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Introduction



Le 13 Avril 1737, le Docteur Jenkins étudia un nouveau patient, soudainement figé au
sol, paralysé d’'un co6té du corps, victime d’'une « attaque ». Ce malade n’était autre que le
célébre compositeur allemand Georg Friedrich Haendel, victime de ce que l'on appelle
aujourd’hui un accident vasculaire cérébral (AVC) défini comme un déficit neurologique focal
soudain d’origine vasculaire. Deux cent soixante-dix-sept ans aprés cet accident, les
mécanismes physiopathologiques de 'AVC en phase aiglie sont désormais bien connus, et
permettent de distinguer deux sous-types : l'ischémie cérébrale (80% des cas), objet de
cette these, et 'hémorragie cérébrale (20%), définie comme un saignement dans le cerveau
et une compression des aires cérébrales environnantes. Les critéres internationaux Trial of
Org 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) permettent de classer les différentes
étiologies des AVC : athérosclérose, cardioembolie, occlusion de vaisseaux de petit calibre,
causes rares, causes inconnues.’ Bien que les progrés de la recherche soient manifestes
dans ce domaine, les AVC restent un probleme de santé publique majeur par sa grande
frégquence, ses risques de récidives, ses séquelles handicapantes, le taux de mortalité
associé, et son codt. La prévention des AVC et la recherche de nouveaux traitements sont
de réels challenges de santé publique puisque 6,7 millions de personnes en sont décédées
en 2012, ce qui place ce type de pathologies vasculaires au deuxiéme rang des causes de
mortalité dans le monde.” C’est pourquoi des recherches en neuroprotection préventive et
identification de comorbidités se développent depuis cette derniére décennie dans le

domaine des maladies neurovasculaires, notamment des ischémies cérébrales.

L’ischémie cérébrale est caractérisée par une réduction ou une interruption de I'apport
sanguin dans une partie du cerveau, due a la formation d’'un thrombus athéromateux ou
cardio-embolique dans un vaisseau sanguin. Cela engendre la diminution du débit sanguin
cérébral (DSC). L’ischémie cérébrale peut étre transitoire grace a une reprise du flux sanguin
normal (accident ischémique transitoire, AIT) et ne laisse alors aucune séquelle
fonctionnelle. Quand les capacités de suppléance et l'autorégulation du DSC sont
dépassées, linterruption du flux entraine, au bout de quelques minutes, une zone de
destruction tissulaire dans la région cérébrale concernée, appelée cceur nécrotique (figure
1). Ce territoire est irréversiblement endommagé par une déplétion en ATP et une
défaillance de la glycolyse aérobique. Sur son pourtour, se forme une zone de pénombre
dans laquelle siegent des neurones, des astrocytes, des microglies et d’autres structures
parenchymateuses, hypo-perfusés et non-fonctionnels. Cette zone est, cependant, en survie
grace a des systémes de protection temporaires, vasculaires et métaboliques (figure 1). Ce
dysfonctionnement cérébral au sein de la pénombre est donc réversible si le flux sanguin est
rapidement rétabli de maniére spontanée ou par l'injection intraveineuse (i.v.) du traitement

thrombolytique, le recombinant-tissue plasminogen activator (rt-PA).> La thrombolyse
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médicamenteuse représente l'unique thérapie efficace pour contrer I'évolution de la
pénombre vers un état Iésionnel dans I'entiereté de la zone cérébrale touchée. Cependant,
en plus d'étre efficace dans une fenétre thérapeutique restreinte (délai maximal de 4,5
heures), le rt-PA peut provoquer des complications hémorragiques. Au cours des 18 derniers
mois, cing études ont montré un bénéfice de la thrombectomie mécanique ajoutée a la
thrombolyse i.v. (ou dans quelques cas a la place de la thrombolyse i.v. chez des patients
ayant une contre-indication).*® La méta-analyse de ces cing études récentes ainsi que de
trois études plus anciennes qui n’avaient pas montré de bénéfice clair, démontre le role
majeur du facteur temps.’>™*2

Le volume de la pénombre ischémique peut étre approché cliniquement a l'aide du
«mismatch» entre I'anomalie de diffusion en imagerie par résonance magnétique (IRM),
correspondant en grande partie a linfarctus, et 'anomalie de perfusion ou I'évaluation
clinigue des déficits neurologiques par le National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS),
représentant I'ensemble de l'ischémie cérébrale. Le score NIHSS est établi a I'aide d’'une
série de 15 tests cliniques réalisés chez le patient (tableau 1), lequel sera noté de 0 (aucun
déficit) & 42 points (décédé).*®

L’attention portée sur lidentification des facteurs de risque vasculaire est primordiale
pour prévenir 'apparition d’un infarctus cérébral. Des facteurs non-modulables comme I'age,
I'ethnie et le sexe influencent le risque de survenue d’AVC.*® Des comorbidités comme
I'athérosclérose, le diabéte, le surpoids, I'hypertension et la consommation excessive et
chronique d’alcool, augmentent également le risque d’apparition d’ischémie cérébrale.
Cependant une prévention primaire est possible par I'atténuation de ces facteurs. Ceux-Ci
sont, pour la plupart, également décrits comme des facteurs de sévérité dans les infarctus
cérébraux.’**” C’est pourquoi leur identification est essentielle pour, dans un second temps,
diminuer leur impact sur les cellules de la pénombre en phase aigiie de I'ischémie cérébrale

et atténuer les dommages secondaires plus tardifs.

