaphorines sont une famille de protéinessqoant des domaines
caractéristiques riches en cystéine. Elles journble dans la formation des systemes
cardiovasculaire, endocrinien, immunitaire, repiddur et respiratoire, ainsi que dans
le développement du cerveau (Yazdani & Terman, R@El&s ont un effet repoussant
pour les cones de croissance. En effet, lorsqg'el&efixent sur leurs récepteurs, qui
sont de la famille des neuropilines ou des plexinees entrainent une
dépolymérisation des filaments d’actine (Mogtaal,, 2006),

- les nétrines sont des protéines présentant unaidenriche en acides aminés
basiques, ce qui leur permet d’interagir avec dabreux composeés de la MEC et de
la membrane des cellules. Elles exercent un etigable en fonction des neurones
concernés, chemoattractant pour certains commenésones de la rétine et
chemorepoussant pour d’autres comme les neuronegawiglion spinal (Dickson,
2002 ; Masudat al, 2009),

- les éphrines sont une famille de protéines rquFes en deux catégories : A et B.
Elles induisent chacune un effet opposé sur le cféneroissance axonale : stimulant
pour les éphrines B et inhibant pour les éphring®avy & Soriano, 2005). Au-dela
de leur réle dans la croissance axonale, les é&shrinterviennent aussi dans
'angiogenése (Zhang & Hughes, 2006),

- les protéines Slit qui sont au nombre de troisatt reconnues par les récepteurs
Robo ("roundabout"). Elles présentent un role skamiuou inhibant pour I'élongation
de I'axone (Brose & Tessier-Lavigne, 2000),

- les RGM ("repulsive guidant molecule™) recemmielentifiees, qui sont capables de
repousser les axones (Matsunagal, 2004),

- finalement, il existe tout un ensemble de comgdséus de la myéline qui sont
relargués en réponse a une lésion cérébrale agaeffet inhibiteur sur la croissance
axonale. Ainsi, des facteurs tels que Nogo, les MA®yeline associated
glycoprotein™), les OMag ("oligodendrocyte MAG")les CSPG ("myeline-associated

chondroitin sulfate proteoglycan") relargués pardégodendrocytes et les cellules de
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Schwann repoussent les cones axonaux (Saretvig, 2004). Ainsi, l'utilisation
d’anticorps dirigés contre Nogo-A permet de favarita récupération fonctionnelle

chez des rats ayant subi une Iésion corticale {@neranret al, 2008).

3) Mécanismes de régulation de la croissance agonal

La fixation de ces différents ligands sur leursepieurs peut conduire a une
déstabilisation du cytosquelette selon trois vdiesignalisation :

- la voie des Rho-GTPases est la voie majeure gldaion de la croissance axonale

mais également des autres mécanismes de plastaiténale (Govelet al, 2005).

Elle passe par le déclenchement d'une cascade agplpbrylation dont I'une des

cibles terminales sont les CRMP ("collapsin responsediator protein”), qui sont

capables d’altérer la structure des microtubuledestfilaments d’actine (Frankex

al., 2003),

- la voie PiK ("phosphoinositide 3-kinase")/Akt est connue pson role dans la

survie cellulaire. Cependant, elle a recemmentrégs@ en avant pour son réle dans de

nombreux aspects de la mobilité et de I'adhésidinlaege. Son activation conduit au

recrutement de la GSKB3 ("glycogen synthase kinase™) qui va a son tour

phosphoryler et moduler I'activité des CRMP (Yosturaet al, 2005).

- la voie Fyn-Cdk5 ("cyclin-dependent kinase 5"$gerait par I'activation de Fyn, une

tyrosine kinase et de Cdk5, une sérine/thréoninada (Morfiniet al,, 2004).

C Synaptogenese

Les synapses sont formées de trois élémentséni&it pré-synaptique, la fente
synaptique et I'élément post-synaptique (figure. 18) structure et l'activité de la synapse
sont la encore contrélées par de nombreuses pestéddu coté pré-synaptique se trouvent les
vésicules synaptiques qui contiennent les neurstnatteurs et du coté post-synaptique se
trouve une région appelée densité post-synaptiQette région est un complexe multi-
protéique regroupant les récepteurs aux neurotretbsuns ainsi que des molécules
d’adhésion et de nombreuses autres protéines éressau fonctionnement post-synaptique
(Kim & Sheng, 2004). Les membranes pré- et pos&siigues sont maintenues en contact
grace a l'interaction de CAM. Parmi les immunoglites impliquées dans le maintien de la

synapse, on peut citer entre autres : les neurgxahdées neuroligines, les éphrines et leurs
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récepteurs, les cadhérines et les SynCAMs ("symaptl adhesion molecules") (Biedewr
al., 2002 ; Shapiret al, 2007).

Le fonctionnement de la synapse comporte plusiétapes. Tout d’abord, il y a
formation des vésicules synaptiques du coté prégique. Le stockage vésiculaire des
neurotransmetteurs nécessite I'activité de progineansmembranaires dont le rdle est de
transporter les neurotransmetteurs a l'intériew \de&sicules. Par exemple, la protéine VGlut
("vesicular glutamate transporter”) responsablel’decumulation de glutamate dans les
vésicules et la protéine V-ATPase ("vacuoldr ATPase") sont a l'origine d’un gradient de
protons pouvant étre utilisés pour faire entrer dearotransmetteurs. La membrane des
vésicules contient également des protéines pembdiar migration. On peut notamment
citer la synaptophysine, la synaptogyrine, la syoggmine, la synaptobrevine ainsi que SV2
("synaptic vesicle glycoprotein 2") (Abrahagh al, 2006). Une fois formées, les vésicules
matures vont stationner a proximité de la membnamesynaptique. Elles sont prises en
charge par un complexe incluant de nombreuses ipestéelles que Muncl3 ("Unc-13
homolog"”), Rab3, Bassoon, Piccolo, les protéines lalefamille ERC ("ELKS/Rab6-
interacting/CAST"), liprinex, MINT1 ("munc-18 interacting protein 1"), MALS
("mammalian abnormal cell lineage 7") et CASK (twamm/calmodulin-dependent serine
protein kinase") (Chuat al, 2010). L'influx de calcium provoqué par le poiehtd’action
arrivant au niveau de la synapse, s’accompagneéaigions ATP-dépendantes, conduisant a
la fusion de la membrane de la vésicule synaptigpee la membrane pré-synaptique. C’est la
synaptogamine servant de senseur au calcium querdde la fusion membranaire et
I'exocytose. Les SNAREs ("soluble N-ethylmaleimgkmsitive factor attachment protein
receptor”) sont au centre de la machinerie cetiellan permettant la fusion des membranes
(Jahn & Scheller, 2006). Par la suite, selon leature, les neurotransmetteurs sont soit
dégradés dans la fente synaptique, soit feronjdtaliune recapture par la terminaison pré-
synaptique avec formation d’'une nouvelle vésicude ndocytose. Cette endocytose peut
suivre deux voies, une endocytose médiée par thritia qui forme une enveloppe au niveau
de la membrane plasmique et la contraint a formervésicule, ou une endocytose du type
"kiss and run" qui implique une reformation de ksicule synaptique juste apres sa fusion
avec la membrane pré-synaptique.

Du coté post-synaptique, la densité post-synaptaypour fonction de regrouper les
récepteurs et de servir d’interface entre le cyiekjte et les CAM, ce qui permet de
maintenir la structure de la synapse. Les protgeesiettant la formation de cette région sont

les SAP-90 ("synapse-associated protein”), les JARSAP-90-associated protein”) et les
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Shank ("SH3 domain and ankiryn repeat protein") igtéragissent avec les récepteurs aux
neurotransmetteurs, les molécules d’adhésion dild@sents d’actine (Chuat al, 2010). La
fixation du neuromédiateur entraine I'ouverturecdnal ionique associé au récepteur et est a

I'origine d’un influx d’ions a l'intérieur de la dlele.

Endosome
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Perte du manteau

H' ' \/.ATPase / @ de Clathrine
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) o i . ] o °
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Figure 18 : Fonctionnement d’'une synapse glutamatergique.

(AMPA : a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate, Glu : Glutamate, NMDA : Acide N-méthyl-D-aspartique SNARE :
Soluble NSF attachment protein receptor, V-ATPase : Vacuolar H* ATPase, VGlut : Vesicular glutamate transporter)

Au sein du cerveau, il existe en continu un pregesilynamique de formation et de
disparition de synapses. En effet, il a été ragpguienviron 20 % des synapses du cortex de
la souris disparaissaient chaque jour, mais qéerhaation de nouvelles synapses compensait
cette perte. De plus, environ 40 % des synapsessparaient moins de 8 j et environ 50 %
moins d’'un mois (Trachtenbeg al, 2002). La formation et le maintien ou la dispantdes
synapses sont liés a l'activité des différents aéseneuronaux (Jenkinst al, 1990).
Cependant, les mécanismes moléculaires exactvenmt dans ce phénoméne restent a
déterminer précisément. La formation de nouvellgmgses, comme la croissance axonale,
passent par la formation de protrusions dendrisgiiegenre filopodes (Petrak al, 2005).

Il a ainsi été montré que I'extrémité de ces fildg® s’associait préférentiellement avec des
terminaisons axonales présentant déja des syndpeaset al, 2007). La spécificité de
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'association entre les neurones est déterminée dgamombreux facteurs tels que les
molécules d’adhésion et certains facteurs extnale@iés. Ainsi, l'interaction entre les
intégrines Sidekick-1 et -2 ou DSCAM/DSCAML ("Dowsyndrome CAM") joue un réle
essentiel dans l'organisation correcte des diff@®ercouches de neurones de la rétine
(Yamataga & Sanes, 2008). D’autres études ont ggaiemontré qu’une autre intégrine, la
neurofascine était nécessaire a la formation depses au niveau du segment initial de
'axone des cellules de Purkinje (Angag al, 2004). De méme, les neurexines et les
neuroligines sont suffisantes pour induire la faiorade synapsem vitro, les neurexines
étant du coté pré-synaptique et les neuriliginms;sl récepteurs étant du coté post-synaptique
(Ushkaryovet al, 1992 ; Ichtchenkeet al, 1995). Elles semblent entre autre jouer un role
important dans la stabilisation des synapsewivo (Sudhof, 2008). Des études sur des
cocultures de neurones et de fibroblastes ont rante les CAM exprimées a la surface des
cellules voisines des neurones pouvaient interveams la formation des synapses. La
SynCAM et le NGL ("neutrin G ligand") induisent flarmation d’extrémités pré-synaptiques
lorsqu’elles sont exprimées par les cellules namroeales (Biederest al, 2002 ; Kimet al,
2006). Les facteurs seécrétés dans le milieu exiudaiee influencent également la
synaptogenése. Par exemple, les protéines Wnt dlegs-related mouse mammary tumor
virus integration site") ont été identifiées comjmeant un role dans la formation de synapses
au niveau du cervelet de souris. Ainsi, des aniatgs1de Wnt bloquent la formation de
synapses alors que le Wnt-7a, molécule normales@sietée par les granulocytes, stimule
leur formation (Hallet al, 2000). L’activité des protéines Wnt passe par fedation aux
récepteurs de la famille Fzs ("frizzleds") a I'onig du recrutement de Dvl ("dishevelled") et
de la GSK-B qui va phosphoryler If-caténine. Cette derniere est alors transloqués lgan
noyau et active difféerents facteurs de transcnpt(®alinas & Zou, 2008). De maniere
intéressante, les Wnt en favorisant ou inhibargylsaptogenese en fonction de la nature du
neurone étudié, participeraient au controle deghiaisation des réseaux neuronaux (Margeta
& Shen, 2010). Une autre molécule synthétisée @mrgranulocytes est impliquée dans la
synaptogenese : le FGF (Umemetial, 2004). D’autres facteurs modulant la synaptogenes
sont également produits par d’'autres types cetkgaiAinsi, un certain nombre de facteurs
produits par les cellules gliales (microglie etrasytes) jouent un réle dans la formation de
nouvelles synapses. Par exemple, le BDNF et IGBtlernt un rdle important dans la
synaptogenese au cours du développement et chirdtéaJoseph d’Ercole & Ye, 2008 ;
Waterhouse & Xu, 2009). De plus, il a été montrée das thrombospondine-1 et -2

favorisaient la formation de nouvelles synapsewitro (Christophersoret al, 2005). A
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I'inverse, les cellules gliales ont également édpliquées dans I'élimination des synapses,
via le systeme du complément ou via la semaph@eraa3E qui ont un effet répulsif sur les
synapses (Steveret al, 2007 ; Pecho-Vrieselingt al, 2009). Les cellules microgliales
influenceraient aussi la formation des synapses laiaprotéine KARAP/DAP12 qui

contrélerait la synthése du récepteur au BDNF (Reuet al, 2004).

D Neurogenese

La neurogenéese consiste en la génération, la niatuiet la migration de neurones au
sein du cerveau. Si cette fonction est trés présemtz I'embryon et au stade périnatal, elle
est beaucoup plus limitée chez I'adulte. La neunege est maintenant bien établie dans deux
régions cérébrales distinctes: la zone sous-gaarul(SGZ) du dentate gyrus de
I'hippocampe ainsi que dans la zone sous-ventireulgsVZ) du proencéphale. Dans ces
régions germinatives, des cellules souches neusalescapables de donner naissance a des
neurones fonctionnels qui vont pouvoir intégrerrieseaux neuronaux (Let al, 2004). Ces
cellules, qui présentent une morphologie étoilémidable a la glie, sont capables de
proliférer et de donner naissance a des cellulesronales immatures appelées les
neuroblastes (Kempermaret al, 2004). Elles expriment la protéine GFAP, le ppat
composant des filaments intermédiaires des asteciin effet, Garciat al. (2004) ont mis
en évidence l'expression de GFAP au cours de laogenese en utilisant des souris
transgéniques exprimant le géne HSV-TK ("herpespkEr virus thymidine kinase"),
sensibilisant les cellules au ganciclovir, sousdatrole du promoteur de GFAP. Les souris
ainsi transformées présentent une ablation desleglsouches neuronales lorsqu’elles sont
traitées au ganciclovir.

Les cellules souches neurales sont confinées aw deeiniches neurogéniques qui
fournissent un environnement propice a leur pradifén et a leur différenciation (Lledet
al., 2006). Ces niches contiennent également descgt#soet des cellules endothéliales qui
entourent les cellules souches. D’'une maniére géndes cellules endothéliales induisent la
multiplication des cellules souches neurales (Séeal, 2004) tandis que les astrocytes
participent a leur maturation en neurones (Senal, 2002). Les cellules microgliales
semblent également jouer un réle dans la nicheogéunique, via le relargage de composés
influencant la neurogenése ou la phagocytose dedesenouvellements formées ayant subi
une apoptose (Sieret al, 2010). Cependant, comme nous l'avons vu dansutaeplll, il

faut bien garder a I'esprit que la nature des ca@paelargués par la microglie varie en
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fonction du type de stimulus a I'origine de soniatton. Ainsi, I'impact de la microglie sur
la neurogenése peut étre variable. Par exempletivedion de la microglie par le LPS
entraine une diminution de 85 % du nombre de nesragoformés (Ekdabt al, 2003). Il a
été montré a linverse que la microglie pouvait légent favoriser la neurogenese en
synthétisant un certain nombre de facteurs neybigoes en réponse a une ischémie @tee
al., 2002 ; Hwanget al, 2004). De méme, l'injection de cellules microlgisma été associée a
une augmentation de I'expression de facteurs toy@s et a une meilleure récupération
fonctionnelle lors d’'une ischémie cérébrale (Nangatet al, 2010).

De nombreuses molécules interviennent dans la atignl des mécanismes de la
neurogenése. Elles peuvent provenir soit des eslldé la niche neurogénique soit d’autres
régions du cerveau. Parmi les facteurs synthétm&alement, on peut citer la molécule
d’adhésion cellulaire neurale (NCAM) qui favorise prolifération et la différenciation
neuronale (Amourewet al, 2000). A l'opposé, l'expression de CD24, une roolé
d’adhésion exprimée par la plupart des lymphoc®esonduit a une diminution de la
prolifération cellulaire (Belvindrakt al, 2002). La voie des Notch a pour role de maintieni
stock de progéniteurs. Elle favorise donc la péodifion des cellules souches mais inhibe leur
différenciation en neurones (Hitos#tial, 2002). Les cellules souches neurales expriment de
protéines de la famille des BMP ("bone morphogengtotein”) ainsi que leurs récepteurs,
ces protéines permettent de contréler la difféadion des cellules neurales. En effet, en
'absence de ces protéines, les cellules tendese différencier en cellules gliales alors
gu'elles forment des neurones lorsque cette vote aetivée (Uekiet al, 2003). La
neurogenése met en jeu I'activation de certain®tais de transcription. Ainsi, il a été montré
que les facteurs de transcription EF2 intervenaaentours de ce processus (Cooper-Kehn
al., 2002). De méme, les facteurs de transcription ®@AXpaired box 6") et OLIG2
("oligodendrocyte transcription factor”) ont poufe¢ respectif d’augmenter et de réduire la
neurogenése lorsqu’ils sont surexprimés (Lletal, 2006). Le calcium ainsi que le principal
neurotransmetteur inhibiteur, le GABA, ont égalemen impact sur la neurogenése. La
signalisation par le GABA entre les astrocytesestrieuroblastes a pour effet de limiter leur
prolifération alors que le calcium augmente lediédenciation en neurones (Deisserettal,
2004 ; Liuet al, 2005). En ce qui concerne les facteurs extrirsg@ula niche influencant la
neurogenése, il convient tout d’abord de s’intéressux neuromédiateurs. Le glutamate
exerce un effet paradoxal sur la neurogenese. fey) gfinhiberait la division cellulaire en se
fixant sur les récepteurs NMDA ou sur les récemenétabotropiques mais il augmenterait la

prolifération en se fixant sur les récepteurs AM@&rnabeuwet al, 2000 ; Baiet al, 2003 ;
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Yoshimizuet al, 2004). L'acétylcholine, la noradrénaline ainseda sérotonine stimulent la
neurogenése alors qu’a l'inverse, la dopamine &@esemblent la diminuer (Lledet al,
2006). Cependant, I'impact du NO reste controvegai&que des études ont montré qu'il était
eégalement capable de stimuler la neurogenese &Bhacigalupo, 2006). De tres nombreux
facteurs de croissance interviennent dans la pralibn neuronale. Par exemple, une
augmentation du taux de BDNF s’accompagne d’unenautgtion de la prolifération qui
peut étre bloguée en utilisant des anticorps dirigéntre ce dernier (Katoh-Semégaal,
2002). Diverses études ont pu également mettre visierce une augmentation de la
neurogenése en présence des facteurs suivantsF YE&cular endothelial growth factor"),
IGF-1, FGF2, CNTF ("ciliary neurotrophic factor'fiB-EGF ("heparin binding epidermal
growth factor"), EGF, TGIB-(Lledoet al, 2006). De plus, il a été rapporté que des horsone
telles que les corticostéroides mais égalemeritdesones ovariennes étaient susceptibles de
diminuer la neurogenése (McEwen, 1996 ; Gaildl, 1997). Finalement, il est important de
souligner que 50 % des neurones néoformés, quigmar@nt a migrer, puis a se différencier
avec succes, ne survivent pas plus d’'un mois dprgsformation (Petreanu & Alvarez-
Buylla, 2002).

E Neuroplasticité en réponse a un AVC ischémique

Comme nous l'avons décrit préecédemment, 'AVC sawpagne de la mort de
nombreux neurones. Cette mort neuronale est &ifmid’'un déficit fonctionnel chez le
patient. En réaction, le cerveau va mettre en plkdee mécanismes lui permettant de

compenser au maximum la perte fonctionnelle indugiela Iésion.