Une cascade complexe d’événements cellulaires et moléculaires se déroule suite a
I'événement ischémique et module le volume lésionnel de linfarctus (figure 2)."® Ces
mécanismes complexes comprennent la défaillance énergétique, I'excitotoxicité, le stress
oxydant, l'inflammation et 'apoptose.*® La carence en apports nutritifs et d’oxygéne conduit
a une chute du substrat énergétique, 'ATP, et a la perte des gradients ioniques. La
recapture du glutamate étant défaillante, le glutamate libéré se lie aux récepteurs post-
synaptiques, entrainant une entrée et une libération de calcium intracellulaire. La fonction de
la chaine respiratoire mitochondriale est également perturbée, conduisant a la production de

radicaux libres oxygénés (ROS), déléteres pour le bon fonctionnement cellulaire. La mort
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apoptotique programmée des cellules est alors activée.” L'inflammation, plus tardive,
contribue également & I'aggravation du profil Iésionnel.* Des processus de neuroréparation
sont déclenchés quelques jours aprés lischémie cérébrale, ce qui permet de pallier

partiellement ou intégralement les dégats causés.™

L’inflammation joue un réle important dans le pathophysiologie de l'ischémie cérébrale.
Quel que soit le type de Iésion ischémique, le cerveau se défend en activant les systemes de
limmunité innée et de 'immunité adaptative. Ces systémes complexes consistent en la mise
en place d'un processus inflammatoire aigu et prolongé, définie par une activation rapide des
cellules résidentes (essentiellement la microglie), une infiltration de cellules périphériques
inflammatoires, et une production de médiateurs inflammatoires. L’évolution dans le temps
du recrutement des cellules immunitaires telles que les microglies, les polynucléaires
neutrophiles (PNN), les monocytes, et les lymphocytes T, dans le cerveau, ainsi que le role
de ces derniéres dans les lésions ischémiques, font I'objet de nombreuses études.?**

Les tentatives thérapeutiques ciblant la modulation des réponses inflammatoires ont fait
leurs preuves dans les modeles expérimentaux. Cependant, elles ont abouti
systématiquement & un échec dans les applications cliniques®’. Dans ce contexte,
'amélioration de notre compréhension des mécanismes sous-jacents est cruciale. Il est
important de reconsidérer le lien que fait la recherche entre les modéles précliniques et
I'application clinique. Si les modéles précliniques permettent de s’affranchir des facteurs qui
contribuent potentiellement a I'aggravation ou a la neuroprotection des infarctus cérébraux,
ils ne représentent pas la réalité du milieu clinique. Afin de limiter le fossé dans la recherche
translationnelle, il est de plus en plus reconnu d’élaborer des modeles plus complexes avec
l'intégration de nouveaux paramétres, en particulier des phénomenes inflammatoires
systémiques induits par des comorbidités. Les comorbidités ont un impact notable sur le
risque de survenue et sur la sévérité de I'ischémie cérébrale. Quelques études ont intégré un
facteur source d'une charge inflammatoire systémique, comme I'hypertension, le syndrbme
métabolique ou I'hyperglycémie dans des modéles expérimentaux d’ischémie cérébrale.
Elles ont révélé une dérégulation de la réponse immunitaire innée post-ischémique,
notamment au niveau de I'activation et du recrutement des microglies et des PNN. A ce jour,
le facteur « consommation chronique d'éthanol » n’'a pas encore été reporté dans la
littérature concernant son impact sur la sévérité de I'ischémie cérébrale et sur I'activation ou
l'infiltration des cellules périphériques ou résidentes de I'immunité innée dans un contexte

d’ischémie cérébrale.

Pour l'étude de l'impact de la consommation excessive et chronique d'éthanol sur

l'infarctus cérébral et de son impact sur les PNN et la microglie, nous développerons, dans
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une premiere partie, leurs caractéristiques suite a une ischémie cérébrale transitoire, leurs
implications dans la sévérité de I'ischémie cérébrale ainsi que I'impact des comorbidités sur
la sévérité de l'ischémie cérébrale via ces deux types cellulaires. La deuxiéme partie sera
consacrée a I'étude de l'impact de la consommation chronique d’éthanol sur I'immunité
innée, et notamment sur 'activation microgliale et les PNN, dans le cerveau et le foie. La
troisieme partie permettra de faire état des apports de la littérature actuelle concernant
'impact de la consommation chronique d’éthanol sur lischémie cérébrale et sur les

mécanismes sous-jacents associés.

Pénombre

2h
Infarctus

Figure 1 : Diagramme idéalisé du cerveau de babouin montrant I’évolution dans le
temps de I'extension de l'infarctus ou noyau ischémique (en rouge), de la pénombre
(bleu clair) et de I'oligémie (bleu foncé) immédiatement aprés d’occlusion de l'artére
cérébrale moyenne jusqu’a 3 heures plus tard (d’aprés?®).

20



I CEUR PENOMBRE

Excitotoxicite Stress oxydant

Inflammation postischeémigue

L 3

Impact en termes de lésions du tissu cérébral

Minutes Heures Jours

Figure 2 : Evolution temporelle et impact des principaux mécanismes impliqués dans
les dommages cellulaires lors d’une ischémie cérébrale (d’aprés*®?).

1a Niveau de conscience
0 : vigilance normale, réponses aisées

1 : non vigilant, éveillable par des stimulations mineures pour répondre ou exécuter les
consignes

2 : non vigilant, requiert des stimulations répétées pour maintenir son attention ; ou bien est
obnubilé et requiert des stimulations intenses ou douloureuses pour effectuer des mouvements
non automatiques

3 : répond seulement de fagon réflexe ou totalement aréactif

1b Questions : le patient est questionné sur le mois et son age
0 : réponses correctes aux deux questions
1 : réponse correcte a une question

2 : aucune réponse correcte

1c Commandes : Ouvrir et fermer les yeux, serrer et relacher la main non parétique
0 : exécute les deux taches correctement
1 : exécute une tache correctement

2 : n'exécute aucune tache

2 Oculomotricité : seuls les mouvements horizontaux sont évalués
0 : normal

1 : paralysie partielle ; le regard est anormal sur un ceil ou les deux, sans déviation forcée du
regard ni paralysie compléte

2 : déviation forcée du regard ou paralysie compléte non surmontée par les réflexes oculo-
céphaliques

3 Vision
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: aucun trouble du champ visuel
: hémianopsie partielle
: hémianopsie totale

: double hémianopsie, incluant cécité corticale

Paralysie faciale
: mouvement normal et symétrique

: paralysie mineure (affaissement du sillon nasogénien ; sourire asymétrique)

N P O MAlJlW N P O

. paralysie patrtielle : paralysie totale ou presque de I'hémiface inférieure

w

: paralysie compléte d'un ou des deux cotés

5 Motricité Membres Supérieurs : bras tendu a 90° en position assise, a 45° en
décubitus durant 10 secondes

0 : pas de chute
1 : chute vers le bas avant 10 secondes sans heurter le lit

2 : effort contre pesanteur possible mais le bras ne peut atteindre ou maintenir la position et
tombe sur le lit