1) Récupération fonctionnelle

Malgré la perte définitive du tissu |€sé, la plip#es patients survivants a un AVC
présentent une récupération fonctionnelle sponta@@&pendant, cette récupération varie
fortement d’'un patient a I'autre mais aussi en fimmcde la localisation et de la taille de la
lésion. Néanmoins, il a été montré que la réédmcapar la stimulation des réseaux
endommagés permettait d’amplifier ce phénomenesiAobliger les patients a utiliser leur
main affaiblie, dans le cas de lésions au niveas fagsceaux pyramidaux, permettrait
d’augmenter la récupération (Wittenteral, 2003). Chez I'animal, il a également été montre
que l'utilisation d’environnements enrichis étataciée a une plus grande plasticité cérébrale

et a une meilleure récupération fonctionnelle (Knget al, 2009 ; Saucieet al, 2010).
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Méme si elle se prolonge pendant au moins 6 moiz dthomme, la récupération
fonctionnelle a lieu majoritairement dans le mais/ant la survenue de 'AVC (Duncaet
al., 2000). Différentes études ont montré que le marinde la récupération était atteint pour
95 % des patients au bout de 9 semaines pour llacitotu bras (Nakayamet al, 1994) et
au bout de 6 semaines pour le langage (Pedetsalhy 1995). Plusieurs mécanismes sont a
I'origine de cette récupération fonctionnelle :

- la diminution de [I'cedeme vasogénique qui diminlee pression
intracranienne,

- la réactivation potentielle de neurones de la opdire qui étaient
dysfonctionnels et qui retrouvent leur activité,

- I'activation de circuits neuronaux alternatifsi giaient silencieux avant la
survenue de I'AVC. Ces circuits paralléles pasgeiicipalement par 'hémisphere
contralatéral a la lésion (Pascual-Le@bal, 2005). En effet, la Iésion induit un arrét
de l'inhibition transcallosale et permet une pluangle activation de I'hnémisphére
intact (Liepertet al, 2000),

- la mise en place de mécanismes d’apprentissagasyhapses : la plasticité
homéostatique et la plasticité d’Hebbian (MurphyGorbett, 2009). La plasticité
homéostatique consiste en une diminution du seaittigation des synapses qui
permet d’augmenter leur excitabilité (Turrigiano Melson, 2004). La plasticité
d’Hebbian correspond a une augmentation de lalsiétésides synapses a des stimuli
successifs rapprochés dans le temps, ce qui peracroitre leur excitabilité (Song
et al, 2000). Bien que ces mécanismes soient classiquemis en ceuvre lors de
'amélioration des réseaux neuronaux, leurs rééasda réponse a l'ischémie restent a
démontrer clairement (Murphy & Corbett, 2009),

- la mise en place des mécanismes de neuroplésticitoissance axonale,

synaptogenese et neurogenese.

2) Croissance axonale

L’ischémie cérébrale s’accompagne d’'une augmemtate la croissance axonale au
niveau de la Iésion (Dancausé al, 2005). L'expression de GAP-43 ("growth associated
protein 43"), fréiqguemment utilisée comme marqueaidal croissance axonale car il s’agit
d’'une protéine associée aux cOnes de croissangeblead’interagir avec la membrane
plasmique et les filaments d’actine, est notammaentue entre le troisieme et le quatorzieme

jour aprés une ischémie permanente chez le rabgf@tr et al, 1995). Aussi, sa
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phosphorylation par la PKC s’accompagne d’'une amgatien de la polymérisation des
filaments d’actine et a l'inverse, son clivage [zacalpaine entraine une dépolymérisation de
ces derniers (Mosevitsky, 2005). Par ailleurs, dété rapporté grace a l'utilisation de souris
KO pour GAP-43 que cette derniere était essenti@lleeffet neurotrophique du BDNF
(Guptaet al, 2009). En effet, la présence de BDNF est a linegl’'une phosphorylation de
GAP-43, qui s'accompagne d'un effet neuroprotectdagent chez les souris invalidées. A la
suite d'un AVC, la croissance axonale permet ueganisation de la carte sensorielle et est

a l'origine de nouvelles connexions a l'intériewr @brtex (Carmichael, 2006).

3) Synaptogenése

Immédiatement apres la survenue de l'ischémie,rétractation des synapses et des
dendrites, avec formation d’agrégats d’actine éseo/ée au niveau des neurones (Zagtgh
al., 2005). Le nombre de vésicules synaptiques préseati niveau des synapses est
également diminué (Kovalenket al, 2006). Ce n’est donc que plus tardivement que la
synaptogenese post ischémique, caractérisée pavissance de filopodes, I'agrandissement
de synapses existantes et la formation de nouvaliespses, est observée dans la Iésion. En
effet, une augmentation de I'expression de la siydgysine, marqueur de synaptogenese, a
été rapportée entre le % et 66™j en réponse & une ischémie permanente chez le Rat
(Stroemeret al, 1995). De méme, lors d’'une ischémie transitd@e90 min, son expression
est augmentée dans le cervelet entréTéét 14™j (Junget al, 2009). Enfin, il semble que
la mise en place de ces mécanismes soit dépendiar@& ‘et de I'activation des récepteurs
NMDA (Jourdainet al, 2002).

4) Neurogenése

De nombreuses études ont montré que lischémiébcale induit une prolifération
cellulaire dans les niches neurogéniques qui stapegne d'une augmentation de la
neurogenése dans la SGZ (x10) et la SVZ (x1,5-8)r(iovaet al, 2006 ; Lichtenwalner &
Parent, 2006). De plus, il est bien établi que daebpngeur, la neurogenese post-ischémique
connait un pic 7 a 10j aprés l'induction de laidéset se prolonge pendant plusieurs
semaines. Cependant, il convient de garder a ltegpe les études ont montré qu’on ne
retrouve pas de neurones néoformés au niveau tkxarque parmi ceux observés au niveau
du striatum, peu deviennent des neurones maturelinl@t al, 2005). Ainsi, une étude
réalisée par Arvidssoet al. (2002) a estimé que le nombre de neurones néososm@ivants

ne représente que 0,2 % du nombre de neurones motesa l'ischémie. Ce phénomeéne
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pourrait s’expliqguer par un déficit en facteurs mdwophiques associé a l'absence de

différenciation des neuroblastes au niveau de<ctsies cérébrales Iésées. Ces données
peuvent expliquer les limites de I'impact de lamogenese dans la récupération fonctionnelle

post-ischémique (Wieloch & Nikolich, 2006).

5) Facteurs synthétisés

L’ischémie cérébrale s’accompagne de la syntheseothbreux facteurs susceptibles
d’induire ou de supprimer les processus neuropjast. Des études ont en effet suggére la
participation du systeme glutamatergique, de fastede croissance, de médiateurs de
I'inflammation ainsi que du NO dans le déclenchentEnla neuroplasticité (Komitowet al.,
2006). Ainsi, les cytokines et certains médiataled’inflammation pourraient jouer un réle
dans le déclenchement de la neuroplasticité a tondi’étre présents a des taux relativement
faibles (Vilcek & Feldmann, 2004 ; Di Filippet al, 2008), car il a été montré que des taux
trop importants, par exemple d’ll3lou d’IL-6, exercaient a I'inverse un effet inhiitr
(Bellingeret al, 1993 ; Bellingeret al, 1995). Sachant qu’en réponse a I'ischémie urc epi
de cytokines est observeé entre 12 et 24 h post;ielles pourraient intervenir dans la mise en
place des changements neuroplastiques a des ténsp®mpgs une fois leurs taux retournés a
des niveaux suffisamment bas (Kriz & Lalancette-¢t€b2009). De méme, la synthése de
nombreux facteurs trophiques tels que le VEGF, 1IGFGF, BDNF, G-CSF ("granulocyte
colony-stimulating factor”), NGF, M-CSF, GM-CSF @NTF par la microglie et les
macrophages sont susceptibles de favoriser la famee nouveaux neurones (Komitosta
al., 2006) ainsi que la croissance axonale (WeilocNiKolich, 2006). Dans des conditions
normales, le glutamate diminue la neurogenese aanidu dentate gyrus en activant les
récepteurs NMDA (Cameroet al, 1995). Cependant, le blocage des récepteurs NMDA
AMPA a laide dantagonistes, comme MK-801 ((+)-®timyl-10,11-dihydro-5H-
dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maléate) ou NBQR3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfamoyl-
benzo[flquinoxaline-2,3-dione), ne promeut pas pautant la neurogeneése post-ischémique
(Bernabeu & Sharp, 2000). Par conséquent, méme glutamate semble nécessaire a la
neurogenése, les mécanismes exacts de son implicdins la formation de nouveaux
neurones restent a élucider. En ce qui concerN®leces effets sur la neurogenese dépendent
de son origine cellulaire. Ainsi, le NO issu dectigation de la nNOS inhiberait la
neurogenése tandis que le NO produit lors de Vatbn de la eNOS et de la INOS
augmenterait la neurogenése en réponse a l'isch@hieet al, 2003 ; Cheret al, 2005 ;

Sunet al, 2005). Cependant, les raisons expliquant legmiffces constatées sur I'impact du
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NO synthétisé par la INOS ou la nNOS sur la neurége ne sont pas connues. Finalement,
la synthese d'autres facteurs tels que 'EPO dtid& rétinoique semble avoir un effet
bénéfique sur la formation de nouveaux neuronesQ#aal, 2004 ; Wanget al, 2005).

Il faut également noter que les astrocytes, castt la cicatrice gliale, synthétisent
des facteurs inhibiteurs de la plasticité tels Gueimentine ou la nestine (Pekny & Pekna,
2004) alors qu'a l'inverse la région entourant ieatrice gliale présente un taux réduit de
molécules inhibant la croissance axonale (Carmickaal, 2005). Les oligodendrocytes
relarguent également dans la Iésion de nombreuyasés inhibant la croissance des axones
(Sandviget al, 2004).

L'ensemble de ces données montre que l'ischémiébrale est associée a la
production de composés favorisant la neuroplasticidis également de composés inhibant
cette derniere. Ainsi, la cinétigue et lintensitle la production de ces composés

détermineront la durée et 'importance de la rastén du réseau neuronal.

6) Angiogenése

Il est nécessaire pour que les connections newsnabuvellement formées soient
pleinement fonctionnelles de les associer a ureBystvasculaire efficace. Par ailleurs, il a été
constaté que la survie des patients est corréléedansité de microvaisseaux retrouvés en
bordure de la zone lésée (Krupingi al, 1994). Ainsi, I'ischémie s’accompagne d’une
stimulation des processus angiogéniques dans le deutrevasculariser la pénombre
ischémique et de réactiver les neurones survivéBisch et al, 2003). L’activation de
'angiogeneése au niveau de la lésion se traduimptent par une augmentation de
I'expression de VEGF et de ses récepteurs b, 2003b). Les études chez le rongeur ont
eégalement montré une prolifération des celluleotraiales dées 12-24 h aprés I'induction de
I'ischémie, cette prolifération continuant au deé21 j post-ictus (Hayaséht al, 2003).

L’angiogenése induite par le VEGF est associée eavasodilatation médiée par le
NO. Cette vasodilatation s'accompagne de I'extratias de diverses protéines plasmatiques
favorisant la migration des cellules endothélid@suffinhalet al, 2001). Ainsi, les protéases
de type PA ("plasminogene activator") et MMP, aiqge les héparinases jouent un role tres
important en dégradant la MEC et en permettaribé&dtion de facteurs comme le VEGF et
TGF retenus dans cette matrice (Stetler-StevensorQ)122 MEC étant dégradée, les
cellules endothéliales vont pouvoir s’y infiltrer migrer en direction des tissus faiblement
vascularisés. De nombreux facteurs agissent pamiatactisme sur ['orientation du

développement du réseau vasculaire. Ainsi, le VE@Rgiopoietine-1, le FGF, le PDGF
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("platelet derived growth factor") et les CAM fais@nt la maturation et la stabilisation des
vaisseaux. A I'oppose€, I'angiostatine, I'endostatifantithrombine I, I'interféronB, le LIF
("leukemia inducible factor") et le PF-4 ("plateléactor 4") sont des inhibiteurs de
I'angiogenese (Couffinhadt al, 2001). Les cellules endothéliales s’assembleabald en
tube plein qui acquiert par la suite une lumiere.\lEGF, I'angiopoiétine-1, les intégrines
participent a la formation et a 'augmentation danagetre de la lumiere. La thrombospondine
est quant a elle inhibitrice de la formation dé&ulaiére des vaisseaux (Setial, 1996).

En réponse a lischémie, on peut retrouver une amgmion de la synthese de
nombreux facteurs intervenant dans les procesgyiesgémiques. Ainsi, la synthése de VEGF
est augmentée aussi bien dans les astrocytesratuesnes que dans les cellules microgliales
et les macrophages (Kovaesal, 1996). L'ischémie induit également une augmeoitatie
PLGF ("placenta growth factor”), un facteur favaris la mise en place des processus de
I'angiogeneése et potentialisant I'activité du VEGFarmelietet al, 2001 ; Beclet al, 2002).
Parmi les autres facteurs connus pour jouer un déles ce processus et qui voient leur
synthese augmentée suite a une ischémie, on peut: de PDGF qui favoriserait les
interactions entre les cellules endothéliales stdéricytes (Renneet al, 2003), I'EPO
(Bernaudinet al, 1999), la eNOS qui produit du NO intervenant denségulation de la
pression sanguine et dans I'angiogenése (Veltkenad, 2002), le TGH qui joue un role
dans la prolifération et la différenciation de nosux types cellulaires (Massague, 1990 ;
Haqganiet al, 2005) et le FGF qui favoriserait la prolifératidas cellules endothéliales et
I'élongation des vaisseaux (Chenal, 1994 ; Linet al, 1997). Finalement, il est important
de souligner que les EPC ("endothelial progenistlf)ccirculantes sont capables de rejoindre
les sites de néovascularisation et de s’y difféegren cellules endothéliales, participant ainsi
a l'angiogenése (Asahara & Kawamoto, 2004). L’'étulle taux d’EPC circulantes chez
I’'homme a ainsi révélé que ce taux était signifiahent augmenté chez les patients victimes
d'un AVC. De facon intéressante, ce taux était isgment corrélé au déficit neurologique
causé par 'AVC (Yipet al, 2008).
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| Techniques physiologiques

A Animaux

Les expériences ont été conduites chez le ratawiséle (290-310 g, Depré) et ont
été menées aprés validation des protocoles pamieit€ d’Ethique de I'Expérimentation
animale de I'Université de Bourgogne. Les animaunt été hébergés a 5 par cage, la
nourriture et 'eau étant donnéasd libitum et les rats maintenus sous un cycle jour/nuit

constant de deux fois 12 h.

B Modele d’ischémie focale permanente par photothmbose

1) Principe

Ce modele d'ischémie focale permanente d’originet@thrombotique a initialement
été décrit par Watsoet al. (1985). Il a été modifié au sein de notre Labaratpar Boquillon
et al. (1992) en remplacant la lampe a xénon utilisées d&tude originale par un faisceau
laser, afin d’éviter un échauffement trop importaht cerveau. Ce modele consiste a
administrer par voie systémique un colorant phatsifée, le rose Bengale qui, une fois
irradié par le faisceau laser, transfere de I'éeeadgune molécule d’§) donnant naissance a
I'oxygene singulet. Ce dernier induit des lésiondahéliales qui conduisent a la formation
d’agrégats plaquettaires puis de thrombi vascidacelusifs au niveau de la zone irradiée. |l
se développe alors un infarctus circonscrit auexodui atteint chez le Rat, son volume
maximal en 24 h (Gromet al, 1988 ; Norriset al, 1994 ; Leeet al, 1996 ; Demougeatt
al., 2003). La figure 19 schématise le principe denceéle.

2) Réalisation de l'ischémie

Aprés anesthésie a I'hydrate de chloral (400 mglkgmL/kg, i.p., Sigma), I'animal
est placé sur un appareil stéréotaxique (Kopf)pdau du crane est incisée a l'aide d’'un
scalpel puis I'os du crane est dégagé. La températrporelle est controlée et maintenue a
37 °C a l'aide d’'un tapis chauffant (Havard Appasit Le centre de la fibre optique est
positionné 0,2 mm au dessus de I'os du crane setoooordonnées stéréotaxiques suivantes
par rapport au bregma : antéropostérieur : -0,5 hatéral : 3,5 mm, le bregma et le lambda

étant placés dans un plan horizontal.
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Figure 19 : Principe de I'ischémie focale permanente par photothrombose.

La solution de rose Bengale (disodium tétraiodat#tioro-fluorescéine, Aldrich) est
diluée a 20 mg/mL dans du sérum physiologique (NBEZPAb) puis filtré (0,22 um). Elle est
ensuite perfusée (20 mg/kg, 1 mL/kg) a l'aide djpwousse-seringue (Harvard Apparatus)
pendant 20 s au moyen d’une aiguille placée dawmsifee jugulaire. L’os du crane est irradié
par la source laser 1 min avant, pendant, et 5apires la perfusion de rose Bengale.
L’irradiation est réalisée a l'aide d'une sourcesela a 532 nm (LCS-DTL-312, Laser
quantum) transmise par une fibre optique de diamEtnm avec une puissance en sortie de
fibre de 90 mW. Aprés suture des plaies, les amnsamt placés en cages individuelles avec

libre accés a la nourriture et a la boisson.

C Traitement des animaux au 3 aminobenzamide (3-AB)

Le 3-AB (figure 20) est un inhibiteur compétitif i@ ARP. Il présente une spécificité
plus forte pour la protéine PARP-1 que pour lesesuPARP. Il posséde une efficacité a des

doses de I'ordre du mg/kg chez I'animal qui coroegfent a une concentration de I'ordre du
UM au niveau cérébral (Cost al, 1996).
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NH-

Figure 20 : Structure du 3-AB.

Les animaux sont traités par le 3-AB (Sigma) adaedde 90 mg/kg administré par
voie i.p. a raison de 10 mL/kg juste aprés liredain au laser. Une solution de 3-AB a une
concentration de 1 mg/uL est tout d’abord prépgeedissolution de linhibiteur dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO) absolu (Sigma). Cette $iolu est ensuite diluée dligo dans du
sérum physiologique. Les animaux ne recevant pasAB (lot véhicule) sont traités par voie
i.p. avec une solution de DMSO dilué Huy dans du sérum physiologique, & raison de 10

mL/kg juste apres lirradiation au laser.

D Ringage des cerveaux par voie transcardiaque

Apres anesthésie des animaux au chloral (400 makgnL/kg, i.p) et ouverture de la
cage thoracique, le cceur est coupé au niveau piexl'at une canule métallique est introduite
dans le ventricule gauche jusque dans l'aorte. @Apréision de I'oreillette droite, le cerveau
est perfusé par du NaCl 0,9 % sous une pressiodl@ecm deau jusqu’a élimination
complete du sang. Aprés 10 min de perfusion, soiiren 200 ml de NaCl, la canule est

retirée et le cerveau est rapidement extrait deiee cranienne.

E Prélevement des tissus cérébraux

Une fois rincés et prélevés, les cerveaux sont idise&ment poses sur une plaque
réfrigérée. Aprés élimination du cervelet, les dédxnispheres sont séparés a l'aide d'un
scalpel pour en extraire I'hippocampe puis le corthaque cortex est alors étalé sur la
plaqgue afin de réalisé a l'aide d’emportes pieces dibmetre croissant les différents
prélevement corticaux (punch Pl et P2) sur I'héhgsp droit irradié et au niveau de la

région homotopique de I'hémisphére gauche noniéréijure 1-1).
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Le premier punch (P1) de diameétre 4,6 mm est éesur la lésion qui est visible a
I'ceil nu, puis le second punch (P2) de diamétren®yb est prélevé de maniere équivalente.
Le diametre des punchs a préalablement été déteramiriaboratoire a partir du volume de
l'infarctus obtenus au temps 24 h. A ce temps,aldlet de la lésion est maximale, P1
correspondant uniquement a du tissu infarci et BR &ssu périlésionel (Van hoecke al,
2006). Aux autres temps (4 h, 8 j, 15 j et 30 [),d®drrespond, a la fois, a du tissu infarci et

périlésionel et P2 correspond toujours a la zomigeg@nelle.

Il Techniques biochimiques

Sauf indications contraires, les réactifs utilipésviennent de chez Sigma-Aldrich et

de chez BioRad pour la technique du Western blot.

A Extraction des protéines

Les prélevements cérébraux sont homogénéisés daotumhes de tampon de lyse
[Tris 50 mM, NaCl 150 mM, acide tétraacétique diédne glycol (EGTA) 1 mM, triton X-
100 1 %] additionné d'inhibiteurs de protéases*s ltissus sont broyés a l'aide de potters
adaptés a la taille des tubes Eppendorfs tout amt éaintenus dans la glace. L'extrait est
ensuite soumis a des ultrasons pendant 20 s, gnigfagé a 12000 g (3K30, Sigma) pendant

10 min a 4 °C. Le surnageant est finalement algpaois conservé a -80 °C.

*: Inhibiteur de protéases (P8340, Sigma) contena®EBSF (4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl
fluoride hydrochloride), aprotinine, bestatine hychiloride, E-64 (N-(trans-epoxysuccinyl)-L-leucing
guanidinobutylamide), hémisulfate leupeptine etspagne A (Sigma P8340).

B Dosage des protéines

1) Principe

Le dosage a été réalisé par la technique de &agicinchoninique (BCA). Le BCA
détecte les ions Cuprovenant de la réduction des ions’Cpar les protéines en milieu
alcalin. Le produit de réaction formé, de couleiglatte, provient de la chélation d’'un ion
Cu’ par deux molécules de BCA (Smithal, 1985).
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2) Protocole

Un dépdt de 25 pL de chaque extrait cérébral dilué,odans le tampon d’extraction
est effectué en duplicate sur une plaque 96 puite. gamme étalon est également déposée
sur la plaque. Elle est réalisée par dilution escade d’'une solution de BSA (Bovin serum
albumine, A8022 Sigma) a 4 mg/mL. Dans tous lessmont ajoutés 200 pL de réactif (50v
de réactif A pour 1v de réactif B) (FT-40840A Uptiminterchim). Les plaques sont incubées
a 37 °C pendant 20 min puis la DO est mesurée anB¥éu moyen d'un lecteur de

microplaque (UVM340 Asys, Biochrom).