3 : aucun effort contre pesanteur, le bras tombe

4 : aucun mouvement

6 Motricité Membres Inférieurs : jambes tendues a 30° pendant 5 secondes
0 : pas de chute

1: chute avant 5 secondes, les jambes ne heurtant pas le lit

2 : effort contre pesanteur mais la jambe chute sur le lit

3 : pas d'effort contre pesanteur

4 : aucun mouvement

7 Ataxie
0 : absente
1 : présente sur un membre

2 : présente sur deux membres

8 Sensibilité : sensibilité a la piqdre ou réaction de retrait aprés stimulation nociceptive
0 : normale, pas de déficit sensitif

1 : hypoesthésie modérée: le patient sent que la piglre est atténuée ou abolie mais a
conscience d'étre touché

2 : anesthésie: le patient n'a pas conscience d'étre touché

9 Langage
0 : normal

1 : aphasie modérée: perte de fluence verbale, difficulté de compréhension sans limitation des
idées exprimées ou de la forme de I'expression

2 : aphasie sévere: expression fragmentaire, dénomination des objets impossibles; les
échanges sont limités, I'examinateur supporte le poids de la conversation

3 : aphasie globale: mutisme; pas de langage utile ou de compréhension du langage oral

10 Dysarthrie

0 : normal
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1 : modérée: le patient bute sur certains mots, au pire il est compris avec difficultés

2 : sévere : le discours est incompréhensible, sans proportion avec une éventuelle aphasie ;
ou bien le patient est mutique ou anarthrique

11 Extinction et négligence
0 : pas d'anomalie

1 : négligence ou extinction visuelle, tactile, auditive ou personnelle aux stimulations
bilatérales simultanées

2 : héminégligence sévere ou extinction dans plusieurs modalités sensorielles ; ne reconnait
pas sa main ou s'oriente vers un seul hémi-espace

Tableau 1 : Echelle du NIHSS chez le patient ayant eu un AVC.

I. Mécanismes de 'immunité innée dans I'ischémie cérébrale : role de

la microglie et des polynucléaires neutrophiles

La réaction inflammatoire est un moyen de défense déployé par I'organisme afin de
contrer une invasion par un agent pathogéne étranger, une blessure ou un traumatisme tel
que lischémie cérébrale. L'immunité et linflammation représentent deux mécanismes
fortement engagés dans la physiopathologie de lischémie cérébrale, de linterruption du
DSC passant par le développement des lésions au sein du parenchyme cérébral, a la
neuroréparation tissulaire. La barriére inflammatoire est caractérisée par l'intervention rapide
du systeme de I'immunité innée activée par des agents inducteurs issus de la zone infarcie,
et, suivie du systtme de l'immunité adaptative. Les cellules de lI'immunité innée sont
composées des cellules résidentes (principalement les microglies) et des cellules
périphériques infiltrées dans la région touchée par lischémie (PNN, monocytes).** La
microglie et le PNN ont été beaucoup étudiés dans le développement des Iésions cérébrales
dd a l'ischémie cérébrale.?® Leur réle est encore controversé et évasif puisque les fonctions
de ces deux types cellulaires sont imputées aux dommages cérébraux et, paradoxalement, a
la régénération des cellules. De plus, les traitements thérapeutiques visant a les réguler sont
équivoques. De nouvelles stratégies thérapeutiques, ciblant I'activation ou la fonctionnalité
de ces cellules dans des modeéles expérimentaux plus complexes et plus proches des cas

cliniques, sont développées.

1. Agents inducteurs de I'immunité innée

Lors d'une réaction inflammatoire, deux types d’inducteurs activent la barriere
inflammatoire : microbiens/exogénes (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) et
non microbiens/endogenes (Damage-associated molecular patterns, DAMPs). Ces agents

inducteurs sont reconnus par les récepteurs Pattern-recogition receptors (PPR) exprimés a
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la surface des cellules de I'immunité. Dans le cas d'une ischémie cérébrale, les cellules
cérébrales lésées liberent des DAMPs dans I'environnement extracellulaire, ce qui active le
systéme immunitaire inné.*® Cela est mené par un phénoméne inhabituel de déséquestration
de cellules ou de molécules (comme le transfert de 'ATP dans le milieu extracellulaire), qui
se produit lors de la nécrose cellulaire du cceur de l'infarctus, et qui active les macrophages
résidents environnants.”® La reconnaissance de ces motifs est primordiale pour activer la
défense immunitaire de l'organisme, cependant cela peut engendrer des conséquences

délétéeres quand cette derniere est excessive.

2. Role et recrutement de la microglie et des polynucléaires

neutrophiles durant I'ischémie cérébrale

A. Microglie

i.  Origine et role de la microglie

La microglie est la cellule immunitaire résidente du systéme nerveux central et
représente environ 5 a 10% des cellules du cerveau. Des théories se sont développées et
privilégient l'origine mésodermale de la microglie, dautres suggéerent une origine
neuroectodermale ou monocytaire.’’ La cellule microgliale joue un rdle crucial dans
'homéostasie et dans la défense immunitaire du systéme central nerveux adulte. Elle est
capable de phagocyter et de sécréter des cytokines, des protéases, des facteurs de
croissance et des ROS. La microglie peut se transformer en phénotype activé, de type M1
(classique) ou de type M2 (dérivé). La figure 3 illustre la différenciation phénotypique de la

microglie et les sécrétions associées au phénotype.

ii.  Activation et prolifération temporelles des cellules microgliales

La microglie en condition physiologique, dite quiescente, a une morphologie ramifiée.
Ces ramifications sont mobiles et en continuelle recherche d’agents inducteurs exogéenes ou
endogenes. Le terme de quiescence ne représente donc guere le réel état de vigilance
dynamique de la microglie. Les fines extensions subissent une reconstruction continuelle afin

de permettre une numérisation efficace de leur territoire cérébral.?®

Equipées de récepteurs
pour la reconnaissance d’'une multitude de molécules, comme les récepteurs Toll-like (TLR)
ou NOD-like (NDR), elles peuvent immédiatement détecter I'entrée de pathogénes étrangers
ou des signes de perturbations d'intégrité structurale et fonctionnelle, ce qui conduit a la
transcription de cytokines inflammatoires. La figure 4 décrit les stades de l'activation de la

microglie.
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Quand des dommages ischémiques s'installent, la microglie capte les DAMPs provenant
des cellules lésées, par ses récepteurs TLR dont TLR-2 et TLR-4, et s’active tres rapidement
(de l'ordre de quelques minutes). Une fois activée, les ramifications se rétractent et, sa
morphologie devient amiboide, ce qui la rend difficlement distinguable avec les

macrophages circulants infiltrés.

A l'aide de la technique de cytométrie de flux permettant un tri cellulaire, Campanella et
al (2002) ont isolé la population microgliale et ont montré une augmentation éminente de ces
cellules dans I'hémisphére ipsilatéral de l'ischémie cérébrale contre une stagnation du
nombre basal dans I'hémisphére controlatéral.”® La prolifération des cellules microgliales
atteint son pic entre 48 et 72 heures et dure plusieurs semaines apres le début de l'ischémie

dans les modéles animaux et cliniques.? %%

“M1”— inflammatoire

- r Fa /
Ischémie cérébrale //‘7.

. N 1L-6
! =

®
IL-18

“M2”— neuroprotecteur

Figure 3 : Polarisation de la microglie. L’'ischémie cérébrale active la microglie
quiescente et ramifiée. Celle-ci peut prendre le phénotype classique « M1 » ou dit
inflammatoire, ou le phénotype dérivé « M2 » ou dit neuroprotecteur. BDNF: brain
derived neurotrophic factor; IL: interleukine; NGF: nerve growth factor; TNF: tumor
necrosis factor; TGF: transforming growth factor (d’aprés *°).
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tissus normaux sont
inducteurs(1).

Les neurones

peuvent

en activité de surveillance de

également

délivrer

la présence d’agents

des sighaux qui

maintiennent la microglie dans ce mode de surveillance, indiquant le fonctionnement

normal Outre

(2).

les microglies du parenchyme, il

existe également des

macrophages périvasculaires en association étroite avec les vaisseaux sanguins
(3). Lors de la détection des premiéres perturbations homéostatiques, comme des

dommages tissulaires légers,

la microglie peut répondre rapidement avec un

changement dans le profil d'activité et dans leur niveau de ramifications (4). La

réponse est probablement prise en charge par les astrocytes voisins,

par le

relargage de ligands pour les récepteurs purinergiques (5). La microglie peut
produire des facteurs neurotrophiques pour soutenir les neurones en survie (6). Les

signaux des neurones

permettant

de garder

les

microglies

en état de

guiescence/surveillance sont stoppés ce qui permet d’émettre un signal de danger a
la microglie (7). Ces neurones peuvent également émettre des signaux indiquant
des fonctions perturbées en libérant des molécules qui ne sont pas habituellement
relarguées ou le sont en quantité anormale (8). Les cellules microgliales peuvent
étre en mesure de limiter les dommages et de restaurer I'hnoméostasie normale.
Alors qu’une activation transitoire n’a aucun impact sur le phénotype microglial, un
dommage intense peut déclencher des changements plus drastiques dans le
phénotype fonctionnel de la microglie. En fonction de la nature et du contexte du

stimulus, les cellules

comportement actif.

microgliales

ont
Cela peut conduire

besoin

Y

d'acquérir

et d'adopter le

a une dégradation substantielle des

neurones et des cellules gliales (9). L'absence de protection et une contribution
active a des cascades dommageables ont été attribuées a la microglie activée dans
ces données sous-estiment
probablement la capacité de la microglie a sauvegarder et a stabiliser le systéme

de nombreux scénarios pathologiques.

nerveux central (d’aprés

34) )

B. Polynucléaires neutrophiles

Toutefois,

i.  Origine et role des polynucléaires neutrophiles

Les PNN sont le premier sous-type de cellules leucocytaires recrutées lors d’'une réaction

inflammatoire. Ce sont des cellules de I'immunité innée qui forment la premiéere défense

contre les agents infectieux. Ils proviennent a partir de cellules souches hématopoiétiques

pluripotentes qui se transforment en progéniteurs myéloides dans la moelle osseuse. Une

fois mature, ils peuvent rester quatre a six jours dans la moelle osseuse pour constituer une
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réserve. La demi-vie des PNN dans le sang est tres courte, jusqu’a six heures chez le rat et
huit heures chez 'homme.* Ils meurent par apoptose et sont éliminés par les macrophages
résidents. Dans le cas d’'une ischémie cérébrale, les PNN peuvent étre efficaces durant
plusieurs jours et mourir de leur propre libération de particules cytotoxiques extracellulaires.*
La hausse des PNN aprés l'ischémie cérébrale provient des sites de production ou de

stockage, la moelle osseuse et la rate, et de la réduction de leur apoptose.®®

Les PNN ont pour réle d’éliminer les agents pathogénes ou les tissus endommagés
grace a l'activité de leurs enzymes protéolytiques, contenues dans ces nombreux granules
lysosomiaux cytoplasmiques, parmi lesquelles figurent notamment la xantine
deshydrogénase et oxydase, la cyclo-oxygénase, la NAPDH oxydase, la myelopéroxydase
(MPO) et la monoamine oxydase. Quand les PNN sont activeés, ils sont capables de produire
des médiateurs inflammatoires, comme des cytokines, des chémokines ou des protéases
(figure 5). Des études ont récemment mis en lumiére la capacité des PNN a polariser du
phénotype N1 « pro-inflammatoire » vers un phénotype N2 « anti-inflammatoire ».** Une
reprogrammation des PNN peut s’opérer par I'activation du récepteur nucléaire peroxisome
proliferator-activated receptors-y (PPAR-y).** En plus de son réle initial d’élimination des
déchets endogénes, les PNN peuvent participer a la neurorégénération, notamment par la
modulation positive du recrutement de cellules immunitaires bénéfiques telles que les

cellules B régulatrices ou par la production de médiateurs anti-inflammatoires.****

ii. Recrutement et infiltration temporels des polynucléaires neutrophiles

Dans d'autres pathologies, les PNN sont attirés dans la zone infectée ou touchée par un
traumatisme grace un gradient de concentrations de facteurs chimiotaxiques libérés
notamment par les microglies activées. Dans un contexte ischémique au niveau du systéme
nerveux central, un amas de PNN se forme au niveau du site de l'occlusion. Leur action
majeure se situe au sein du parenchyme en alerte. Un mécanisme d'infiltration se met alors

en place afin de leur frayer le passage jusqu’au site d'intérét (figure 5).