C Technique de Western Blotting

1) Principe

La technique de Western Blotting est une technigemi quantitative permettant
d’étudier I'expression d’'une protéine spécifiqueslprotéines sont tout d’abord séparées en
fonction de leur taille a l'aide d'une électrophsgesur gel d’acrylamide, puis elles sont
transférées sur une membrane ou elles sont miségidence de maniere spécifique a l'aide
d’anticorps. La révélation est enfin réalisée pammioluminescence (figure 21). Cette
technique a été utilisée pour étudier I'expresdi@s protéines GAP-43 (marqueur de la
croissance axonale), synaptophysine (marqueur dgniaptogenese), BDNF giactine. Les
conditions expérimentales spécifiques a chaqueéipmtd’intérét sont résumées dans le

tableau 1.

2) Electrophorese

Les protéines totales sont séparées selon la tpehrie Laemmli (1970) sur gel de
polyacrylamide en présence de dodécyl sulfate diuso (SDS-PAGE). Le SDS est un
puissant détergent anionique qui se lie aux pregéimhénaturées pour former un complexe
SDS-protéines chargé négativement. La quantité[@® qui se lie est proportionnelle a la
masse moléculaire des protéines mais est indépendarteur séquence.

Le systeme électrophorétique utilisé est discontibes protéines sont d’abord
concentrées dans un gel de concentration, puiségspaelon leur masse moléculaire dans le
gel de séparation (dont la composition est fonctlerla protéine étudiée). Les gels sont des
gels de polyacrylamide (mélange acrylamide/N,N’fytine-bisacrylamide) constitués de
chaines polymérisées d’acrylamide reliées par wmtagifonctionnel : le bisacrylamide qui

confére au gel sa rigidité et permet la formatiamdéseau au travers duquel les complexes
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SDS-protéines migrent. Ainsi, les gels de séparatavec une faible concentration

d’acrylamide permettent une bonne séparation degipes de forte masse moléculaire, alors
que les gels dont la concentration en acrylamitiélesée séparent avec une bonne résolution
les protéines de faible masse moléculaire. Dansa les protéines de forte masse
moléculaire restent a I'extrémité supérieure, piésla zone de dépbét du mélange. Pour

réaliser le Western blotting, le systéme MINI-PR@NETetra cell de BioRad a été utilisé.

a/ Préparation des gels
Pour la réalisation de ces gels, le tampon Triss(@)5 M, SDS 0,4 %, pH 6,8 pour le
gel de concentration et Tris 1,5 M, SDS 0,4 %, pB@ur le gel de séparation) et la solution
stock d’acrylamide/N,N’-méthylene-bisacrylamide & % sont mélangés dans des
proportions permettant d’obtenir un gel a la comedion souhaitée (4 a 16 %). La
polymérisation des gels est réalisée par addite®,@ % de persulfate d’ammonium et de

0,1 % de N,N,N’,N’-tétraméthyléthylenediamine.

b/ Préparation des échantillons a déposer
Une fraction aliquote correspondant a une quadété a 60 pug de protéines totales est
diluée a part égale dans du tampon dénaturant dammdé 2X additionné dep-
mercaptoéthanol 10 % (Tris 125 mM, SDS 4 %, glycé® %, bleu de bromophénol
0,002 %, pH 6,8). Les échantillons sont ensuiteers@s a un volume identique avec du

Laemmli 1X, puis dénaturés par chauffage a 85 ®H@E30, Stuart) pendant 10 min.

¢/ Migration

Le systéme contenant le gel de polyacrylamide astoduit dans la cuve a
électrophorése. Les puits délimités par le peignaieeau du gel de concentration sont lavés
afin d’éliminer la solution de polyacrylamide noolymérisée. Les échantillons ainsi qu’un
standard coloré de masses moléculaires sont déplasss les puits pouvant contenir un
volume maximal de 40 puL. La cuve est alors remplie tampon de migration
Tris/Tricine/SDS 1X (Tris 200 mM, Tricine 100 mMPS 0,1 %, pH 8,3). L'électrophorese
est effectuée sous un courant constant d’ampéragble en fonction de la protéine étudiée
jusqu’a ce que le front de migration atteigne IFértité inférieure du gel.
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d/ Transfert
Apres la migration électrophorétique, une répligqiie gel de polyacrylamide est
réalisée par transfert des protéines (effet buvatd blotting) sur une feuille de
polyvinylidenefluoride (PVDF, 0,2 um) préalablementbibée par le tampon de transfert
(Carbonate : NaHC© 10 mM, NaCO; 3 mM, méthanol 20 %, pH 9,9). Le transfert
s’effectue pendant 2 h sous ampérage constanini200

e/ Immunoblotting / Révélation

Toutes les étapes décrites ci-dessous sont réakseprésence de tampon TBS (Tris
buffered saline) (Tris 50 mM, NaCl 138 mM, KCI ZyiM, pH 8) contenant 0,1 % de Tween-
20 (TBS-T).

A la fin du transfert, la membrane de PVDF est bd®idans du TBS-T contenant 5 %
de lait écrémé afin de limiter les fixations noeafiques. Apres 3 ringages de 10 min dans le
TBS-T, la membrane est incubée en présence décbaps primaire. A la fin de I'incubation,
la membrane est a nouveau lavée 3 fois et incubéeré@sence de I'anticorps secondaire
pendant 2 h. Aprés 3 lavages de 10 min dans le TB8s complexes anticorps-antigenes
sont révélés par une réaction de chimiluminesceickaide du kit ECL (enhanced
chimioluminescence plus, GE Healthcare).

La révélation repose sur la formation d’'un estecddinium, qui est un intermédiaire
nécessaire a la formation d'un composé capable ettéen de la lumiere lors de sa
désexcitation. En présence de peroxyde d’hydroderieymigen PS-3 Acridan est oxydé en
esters d'acridinium par la HRP ("horseradish pedasg") conjuguée a lanticorps
secondaire. Les esters d’acridinium formés soriemdgégradés en milieu légerement alcalin
en un composeé excité qui émet de la lumiére lorsateretour a un état fondamental. La
quantité de lumiére émise est proportionnelle éiVaé peroxydase et donc a la quantité de
protéines présentes dans I'extrait étudié.

Toutes les opérations suivantes sont réaliséeshamhre noire. La membrane de
PVDF est incubée pendant 5 min avec les réactifsysteme ECL & raison de 0,1 mL/cm
de membrane. La membrane est alors rapidementesétinéd’éliminer I'excés de réactifs de
détection, puis est enveloppée dans un film alimien{Saran Wrap) afin d’éviter le contact
direct avec le film (hyperfilm ECL 289 06835, GEdlthcare). Apres 1 a 5 min d’exposition
dans une cassette, le film est développé dansdééatéur (AL-4, Kodak), puis baigné dans un

bain de fixateur (LX-24, Kodak), rincé a I'eau cante puis séché.

99



Matériels et Méthodes

3) Analyse

L’acquisition des films est réalisée a I'aide dsmanner (Snapscan 1212U, Agfa) et la
quantification des bandes d’expressions protéiguéaide du logiciel Scion Image (NIH,
USA). L’expression des protéines est rapportée phague échantillon a I'expression d’'une
protéine témoin : I§-actine. Les résultats obtenus correspondent arigssion de la protéine

d’intérét en unités arbitraires.

Tableau 1 : Conditions expérimentales utilisées pour la technique de Western blotting.

Péﬁt;g: GAP-43 Synaptophysine BDNF B-actine
Masse 43 kDa 38 kDa 14 kDa 42 kDa
moléculaire
Quantité de .
protéine totale 40 ug 5 ug cor:tegéo60 HY -
déposée P- 20 HY
% du gel de 12 % 12 % 16 % ;
séparation
Dénaturation 5% B-ME 5% B-ME 5 % B-ME -
10mina85<T 10mina85 < 10 mina85 <
Tampon de Tris/Tricine/SDS Tris/Tricine/SDS Tris/Tricine/SDS -
migration
Migration 10 mA dans GC 10 mA dans GC 10 mA dans GC i
20 mA dans GS 20 mA dans GS 10 mA dans GS
Tampon de Carbonate Carbonate Carbonate -
transfert
Transfert 2ha200 mA 2ha200 mA 2 ha 200 mA -
Saturation Régilaita 5% ON  Régilaita 5 % ON Régilait a 5 % Régilaita 5 % ON
a4 a4 1hTA a4
Zymed Thermo Fisher Epitomics Sigma
Anticorps Laboratories Scientific 3160-1 ABAAL
primaire 33-5000 RB-1461-P0 .
. rabbit mouse
mouse rabbit
Dilution / 1/2000 1/2000 1/2000 1/5000
Incubation 3hTA 3hTA ONa4< 3hTA
Anticorps Jackson Jackson Jackson Jackson
secondaire ImmunoResearch ImmunoResearch ImmunoResearch ImmunoResearch
couplé ala 115-035-166 115-035-045 115-035-045 115-035-166
HRP Anti-mouse Anti-rabbit Anti-rabbit Anti-mouse
Dilution / 1/80000 1/80000 1/30000 1/e.oooo
Incubation 2hTA 2hTA 2hTA 2hTA

(hp : hippocampe, GC : Gel de concentration, GS : Gel de séparation, HRP : Horseradish peroxydase, B-ME : Béta
mercaptoéthanol, ON : Overnight, TA : Température ambiante)
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Figure 21 : Principales étapes du Western blotting.

D Méthode immuno-enzymatique ELISA

1) Principe

D’une maniere générale, les techniques ELISA (emzlnked immunosorbent assay)
sont des méthodes immunoenzymatiques sur supdaté spi permettent de détecter voire
de doser un antigéne ou un anticorps donné daéshamtillon biologique (tissus ou sérum).

Dans notre étude, la technique a été utilisée goser le BDNF cérébral a I'aide d’'un
kit ELISA (CYT306, Chemicon) dont le principe, détaa la figure 22, est le suivant : les

échantillons sont ajoutés dans des puits préalarienapissés d'anticorps de capture
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spécifiquement dirigé contre I'antigéne recherdtiéanti-BDNF. Apres rincages des puits, le
BDNF lié a I'anticorps de capture est mis en éviden I'aide d’'un anticorps de détection
biotinylé anti-BDNF reconnaissant un autre épitajgel’antigéne recherché. Le sandwich
formé est alors incubé en présence d’'un complerptatvidine conjugué a I'HRP qui va étre

révélé par I'ajout d’'un chromogene et de son sahstr

Echantillon
Puits
Incubation Lavage
> < P —_— —_—
¢YY \AA AR
Protéine
Anticorps d’intérét
N - Solution
9;[]0;; E)rgtene \ até%ptawdme-\ f d’anticorps-biotine
Lavage Lavage . ; _
Mesurs ce B o o | Pl ) O O \ i
XX/ 2

Figure 22 : Principales étapes du dosage du BDNF par ELISA.
(DO : Densité optique, HRP : Horseradish peroxydase)

2) Protocole

Les solutions de dilution, de lavage, de révélagome blocage sont fournies par le
fabricant et leur composition exacte ne nous estdmnnée. Les extraits protéigues sont
dilués au'/;p dans du tampon de lyse utilisé pour I'extractiogs cprotéines et 50 pL
d’échantillon dilué sont déposés dans les puitse’plaque de microtitration 96 puits (en
duplicat) ou sont ajoutés 50 pL de solution detaitucontenant 2 % de BSA. Parallelement,
une gamme étalon est réalisée a partir d’'une solgtiandard de BDNF (en duplicat, gamme
de 0 a 120 pg/mL). Les échantillons sont incubétetta nuit a 4 °C sous agitation lente. Les
puits sont ensuite lavés 4 fois a I'aide de 250dgeLtampon de lavage, puis incubés 3 h, a
température ambiante sous agitation lente, aveql0fanticorps biotinylé anti-BDNF dilué
au /1000 Les puits sont & nouveau rincés, et 100 pL datisol de streptavidine-HRP diluée
au 1000 sont additionnés dans chaque puits. Aprés 1 ftubiation a température ambiante
sous agitation, les puits sont rincés comme préuogunt et 100 pL de solution contenant le

substrat et le chromogene TMB (3,3',5,5" tétrambdbgzidine) sont ajoutés dans chaque
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puits. La réaction est stoppée au bout de 15 mir’gaut de 100 pL de solution acide de
blocage et la DO est lue a 450 nm a l'aide d’urieleicde microplagues (UVM340 Asys,

Biochrom).

[Il Techniques histologiques

A Fixation et coupes des cerveaux

Apres rincage des cerveaux par voie transcardipguelu sérum physiologique (cf :
§: 1.D), 150 mL de solution fixatrice de parafotdé&hyde (PFA) a 4 % dans du tampon
phosphate de sodium 0,1 M (@O, 12H,0 0,084 M, NaHPO, H,O 0,016 M) sont
perfusés. Apres extraction de la boite cranieregecerveaux sont placés dans la solution de
PFA pendant 1 h puis dans une solution de sucrdd@% dans du tampon phosphate de
sodium 0,1 M pour une durée de 48 h. Finalemert, derveaux sont congelés dans
I'isopentane a -40 °C et stockés a -80 °C.

Les cerveaux sont coupés transversalement en sei@0 um d’épaisseur sur toute
la longueur de la lésion ainsi qu’au niveau depflucampe a l'aide d’'un cryostat (HM550,
Microm) a -20 °C. Les coupes sont montées suratess de verre (Superfrset stockées a
-80 °C. Elles sont ensuite utilisées pour la déieation du volume de linfarctus, I'étude de

la mort cellulaire et 'immunohistofluorescence.

B Détermination du volume de I'infarctus

Le volume de linfarctus a été mesuré sur les cewjmecerveau congelées colorées au
crésyl violet, qui marque principalement la chromatADN) et les corps de Nissl (ARN).

Les tissus morts apparaissent donc incolores.

1) Coloration des coupes au crésyl violet

Les coupes sont tout d’abord plongées dans undmafixateur (Liquide de Carmoy :
éthanol absolu/chloroforme/acide acétique, 6v/3v/pgndant 10 min. Elles sont ensuite
plongées 8 min dans le bain de colorant (solutiacédate de crésyl violet diluée a 0,4 %
dans un mélange d’acétate de sodium anhydre (9aaeide acétique (11v), et filtrée sur

papier Whatman), rincées dans l'eau distillée, pdéshydratées dans différents bains
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d’éthanol avant d’étre placées dans un bain deéna@yusqu’au montage entre lame et lamelle
a l'aide d’'un baume d’inclusion (Eukitt, O’Kindler).es différentes étapes du protocole sont

résumées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Coloration des coupes cérébrales au crésyl violet.

Liquide de Crésyl Eau Ethanol & Ethanol & Ethanol Toluéne
Carmoy violet distillée 70 % 95 % absolu
10 min 8 min 20s 20s 20s 1 min >10s

Montage entre lame et lamelle

2) Calcul du volume de la lésion

Le volume de la Iésion est calculé apres détermimapour chacune des coupes
prélevées tous les 200 um, de la surface de lanl€¢SiL). La mesure des surfaces est realisée
grace au logiciel Scion Image (NIH, USA) et le vakide la Iésion est extrapolé a I'aide de la

formule suivante :

\V/ :%XdX(Sl+Sn +nz_l(8)]

d = distance entre 2 mesures, S = surface deitalés
C Double coloration a la fuchsine acide et au blede Toluidine

1) Principe

Cette double coloration permet de distinguer &hiles acidophiles qui ont perdu leur
intégrité membranaire, colorées en rose vif pdusahine acide, des cellules basophiles dont
les noyaux et le contenu acide sont colorés en. Iidans le cas de la mort cellulaire, les
cellules nécrotiques apparaissent donc colorée@n alors que les cellules apoptotiques

apparaissent colorées en bleu.

2) Protocole

Les coupes sont tout d’'abord plongées dans undi@molde fuchsine acide a 1%
pendant 5 s puis elles sont rincées pendant 5Hhs adia bain d’eau distillée ou elles sont
soumises a une agitation douce. Les coupes samtenslorées pendant 10 min dans un bain
de bleu de Toluidine a 1 %. Elles sont rincées daaa distillée puis déshydratées dans

différents bains d’éthanol. Les coupes sont fingehplongées dans du toluéne puis montées
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avec du milieu d’inclusion. Les différentes étagasprotocole sont résumées dans le tableau
3.

Tableau 3 : Double coloration des coupes a la fuchsine acide et au bleu de Toluidine.

Fuchsine Eau Bleu de Ethanol a Ethanol Toluéne
acide distillée Toluidine 95 % absolu
5s 55s 10 min 30s 30s 30s

Montage entre lame et lamelle

D Immunohistofluorescence

1) Principe

L'immunohistofluorescence est une technique baséd'utilisation d’anticorps pour
localiser a I'échelle cellulaire une protéine soewoupe tissulaire. Les coupes de tissus sont
tout d’abord incubées en présence d’'un anticorpagme qui reconnait spécifiquement la
protéine d’intérét. Un anticorps secondaire dirggétre I'espece d'ou est issu l'anticorps
primaire et couplé a un fluorochrome est ensuitautéj Aprés montage des coupes, la
localisation de la protéine d'intérét est analygdaide d’un microscope a fluorescence.

Dans le but didentifier le type cellulaire expanmt I'antigene recherche, des
protocoles de double immunohistofluorescence oét développés. Ils consistent en une
incubation de deux anticorps primaires, I'un reassant I'antigene d’intérét recherché
(PAR et BDNF), l'autre un antigene spécifiquemergrené par un type cellulaire donné. La
révélation nécessite alors [Iutilisation d’anticerpsecondaires conjugués a deux
fluorochromes différents. Dans notre étude, difiéseanticorps ont été utilisés pour identifier
respectivement, la microglie (anticorps anti-OX{4@exin 42") ou anti-ED1), les neurones

(anticorps anti-NeuN ("neuronal nuclei)) et legrasytes (anticorps anti-GFAP).

2) Protocole

Apres décongélation et séchage des lames (37 °@aped h), les coupes tissulaires
sont délimitées a I'aide d’'un stylo hydrophobe (&2 MDako). Les sections sont réhydratées
dans du tampon PBS (Phosphate buffer saline, 10 piiV¥,,4) pendant 1 h puis incubées 2 h
en présence d'une solution de PBS contenant dunsdgeuchevre (GS, G9023, Sigma) a 10 %
et du Tween 20 a 0,3 % afin de bloquer les sitexdéon aspécifiques et de perméabiliser
les membranes des cellules aux anticorps. Les sautisées pour I'étude de la localisation
du BDNF sont préalablement traitées a la protéikage6556, Sigma, 10 pug/mL) pendant
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10 min puis rincées avec du PBS pendant 10 min. lapses sont ensuite incubées en
présence de l'anticorps primaire seul ou du mélatigeticorps primaires dirigés contre les
protéines étudiées (voir le tableau 4 pour lesiffites conditions expérimentales utilisées).
Les coupes sont ensuite rincées 3 fois 10 min dangampon PBS et incubées 3 h a
température ambiante et a l'abri de la lumiére eésgnce des anticorps secondaires
spécifigues aux anticorps primaires utilisés (wableau 4). Finalement, les sections sont
rincées 3 fois 10 min dans du tampon PBS puis $b&&c un milieu de montage entre lame

et lamelle (Sigma F4680). Les lames ont été obsesnat photographiées a l'aide d'un

microscope a épifluorescence (Nikon Eclipse E600pt& a une caméra d’acquisition.

Tableau 4 : Conditions expérimentales utilisées pour 'immunohistofluorescence.

Protéine BDNF ED-1 GFAP NeuN OX-42 PAR
étudiée
- AbD . - AbD .
. Millipore Sigma Millipore Calbiochem
Anticorps Serotec Serotec
primaire ABSG13  \icazar 0 G3893 MAB377  icaz7sr 928815
rabbit mouse mouse rabbit
mouse mouse
Dilution 1/100 1/150 1/200 1/200 1/150 1/250
/Incubation 72ha4< ONa4< 72ha4 < 72ha4 < ONa4< ONa4<
Invitrogen Invitrogen Invitrogen Invitrogen Invitrogen Invitrogen
Anticorns Alexa Fluor  Alexa Fluor Alexa Fluor Alexa Fluor Alexa Fluor  Alexa Fluor
cocon daﬂre 568 488 488 488 488 568
A11036 A11029 A11029 A11029 A11029 A11036
Anti rabbit Antimouse  Antimouse  Antimouse  Anti mouse Anti rabbit
Dilution Y 1000 Y 1000 Y 1000 Y 1000 Y 1000 Y 1000
/Incubation 2h 2h 2h 2h 2h 2h

(ON : over night)

IV Analyses statistiques des résultats

Les valeurs indiquées représentent les moyenrfestéds de leur erreur standard
moyenne (SEM) obtenues dans des groupes de 5 aihawx. L'analyse statistique a été
réalisée grace aux tests non-parameétriques de &lrMgdllis, suivi du test de Mann-Whitney.