Chaque étape de la diapédése des PNN est essentielle a leur passage a travers la
barriere hémato-encéphalique (BHE). Dés quinze minutes apres le début de l'infarctus, les
PNN expriment & leur surface des molécules d’adhésion, permettant leur capture au niveau
de I'endothélium proche des lésions ischémiques. Par exemple, les molécules d’adhésion
suivantes, P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) et macrophage-1 antigen (MAC-1), se
lient aux ligands exprimés a la surface des cellules endothéliales, respectivement a la
sélectine de type P et a l'intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) (figure 5). Le roulement

et 'adhésion des PNN se déroulent deux heures aprés leur capture.”® Les premiers PNN
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migrent dans le parenchyme du cerveau des trois & huit heures aprés l'ischémie cérébrale
focale, suivis par les monocytes/macrophages et les lymphocytes quelques jours apres
l'infarctus. L’'ensemble participerait & I'aggravation des dommages cérébraux.” En effet, les
premieres cellules circulantes inflammatoires ayant subi des changements de profil génique
sont les PNN de patients ayant une ischémie cérébrale, dés trois heures apres le début des
symptomes.*” Le pic d'infiltration des PNN se situe entre 24 et 48 heures (figure 6)."*
L’infiltration diminue par la suite, mais se poursuit jusqu'a 7 a 15 jours apres lischémie
cérébrale.”
ACTIVATION /RECRUTEMENT DU NEUTROPHILE
Cytokines CXCR
— gtz B o
TNFa, IL1B, IL6,ILB  TNFR l <B . \ +Protéases ADHERENCE / MIGRATION DU NEUTROPHILE
J Cytokines

DAMPS —» TR I ' e
L . HMGB1 FPR1\\/ Adhésion
HSPT72, S100A9

DNA, Formyl peplides
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E fidothélium | r 1
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Membrane basale
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Figure 5 : Activation et adhésion des polynucléaires neutrophiles (PNN) lors de
I'ischémie cérébrale. Aprés une lésion ischémique, un certain nombre de DAMPs et
de cytokines sont libérés. Ceux-ci favorisent le recrutement et I'activation des PNN,
la libération d’espéces réactives de l'oxygene, de protéases, de cytokines et de
chémokines. Les PNN adhérent au niveau de I'endothélium activé via des molécules
d’adhérence qui favorisent les interactions PNN-endothélium et la migration des
PNN a travers la BHE jusqu’au parenchyme cérébral. BHE : barriere hémato-
encéphalique ; CXCL: CXC-chemokine ligand; CCR: CC-chemokine receptor; CXCR:
CXC chemokine receptor; DAMPs: damage-associated molecular patterns; IL:
interleukine; ILR: interleukin receptor; FPR: formyl peptide receptor; HMGBL1: high
mobility group box 1; HSP72: heat-shock protein 72; ICAM-1: intracellular adhesion
molecule-1; MAC-1: macrophage 1 antigen; MMP-9: matrix metalloproteinase 9;
PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1; TLR: toll-like receptor; TNF: tumor
necrosis factor (d’aprés *).
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Pic d'infiltration des neutrophiles dans le cerveau
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Figure 6 : Recrutement des polynucléaires neutrophiles dans le cerveau en fonction
du temps aprés une ischémie cérébrale (d’aprés **). h : heure ; j : jour ; m : mois.

3. Choix du modele pré-clinique d’ischémie cérébrale pour I'étude des

cellules inflammatoires périphériques

Les modeles expérimentaux constituent un réel tremplin pour 'amélioration du traitement
préventif ou curatif des AVC grace a la compréhension de la physiopathologie des maladies
vasculaires cérébrales. Les modéles de l'occlusion de l'artére cérébrale moyenne (OACM)
droite transitoire chez le rat ou chez la souris ont remplacé progressivement les modéles
d'arrét permanent du DSC, puisqu’il permet de mieux imiter [I'évolution de Ila
physiopathologie de I'ischémie cérébrale chez I'homme. L'occlusion du vaisseau chez
’'homme est rarement permanente, grace notamment & l'instauration du traitement rt-PA.
D’autre part, I'aire cérébrale irriguée par l'artére cérébrale moyenne (ACM) est souvent
touchée par I'ischémie cérébrale chez 'lhomme®. Le rat et la souris sont les deux espéces
les plus utilisées pour leurs similitudes pathogéniques avec I’homme et leur facilité d’emploi.
C’est pourquoi la plupart des études expérimentales sur le recrutement des leucocytes et
des lésions cérébrales ischémiques sont réalisées principalement avec des modéles
transitoires d'ischémie cérébrale et de reperfusion (IR) chez le rat ou la souris®. Il existe trois
types d’'OACM transitoire : intraluminal avec un fil occlusif, injection d’'un vasoconstricteur
puissant (endothéline 1), thromboembolique (injection d’'un thrombus, ou de thrombine), ou
photoembolique (rose bengale). Le modele d’'OACM transitoire est aujourd’hui reconnu pour

sa faisabilité, et sa reproductibilité.

Prestigiacomo et al (1999) ont montré que le recrutement des PNN contribuait aux
dommages d'une ischémie cérébrale avec l'induction d’'une reperfusion, ce qui n'a pas été
démontré dans le cerveau des animaux ischémiés non reperfusés.*’ Une autre étude menée

par Zhang et al (1995), a révélé la forte implication des protéines d’adhésion ICAM-1, qui ont
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un réle primordial dans le recrutement des leucocytes dans l'ischémie cérébrale puisque son
inhibition conduit & une réduction des Iésions ischémiques uniquement chez les rats ayant
eu une reperfusion au bout de 60 minutes d’arrét du DSC.*® Ces deux investigations ont
permis de noter un grand nombre de leucocytes infiltrés dans la partie ischémiée du cerveau
des animaux IR, ce qui n'a pas été observé dans celle des animaux non reperfusés bien qu’il

y ait eu I'induction du roulement et de I'adhésion des leucocytes sur les veinules.