Pour toutes les comparaisons effectuées, le sewilhification du test est fixé a p<0,05.
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Résultats et Discussion

| Premiere étude : Implication de la microglie dansles changements

neuroplastiques accompagnant une ischémie focaleezhle Rat.

Référence :Madinier A, Bertrand N, Mossiat C, Prigent-TesgleBeley A, Marie C
& Garnier P (2009) Microglial Involvement in Neutaptic Changes Following Focal Brain
Ischemia in Rats. PLoS ONE 4(12): e8101. doi:1014j8drnal.pone.0008101

A Résumé

1) Objectif de I'étude

Notre objectif a été de mettre en évidence undioel&ntre I'activation microgliale et
la mise en place des mécanismes de neuroplaspicgtischémiques. Dans ce but, nous
avons étudié chez le rat les effets d’'une rédudtiena réponse microgliale induite par une
ischémie focale par photothrombose sur I'expresd®marqueurs de la neuroplasticité. La
modulation de I'activation microgliale a été obtenen inhibant PARP-1 par une injection
post-ischémique de 3-AB a la dose de 90 mg/kg. engavail, le volume de la lésion,
'activité de PARP-1, la réponse inflammatoire rogliale et I'expression de la
synaptophysine et de GAP-43 ont été étudiés ardifts temps post-ischémiques (4 h, 24 h,
8j,15jet30)).

2) Principaux résultats

Nos résultats montrent que dans nos conditiongrerpntales, I'ischémie cérébrale
induit une augmentation précoce de l'activité diy/@dDP-ribosyl)ation (4 h et 24 h) tant au
niveau neuronal que microglial. Méme si l'ischéns&accompagne également d'une
activation rapide (des 4h) de la microglie au nivete la Iésion corticale, les cellules
microgliales activées ne développent une activitégpcytique qu’a partir de 8 j post-ictus.
Enfin, une augmentation de I'expression des manmguael synaptogenese (synaptophysine) et
pousse axonale (GAP-43) est observée au niveaa ldsibn aux différents temps longs (8 j,
15jet 30)).

Nos résultats indiquent que le traitement parAB3nduit a la fois une diminution de
I'activité de poly(ADP-ribosyl)ation et une réduanti de I'activation précoce de la microglie,

sans que celles-ci soient associées a une dimmuwiio volume de linfarct, index de
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neuroprotection. En revanche, l'inhibition précals la réponse microgliale s’accompagne
d’une diminution de I'expression des marqueursldstjgité neuronale aux temps longs.
L'ensemble de ces résultats fournit des argumemtiaveur d'une participation des

cellules microgliales au déclenchement des mécasista la neuroplasticité post-ischémique.
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Abstract

The pathogenesis of ischemic stroke is a complex sequence of events including inflammatory reaction, for which the
microglia appears to be a major cellular contributor, However, whether post-ischemic activation of microglial cells has
beneficial or detrimental effects remains to be elucidated, in particular on long term brain plasticity events. The objective of
our study was to determine, through modulation of post-stroke inflammatory response, to what extent microglial cells are
involved in some specific events of neuronal plasticity, neurite outgrowth and synaptogenesis. Since microglia is a source of
neurotrophic factors, the identification of the brain-derived neurcphic factor (BDNF) as possible molecular actor involved in
these events was also attempted. As a means of down-regulating the microglial response induced by ischemia, 3-
aminobenzamide (3-AB, 90 mg/kg, i.p.) was used to inhibit the poly(ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1). Indeed, PARP-1
contributes to the activation of the ranscription factor NF-kB, which is essential to the upregulation of proinflammatory
genes, in particular responsible for microglial activation/proliferation. Experiments were conducted in rats subjected to
photothrombotic ischemia which leads to a strong and early microglial cells activation/proliferation followed by an
infiltration of macrophages within the cortical lesion, events evaluated at serial time points up to 1 month post-ictus by
immunostaining for OX-42 and ED-1. Our most striking finding was that the decrease in acute microglial activation induced
by 3-AB was associated with a long term down-regulation of two neuronal plasticity proteins expression, synaptophysin
(marker of synaptogenesis) and GAP-43 (marker of neuritogenesis) as well as to a significant decrease in tissue BDNF
production. Thus, our data argue in favour of a supportive role for microglia in brain neuroplasticity stimulation possibly
through BDNF production, suggesting that a targeted protection of microglial cells could represent an innovative approach
to potentiate post-stroke neuroregeneration,
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Introduction

The pathogenesis of ischemic stroke & a complex sequence of
events including inflammatory reaction. Extensively studied over
the last decade, this phenomenon i characterized by the
involvement of several central and peripheral cell types as well
as a large number of inflammatory molecules [1-3]. Post-ischemic
inflammanon inchedes the mfilracon of polymorphonuclear
granulocytes, monocytes/macrophages mro the imjured brain
and the actvanon of astrocytes and microgha. Among these cells,
1t 15 now well admatted that macrogha appears to be a major
cellular contributor of post-schemic inflainmartion [4]. After focal
ischemia, reactive microglioss is characterized by a specific
chronology which includes a rapid microglial activation followed
by a massive expansion and migration of the resident microglial
cells. Several studies have shown that this initial intrinsic response
is followed by the recruitment of blood-born macrophages which
migrate afier a delay of several days into the neuronal parenchyma
[5-7].

Whether microghal activation has beneficial or detrimental
effects on adjacent neuronal population i soll controversially

(3. PLoS ONE | www.plosone.org

discussed [8-10]. It has been proposed that these cells, through the
release of several harmful components such as [L-15, TNF-o,
proteases and ROS species [11-14] can affect nenronal function
and promote neurotoxiciey [1,11,15]. In addidon, reducing
inflimmatory response and microglial activation has conferred
neuroprotection in various models of neurodegeneration [16,17)
and has been shown to interfere with neurogenesis [18,19]. On the
other hand, there are also growing evidences showing that under
certain circumstances, microglia could be neuroprotective [20-22)
and could also promote adult neurogenesis [25,24]. Indeed,

microgha has been shown to be neurosupportve by the uptake of

ghitamate [23], the removal of cell debris [26] and recently by the
ungulfment of polymorphonuclear neatrophiles [27]. In addition,
beyond this scavenger function, several evidences have demon-
strated that once activated or in proliferation, microglial cells are

alse an important cellular source for the production  of

neurotrophic factors such as 1GF-1 (22,24] and BDNF

28].

Concerning this latter, evidences showing microglia as a source of

BDNF have been reported in in pifm studies [Q[-H and after CNS
injuries such as trraumatic brain injury [30
To the best of our knowledge, there are surprsingly no data

and stmatal lesion |28
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identifying microglia expressing BDNF after @ vivo models of focal
ischemia although this trophic factor has been designated w play a
central role in the CNS, as neuroprotective [31,32] and essental to
the stimulation of brain plasticity |33-35].

Thus, despite important progress in the understanding of

microglial acovatdon, proliferation, phagocytosts function, cytokines
and growth factors production, the exact role of microglia s stll
unclear. Even though several studies have been performed in order
to determine the funcdon of these cells in nevrogenesis [10], Lictle is
known concerning the role of microglia in other long term post-
stroke brain plasticity events. In this context, the objective of our
study was to determine through modulation of mflammarory
response, to what extent microghal cells are mvolved in some
specific events of neuronal plasticity such as neurite outgrowth and
synaptogenesis. In additdon, the idengficadon of the neurotrophin
BDNF as possible molecular actor involved in these events was
attempted following schemic injury. For this purpose, rats were
subjected 10 a photothrombotic 1schemic stroke which 12 associated
with a strong and early microglial cells activation/proliferation
within the cortical lesion. The modulation of the inflaimmarory
response was performed by using a poly(ADP-ribose) pobmerase-1
(PARP-1) inhibitor [3-amincbenzamide {3-AB), 90 mg/kg, 1p.].
Indeed, beside its function in DNA repair and its well estblished
participation in cell death through extensive activadon after stroke

ﬁra.mﬂ'iptinn factors, among them the most important NF-kB that

has been designated to be esental to the upregulation of

promnflammatory genes and to lead to microglial actvation/
proliferation [37 58], Activated microgha was evaluated ar serial
time points up 0 1 month after 1schemia by mmunostaining for
0OX-42 and ED-1. In parallel, the long term expression of mwo
neuronal plasdcity proteins, GAP-45 as a marker of nmmaogwwsu
and synaptophysin as a marker of synaptogenesss as well as the tisue

production and cellular localizaton of BDNF were also analyzed.

Materials and Methods

Materials

3-Aminobenzamide [3-AB), protease inhibitor cockeail, phosphate
buffered saline (PBS), mis buffered saline (TBS) and all other reagent
grade chemicals were purchased from Sigma (Saint Ouentin-
Fallavier, France). Acrylamide and bs-acrylamide, sodinm dodecyl-
sulfare [SDS) and tween-20) were obtained from Bio-Rad (Ivry sur
Seine, France). The pobwvinylidene difluoride [PVDF) membranes
were purchased from GE Healthcare (Orsay, France). The rabbi
polydonal antibody raised against synaptophysin (RB-1461-P) and
the mouse monoclonal antibody recognizing rat GAP-45 (Zymed 55—
500M) were purchased respectively from Interchim (Monthigon,
France) and Invirogen (Cergy-Pontoise;, France). The mouse
monoclonal CD11b ((X-42) that recognizes type 3 complement
receptors (MCA 2753R) and the mouse monodonal ED-1 raised
against rat lysosomal membrane anggen of acgvated macrophage/
microgha were obtamned from AbD Serotec (Darmstads, Germany).
Rabbit polyclonal anti-PAR recognizing polviADP)-ribise polymers
and anti-BNDF were purchased from Calbiochem (Meudon, France)
and Chemicon (Molsheim, France), respectively. For secondary
antibodies, the Alexa Fluor 488- and 568 conjugated anti-rabhit and
—mouse antibodies were purchased from Molecular probes and the
horseraclish peroxidase-conjugated anti-rabbit and —mouse antibod-
ies were obtained from Jackson ImmunoResearch Laboratories.

Animal Model

The experiments were carried out on 132 male Wistar rats
(290-310 g; Depré, Sant-Doulchard, France) and were conducted

@. PLoS ONE | www.plosone.org

36]), PARP-1 has been shown to contribute to the actvaton of
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according to the French Department of Agriculture guidelines
{license no. 21CAE0N35). The animals were housed five per cage
and kept under 12/12 h light/dark cycle and allowed ad fbitum
access o food and water, Anesthesia was induced by ip. injection
of chloral hydrate (400 mg/kg). Permanent fbcal ischemia was
induced by photothrombotic cortical occlusion as previously
described [39]. Briefly, anesthetized rats were infused for 20 s
with the photosensitizer dye rose bengal (20 mg/kg, iv) and a
laser beam was focused with an optc fiber {1 mm internal
diameter, emerging power 90 mW) through the skull on the right
hemisphere (1 mm posterior and 3 mm lateral relative to the
bregma). The laser system is a diode-pumped solid-state laser
(LCS-DLT-312, Opton Laser Intermational, Orsay, France)
working ‘at 532 nm. The skull was irradiated for 5 min, the
irradiation beginning 30 s betore the dye injection,

Cortical Tissue Sampling

Anesthetized animals (400 mg/kg; chloral hydrate; ip.) were
transcardially perfused with saline and then, brains were removed.
The cerebral cortices were quickly dissected and spread on glass
slide at 0°C. Two concentric samples of cortical tissue (P1, P2)
were punched with increasing internal diameter (4.6 and 9.5 mm)
as indicated in figure 1A The diameter of the different punches
was chosen from the histological assessment of the ischemic lesion
[40]. Ar 24 h post-ictus when the lesion reaches maximal size, Pl
corresponded to infarcted tssue only. At other post-ictus times, P1
corresponded 0 a mixed of mfarcted and non infarcted tissue

A

&
&
3
g

ANTERIOR

@\ e \
= C0)

Ble e

Figure 1. Cortical tissue sampling and dimensions of ischemic
lesion. (A) Two concentric cortical samples (P1 and P2) were collected
using punches with increasing internal diameters 4,6 and 9,5 mm,
respectivelyl. (B) At 24 h, P1 corresponded to lesioned tissue whereas
P2 rim corresponded to unlesioned tissue whatever the time point
considered. Infarcted area (Blank zone) evolves over the time after focal
photothrombotic ischemia. Ctrl= control.
doi:10.137 Vjournal pone. 00081 01.g001

I:l Infarcted tissus
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while the surrounding rim P2 corresponded to unlesioned tissue
whatever the tme point considered as shown in figure 1B,

Immunoblot Analysis

After homogenization in seven volumes of bysis buffer |bi-disalled
water containing 50 mM Trs, 150 mM NaClL 1 mM EGTA, 10%
glyeerol, 1% triton X-100, 1% protease inhibitor (Sigma PB340])],
total protein extracts of the different punches were sonicared and
centrifuged at 10,00 xg for 10 min. An aliquot of the supernatant
was kept for BCA protein measurement. Fqual amounts of proteins
were dissolved in Laemmli solution (62.5 mM Tris—HCI (pH 6.8),
2% SDS, 10% glyeerol, 0,001% bromophenol blue) with 2-
mercaptoethanol 3% and were heated at 85°C for 10 min. Proteins
were separated on 10-12% SDS-polvacrvlamide gel electrophore-
sis (PAGE) according to [41]. Proteins were electrophoretically
transferred onto PVDE membrane (0,2 pm pore size) i cold
transfer buffer [100 mM NaHCOs, 3 mM Na,COs (pH 9.9) and
20% methanol|. The membranes were incubated overnightar 4°C
in 5% non-fat dry milk m TBS [20 mM Trs-HCl (pH 7.6) and
137 mM NaCl] contaming 0.1% Dween 20 to block unspecific
binding. Membranes were washed, incubated for 4 h at room
temperature with specific primary antibodies at the following
dilutions: ant-synaptophysin (1/2000), and-GAP-43 (1/2000) and
ant-B-acrin (1/5000) and for 90 min with a horseradish peroxadase
(HRPconjugated antibmouse IgG or and-rabbit IgG (1/B0000),
Protein-antibody complexes were visualized using the enhanced
chemiluminescence Western blotting detecdon system according o
the manufacturer’s protocol (GE Healtheare, Orsay, France). The
membranes were stripped and pmbed with an and-f-actin antibody
(Sigma A5441) used as internal conmrol. Synaprophysin, GAP-43
and f-actin band densities were determined by scanning densitom-
etry (Vilbert-Loummar, Mame la Vallée, France). A computer-based
imaging system |Scion, NTH software, Bethesda, USA) was used o
measure the relative optical density of each specific band. Data were

expressed as arbitrary umits.

Elisa

Cerebral levels of BDNF were determined with a commercial
ELISA kit (Chemikine, Chemicon, Molsheim, France) according
to the manufacturer’s instructions. Briefly, after diluton m the
homogenizadon buffer {1/10, v/v, see above for its composition),
50 pl of cerebral samples obtained from P1 and P2 punches were
incubated overnight in pre-coated microplates. They were then
incubated with biotnyvlated ano-BDNF andbody followed by
HRP=steptavidin. The oxidation of the enzyvme substrate, the
3,3"5,5" tetramethvibenzidine (TMB), was measured at 450 nm
using a plate reader (vector-3 1420 muldlabe, Perkin Elmer,
Waltham, USA). All assays were performed in oiplicate. Cortical
BDNF levels were expressed in pg/mg of proteins.

Histology

Animals were anaesthetized with chloral hydrate (400 mg/ kg, ip.)
and the brains were washed by transcardiac perfusion with saline and
further perfused with 4% paraformaldehyde solugon m 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.5). The removed brains were postfixed in the
same fixative for 1 h and transterred for 48 h in a 20% sucrose
solution in PBS. They were then frozen in sopenane at —45°C and
stored at —80°C. Coronal sections (20-um thick) were cut in a
cryostat (HMSSO, Microm, Francheville, France) at —20°C.

Assessment of the Infarct Volume

Coronal sections (20-um thick) were cut ina cryostat at 200 pm
intervals, collected on slides, and stamed with Cresyl violet (4%,

’-@. PLoS ONE | www.plosone.org

Microglia and Meuroplasticity

pH 3.5). Injured cortical areas, ie. unstained tissue as a reflection
of cell loss (Figure 2B), were measured using the computer image
analysis system (Scion, NIH software, Bethesda, USA) and the
distance berween respective coronal sections were used w caloulate

a linear mtegration for the lesion volume determination as
previously described [42].

Immunohistofluorescence

All brain sections from different animal groups were simulta-
neously run to ensure identical staining conditions. After rinsing in
PBS (pH 7.4), the sections were incubated for 2 h m 10% goat
serum ((G8), 0.3% Tween-20 in PBS w block the non-specific
binding sites and thereafter overnight at 4°C with the primary
annbody in PBS containing (.3% Tween-20 and 5% GS used at
the following dilutions: ant-PAR [1/250), ant-OX-42 (1/150),
ani-ED-1 (1/150), anti-BNDF (1/100). For BDNF detection, pre-
treatment with proteinase K was used for antigen retrieval {10 pg/
mi, 10 mm). For cellular localizaton of PAR and BDNF
expression in neurons and microglia, double immunohistofluores-
cence experiments have been performed by the simultaneous
incubation of either the rabbit polyclonal antibodies recognizing

A

30 +
=11} . /ehicle
25 — 3-AB

20

Infarct volume (mm’)

10 4 (n=8) [n=8}

(=6

: LI
4h 24h 8d 15d 30d

Time of ischemia

Figure 2. Temporal evolution of infarct volume: effect of 3-AB
treatment. (A) Measurements of infarct volume (mm) were performed
at 4h, 24 h, 8d, 15d and 30d after the onset of ischemia. 3-AB
120 mg/kg) was given (ip.) right after the induction of photothrombotic
ischemia. Values are expressed as means*5.EM. n in bracket indicates
the number of animals in each experimental condition. (B) Represen-
tative photograph of a brain section stained with Cresyl violet after 24 h
of ischemia. The injured cortical area is unstained as the reflection of
cell loss, Scale bar=2.5 mm.

doi:10.137 1/journal pone.0008101.g002
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PAR or BDNT and the mouse monoclonal antibodies recognizing
NeuN or OX-42 at 4°C overnight. After 4 washes, antdbody
visualization was achieved by the mcubation for 3 h at room
temperature with Alexa 488-conjugated antiFmouse and/or Alexa
Sh8-conjugated anti-rabbit IgGs {1:1000). Negatve controls were
prepared by omitting the primary antibodies. The sections were
then coverslipped with a fluorescent mounting medium and
observed with an epitluorescent microscope (Eclipse EGO0, Nikon).

Treatment

The 3-aminobenzamide (3-AB) was dissolved m DMSO (1 mg/
wlj. The DMSO soluton was then diluted (1/100) in NaCl 0.9%.
The 3-AB (90 mg/kg) was administered by Lp. route just after the
onset of schemia. The effects of 3-AB treatment were measured at
different tme points between 4 h and 1 month post-ictus and
compared with those of corresponding vehicle.

Quantification and Statistical Analysis

All assessments were performed by an observer blinded to the
experimental conditions. The OX-42 immunoreactive cells were
counted in the infarcted cortical area at 20x magnification using
an epifluorescence microscope in 3 coronal sections ar —1.60,
—1.00, —0.40mm from the bregma. Cells were counted
continuously in B horizontal and 6 w'rtlraI fields passing by the
center of the lesion using a [} 0890 mm” square grid. The final
results were expressed per mm’

All values were expressed as means £5.0.M. of n rats (six to eleven
animals in each group). Comparisons among groups of rats were made
using non-parametric Kmskal-Wallis test followed by Mann—Whimey
for independent variables. Statistical significance was set at P<<0.03.

Results

Infarct Volume and PARP-1 Activation

The infarct volume measurements were performed 4 h, 24 h,
8d 15d and 30 d after the onset of ischemia As shown in
figure 2, photwthrombotic ischemia leads in the early omes (4 and
24 h) to an enlargement of the cortical lesion reaching a maximal
value of 24,25 mm® ar 24 h. Consistent with previous data
[40,42], this fwst phase corresponds to the maturation of the
infarction whereas at longer time points (B, 15 and 30d), the
infarct volumes decrease tme-dependently until 390 mm® ar
30 d, the last time point considered in our study.