4. Impact de la microglie et des polynucléaires neutrophiles sur la

sévérité de I'ischémie cérébrale

L'ischémie cérébrale transitoire conduit & un recrutement des cellules inflammatoires,
mécanismes dépendants du temps. Les cellules microgliales et les PNN participent a la
seveérité de lischémie cérébrale. Leurs inhibitions diminuent la taille de linfarctus et
améliorent les déficits neurologiques dans des modeéles expérimentales d’AVC.?%?*%* |es
multiples constats des effets bénéfiques des traitements anti-inflammatoires chez I'animal
ont abouti & quelques essais cliniques. Cependant, les études cliniques engagées dans cette
voie thérapeutique n’ont pas été achevées ou ne sont pas parvenues a des résultats
significativement positifs au niveau des déficits neurologiques chez les patients ayant subi

une ischémie cérébrale.
A. Impact de la microglie sur la sévérité de I'ischémie cérébrale

i.  Role de la microglie dans la sévérité de I'ischémie cérébrale

La microglie, cellule inflammatoire résidente du cerveau, joue un réle clé dans
l'installation précoce des lésions ischémiques. De multiples études ont suggéré une
association entre la sévérité de [lischémie cérébrale et [lactivation des cellules
microgliales.?=3%334%1 | *éyolution de I'activation des cellules microgliales a été suivie dans
les zones infarcies, corticale et sous-corticale, & l'aide de la technique d’imagerie de
tomographie d’émission de protons (TEP) du radiomarqueurs ["'C]PK11195.°*>* Radlinska
et al (2009) ont associé I'étendue de la microglie radiomarquée a la taille de linfarctus

cérébral et a la sévérité des déficits neurologiques des patients.>®

La microglie a des propriétés neurotoxiques dans I'ischémie cérébrale puisqu’elle génere
des ROS, comme l'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) via la NADPH oxydase, et des
facteurs pro-inflammatoires, comme l'interleukine-1B (IL-1p), IL-18, du facteur de nécrose
tumorale (TNF), du monocyte chimioattractant protein-1 (MCP-1) et de la métalloprotéinase

de la matrice 9 (MMP-9).33°055%¢ Ces sécrétions initient linfiltration des leucocytes et la
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diminution de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (BHE). Ces actions sont
conférées a la microglie de phénotype M1 dit phénotype classique. En plus de son role initial
dans I'élimination des débris cellulaires et les excés d’excitotoxines, la microglie de type M2
a un rble dans le neuroprotection avec l'activité de l'arginase et la sécrétion de facteurs
neurotrophiques tels que le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), le facteur de
croissance transformant-1 beta (TGF-1p) et le facteur de croissance des nerfs (NGF).*’ ™ La
distinction phénotypique attribue a la microglie une implication ambivalente dans l'ischémie
cérébrale, a la fois toxique puisqu’elle est associée a une activité pro-inflammatoire via les
sécrétions de facteurs neurotoxiques, ou a une activité bénéfiqgue a des stades plus tardifs

de I'ischémie cérébrale.**8

ii. Modulation de I'activation microgliale

La modulation post-ischémique de la microglie par un agent inhibiteur ou par le blocage
de médiateurs de l'activation de la microglie (DAMPs ou TLR) a été envisagée afin de
réduire les Iésions ischémiques. Des investigations expérimentales ont principalement utilisé
la minocycline, tétracycline de deuxiéme génération. L'inhibition de la microglie par la
minocycline s'est avérée probante dans un contexte dischémie cérébrale
expérimentale.**®%°" En effet, Yenari et al (2006) ont utilisé cette molécule, sur un modéle
cellulaire de sevrage d’'oxygeéene et de glucose, et un modeéle animal d’ischémie cérébrale. La
réduction de la mort cellulaire in vitro et la réduction du volume de I'infarctus accompagnée
d’'une diminution des déficits neurologiques in vivo, par ce traitement, sont expliquées par
I'amélioration de la viabilité et de l'intégrité de la BHE.* Toutefois, le dosage du traitement &
la minocycline est crucial car a fortes doses, cet antibiotique peut étre toxique pour les
neurones ou les astrocytes, d'autant plus qu’il n'est pas spécifique aux cellules
microgliales.®®> Aucun traitement ciblant l'inhibition spécifique de la microglie n'a été réalisé

chez 'lhomme.

Le blocage des DAMPs tels que le high—-mobility group box 1 (HMGB-1) et la
peroxiredoxine-6 sont des cibles thérapeutiques intéressantes pour inhiber ['activation
microgliale et ainsi réduire les Iésions ischémiques.® Par exemple, le traitement & I'anticorps
anti-HMGB-1 dans un modéle d'OACM chez le rat a montré une inhibition de I'activation
microgliale accompagnée d’une diminution de la taille de linfarctus.** Le blocage des
protéines transmembranaires TLR-4 exprimées a la surface de la microglie, a été également
testé par Caso et al. Pour ce modeéle, les souris étaient déficientes en TLR-4. Elles
présentaient des infarctus cérébraux moins séveres et une atténuation de la réponse
inflammatoire, comparées aux souris wild type.®>® Dans une cohorte de 110 patients admis

pour un ischémie cérébrale, le taux de TLR-4 était associé significativement au volume
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lésionnel.’” Les DAMPs et les TLRs constituent donc des cibles thérapeutiques potentielles &

développer dans des essais cliniques.

L’identification des médiateurs spécifiques de I'activation de la microglie phénotype «
bénéfique » ou M2 fait I'objet de recherches récentes dans le domaine dans le but
d’amoindrir les dégats tissulaires via leur stimulation.® A titre d’exemple, I'étude récente de
souris transgéniques déficientes en galectine 3, exprimée dans la microglie activée, a montré
une prolifération défectueuse de la microglie et I'exacerbation des dommages ischémiques
menée par une apoptose neuronale accrue.®® La potentialisation de cette galectine pourrait
étre un moyen de contrebalancer la détérioration tissulaire au sein de la zone cérébrale

infarcie puisqu’elle semble étre essentielle a la microglie au phénotype « bénéfique ».

B. Impact des polynucléaires neutrophiles sur la sévérité de I'ischémie

cérébrale

i. Role des polynucléaires neutrophiles dans la sévérité de l'ischémie

cérébrale

Le lien entre la sévérité de l'ischémie cérébrale et le taux de PNN dans la zone Iésée ou
dans le plasma des sujets, a été décrit dans de multiples études cliniques et expérimentales.
Par exemple, Buck et al (2008) ont collecté les données de volume lésionnel par IRM-DWI,
de 173 patients inclus dans les 24 heures apres le début de l'ischémie cérébrale. 1l ont
trouvé que les taux de leucocytes périphériques et les taux de PNN étaient associés a des
volumes plus élevés des tissus ischémiés.” Le degré dinfiltration des PNN radio-
marqués dans le cerveau ischémique de patients, mesuré par la TEP, était associé a la
sévérité des déficits neurologiques.*’® Dans des modeéles animaux déficients en PNN, la
taille de l'infarctus cérébral était significativement réduite, en comparaison de celle des
animaux ischémiés non déficients.”’! La neutropénie pharmacologique, induite par I'injection
i.v. de vinblastine ou l'injection intra-péritoniale (i.p.) de I'anticorps RP-3, chez des rats ayant
eu une OACM de 24 heures, permettait de réduire le volume infarci dans le cerveau,

notamment grace & la protection de la fonction endothéliale de I'artére occluse.’

La majoration des lésions ischémiques serait liée a 'accumulation des PNN dans le tissu
touché et a leur activité cytotoxique. Le cocktail d’enzymes contenues dans leurs granules
génere des ions superoxydes (par l'activité de la xantine deshydrogénase et oxydase, la
cyclo-oxygénase et la NAPDH oxydase), de l'acide hypochloreux et du péroxyde
d’hydrogéne (par l'activité de la myelopéroxydase et la monoamine oxydase). Les PNN ont

la capacité de libérer des médiateurs neurotoxiques dont des purines, la B-amyloide, la
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protéine HMGB-1, des complexes d’ARN ou d’ADN codant pour des médiateurs pro-

inflammatoires.”

Dans linfarctus cérébral, les PNN favorisent la formation de thrombose par leur
interaction avec les plaquettes, le clivage protéolytique des facteurs de coagulation, et la
libération de molécules pro-thrombotiques.” ™ lls concourent également a I'athérosclérose et
a la rupture de la plaque en améliorant linfiltration des leucocytes, la production
de lipoprotéines de basse densité (LDL) oxydées et la dégradation de la fibrose par leurs
enzymes protéolytiques. lls ont une action pro-inflammatoire en phase aigiie de I'ischémie
cérébrale par la libération de divers médiateurs. Dans la phase sub-aigiie de lischémie
cérébrale, les PNN libérent des cytokines (IL-1B, IL-6, IL-6, TNF), des chémokines (MCP-
1/CCL-2, MIP-1a/CCL-3, regulated on activation normal T cell expressed and
secreted (RANTES/CCL-5)), des protéases (MMP dont MMP-2 et MMP-9 principalement,
protéinase 3, élastase, cathepsine G) et des ROS (superoxyde, acide hypochloreux). Ces
sécrétions aboutissent a la rupture de la BHE, a la facilitation de l'infiltration des cellules
immunitaires circulantes et & la mort des cellules cérébrales.**"*"° Cela concourt également
a un cedéme cérébral, et possiblement & des transformations hémorragiques.®® Ces effets

pro-inflammatoires sont réecemment conférés aux PNN du type N1.

La majeure partie des facteurs liés a I'activité des PNN semble conduire & une majoration
de linflammation post-ischémique et a la mort neuronale & des stades précoces de
I'ischémie cérébrale. Les stratégies de traitements administrés en vue de réduire les
dommages ischémiques via l'inhibition des PNN sont nombreuses. Elles incluent le blocage
des facteurs activateurs des PNN (TNF, IL-1B), des acteurs de la diapédése (protéines

d’adhésion) ou des facteurs concourant a la rupture de la BHE.

ii. Modulation des facteurs associés a l'activation et au recrutement des

polynucléaires neutrophiles

Le facteur TNF et linterleukine IL-13 contribuent a I'activation des PNN et augmentent
lors d'un infarctus cérébral. L'utilisation d'un antagoniste des récepteurs IL-1 dans les
modéles animaux conduit & une diminution de [infiltration des cellules immunitaires
périphériques dont les PNN dans le cerveau, a des réductions du volume de l'infarctus, de
lcedeme cérébral et de [lactivation microgliale, et a une amélioration des déficits
fonctionnels.®! Chez des patients ayant eu une ischémie cérébrale, I'injection i.v. de cet
antagoniste a également diminué le taux de PNN dans le sang et, a permis d’améliorer les
déficits fonctionnels trois mois aprés 'AVC.%* Il a été démontré que le TNF est un médiateur

toxique dans les modeéles animaux IR et chez les patients ayant eu une ischémie cérébrale.
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Cela est notamment di a une défaillance de la fonction microgliale et une réduction de
Iinfiltration des PNN.>***%** Ces deux cytokines sont pléiotropes et agissent sur de nombreux
types de cellules. Si leurs effets sur les PNN (et la microglie) sont bien connus, ceux sur les

autres types cellulaires sont encore a approfondir.

iii. =~ Modulation des facteurs associés a l'adhésion des polynucléaires

neutrophiles sur les cellules endothéliales

L’adhésion des PNN est une étape cruciale de l'inflammation post-ischémique dans le
cerveau. Les cibles sont donc les molécules d’adhésion intervenant dans I'adhésion des
PNN : ICAM-1, VCAM-1, MAC-1, sélectines E et P.