In our experimental conditons, photothrombotic ischemia
leads to PARP-1 acuvaton at 4 h and 24 h afier the onset of
ischemia as evidenced by a marked PAR immunostaining, the
enzymatic product of PARP-1 (Fig. 3A). The staming was found
maximal at 4 h as compared two 24 h of ischemia and
disappeared at longer time points (data not shown). Cellular
localizadon of PAR formaton was assessed in neurons and
microghia by double immunostaining experiments (Fig, 5B and
3C, respectively). Colocalization for PAR and NeuN revealed
l:ha: PAR formation in neurons was found maximal at 4 h of
ischemin as compared w 24 h (Fig. 3B). Conversely, PAR
formation i microglial cells appeared only afier 24 h of
ischemia (Fig. 3C). Indeed, no PAR/OX-42 double-labeled cells
were observable ar 4 h of ischemia.

Consistent with a rapid PARP-1 activation described after focal
ischemia [43]; the PARP-1 inhibition was performed by 3-AB ip.
injection night after the induction of photothrombotic schemia.
Treamment with 3-AB produced an important decrease in PAR
immunostaining at 4 h and resulted in an almost disappearance of
polv{ADP-ribose) at 24 h (Fig. 3A), which demonstrates a reduced
capacity for PARP-1 acthvation in 3-AB weated animals and

’.@. PLoS ONE | www.plosone.org
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validates our pharmacological treatment. Despite this effective
inhibition, the 3-AB weatment (90 mg/kg, ip.) did not produce
any significant reduction in mfarct volume and thus, whatever the
kinetic points considered. Finally, w ascertain the absence of
neuroprotecton in 3-AB treated animals, the neuronal density was
also asessed at 24 h. There was no varation between the two

groups of animals (data not shown).

0X-42 and ED-1 Immunostaining

OX-42. Microglin/macrophages activation was assessed by
OX-42 expression. As shown in figure 4, our data revealed that
ischemia induces a robust microglia/macrophages activation
observable as soon as 4 h, the earliest time point investigated n
our study. At this time, (X4 staming evidenced positive cells
with a ramified morphology, homogenously disiributed I the
lesion (Fig. 4A1-2). After 24 h of ischemia, the staming was
located in the boundary of the lesion and indicated the presence of
two distinct cellular morphologies, stellate-shaped and rounded
amoeboid cells (Fig. 4C1-2). At longer tme points (8, 15 and
30 d), OX-42-posiive cells exposed an amoeboid cellular
morphology only and populated the whole infarcted area
(Fig. 4E, G, ). Since microglia and hematogenous macrophages
can adopt both ramified and amoehoid appearance [6}, these two
cellular types are undistmguishable as far as no discrimmating
cellular markers are available. However, based on studies using
toxic liposomes depleting hematogenous macrophages 5] or GFP
transgenic bone marrow chimeric mice [6,7] we can assame that
in our experimental conditions, early OX-42 and ED-1 staining
observed in a very hypo-perfused area & attributable to local
resident microgha while at longer ume points (8, 15 and 30 d),
these markers can be expressed by both types of cells.

In our experimental conditions, PARP-1 inhibition by 3-AB
treatment was associated with a very important decrease m (/X442
staining ar 4 h (Fig. 4B1-2) and 24 h (Fig. 4D1-2) of ischemia as
compared to vehicle reated animals. Indeed, the number of OX-
42 positive cells was significantly reduced by ~75% at 4 h and
~63% at 24 h of ischemia following 3-AB treamment (Table 1.
These results showed that PARP-1 mhibinon induces a robust
decrease in resident microglial cells acovation. On the other hand,
no differences were ohservable after 8 d of schemia berween
vehicle and 3-AB treated groups of animals (Fig. 4E, F, G, H, 1, ]
and table 1),

ED-1. Becanse round amoeboid morphology can be
associated with phagocytic capacity of activared local microglia
and blood-born monocytes derved macrophages, the expression
of lysosomal protein EI-1 was studied (Fig. 3). Our data show
almost no ED-1 immunostaining in the early dmes of schemia
{4 h, 24 h; Fig. 5A1-2, C1-2), which is in agreement with the lack
of phagoryrlr activity kmwn during the ramified state in (X-42
positive cells. In the line with the few amoeboid cells observed after
OX-42 staining in the vehicle reared group at 24 h, a few number
of ED-1 positive cells were detected at this ome of schemia
{Fig. 5C1-2). Ar longer time points, the pattern of ED-1 staining
was damilar to that observed with OX-42 marker with an intense
staining within the infarcted zone. The similar distribution
between these rwo markers reveals that most of the amoeboid
cells have acquired phagocytic properties.

Treatment with 3-AB did not produce important differences in
term of ED-1 expression. In the early omes, we were able o detect
the disappearance of the few ED-1 cells stained ar 24 h (Fig. 5D1-
2) whereas at longer time points, no marked differences were
observable benween vehicle and 3-AB weated groups of animals
(g 3E F. G H, L ]
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MNeuN

Meuh
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24h

Microglia and Meuroplasticity

3-AB

OX-42

Figure 3. Effect of 3-AB treatment on PARP-1 activation and PAR/NeulN, PAR/OX-42 immunocolocalization. (A) PARP-1 activation,
evidenced by PAR immunostaining, was performed on coronal sections of rats submitted to 4 h and 24 h of ischemia and treated with vehicle or
with 3-AB. A marked decrease in PAR formation was observable after 3-AB treatment. (B) Immunocolocalization for PAR and NeuMN was
perfarmed at 4 h and 24 h of ischemia. Arrows show double-positive cells, |schemia-induced PAR formation in neurans is predominant at 4 h.
(C) Immunocolocalization for PAR and OX-42 was performed at 4 h and 24 h of ischemia. Arrows show double-positive cells. schemia induces
PAR formation in OX-42 positive cells at 24 h only. Photomicrographs are representative of 6 to 11 animals at each time point. Scale

bars =50 pum.
doi; 10,1371/ journal . pone 0008 101 9003

GAP-43 and Synaptophysin Expression

Since neuroplastic changes have been shown o be a delayed
phenomenon [44], GAP-43 and synapiophysin expression were
wvestigated by western blotung experiments m the two concentric

samples of cordcal tissue P1 and P2 at longer time points of

1schemia (8, 15 and 30 d).

Az shown m figure 6, photothromboboc ischemia led tw a
significant zAP-43
expression at 8, 15 and 30 d in P1 (Fig. 6A) and at 15 and 350 d
in P2 (Fig. 6B) as compared to control values.

After 3-AHB
expression of GAP-43 w:
and P2 punches

and sustamed ncrease 1n post-lschemic

our results mndicated that the

rmificantly reduced in both Pl

reatment,

PLoS ONE | www.plosone.org

as compared tw vehicle treated group of

wn

animals. The expression of GAP-43 was found significantly
repressed in Pl at 30 d (—41%, Fig. 6A) and m P2 at 8 d only
|—23%, Fig. 6B).

Concerning synaptophysin expression, our results also showed
that photothrombosis led to a significant increase in thi protein

expression m Pl at 15 and 50 d (Fig. 7A) and m P2 at 50 d
(Fig. 78) as compared to control values,
In 3-AB weated animals, the increase m  synaptophysin

EXPTession abrogated in both P1 and P2 cormcal samples.

The expresson was found sagnificantly lower m Pl ar 15
and 30d (—21% and —39%, respecuvely, Fig. 7A) and m
P2 ar 30d (—H4%, Fig. 7B) as compared to vehicle treated
ammals.
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24h
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15d

30d

Microglia and Meuroplasticity

3-AB

Figure 4. Time course of microglial/macrophages activation after ischemia: effect of 3-AB treatment. Microglial/macrophages activation
was assessed at 4 b, 24 h, 8 d, 15d and 30 d of photothrombotic ischemia by immunostaining using antFOX-42 antibody, recognizing type 3
complement receptors. Rats treated with 3-AB showed an important decrease in microglial/ macrophages activation in the acute phase of ischemia
(B1-2 and D1-2). At longer time poirts, no differences were observed between vehide (E, G, I) and 3-AB treated animals (F, H, J}. Photomicrographs

are representative of 6 to 11 animals at each time point. Scale bar=200 pm in panels 1, 40 um in panels 2 and 50 um (insert).

doi:10.1371/journal. pone.0008 101 g004

BDNF Expression

ELISA. 'The ELISA assessmeni of osue BDNF level was
performed m each cortical punch (P1/P2, Fig. 8A). Our data
revealed that photothrombouc 1schemia mduces an early mcrease
in BDNF producton in these nwo samples. As compared to control
levels (160 and 167 pg/mg in Pl and P2, respectively), post-

@ PLoS ONE | www.plosone.org

ischemic BDNF production increased significanty by 71% and
33% at 4 h and by 296% and 176% at 24 h. After 8 days of
ischemia, the corncal level of BDNF returned o control values,
Following 3-AB treatment, the increase in BDNF levels was
significantly attenuated in the lesioned area P1 only, after both 4
and 24 h of schemia. The reduction was modest at 4 h (12%)
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Table 1. Number of OX-42 positive cells,

Time of ischemia 4h 24 h ad 15d 30d
Vehicle 208+ 113216 945132 460535 320136
3-AB 5412  42+B* 93§+45 539%39 262+432

Number of OX-42 positive cells after 4 h, 24 h, 8 d, 15 dand 30 d of ischemia in
the infarcted area. Data represented the number of OX-42 positive cells par
mm?® and are expressed as means =5EM. from & to 11 animals,

"P=0.05 ws vehicle treated animals.

dok10.1371/joumnalpone 00081011001

whereas it reached 32% afier 24 h of ischemia as compared o
vehicle reated amimals.

BDNF and OX-4? immumocolocalization. To further
evaluate the role of microglia m BDNF  production,
immunohistofluorescence for OX-42 and BDNF expression was
performed after 24 h of ischemia. As shown in figure 88,
colocalizaton experiments indicated that OX-42-positive cells
located in the lesioned tdssue, expressed BDNF, Nevertheless, the
double Immunostaining revealed that the colocalizadon was only
partial since only a third of OX-42-positive cells produced BDNF.

As :ﬂready mentionned, 3-AB wearment greatly reduced OX-42
immunostaining. Arc-:-rdmg{y BDNF-positive  microglial cells
were hardly identified as compared to vehicle treated animals.

BDNF and NeuN immunocolocalizaton. Neuronal
expression of BDNF was assessed by mmmunchisiofluorescence
for NeuN and BDNF after 24 h of sBchemia. As shown in
figure 8C, colocalization experiments mdicated rhat most of the
remaining: neurons in the lesioned tsue expressed BDNF.
Following 3-AB treatment, a similar pattern of expression was
found as compared to vehicle treated animals (Fig. BC).

Discussion

Our smdy reveals that the decrease in acute microglial

activation was assoctated with a long term down regulation of

synaptophysin and GAP-43 expression and tw a significant
decrease in BDNF production. Taken together, our data argue
in favour of an important role for microglia in brain neuroplas-
ticity simulation possibly through BDNF production.

In order to investigate the role of microglial cells i the
sumulation of neuroplastic changes, PARP-1 inhibition was used
as a means of down-regulating the microglial response induced by
ischermia. PARP-1 s a nuclear enzyme that normally functions o
facilitate DNA repair. It i also well established that extensive
PARP-1 acovation promotes cell death through processes
involving energy depletion and the release of apoptosis-inducing
factor [4547|. In our study, the choice of a stratepy targeting
PARP-1 acovaton was based on previous studies showing that

PARP-1 & ako an essential component in the regulaton of

inflammatory response through its functon as a coactivator of NF-
kB [37.4849). Our dam show that phowthrombotic focal
ischemia was associated with an early PARP-1 activation
occurring within the first 24 h with a maximal intensity chserved
at 4 h after the onset of ischemia which 15 consistent with previous
reports [3(0]. Double immunostaining for PAR and NeuN or OX-
42 revealed that PAR formation in neurons was an early process as
compared to that observed in microghal cells. Indeed, PAR
formation In neurons was visible with a maximal intensity after 4 h
whereas it appr‘ared only after 24 h of schemia in microghial cells.
Qur results are n agreement with previous data showing a rapid
PARP-1 activation in neurons after a focal brain schemia [43] and

"@. PLoS ONE | www.plosone.org
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are also consistent with previous reports showing an activation of

PARP-1 m microglal cells [1937]. Interesungly, despite the
effective PARP-1 inhibidon evidenced by a strong decrease in
PAR staining, no significant differences in term of temporal
evolution of lesion size between vehicle and 3-AB treated anmmals
were observed. Noteworthy, the relative high dose of 5-AB
(90 mg/kg, i.p.) was purposely used in our experimental conditions
in order to target the inflammatory response only. Such a choice
was inially based on study showing thar 3-AB i no more
neuroprotective beyond B0 mg/kg (ip.) following MCAQ in mice
[51]. Indeed, since the inflammatory reaction intensity is closely
related to the extent of the lesion, the investgation of the role of
microglial cells activation would have been inappropriate if a
marked decrease m the milammarory reaction was found to be
associated with a strong and significant mumprotwunn The lack
of protective effects observed in studies using high doses of 3-AB
and its derivatives 5 not fully understood. It has been suggested
that benzamide could produce non-specific effects counteracting
with glucose metabolism, nucleic acid and protein synthesis [36].
However, since similar U-shaped dose-response curve has been
observed with structurally disunct PARP inhibitors such as 3,4-
dihydro 5-[4-{1-piperidinyl) butoxy]-1{2H-soquinolinone {DPO)
in response to cerebral ischemia [532], it can be hypothesized that
high doses of PARP-1 inhibitors could impair DNA repair in the
per-infarcted area that otherwise would have been rescued.
“nally, a robust and important decrease of OX-42 and ED-1
staining was observed i 3-AB treated animals in the early phase of
ischemia, confirming that PARP-1 inhibiton & an efficient
approach for the modulation of local resident microglial activanon
and proliferaton.

One of the most striking finding of this work is that the
repression of microglial activanon and proliferadon in the acute
stage of ischemia is associated with a significant decrease in the
long term expression of neuronal plasticity proteins in the vicinity
of the lesioned area. Indeed, the expression of GAP-43 an
intracellular growth protein playing a role in sprouting, neuronal
pathfinding and branching [53] and the expression of synapto-
physin, an integral membrane protein of synaptic vesicles, widely

used as an Immunchistological marker for the determination of

synaptogenesis [34] were both significantly reduced in 3-AB
treated animals as compared to vehicle reated animals. Concern-
ing GAP-43 expression, 3-AB treatment induces a reduced
expression already significant at 8 d and at one month post-
ischemia whereas statstical differences were found for synapto-
physin expression at longer time pomis {15 and 30 d of ischerma)
between the two groups of animals. Thus, our results suggest that
limitng the early microghal activation i associated with a decrease
in neurite outgrowth and synaptogenesis that normally occurred
after brain injuries [44,55-57]. This raises the possibility that
microghal cells play an important role in the reorganization of the
tissue surrounding the lesioned area.

Among the neurcsupportive coupounds synthesized by microg-
lia, experimental evidences point out 1o BDNF as an appealing
candidate. In the past decade, BDNF has been nvolved i
learning, memory and neuroplastcity  [58,539]. In  addition,
exogenous treatment with BDNF or exposing animals to enriched
housing or exercise regimens, which also increases BDNE,
enhances behavioral recovery after brain mjury |33,60,61].
Moreover, blocking BDNF through antisense or immunoadhesin
chimera (TrkB-Ig(3) strategies negates exercice-induced cognitive
improvement after focal ischemia [62] or traumanc brain injury
3]. As assessed by ELISA, our study showed that photothrom-
botic ischemia is associated with a significant and robust increase
in BDNF production within the infarct zone at 4 h and 24 h of

December 2009 | Volume 4 | Issue 12 | eB101
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Figure 5. Time course of microglial/macrophages phagocytic activity after ischemia: effect of 3-AB treatment. Immunostaining for
phagocytic activity (microglia/macrophages) was performed using art-ED1 antibody at 4 h, 24 h, & d, 15 d and 30 d of photothrombotic ischemia.
Naote the absence of staining at 4 h in vehicle (A1-2) and 3-AB treated animals (B1-2). Rats treated with 3-AB (D1-2) showed a decrease in ED-1
staining at 24 has compared to vehicle treated animals (C1-2). At longer time points, no differences were observed between vehicle (E G, I) and 3-AB
treated animals (F, H, J). Photomicrographs are representative of 6 to 11 animals at each time point. Scale bar=200 pm in panels 1 and 40 pm in
paneks 2.

doi:10.1371/journal.pone 0008101 .g005

1schemia. This result 1 consistent with an early mcrease in BDNF approximately a third of microghial cells express BDNF after 24 b
levels in the hemisphere ipsilateral to a foral photothrombotic ot photothrombotic schemia. Concerning this partial BDNF
lesion in rats [64]. In addition, our immunchistological experi- expression, it can be hypothesized that among microghal cells
ments specify for the first dme afier a focal Bchemia, that populating the brain lesion, coexist several subpopulations with
iy
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Figure 6. Time course of GAP-43 expression after ischemia: effect of 3-AB treatment. Western blots were prepared after 8d, 15 d and
30d of ischemia from P1 (A) and P2 (B) samples. Representative immunoblots are shown and densitometric analysis was performed after
normalization of GAP-43 expression on f-actin levels. Photothrombotic ischemia induces an increase in GAP-43 expression from 8 d of ischemia in P1
and 15 d in P2, 3-AB treatment repressed GAP-43 expression in P1 at 30 d. In P2, the overall GAP-43 expression was lower in 3-AB treated animals but
a significant decrease was found at 8 d only. Values are expressed as means*=5.EM, and are representative of 5 to 6 animals, (7 P<20.05 vs ctrl (sham

operated animals);, *P-<0.05 vs vehide treated animals).
doi:10.1371/journal. pone 0008 101 .g006

opposite phenotypes. This hypothesis 5 conceivable regarding the
highly complex (ambralent) microghal response in damage
tormation, mflammation and repair after stroke. Following 3-AB
reatment, BDNF levels are significantly decreased by 30% and
microghial cells expressing BDNF hardly identified as compared to

as compared to the two-third decrease in microghal cells number
in 3-AB treared animals can be explained by the face that BDNF
remains expressed by neurons. Conaistently, our immunohistolog-
ical experiments reveal that both groups of ammmals exhibit a
similar BDNF staming n neurons. Such a neuronal expression of

vehicle treated animals. This only ~30% decrease m BDNF levels BDNF is in agreement with previous studies reporting that brain
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Figure 7. Time course of synaptophysin expression after ischemia: effect of 3-AB treatment. Western blots were prepared after8 d, 15 d
and 30 d of ischemia from P1 (A) and P2 (B} samples. Representative immunoblots are shown and densitometric analysis was performed after
normalization of syraptophysin expression on fl-actin levels. Photothrombotic ischemia induces an increase in synaptophysin expression in P1 after
15 d and 30 d of ischemia and in P2 after 30 d. 3-AB treatment abrogates synaptophysin induction in P1 after 15 d and 30 d of ischemia and in P2
after 30 d. Values are expressed as means*5.EM. and are representative of 5 to 6 animals. (¥ P<0.05 vs ctrl (sham operated animals); *P-<0.05 vs
vehicle treated animals).

doi:10.1371/journal. pone 0008 101.g007
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>

Figure 8. Time course of BDNF production after ischemia and

0 m Yehicle BDNF/OX-42 immunocolocalization: effect of 3-AB treatment.
— 3.A8 (A} Elisa measurements of BDMF production in P1 and P2 samples were
performed at 4 h, 24 h, 8 d, 15d and 30 d of ischemia. Photothrom-

cond i bosis induces a significant increase in BOMF production in both P1 and
P2 at 4 h and 24 h of schemia. Mote that the production was found
00 L maxmal in P1 at 24 h. Rats treated with 3-AB showed a significant
W reduction in BONF production in P1 at 4 h and 24 h of ischemia. Values

H are expressed as means=5.EM. and are representative of 5 to & animals,

# (" P<0,05 vs ctrl (sham operated animals) *P-<0.05 vs vehicle treated

animals). (B) Immunocolocalization for OX-42 and BMDF was performed

] = at 24 h of ischemia. Arrows show double-positive cells. Ischemia
il 1 1 _F induces expression of BONF in some OX-42 - positive cells. Rats treated

4 T with 3-AB showed an almost complete disappearance of double

LUl positive cells, (C) Immunocolocalization for NeuM and BDNF was
performed at 24 h of ischemia. Arrows show double-positive cells.

\ 1 Ischemia induces expression of BONF in neurons, Rats treated with 3-AB
L e N exhibited a similar codmmunostaining. Photomicrographs are repre-

BDMF concentration (pg/mg)

=) -]
SETY
| T
=®

ctrl 4h 24h d 15d 30d sentative of 6 to 11 animals. Scale bars =50 pm,
Time of ischemia

doi:10.137 1/journal pone.00081 01.g008

1schemia results in an early inducton of ths trophx factor as
evidenced by upregulation of BDNF mRNA or protein levels in
newrons within and around the lesion [R4-66].

Although not mvestgated directy here, BDNF producnon may
be coupled to GAP-43 and synaptophysin inductions i several

ajayap,

ways. Indeed, m a model of cervical axotomy, BDNF injection has
been reported to stimulate GAP-43 expression and consequently
axogenests and repair [67]. Moreover, a very recent study
performed on cortical colture using GAP-43 knockour animals
directly shows that GAP-43 is necessary 1o the neurotrophic effects
of BDNE [68]. In this study, GAP-43 was identified as a common
mediator of the plasoc regeneration etfect of BDIN F. At the syn apac
level, BDNF has been shown to be important for synaptogenesis and
to synapic ultra soructural composinon - developmg and adult
brain [35.69]. In addiion, treatment using statin that induces
BDNF up-regulation is hnked to an increase in synaptophysin

gv-¢

expression and to a significant improvement m functonal recovery
[533]. Consistently, blocking BDNF action abrogates exercice-
induced synaprophysin expression |[70]. Likewse, BDNF knockout
mice have a reduced level of synaprophysin in hippocampal
synaptosomes [71]. Finally, even though our study and others
suggest that BDNF isa preponderant compound in mediating post-
ischemic neuronal plasticity processes, it i Important to underline
that other molecules besides BDNF such as IGF-1 [22,24], GDNF
[72,73}, thrombospondins [74] or erythropoietin |75,76], which are

also produced by microghal cells, have been reported to promote
post=stroke plasticity events. Thus, it is Bkely that neuroplasticiry
processes are orchestrated by several compounds, BDNF being one
of these pro-neuroplastic factors.

In conclusion, the present findings imply a supportve role for

ajayap

microghal cells in the induction of newroplasic changes after
1schemia through the producoon of BDNF. Although mportant
has been made in the comprehension of microghal cells
, the idennfication of the mechansms that determine
1 accomplishing destructive or constructive role in the
5 a prerequisite m elaboraong future strategies that would
maintain and sustain the rophic support provided by microghal
cells. A wargeted protection of neurcsupportive microglial cells
could represent a novel and excinng approach o potentiate post-

g7t

stroke n |"l|[’l’]!'4‘f_'_'l‘tll'l'i'l[‘}‘-'l' FESPONSEs.
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C Résultats complémentaires

L’objectif du travail étant d’étudier I'impact d’eninhibition de la RI microgliale sur
les mécanismes de neuroplasticité induits par scteeimie, il était crucial que le traitement au
3-AB n’influence pas la taille de la Iésion. Enetffdans le cas contraire une variation de la
taille de la Iésion aurait mécaniquement entraime@variation de la Rl et de la neuroplasticité
associée a I'ischémie. C’est pour cela que le 3aA®é utilisé a la concentration de 90 mg/kg.
En effet, Couturieet al. (2003) ont montré que le 3-AB présentait une ceuflefficacité en
cloche et que l'effet neuroprotecteur du 3-AB dispssait au dela de 80 mg/kg. Afin de
mieux comprendre les méchanismes mis en jeu dapsria de I'effet neuroprotecteur du 3-
AB, nous avons cherché a caractériser la mortleeuau niveau de la Iésion a I'aide d’'une
double coloration au bleu de Toluidine et a la fich acide qui permet de différencier les
neurones en fonction de leur type de mort cellelainécrotique ou apoptotique (noyau
condensé, fragmenté ou corps apoptotique).
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Figure 23 : Différentes formes de mort neuronale et différents stades de mort apoptotique
(3-AB : 3-aminobenzamide)

Suite a I'ischémie cérébrale, environ 80 % degaoras sont morts selon un processus

nécrotique et 20 % sont engagés dans un processptque (Figure 23). On peut supposer
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gu’'avec un traitement au 3-AB, la diminution dectlgité de PARP-1 s’accompagne d’un
ralentissement de la baisse des stocks énergétigaegui favorise la survie cellulaire.
Cependant, si l'inhibition de PARP-1 est trop forley a un risque que le trop grand
ralentissement de la réparation des dommages a\N'AB devienne délétere pour la cellule.
Les neurones ne mourraient donc pas par déficitgétique mais entreraient alors dans un
processus apoptotique déclenché en réponse aux alpesrsubit par I'ADN. Il y aurait alors
perte de la neuroprotection avec passage d’'une mégrbtigue vers une mort apoptotique.
Toutefois, nos résultats ne semblent aller danseles de cette hypothese. En effet, si le
traitement au 3-AB a 90 mg/kg s’accompagne effeatient d’aucune modification
significative du volume de la |ésion, il n’entraipas non plus de variation dans la nature de
la mort neuronale (Figure 23). Les mécanismes gualit la forme en cloche de la courbe

d’efficacité du 3-AB d’'un point de vue neuroproat reste donc encore a clarifier.
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Il Seconde étude : Etude de I'expression du BDNF tal, du BDNF mature
et du pro-BDNF dans [I'hémisphere ipsilatéral et cotralatéral

accompagnant une ischémie.

Référence : Madinier A, Bertrand N, Mossiat C, Prigent-Tessir Marie C &
Garnier P (2011) Contralateral vs ipsilateral hginéses : Post-ischemic total, pro- and

mature BDNF expression(s). Article en préparation

A Résumé

1) Objectif de I'étude

Notre objectif a été de caractériser I'expressiompro-BDNF et du BDNF mature en
réponse a une ischémie cérébrale. Dans ce butatieent été soumis a une ischémie focale
permanente d'origine photothrombotique. Le tissiséléle cortex péri-lésionnel et
'hippocampe du coté ipsilatéral ainsi que les soéquivalentes du coté contralatéral a la
Iésion ont été prélevés a difféerents temps posigisique (4 h, 24 h, 8 j et 30 j).

L’évolution du taux de BDNF total a été évaluée gasage ELISA. Les cinétiques
d’expression du BDNF mature et du pro-BDNF ont éééerminées par Western blotting.
Finalement, I'origine cellulaire du BDNF a égaleméte étudiée par des colocalisations en

immunohistofluorescence.

2) Principaux résultats

Nos résultats révelent un certain nombre de diverge entre le dosage ELISA et le
Western blot. Cependant, d’'une maniére générale, aungmentation du pro-BDNF et du
BDNF mature ou du BDNF mature seul est observéetamps précoces (4 h) au niveau et
autour de la Iésion ainsi que dans le cortex ctatémal. Cette augmentation aurait pour but
d’initier la neuroplasticité post-ischémique. Aweau cortical, on observe une augmentation
du pro-BDNF seul a 24 h au sein de la lésion. Cattgmentation serait vraisemblablement
associée a la mort des neurones. Au niveau degblegmpe, on observe une augmentation du
BDNF mature ou du pro-BDNF au temps long (8 j ef)38ussi bien du coté ipsilatéral que
contralatéral. Une fois encore, cette expressiarvieésemblablement liée a I'induction de

mécanismes neuroplastiqgues. Finalement nos résul@&telent que les neurones ne
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constituent pas la source exclusive de BDNF enngpa@ l'ischémie, mais que les cellules
microgliales et les astrocytes participent égaldraesa synthese.

L'ensemble de ces données suggeérent une participdti BDNF dans la réponse a
l'ischémie, mais soulignent également l'importadoechoix de la technique utilisée afin
d'obtenir des résultats fiables.

B Publication
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ABSTRACT

The brain derived neurotrophic factor (BDNF) exerts pleiotropic effects during neuronal development
and in the adulthood. Beside, after brain insults BDNF has been shown to induce neuroprotection and
to play a central role in adaptive brain plasticity. However, like the other members of the neurotrophin
family, BDNF is produced as a pro-form that can be processed to mature BDNF form which both
mediate ambivalent actions. Indeed, while pro-BDNF through p75"'" activation has been shown to
induce apoptosis, mature BDNF interaction with trkB predominantly supports neuronal survival and
induces neuroplastic events. In this context, the objective of our study was to investigate the proper
effect of cerebral ischemia on the long term (up to one month) expression of total, pro- and mature
BDNF and to assess the contribution of neuronal and non neuronal cells in stroke-induced BDNF
expression. Experiments were conducted in rats subjected to cortical photothrombotic ischemia. Total
BDNF expression was assessed by ELISA while discrimination of both pro- and mature BDNF
expression was studied by Western blotting in cortical and hippocampal areas of both hemispheres.
Our results show that total, pro- and mature BDNF expressions are augmented in the early times (4-
24h) of ischemia within the lesioned, the surrounding non lesioned and the contralateral cortical areas.
At longer time points, total BDNF was still increased at 8d in regions distant from the lesion
(hippocampi and contralateral cortex) while pro- and mature forms rise between 8d to 30d in
hippocampic territories only. In term of cellular distribution, BDNF immunoreactivity was found in
neurons but also in non neuronal cells ipsilaterally whereas in the opposite side BDNF staining was
restricted to neurons. Our data while raising the question of the pertinence of total BDNF expression in
a context of studying its supportive potential action indicate that such assessment has to be coupled
with the discrimination of both forms. In addition, our data confirm the important role of BDNF in post-
stroke adaptive mechanisms and argue in favour of an important contribution of the hippocampal
territory and of the contralateral hemisphere in BDNF related post-stroke neuronal circuit remodelling
suggesting that strategies targeting this hemisphere are likely to mediate functional compensation.
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INTRODUCTION

Among the neurotrophin family, the brain
derived neurotrophic factor (BDNF), originally
discovered in 1982 (Barbe et al., 1982) is one of
the growth factor that has emerged as a major
candidate of interest. Indeed, beside its
implication in survival and differentiation
functions during the development of mammalian
nervous system, BDNF exerts potent effects
during the adulthood. Thus, it has been reported

to be involved in neuronal survival and
maintenance, neurogenesis, modulating
dendritic  branching and dendritic spine

morphology (Horch et al., 2002; Tanaka et al.,
2008) and in activity-dependent synaptic
modifications that enable neuronal network to
develop suitable connections required for
learning and memory formation (Horch et al.,
1999; McAllister et al., 1995; Patterson et al.,
1996). In addition, after brain insults, BDNF has
been shown to induce neuroprotection (Li et al.,
2010; Zhang et al.,, 2001) and to be a crucial
signalling molecule for adaptive brain plasticity.
Interventions that increase functional recovery
following cerebral ischemia are frequently linked
to an upregulation of BDNF levels (Chen et al.,
2005a; Kim et al., 2005; Vaynman et al., 2004)
whereas lowering its production or blocking its
effect after stroke attenuates neuroplastic
changes and functional recovery induced either
spontaneously or by rehabilitation (Chen et al.,
2005b; Madinier et al., 2009; Ploughman et al.,
20009).

BDNF, like the other members of the
neurotrophin family is produced as a pro-isoform
that can be processed intra- or extra-cellularly to
“mature” BDNF form. Indeed, pro-BDNF can be
cleaved within the endoplasmic reticulum by
furin or in regulated secretory vesicles by protein
convertase 1 whereas, in the extracellular milieu,
this cleavage is achieved by plasmin and some
metalloproteinases (review in Lu et al., 2005).
Although “mature” BDNF has been considered
for a long time as the unique biologically active
form, more recently, several studies have
suggested that pro-BDNF can also act as a
ligand (Lee et al., 2001; Teng et al., 2005; Woo
et al., 2005). Indeed, while “mature” BDNF binds
with greatest affinity to tropomyosin-related
kinase B (trkB) receptor, it has been reported
that pro-BDNF binds with a higher affinity to pan-
neurotrophin receptor p75NTR (Lee et al., 2001,
Squinto et al., 1991). These different receptor
affinities are important since it has been shown
that interaction of mature BDNF with trkB
receptor predominantly supports neuronal
survival (for review Huang & Reichardt, 2003)
and mediates long term potentiation (LTP) at
synapses (for review Pang & Lu, 2004) while
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p75"™"  activation results in pro-apoptotic
signalling (Lee et al., 2001) and elicits at the
synaptic level long term depression (LTD)
(Rosch et al.,, 2005). Albeit the relevance and
even the existence of a pro-BDNF with biological
actions are still matter of vigorous debates
(Barker, 2009), it seems that there are two forms
of extracellular BDNF that may activate distinct
receptors to mediate divergent neuronal actions.

Despite the central role of BDNF in both
neuroprotection and recovery after stroke,
available studies investigating BDNF expression
after cerebral ischemia mainly focused on mRNA
expression (Cormelli et al., 1992; Hsu et al.,
1993; Rickhag et al.,, 2007) or total protein
expression in brain regions collected either at the
lesion site or around the lesion following stroke
(Madinier et al., 2009; Sulejczak et al., 2007). In
addition, even though there are a few studies
that have made distinction between the two
BDNF forms (Alboni et al., 2011; Tognoli et al.,
2010), these works have been performed in
condition of stress-induced alterations of brain
function (Tognoli et al., 2010) or of physiological
aging in rodents (Obiang et al., 2011). Beside, to
the best of our knowledge, studies investigating
the proper effect of cerebral ischemia on both
BDNF forms expressed are lacking. Regarding
the divergent effects mediated by the two forms
of BDNF on neuronal outcome, the objective of
our study was therefore to investigate the long
term expression (up to one month) of both pro-
and mature forms of BDNF in rats subjected to
photothrombotic cortical stroke. This
assessment, realized by Western blotting using a
new commercially available monoclonal rabbit
antibody was performed in the infarcted cortical
area, the surrounding non infarcted area and the
hippocampi of both lesioned and non lesioned
hemispheres. The discrimination of the two
BDNF forms expressed after permanent focal
ischemia was coupled to total BDNF
measurement assessed by ELISA. In parallel,
the contribution of neuronal and non neuronal
cells in stroke-induced BDNF expression was
also achieved.

MATERIALS AND METHODS

1. Reagents

Acrylamide and bis-acrylamide, sodium
dodecylsulfate (SDS) and tween-20 were
obtained from Bio-Rad (Ivry sur Seine, France).
The polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes
were purchased from GE Healthcare (Orsay,
France). All other reagents were purchased from
Sigma-Aldrich except where otherwise noted.
The rabbit polyclonal antibody raised against
BDNF (AB1779SP) and the mouse monoclonal
antibody recognizing NeuN (MAB377) were
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purchased from Chemicon (Millipore, Molsheim,
France). The mouse monoclonal anti-CD11b
(OX-42) that recognizes type 3 complement
receptors of activated macrophage/microglia
(MCA 275R) and the mouse monoclonal
antibody raised against GFAP (G3893) for
astrocytes characterization were obtained
respectively from AbD Serotec (Darmstadt,
Germany) and Sigma (Saint Quentin-Fallavier,
France), respectively. Finally, the rabbit
monoclonal antibody raised against BDNF (clone
EPR 1292, ref 3160-1) was purchased from
Epitomics. For secondary antibodies, the Alexa
Fluor 488- and 568-conjugated anti-rabbit and -
mouse antibodies were purchased from
Molecular probes and the horseradish
peroxidase-conjugated anti-rabbit and -mouse
antibodies were obtained from Jackson
ImmunoResearch Laboratories.

2. Ischemic stroke model

The experiments were carried out on 56
male Wistar rats (290-310g; Depré, Saint-
Doulchard, France) and were conducted
according to the French Department of
Agriculture guidelines (license no. 21CAE035).
The animals were housed five per cage and kept
under 12/12h light/dark cycle and allowed ad
libitum access to food and water.

Rats were subjected to a permanent
focal ischemia induced by photothrombotic
cortical occlusion as previously described [ref].
Briefly, anesthesia was induced by i.p. injection
of chloral hydrate (400 mg/kg). Then,
anesthetized rats were infused for 20s with the
photosensitizer dye rose bengal (20 mg/kg, i.v.)
and a laser beam was focused with an optic fiber
(I mm internal diameter, emerging power
90 mW) through the skull on the right
hemisphere (1 mm posterior and 3 mm lateral
relative to the bregma). The laser system is a
diode-pumped solid-state laser (LCS-DLT-312,
Opton Laser International, Orsay, France)
working at 532 nm. The skull was irradiated for
5 min, the irradiation beginning 30 s before the
dye injection. The animals were euthanized 4h,
24h, 8d and 30d following ischemia.

3. Experimental groups

The first set of animal groups was
designed for the assessment of the post-
ischemic total BDNF levels by ELISA as well as
the pro- and mature BDNF expressions by
Western blotting in the different cortical and
hippocampal samples (see §4).

The second set of animal groups was
performed to realize the cellular localization of
BDNF by a double immunohistofluorescence on
frozen fixed coronal brain sections (see 85).

All the measurements were made on 4h-,
24h-, 8d- and 30d-ischemic rats and on non-
ischemic rats.

4. Cortical and hippocampal tissue sampling and
preparation of protein extracts

Anesthetized animals (400 mg/kg; chloral
hydrate; i.p.) were transcardially perfused with
saline to flush out blood from cerebral
vasculature and then brains were removed. The
ipsi- and contralateral cortices and hippocampi
were quickly dissected. The hippocampi were
immediately weighted and frozen while the
cortices were spread on glass slide at 0C for
further sampling. Two concentric samples of
ipsilateral cortical tissue (P1, P2) were punched
with increasing internal diameter (4.6 and
9.5 mm) as previously described (Madinier et al.,
2009). On the basis of the previous histological
study of the ischemic lesion (Van Hoecke et al.,
2005), its maximal size is reached at 24 h post-
ictus and therefore, P1 corresponded at this time
to infarcted tissue only. At other post-ictus times,
P1 corresponded to a mixed of infarcted and non
infarcted tissue while the surrounding rim P2
corresponded to unlesioned tissue whatever the
time point considered. In the contralateral cortex,
homotopic cortical samples were realized by
using the larger punch so that the contralateral
cortical samples correspond to a pooled P1+P2
tissue sample. All the cerebral samples were
stored at -80C until further use.

To assess the total BDNF levels by
ELISA and the expression of the different
isoforms of BDNF by Western blotting, the
different  cerebral samples were first
homogenized in seven volumes of lysis buffer [bi-
distilled water containing 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 1 mM EGTA, 10% glycerol, 1% triton X-
100, 1% protease inhibitor (Sigma P8340)].
Then, the total protein extracts were sonicated
and centrifuged at 10,000xg for 20 min. An
aliquot of the supernatant was kept for BCA
protein measurement and the remaining protein
extracts were stored at -80C.

5. Immunoblot analysis

Equal amounts of proteins were
dissolved in Laemmli solution (62.5 mM Tris—HCI
(pH 6.8), 2% SDS, 10% glycerol, 0.001%
bromophenol blue) with 2-mercaptoethanol 5%
and were heated at 85C for 10 min. Proteins
were separated on 16% SDS—polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) according to (1970).
Proteins were electrophoretically transferred onto
PVDF membrane (0.2 um pore size) in cold
transfer buffer [10 mM NaHCO;3;, 3 mM Na,COs;
(pH 9.9) and 20% methanol]. The membranes
were incubated for 1h at room temperature in 5%
non-fat dry milk in TBS [20 mM Tris—HCI (pH 7.6)
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and 137 mM NacCl] containing 0.1% Tween 20 to
block unspecific binding. They were then
washed, incubated overnight at 4C with the
primary rabbit monoclonal anti-BDNF antibody
(1/2000) that detects precursor (proBDNF
32kDa), truncated (28kDa) and mature
(matBDNF, 14kDa) isoforms of BDNF. The
membranes were washed with TBS-0.1% Tween
20 and then incubated for 90 min with the
secondary antibody (horseradish peroxidase
(HRP)-conjugated anti-rabbit 1gG (1/80000).
Protein—antibody complexes were visualized
using the enhanced chemiluminescence
Western blotting detection system according to
the manufacturer's protocol (GE Healthcare,
Orsay, France). The membranes were stripped
and probed with an anti-B-actin antibody (1/5000
; Sigma A5441) used as internal control. Pro-
BDNF, mature BDNF and B-actin band densities
were determined by scanning densitometry
(Vilbert-Lourmat, Marne la Vallée, France). A
computer-based imaging system (Scion, NIH
software, Bethesda, USA) was used to measure
the relative optical density (expressed as
arbitrary units) of each specific band. Data were
expressed as percentage of increase as
compared to control values.

6. Total BDNF levels measurement

Total cortical and hippocampal levels of
BDNF were determined with a commercial
sandwich ELISA kit (Chemikine, Chemicon,
Molsheim, France) according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, after dilution
in the homogenization buffer (1/10, vlv, see
above for its composition), 50 ul of each cerebral
sample were incubated overnight in pre-coated
microplates. They were then incubated with
biotinylated anti-BDNF antibody followed by
HRP-streptavidin. The oxidation of the enzyme
substrate in the presence of the chromogen
3,3,5,5" tetramethylbenzidine (TMB) was
measured at 450 nm using a plate reader
(Vector-3 1420 Multilabe, Perkin  Elmer,
Waltham, USA). All assays were performed in
triplicate. Total BDNF levels (pg/mg of proteins)
were expressed as percentage of increase as
compared to control values.

7. Immunohistofluorescence

The second set of animals were
anaesthetized with chloral hydrate (400 mg/kg,
i.p.) and the brains were washed by transcardiac
perfusion with saline and further perfused with
4% paraformaldehyde solution in 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.5). The removed brains
were postfixed in the same fixative for 1h and
transferred for 48h in a 20% sucrose solution in
PBS. They were then frozen in isopentane at
- 45T and stored at — 80C. Multiple sections
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(20-um thick, starting +2 mm to bregma and
extending back to -3 mm to bregma) were cut in
a cryostat (HMSSO, Microm, Francheville,
France) at -20C , collected on SuperFrost Plus
slides, and stored at -80C.

All brain sections from different animal
groups were simultaneously run to ensure
identical staining conditions. After rinsing in PBS
(pH 7.4), the sections were treated 10 min with
proteinase K (10 pg/ml) at room temperature
(RT) for antigen retrieval and incubated for 2h in
PBS containing 10% goat serum (GS) and 0.3%
Tween 20 in order to block the non-specific
binding sites. Thereafter, the sections were
incubated for 3d at 4C in the same medium
containing the rabbit polyclonal antibody
recognizing BDNF (1:100) in the presence of
monoclonal antibodies recognizing either OX-42
(1:100), GFAP (1:500) or NeuN (1:500) in order
to locate BDNF expression in
microglia/macrophages, astrocytes and neurons,
respectively. After three washes for 10 min in
PBS, antibody visualization was achieved by the
incubation for 3h (RT) with Alexa 488-conjugated
anti-mouse and/or Alexa 568-conjugated anti-
rabbit 1gGs (1:1500). Negative controls were
prepared by omitting the primary antibodies. The
sections were then coverslipped with a
fluorescent mounting medium and observed with
an epifluorescent microscope (Eclipse E600,
Nikon). BDNF expression in the different cerebral
cells was graded on a following scale : (0) no
expression; (+) mild expression; (++) moderate
expression; (+++) high expression by two
persons blinded to the experimental conditions.

8. Statistical analysis

All values were expressed as means *
S.E.M. of n rats (5-7 animals in each group).
Comparisons among groups of rats were made
using non-parametric  Kruskal-Wallis  test
followed by Mann-Whitney for independent
variables. Statistical significance was set at
P <0.05.

RESULTS

1. - Effect of photothrombotic ischemia on
BDNF expression

BDNF expression measurements were
performed 4h, 24h, 8d and 30d after the onset of
ischemia in the lesioned (P1), the surrounding
non lesioned cortical (P2) areas and in the
hippocampus in the ipsilateral hemisphere. In the
contralateral hemisphere, BDNF analysis was
realized at the same times in the homotopic
cortical area and in the hippocampus (Fig. 1 and
2). In these different brain regions, total BDNF
expression performed by ELISA was coupled to
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Figure 1 : Time course of BDNF production in response to photothrombotic cortical ischemia in different ipsilateral cerebral
areas : lesioned cortex P1 (A), perilesioned cortex P2 (B) and hippocampus (C). For each area, the total BDNF was assessed
by ELISA (a) and expression of both pro- and mature BDNF was analysed by Western blotting (b). Representative immunoblots
are shown and densitometric analysis was performed after normalisation on -actin levels. The analysis was performed 4h, 24h,
8d and 30d after ischemia. Values are expressed as mean + S.E.M. and are representative of 5 to 7 animals (*P<0.05 vs ctrl
(sham operated animals)).
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the analysis of both pro- and mature BDNF
expression as assessed by Western blotting.

1.1.-Ipsilateral hemisphere (Fig 1)
Lesioned cortical area (P1)
In the lesioned cortical area, Elisa assessment of
total BDNF expression  showed  that
photothrombotic ischemia induces a rapid and
robust increase in total BDNF production (Fig.
1A,). As compared to control levels, post-
ischemic total BDNF production increased
significantly by 61% at 4h and by 197% at 24h.
After 8 days of ischemia, the level of total BDNF
in this brain region returned to control values.
Regarding both pro- and mature BDNF
forms, our data revealed that photothrombotic
ischemia induces an increase in the two forms in
the early times of ischemia (4-24h) as compared
to the control values (Fig. 1Ay). Indeed, pro-
BDNF was increased by 85% at 4h and by 57%
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at 24h post-ictus whereas mature BDNF was
significantly augmented by 128% at 4h only. At
longer time points, both pro- and mature BDNF
expressions were no longer significantly
increased as compared to the control values. In
the contrary, mature BDNF showed a significant
decrease at 8d and 30d in this lesioned tissue
(Fig. 1Ay).

Surrounding non lesioned cortical area (P2)

In the surrounding non lesioned cortical area, our
data revealed that ischemia induces a rise in
total BDNF production as compared to the
control values (Fig. 1B,). Although less
important, the pattern of total BDNF expression
revealed similar variations to those observed in
the lesioned cortical area with a significant
increase at 4h and 24h post-ictus (53% and
76%, respectively).
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Figure 2 : Time course of BDNF production in response to photothrombotic cortical ischemia in different contralateral cerebral
areas : P1+P2 homotopic cortical areas (A) and hippocampus (B). For each area, the total BDNF was assessed by ELISA (a)
and expression of both pro- and mature BDNF was analysed by Western blotting (b). Representative immunoblots are shown
and densitometric analysis was performed after normalisation on B-actin levels. The analysis was performed 4h, 24h, 8d and
30d after ischemia. Values are expressed as mean = S.E.M. and are representative of 5 to 7 animals (*P<0.05 vs ctrl (sham

operated animals)).
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As shown in the figure 1By, the analysis of both
pro- and mature BDNF expression indicated that
in the surrounding non lesioned area, ischemia
induces a significant and early increase in
mature BDNF expression at 4h post-ictus (97%).
Concerning the pro-BDNF form, no variations
were observed and thus, whatever the time point
considered.

Hippocampal area

As shown in figure 1C,, total BDNF expression
analysis revealed that photothrombotic ischemia
led to an increase in BDNF production at 24h
and 8d post-ictus (42% and 79%, respectively) in
the hippocampus as compared to the control
values.

Concerning the pro- and mature BDNF
expressions, our results showed a significant
rise in pro-BDNF expression at 8d (55%)
whereas the mature form was found augmented
at 30d (56%) as compared to control values.

1.2.-Contralateral hemisphere (Fig. 2)

contralateral
cortex

ipsilateral
cortex

4h

24h

8d

30d

Figure 3 Immunolocalization of BDNF in

neurons

Cortical area (P1+P2)

The Elisa assessment of total cortical BDNF
levels revealed that cerebral ischemia is
associated with a slight and steady increase in
BDNF expression which reaches significance
only at 4h (24%) and 8d (32%) post-ictus (Fig.
2A,).

As shown in figure 2A,, the expressions of both
pro- and mature BDNF were increased only at 4h
by 84% and 75%, respectively.

Hippocampal area

In the contralateral hippocampus, total BDNF
expression was significantly enhanced only at 8d
post- ischemia (27%) as compared to control
values (Fig. 2B,). Concerning pro- and mature
BDNF expression, our data indicated that both
forms were significantly increased at 8d (61%
and 72%, respectively) whereas at 30d, only the
mature BDNF exhibited a significant increased
expression (46%) (Fig. 2By).

contralateral
hippocampus

ipsilateral
hippocampus

following photothrombotic cortical ischemia. Double

immunohistofluorescence for BDNF (red) and NeuN (neuronal marker, green) were performed on brain sections 4h, 24h, 8d and
30d after ischemia. Representative pictures of 5 to 7 animals are shown. Scale bar : 50 um.

133



Résultats et Discussion

2.-Effect of photothrombotic ischemia on
BDNF immunoreactivity

In order to characterize the implication of the
different brain cells in BDNF expression,
immunohistofluorescence for BDNF coupled to
NeuN (neurons) or OX-42
(microglia/macrophages) or GFAP (astrocytes)
were performed at 4h, 24h, 8d and 30d post-
ictus. The pattern of BDNF cellular localization
and expression intensity are summarized in
Table 1.

2.1.-Ipsilateral hemisphere

Cortical areas

As shown in figures 3, 4 and 5, colocalization
experiments indicated that in the cortical area,
neurons and microglia exhibited BDNF
immunoreactivity (BDNF-IR). At 4h, neuronal
staining for BDNF was localized inside the
lesioned area while at longer time points (24h

ipsilateral

cortex
) - )
h - B
) - )
- - -

Figure 4 : Immunolocalization of BDNF in microglia
following photothrombotic cortical ischemia. Double
immunohistofluorescence for BDNF (red) and Ox-42
(microglial marker, green) were performed on brain
sections 4h, 24h, 8d and 30d after ischemia.
Representative pictures of 5 to 7 animals are shown. Scale
bar : 50 um.
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and 8d), most of the staining was restricted to
neurons in the surrounding non lesioned cortical
region. At these time points, only a few remaining
neurons exhibited BDNF-IR within the lesioned
cortical area.

Concerning BDNF-IR in microglia (Fig. 4)
colocalization experiments indicated that BDNF
was expressed in OX-42-positive cells located in
the lesioned tissue at 24h post-ictus only.
However, this colocalization was only partial
since only about a third of microglia expressed
BDNF as previously described (Madinier et al.,
2009). At longer time points, OX-42 positive cells
populating the lesioned area were all BDNF-
negative.

Finally, BDNF-IR was detected at 30d post-ictus
in astrocytes emerging from the subcortical white
matter (corpus callosum) at the base of the
cortical lesion (Fig. 5).

ipsilateral
cortex

ipsilateral
hippocampus

Figure 5 : Immunolocalization of BDNF in astrocytes
following photothrombotic cortical ischemia. Double
immunohistofluorescence for BDNF (red) and GFAP
(astrocytic marker, green) were performed on brain
sections 4h, 24h, 8d and 30d after ischemia.
Representative pictures of 5 to 7 animals are shown. Scale
bar : 50 um.
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Table 1 : Semi-quantification of cellular BDNF expression.

Neurons
Cortex Hippocampus
Ipsi Contra Ipsi Contra
Ctrl = = + +
4h + - ++ +
24h +++ ++ +++ ++
8d + - +++ +++
30d = = + +
Microglia
Cortex Hippocampus
Ipsi Contra Ipsi Contra
Ctrl 0 0 0 0
4h - 0 0 0
24h ++ 0 0 0
8d - 0 0 0
30d - 0 0 0
Astrocytes
Cortex Hippocampus
Ipsi Contra Ipsi Contra
Ctrl = = = =
4h - - - -
24h - - + -
8d - - - -
30d ++ - - -

BDNF staining before and after (4h, 24h, 8d and 30d) photothrombotic cerebral ischemia in neurons, microglia and astrocytes.
(0) no cells, (-) no, (+) mild, (++) moderate, (+++) intense BDNF staining (contra: contralateral, ipsi: ipsilateral).

Hippocampal area

In the hippocampus ipsilateral to the lesion,
BDNF-IR mainly originates from neurons at 24h
and 8d of ischemia since only a few astrocytes
were found BDNF positive at 24h post-ictus (Fig.
3 and 4). Colocalization experiments indicated
that BDNF expressing neurons and astrocytes
were located mainly in the subiculum and at the
vicinity of CA; in the corpus callosum,
respectively.

2.2.-Contralateral hemisphere

In this hemisphere, BDNF-IR was restricted to
neurons only. Colocalization experiments
showed that in the cortical area, some neurons
exhibited BDNF staining at 24h post-ictus.

In the hippocampus, neurons of the CA; layer
exhibited BDNF staining from 24h to 30d with a
maximal intensity observed at 8d post-ictus.

DISCUSSION

Our study reveals that photothrombotic ischemia
is associated with an early transient increase in

total, pro- and mature BDNF expression in the
lesioned cortical area whereas in the surrounding
non lesioned area, total BDNF level and mature
BDNF expression only were found augmented.
According to  our  immunohistochemistry
experiments, these expressions were attributable
in these brain regions to neurons and/or
microglia. In addition, a BDNF expression was
visible in astrocytes at 30d post-ictus. In the
hippocampal territory, cerebral ischemia induces
a moderate and delayed increase in total, pro-
and mature BDNF expression originating mostly
from neurons and also astrocytes as compared
to the cortical territories. Interestingly, in the
contralateral hemisphere, mild but persistent rise
in the different forms of BDNF attributable to
neurons only were also observed.

Beside its role in supporting neuronal survival
and function during development and in the
adulthood, BDNF has been reported to exert
several potent beneficial effects after an
ischemic insult. Indeed, BDNF has been
identified as a key molecule in promoting
neuroprotection (Schabitz et al.,, 1997; Wu,
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2005), angiogenesis (Kermani & Hempstead,
2007), neurogenesis (Keiner et al.,, 2009;
Schabitz et al., 2007) and synaptic plasticity
(Waterhouse & Xu, 2009). Several studies have
shown that BDNF delivery after focal ischemia is
associated with a decrease in neuronal death
(Ferrer et al., 2001; Han et al., 2011; Schabitz et
al., 1997; Yamashita et al., 1997) whereas the
blockade of endogenous BDNF activity has been
reported to exacerbate post-ischemic
neurodegeneration (Larsson et al., 1997). In the
line with these studies, our results reporting an
increase in total BDNF in the cortical areas of
the ipsilateral hemisphere point out the important
role of this neurotrophin in the endogenous
mechanisms developed by brain cells in order to
cope with post-stroke neuronal death. In addition
to this crucial role in neuroprotection, different
works have been designated to explore BDNF
impact on more prolonged and delayed
mechanisms such as post-stroke adaptative
brain plasticity. In these studies, improvement of
functional recovery is most often associated with
augmented BDNF levels in perilesional areas
(Chen et al., 2005b; Kim et al., 2005; Vaynman
et al, 2004). Conversely, attenuating BDNF
levels or its effects following cerebral ischemia
negates recovery of function induced by
rehabilitation (Chen et al., 2005a; Ploughman et
al., 2009). In agreement with works showing
increases in BDNF levels in brain regions
collected at the infarct and peri-infarct level after
stroke (Kokaia et al., 1998; Madinier et al., 2009;
Sulejczak et al., 2007), our results show that
photothrombotic ischemia is associated with an
early and transient increase in total BDNF level
in lesioned and in the surrounding non lesioned
cortical areas. These results are consistent with
the important role of BDNF in spontaneous
recovery after stroke since using the same
model, it has been reported that a decrease in
early BDNF synthesis was able to reduce long-
term  post-ischemic  neuroplastic  changes
(Madinier et al., 2009). Our data also reveal that
in the hippocampus, a region distant from the
insult, total BDNF was also augmented although
this increase was more delayed (24h-8d).
According to the fact that cerebral ischemia
induces neurogenesis in the subgranular zone of
the dentate gyrus (Lichtenwalner & Parent,
2006) and to the participation of BDNF in this
process (Katoh-Semba et al., 2002), our results
showing a delayed and sustained increase in
total BDNF provide a further argument in favor of
a crucial role of the hippocampus in post-stroke
brain plasticity. In addition, in line with an
important role of the contralateral hemisphere in
recovery process, our study reveals that
photothrombotic ischemia induces changes in
total BDNF expression in the contralateral
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hemisphere although the increase was found
more moderate as compared to the lesioned
hemisphere. These results are consistent with
studies showing an enhanced BDNF production
in areas opposite to the lesion site characterized
by an increase in BDNF mRNA or in the protein
expression in the contralateral hippocampus
after focal brain ischemia (Arai et al., 1996;
Kokaia et al., 1995; Kim et al., 2005). Moreover,
since BDNF expression has been shown to be
increased significantly by manipulations that
stimulate neuronal activity (Lindholm et al., 1994;
Loudes et al., 1999), BDNF enhancement in the
contralateral hemisphere is consistent with data
showing a post-stroke increase in brain activity of
this hemisphere (Takatsuru et al., 2009).

In situ hybridization experiments on
animal models of stroke have reported that
genes encoding BDNF are specifically induced in
neurons (Comelli et al.,, 1992; Kokaia et al.,
1995; Rickhag et al., 2007; Zhao et al., 2000)
suggesting that these cells represent the
preponderant source of BDNF after stroke.
However, these studies focus on the acute stage
of stroke, and therefore miss the opportunity to
detect BDNF mRNA in activated glial cells, which
however have been shown to express BDNF
(Komitova et al., 2006; Madinier et al., 2009;
Sato et al.,, 2009; Sulejczak et al., 2007). The
present study, demonstrating the implication of
microglia and astrocytes in stroke-induced BDNF
neosynthesis, identifies these cells as potential
targets of strategies aiming at improving
recovery after stroke. Accordingly, decreases in
perilesional BDNF levels by abrogation of early
microglial  activation reduces neuroplastic
changes (Madinier et al., 2009), suggesting that
a targeted protection of early activated microglial
cells could represent an original option to
potentiate post-stroke neuroregenerative
responses. In addition, in line with astrocytes as
a cellular target of therapeutic interventions after
stroke, there is increasing evidences showing
that reactive astrocytes through the release of
growth factors and related molecule have the
potential to remodel neuronal circuitry in the
damaged brain (Sofroniew & Vinters, 2010).

The distinction between pro- and mature
BDNF expression has been made in conditions
of stress-induced alterations of brain function
(Tognoli et al., 2010) or of physiological aging in
rodents (Obiang et al., 2011) and in several in
vitro studies (Koshimizu et al.,, 2010; Mowla et
al., 2001). On the other hand, studies designed
to investigate the proper effect of cerebral
ischemia on the expression of the two BDNF
forms are lacking. As stated in the Introduction,
this distinction is important since pro-BDNF
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biological effects can be opposite to those of
mature form. Indeed, although p75NTR can
contribute to an increase in neurotrophin affinity
and specificity with trkB (Ceni et al., 2010), pro-
BDNF through P75"™® receptor activation has
been shown to represent a signal leading to
apoptosis in neurons (Koshimizu et al., 2009;
Teng et al., 2005) and in a variety of systems (Lu
et al.,, 2005). On the contrary, mature BDNF
activation of trkB receptors triggers several
mechanisms coping with neuronal death (Li et
al., 2010) and has been designated to play a
central role in many therapeutic rehabilitation
interventions (Chen et al., 2005b; Vaynman et
al., 2004). Consistently, our results show that in
the ipsilateral hemisphere, total BDNF increase
is associated with a rise in the expression of
both forms at 4h and only the pro-BDNF at 24h
in the lesioned cortical area whereas in the non
lesioned cortical region, the total BDNF
expression is accompanied by an increase in the
mature form only. The rise in pro-BDNF
expression in the lesion is coherent with the
important apoptotic cell death observed at 24h
after photothrombotic ischemia (Van Hoecke et
al., 2005) while in the non lesioned cortical
region, the presence of mature BDNF could
facilitate the induction of synaptic plasticity
resulting in long lasting changes in the neuronal
network of adjacent cortical area as already
reported (Carmichael et al., 2003; Madinier et
al., 2009). Moreover, mature BDNF expression
was found significantly decreased at 8d and 30d.
These findings can be related to the important
neuronal loss induced by photothrombosis and
suggest that the mature BDNF level could
represent an index of neuronal density. In the
hippocampal territory of the lesioned
hemisphere, our results show that pro-BDNF is
increased at 8d while the mature form is
significantly enhanced at 30d only. According to
the importance of this brain structure in the
production of BDNF (Cowansage et al.,, 2010)
and in BDNF-related plasticity events (Pang &
Lu, 2004; Vaynman et al., 2004) as stated
above, it can be hypothesized that in this non
lesioned area, a rise in pro-BDNF could be the
reflect of an increased gene expression aiming
at enhancing mature BDNF levels. This
assertion is conceivable in regard of the mature
form expression that reaches significance at
30d. Similarly, in the non lesioned hemisphere,
our results reveal that variations of both pro- and
mature BDNF occurred. Indeed, both forms are
expressed at 4h in the cortical area homotopic to
the lesion while the expressions of pro- and
mature are both statistically augmented at 8d in
the hippocampus. This latter exhibits a rise in the
mature form at 30d as well. In a similar
reasoning, we may postulate that pro-BDNF in

this hemisphere will be processed into mature
form as a consequence of an increasing
neuronal activity of the non lesioned hemisphere
(Kreisel et al., 2005).

Even though our data obtained by ELISA
and Western blotting techniques exhibit a quite
similar pattern for most of the time points, it is
worthwhile to indicate that some of them present
on the contrary some disturbing discrepancies.
For instance, Elisa analysis in the surrounding
non lesioned area of the ipsilateral hemisphere
reveals an increase in total BDNF expression
whereas concerning our Western blotting data,
no statistical increases were observed at this
time point and thus whatever the form of BDNF
expressed considered. Conversely, expression
of mature BDNF assessed by Western blotting
has been found statistically enhanced at 30d in
the hippocampus of both hemispheres without
any detectable total BDNF increase when
analysed by enzyme immunoassay. Although
difficult to explain, these divergences of results
might be attributable to differences in term of
antibodies  specificity  and/or  techniques
sensitivity. Whatever the reasons, these results
underline the requirement in the development of
suitable  techniques such as enzyme
immunoassay or immunohistochemistry that
would allow to easily distinguish between pro-
and mature BDNF and to determine their
respective proportions.

In conclusion, our data raise the question
of the pertinence of total BDNF measurements
alone and strongly indicate that such
assessments have to be coupled with techniques
allowing the discrimination of both pro- and
mature BDNF. Beside, development of new
methodological tools would be essential to
improve the understanding of the mechanisms
regulating BDNF expression and its subsequent
conversion from pro- to mature form. In addition,
our results confirm the important role of BDNF in
the induction of adaptive mechanisms and argue
in favour of a positive contribution of the
hippocampal territory and of the contralateral
hemisphere in BDNF related post-stroke
neuronal circuit remodelling suggesting that
strategy of rehabilitation targeting this
hemisphere are likely to mediate functional
compensation.
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Ce travail avait pour objectif de mieux caractérit® réponse microgliale post-
ischémique et de comprendre dans quelle mesureetlaies pouvaient étre impliquées dans
I'induction de changements neuroplastiques. Paewinholécules potentiellement capables
d’'induire de tels changements, le BDNF a émergénoeran candidat potentiel au vu des
nombreuses études démontrant son implication agenprbcessus neuroplastiques (Bessis
al., 2007 ; Schabitet al, 2007 ; Mattson, 2008). Dans un deuxieme tempmédtabolisme
complexe de cette neurotrophine a travers I'exctetle deux formes, pro- et mature, aux
effets biologiques opposés (let al, 2005), nous a conduit a nous intéresser aux SIOES
totale ainsi que des formes pro- et mature du B2NFéponse a une ischémie cérébrale
induite par photothrombose.

En dépit de progrés notables dans la compréhentgismmeécanismes d’activation, de
prolifération, de production de cytokines ou detdacs de croissance, le réle de la réponse
microgliale post-ischémique est toujours sujet atrmverses (Feuerstein & Wang, 2001 ;
Marchetti & Abbracchio, 2005 ; Ekdakt al, 2009). Méme si des travaux se sont intéressés a
'impact de ces cellules sur la neurogenese, pétudés ont été réalisées dans le but de
déterminer le réle de ces cellules sur d’autresrpatres de la neuroplasticité tels que la
croissance axonale et la synaptogenése. Dans textmmous avons tout d’abord cherché a
moduler la réponse microgliale post-ischémiquerdison du réle joué par la protéine PARP-
1 dans le déclenchement de cette réponse (Chi&ugioskowitz, 2003 ; Kauppinen &
Swanson, 2007), nous avons choisi d'inhiber l'at#ivde cette protéine par le biais de
I'utilisation d’un inhibiteur spécifique, le 3-ABCependant, sachant que l'activation post-
ischémique de PARP-1 ne se limite pas a une madulde la réponse inflammatoire puisque
la sur-activation de cette protéine est connue paticiper a la mort neuronale en réponse a
un AVC expérimental (Szabo & Dawson, 1998), nothgectif a été d'utiliser une dose
d’inhibiteur de PARP-1 ne ciblant que la composanftammatoire post-ischémique. Le
choix de s’affranchir d’'un effet neuroprotecteurét®® essentiel car il est bien établi que
I'intensité des dommages neuronaux est corrél@starisité de la réponse inflammatoire et il
aurait été par la suite délicat d’interpréter nesuitats en ayant une diminution de la réponse
microgliale associée a une neuroprotection. Sbake des données de la littérature montrant
gu’au-dela de 80 mg/kg, le 3-AB n'avait plus d’effeeuroprotecteur (Couturiet al, 2003),
nous avons utilisé une dose de 3-AB de 90 mg/kgngupas modulé le volume de la zone
infarcie. Cependant, afin de s’assurer que leemaént au 3-AB n’avait pas favorisé une

transition d’'une mort nécrotique vers une mort aptigue, nous avons a 24h post-ictus,
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lorsque le volume de lésion est maximal, caracéristologiguement la mort neuronale. Nos
résultats, présentés dans la figure 23, montreatlguraitement au 3-AB n’a induit aucune
modification dans la proportion des différentesrfes de mort neuronale présentes au sein de
la zone infarcie. Par contre, ce traitement arég efficace dans la modulation de la réponse
microgliale précoce avec une diminution importadte nombre de cellules microgliales
activées. L'analyse des expressions a long termerd&ines marqueurs de croissance
axonale (GAP-43) et de synaptogenese (synaptomysinrévélé que cette modulation
précoce avait un impact a long terme sur ces évémesnmeuroplastiques, suggérant que les
cellules microgliales ont une place importante déinsluction des mécanismes adaptatifs

induits en réponse a une ischémie cérébrale.

Ayant ciblé le BDNF comme candidat potentiellemespable de promouvoir de tels
changements, nous avons pu mettre en évidence epueetiules représentaient de facon
précoce une source cellulaire importante de BDN#5. i@sultats ont été confirmés par la nette
diminution des taux de BDNF mesurés dans les zamescales lésionnelles et péri-
lésionnelles des animaux traités par le 3-AB aggoaiune moindre expression des protéines
marqueurs de neuroplasticité. Nos résultats suggedenc I'implication des cellules
microgliales dans I'induction de processus cérébmaptatifs via la production de BDNF.
Cependant, méme si le BDNF semble jouer un roles danphénomene, d’autres molécules
synthétisées par ces cellules pourraient étre gquéés dans ces processus. Il a en effet été
montré que les autres neurotrophines (NGF, NT-34/) (Elkabest al, 1996 ; Nakajima
et al, 2007) ou d'autres protéines sécrétées tellesl't@e-1, I'EPO, le GDNF ou les
thrombospondines favorisent la mise en place demggments plastiques (Warmg al,
2004 ; Komitoveet al, 2006 ; Weiloch & Nikolich, 2006). Certaines prasés telles que les
MMP en participant au remodelage de la MEC pountagissi participer au rétablissement
du réseau neuronal a proximité de la zone lésdeZ@@moet al, 2007). L'’ensemble de ces
résultats tend a conférer aux cellules microglialegdle de support trophigue en réponse a
un AVC expérimental. Néanmoins, nos résultats d'unoiocalisation ont mis en évidence
que seulement environ un tiers des cellules mialeg exprimaient le BDNF. D’autre part,
de nombreuses études ont également démontré arardélétére de I'activation microgliale
a travers I'expression de cytokines pro-inflammai la production de protéases ou de RL
(Bottchkinaet al, 1997 ; Sairaneat al, 1997 ; Amanteat al, 2009). Il est donc concevabile,
au vu du caractéere ambivalent de la réponse miategld'imaginer qu’au sein de la zone

lésée coexistent plusieurs populations de celluiesogliales dont I'activation conduit & des
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effets biologiques opposés. Afin d’explorer cetypdthése, nous avons tenté de discriminer
ces populations en réalisant un double marquadggediontre les récepteurs aux chémokines
CXCR3 et CCR9. Ce choix a été basé sur les résudtahe étudeén vitro montrant que les
cellules microgliales exprimant ces récepteurs tadept des phénotypes opposeés €L ial,
2006). Cependant, nos expériences de mise au g@snt révelées infructueuses et ne nous
ont pas permis de conclure sur ce point. Néanmdiessemble de nos résultats sont en
accord avec I'évolution du concept proposant ua patentiellement favorable de la réaction
inflammatoire post-ischémique. Il parait des lonyigageable de développer des stratégies
pharmacologiques visant a orienter les cellules rogl@ales vers un phénotype
neuroprotecteur et de soutien des changementspiastiques tout en minimisant I'activation
des cellules adoptant un phénotype délétére. Mémessavancées récentes ont été réalisées
quant a la compréhension des meécanismes respossdblel’activation des cellules
microgliales, notamment via une activité caspase lébale (Burguilloset al,2011), les
travaux portant sur les mécanismes conduisantraold des cellules microgliales sont peu
nombreux. De tels travaux pourraient amener la conamté scientifique a proposer

également des stratégies de "glioprotection”.

Au cours de cette premiére étude, nous avons égatemnavaillé sur la discrimination
des expressions des formes pro- et mature du BQNEEe mise au point était nécessaire car
la technique ELISA ne nous donnait qu'un apercialales variations du BDNF total (pro-
+ mature) sans tenir compte des effets divergemtsed deux formes. Ces expériences ont
nécessité I'utilisation de nombreux anticorps (&abtuz, Microm, Millipore, Epitomics) et
ce n'est que récemment que nous avons pu, viéidation d’'un nouvel anticorps monoclonal
de lapin (Epitomics), difféerencier sans ambiguies [formes pro- et mature de cette
neurotrophine. L’acquisition de cette technique snaupermis de réaliser une étude spatio-
temporelle des expressions des deux formes de B&NIEponse a une ischémie cérébrale.
La mesure de ces expressions a été réalisée aurav@ proximité de la zone corticale lésée
ainsi que dans le territoire hippocampique. De ,phagis nous sommes également intéressés
aux variations d’expressions dans I'hémisphererotatéral. Aux temps courts, nos résultats
montrent que dans la zone corticale Iésée, I'istbé@rébrale induit une augmentation des
expressions des 2 formes de BDNF a 4h et uniquedeeta forme pro- a 24h. Dans la zone
péri-lésionnelle, nos analyses révelent que seuBDINF mature voit son expression
augmentée. Ces résultats sont en accord avec fe®e® de la littérature concernant les

significations biologiques des formes pro- et matale cette neurotrophine. En effet,
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'augmentation du pro-BDNF dans la zone Iésée a#t-ictus peut étre reliée a son action
pro-apoptotique et sont en accord avec la proporilmportante de mort neuronale
apoptotique induite par ce modele d’'ischémie. Aposé, dans le territoire péri-lésionnel,
nos analyses ont révélé que seule la forme matuDNF était augmentée, cette variation
pouvant étre reliée a l'induction de changementaromastiques observés dans notre
premiére étude. Aux temps longs, de maniére irgargs, nos résultats mettent en évidence
que I'expression de la forme mature du BDNF estiB@ativement diminuée au sein de la
zone lésée, suggérant que le BDNF mature pouregitésenter un index de viabilité

neuronale.

Notre étude indique également que lischémie cétébinduit des variations
d’expression du BDNF dans des régions distantedadeone infarcie. En effet, dans
I'hippocampe ipsilatéral & la lIésion, nos résultatmtrent une augmentation de la forme pro-
a 8 j et de la forme mature a 30 j. De plus, dadmémisphére controlatéral, nos données
révelent une augmentation précoce (4h) des expressies formes pro- et mature dans la
zone cortical homotopique a la zone lésée alorsdaus I'hippocampe des variations plus
retardées sont également observées avec une aagioremtes 2 formes a 8 j et de la forme
mature a 30 j. Dans ces régions non lésées, lamrésie la forme pro- est probablement le
reflet d'une augmentation de I'expression du geoetde but est a terme d’augmenter la
production de la forme mature du BDNF. En effegst bien établi que le BDNF mature joue
un rbéle dans les mécanismes de neurogenése assbci@szone sous granulaire de
I'hippocampe (Katoh-Sembat al, 2002). Dans I'hémisphere controlatéral, ces viana
pourraient participer a l'induction des mécanisnmesremodelage des circuits neuronaux
observés dans cet hémisphere (Takatsiral, 2009). D’'un point de vue cellulaire, nos
données confirment que les neurones représententsource importante de BDNF mais
soulignent également que les cellules microglieleles astrocytes prennent part de maniere
significative a la production de cette neurotroghisuggérant que les stratégies ciblant ces
cellules peuvent se révéler efficaces avec, pauastrocytes (positifs a 30 j dans le cortex
ipsilatéral a la lésion), 'avantage d’offrir unengtre thérapeutique plus étendue. En résume,
cette étude spatio-temporelle des expressions ateze$ pro- et mature du BDNF tend a
confirmer l'implication de cette neurotrophine daes mécanismes adaptatifs induits en
réponse a une ischémie cérébrale et suggerentegueerritoires distants de la zone lésée

jouent un réle majeur dans ces processus. De mbgsiésultats confirment ceux obtenus dans
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une étude réalisée récemment au sein du laborab@t&ant en évidence que les cellules non

neuronales représentent une source de BDNF noigealgle (Bejotet al, 2011).

Cependant, il est important de souligner que l'étute I'expression de cette
neurotrophine reste délicate. En effet, 'exametendif des variations du BDNF total
(estimées par technigue ELISA) et des variatiorssdiéérentes formes de BDNF (mesurées
par Western blotting) fait parfois apparaitre des/emences importantes. Ainsi,
'augmentation de I'expression de la forme matuseddles territoires hippocampiques n’est
pas associée a une élévation du taux de BDNF mesurELISA. A I'inverse, dans la zone
corticale péri-lésionnelle, 'augmentation des tadex BDNF a 24h ne s’accompagne pas
d’'une augmentation d’expression de I'une ou l'autes formes du BDNF. Ces divergences,
difficiles a expliquer en dehors de possibles ddifces de sensibilité ou spécificité des
techniques et/ou des anticorps utilisés, nous anténeemettre en question la pertinence de
la technique ELISA dans I'étude de cette neurotiroghsurtout lors de la caractérisation de
son impact sous sa forme mature dans les mécanisauesplastiques. De plus, quant a la
discrimination des deux formes exprimées et a $egmification biologique, il est important
de souligner que nos analyses sont réalisées den&amogénats cérébraux contenant un
mélange a la fois de milieu intracellulaire (~ 8) &b de milieu extracellulaire (~ 20 %) ne
nous permettant pas de savoir si ces formes seleément sécrétées et donc biologiquement
actives. Une suite logique de ce travail constéitexr analyser par immunohistochimie et par
Western blotting, les expressions des récepte &S P2t trkB afin de vérifier si la synthése
des 2 formes de BDNF s’accompagne effectivemented@ression de leurs récepteurs
spécifiques. De tels résultats pourraient nous €omies arguments supplémentaires nous
permettant de mieux interpréter la significatiomlbgique des variations observées dans
I'expression des 2 formes. Quoi qu’il en soit, mésmenos données révelent la difficulté
d’étude de cette neurotrophine, de nouveaux prejeemt a comprendre I'effet d'un AVC
expérimental sur le métabolisme du BDNF au niveasl \dhisseaux cérébraux ainsi que les
mécanismes a l'origine de la conversion de la forpne- vers la forme mature sont

actuellement en cours de réalisation au sein durdabire.

En conclusion, I'ensemble de ces résultats foudagt arguments en faveur du réle
bénéfique de la réponse inflammatoire post-ischaéenegf en particulier sur I'implication de
I'activation microgliale dans le déclenchement @@&éuroplasticité. Bien que les mécanismes

exacts qui entrent en jeu restent & détermineiggndent, nos études sur le BDNF plaident en
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faveur de son implication dans le déclenchementadeeuroplasticité post-ischémique. La
caractérisation précise du phénotype de la mi@agtivée au cours de I'ischémie, ainsi que
la détermination exacte de la nature des compasétieqsynthétise et leur role dans la mise
en place de la plasticité neuronale constituenpteshaines étapes dans le développement de
traitement permettant de lutter contre les ségsieléel’ AVC.
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Titre : Influence de la microglie et du BDNF sur I' induction de la neuroplasticité aprés un
accident vasculaire cérébral ischemique
Résumé

L'émergence de la notion selon laquelle la répoimlammatoire exercerait des effets bénéfiques dans
pathologie ischémique cérébrale, en particuliec@urs de la phase de récupération fonctionnelles mooonduit a étudier
I'implication des cellules microgliales dans le Béchement des mécanismes de neuroplasticité goistmique. Notre
étude a été réalisée chez le Rat soumis a unenigehi®cale permanente induite par photothrombosactivation
microgliale a été modulée par un traitement au Bxabenzamide (3-AB), un inhibiteur spécifique de paly(ADP-
ribose)polymérase-1, jouant un rble prépondérams dactivation de ces cellules. Nos données mantceie le 3-AB
entraine une diminution importante de I'activatioitrogliale aux temps courts associée a plus lengé a une réduction de
I'expression de la synaptophysine et de GAP-43eettvement marqueurs des processus de synaptegenesoissance
axonale. L'ensemble de ces données indique donclapieellules microgliales constituent effectiveineies acteurs
cellulaires essentiels de la neuroplasticité padtémique. Le Brain-Derived Neurotrophic Factor (BIPISE révélant un
candidat potentiellement capable de promouvoiralle thangements, nous avons pu mettre en évidereeeas cellules
représentaient de facon précoce une source imperdaBDNF. Ces résultats ont été confirmés par ette diminution des
taux de BDNF mesurés dans les zones corticalelégies et péri-lésionnelles des animaux traitédep&-AB. Dans un
deuxiéme temps, le métabolisme complexe de cettetiephine a travers I'existence de deux formes; pt mature, aux
effets biologiques opposés, nous a conduit a e¥alise étude spatio-temporelle des expressionsgubsimiques du BDNF
total (ELISA), pro- et mature (Western blotting)uAtemps courts (4-24 h), les expressions du BDNi#, tpro- et mature
sont augmentées dans les territoires corticauxs |éssri-lésionnels et homotopiques tandis qu'amptelongs (8-30 j), le
BDNF total reste accru dans les régions distantda dene infarcie (hippocampes et cortex contredditéConcernant les
expressions des formes pro- et mature, nos résut@iguent une augmentation entre 8 et 30 j umepnd dans les territoires
hippocampiques. D’un point de vue cellulaire, le BDbkt exprimé du coté ipsilatéral dans les neurehé&ss cellules non
neuronales tandis que du c6té contralatéral, lesgion est limitée aux neurones. Nos résultatsaiodiaisant apparaitre des
divergences importantes dans les variations d’'egwas du BDNF total (ELISA) et des différentes fesm(Western
blotting) indiquent que la mesure du BDNF total diie couplée a une étude permettant de discrinteésateux formes. De
plus, tout en confirmant I'implication de cette n@mwophine dans les mécanismes adaptatifs induitséponse a une
ischémie cérébrale, ces données suggérent querhieites distants de la zone Iésée jouent un ndégeur dans ces
processus.

Mots clés: AVC expérimental - Microglie - Inflammation - BDNFNeuroplasticité -Synaptogenese - Croissance #&xona

Title : Microglial and BDNF impact on the induction of the post ischemic neuroplasticity.
Abstract

Evidences showing that under certain circumstanoéismmatory response could be neuroprotective emadd
also promote adult neurogenesis are growing. s tbntext, the objective of this work was to inigate the impact of
microglial cells in the neuroplastic events. Ratsensubjected to photothrombotic ischemia and mi@bgells activation
was blocked by the mean of poly(ADP-ribose)polyraéra (PARP-1) inhibition using 3- aminobenzamid@B-since this
protein has been shown to play a major role in #uvation. Our results show that PARP-1 activigguction was
associated with a strong repression of the acuteogiial activation. Beside, 3-AB treated animalsibited a decrease in
synaptophysin (synaptogenesis) and GAP-43 (axomalthy) expressions. Taken together, our data afgue supportive
role of microglial in adaptive brain plasticity exts. According to the preponderant contributiorBE&MNF in these events,
assessment of its cellular localization was peréatirand confirmed that these cells represent afisigm source. Beside,
BDNF immunoreactivity (IR) in microglial cells and B[PNevels in the lesioned and surrounding lesiomedsawere found
decreased in 3-AB treated animals. However, siniertburotrophin can exert ambivalent biologicaiatt through pro-
versus mature forms, we investigate the propeceffecerebral ischemia on total (Elisa), pro- amature (Western blotting)
expressions. Our results show that total, pro- matire BDNF expressions are augmented in the eanbst(4-24h) of
ischemia within the lesioned, the surrounding nesidned and the contralateral cortical areas. Agédo time points, total
BDNF was still increased at 8d in regions distaotrfithe lesion (hippocampi and contralateral contgxile pro- and mature
forms rise between 8d to 30d in hippocampic tetigwonly. In term of cellular distribution, BDNF-Was found in neurons
but also in non neuronal cells ipsilaterally wher@athe opposite side BDNF staining was restrittedeurons. Our data
while raising the question of the pertinence cdt@DNF expression in a context of studying its sufige potential action
indicate that such assessment has to be couplédtiét discrimination of both forms. In addition,radata confirm the
important role of BDNF in post-stroke adaptive metbans and argue in favour of an important contidoutof the
hippocampal territory and of the contralateral rsgghere in BDNF related post-stroke neuronal cireainodelling
suggesting that strategies targeting this hemispaer likely to mediate functional compensation.
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