Les taux de protéines d'adhésion leucocytaire, telles que les CAM solubles, dans le
plasma ou le liquide céphalo-rachidien sont élevés dans la phase aigiie de l'ischémie
cérébrale et, sont associés a la séveérité de linfarctus et aux déficits neurologiques et
fonctionnels chez des patients ayant eu une ischémie cérébrale comparés a des personnes
saines.”®® Parmi ces études, Wang et al (2006) ont montré une relation croissante entre les
taux sériqgues d'ICAM-1 soluble a lI'admission et les déficits neurologiques, évalués par le
NIHSS, dans une cohorte de 238 patients avec une ischémie cérébrale.® Le blocage par des
anticorps anti-ICAM-1 (1A29) conduit a des réductions du volume de la Iésion chez des rats
ayant eu une OACM transitoire, dans deux études de Zhang et al, réduction de 41% pour la
premiére étude et de 44% dans la deuxiéme.*®®° La premiére étude a d'ailleurs été corrélée
& une diminution du nombre de PNN infiltrés dans le cortex infarci.®® La déplétion d'ICAM-1
par l'utilisation d’'un modéle murin knock-out ICAM-1 a également montré une réduction de
I'expansion de l'infarctus cérébral.®® Ces études ont révélé que seuls les modéles d’'ischémie
cérébrale transitoire présentaient un effet bénéfique. Ces résultats encourageants ne sont
pas confirmés chez 'homme. En effet, l'utilisation du 1A29 dans I'essai clinique Enlimomab a
conduit & une augmentation de mortalité et & des infections chez les patients, 90 jours aprées
le début du traitement. Or, il est aujourd’hui reconnu que les infections sont néfastes sur la
sévérité et I'évolution des déficits neurologiques de 'ischémie cérébrale.®® Le blocage de ces
glycoprotéines n’induit pas uniquement un dysfonctionnement de linfiltration des PNN, mais
également celui des autres leucocytes impliqués dans les mécanismes de défense et dans
les mécanismes de réparation cérébrale suite aux dommages ischémiques. Si ce traitement
a fonctionné chez les animaux de maniere homogéne, I'hétérogénéité des profils entre

chaque patient doit certainement contribuer & I'échec thérapeutique clinique.

L'intégrine MAC-1 ou CD11b/CD18 facilite I'adhésion, la diapédese et la phagocytose

des PNN. Les modéles de knock-out et de blocage par I'anticorps dirigé contre cette
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intégrine entrainent une réduction du profil lésionnel dans les modéles expérimentaux
d’IR.%> De maniére intéressante, la combinaison du traitement rt-PA avec le traitement UK-
279,276, antagoniste sélectif du MAC-1, a des délais d’étude courts (deux a quatre heures),
confere un effet synergique dans I'amélioration des déficits neurologiques fonctionnels chez
des rats wistar ayant eu une OACM.* Elle permet d’ouvrir la fenétre thérapeutique du rt-PA,
puisqu’'a quatre heures d’occlusion, le volume moyen de l'infarctus est certes plus élevé qu'a
deux heures, mais reste significativement inférieur a celui des rats traités aux rt-PA seul et
aux rats non traités.** Deux essais cliniques ont vu le jour : la cohorte ASTIN composée de
966 patients et la cohorte LeukArrest.”® Bien que le traitement UK-279,276 ait été bien toléré
par les patients de la premiére cohorte (aucune augmentation d'incidence d’infections),
'étude n'a pas montré de récupération des déficits neurologiques mesurés par le score
scandinave stroke scale ajusté.®® Pour espérer une efficacité du traitement, le délai
d’administration devrait étre corrélé a la cinétique d’expression des protéines d’adhésion soit
a environ 15 minutes aprés le début des symptdmes. Or, il est quasiment impossible
d’'inclure des patients aussi précocement. La cohorte LeukArrest, faisant écho a I'étude

préclinique de Yenari et al (1998), a été arrétée au cours de la phase lll.

Les deux sélectines E et P sont exprimées a la surface des cellules endothéliales et ont
un réle primordial dans I'événement ischémique par leur interaction avec le récepteur PSGL-
1. Le blocage d'une de ces sélectines par un traitement a I'anticorps monoclonal ou
l'utilisation d’'un modéle murin knock-out provoque une amélioration du profil Iésionnel et une

récupération fonctionnelle, souvent accompagnées d’'une infiltration des PNN réduite.’°

Les plaquettes participent au recrutement des PNN grace a leur interaction via le PSGL-1.'®
C’est pourquoi cette cible thérapeutique est intéressante. Une récente étude a utilisé un
modéle permanent d'OACM et a montré que le blocage de la PSGL-1 réduit
significativement I'occlusion des microvaisseaux.’® Les études expérimentales pourtant

probantes, n'ont encore pas débouché sur un essai clinique.

iv.  Modulation des facteurs associés a la rupture de la BHE

La perte de perméabilité de la BHE participe a linflammation post-ischémique, et
concoure a de I'cedéme, et parfois, a des transformations hémorragiques. Les PNN en sont
en partie la cause, puisqu’ils libérent des enzymes telles que des MMPs, I'élastase, la
protéinase 3, et la cathepsine G, et des ROS. L’inhibition des PNN induit la diminution de la

rupture de la BHE et participe ainsi indirectement a la prévention du développement

d’hémorragies post-ischémiques.
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La dégranulation des PNN libére également des MMP-9, ce qui est associé a la sévérité
de Iischémie cérébrale.®® La production et la libération de MMP-9 se fait entre deux et six
heures apres lischémie cérébrale. Son taux sérique chez des patients ayant eu une
ischémie cérébrale est corrélé significativement a la rupture de la BHE et au risque de
transformations hémorragiques.'® Gidday et al (2005) ont montré que des souris knock-out
MMP-9 entrainent une meilleure perméabilité de la BHE, une infiltration atténuée des PNN

dans le parenchyme cérébral et une neuroprotection au niveau des lésions ischémiques.*®®

L'élastase contenue dans les granules des PNN a pour action de dégrader la lamine
basale et la matrice extracellulaire. L'élastase des PNN semble étre également impliquée
dans le profil lésionnel des IR.2*'° De la méme maniére que pour les autres enzymes
issues des PNN, l'efficacité de I'utilisation d’une inhibition pharmacologique de I'élastase est
vérifiée pour le traitement des infarctus cérébraux dans les modéles animaux. A titre
d'exemple, le sivelestat, inhibiteur sélectif de [I'élastase issue des PNN, induit une
neutropénie et améliore la perméabilité de la BHE, I'cedéme cérébral et les déficits

neurologiques dans un modéle murin d’ischémie cérébrale focale.’*®

Les ROS libérés par les PNN provoquent la mort des cellules de 'unité neuro-vasculaire,
notamment des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses, des astrocytes et des
péricytes. L'ensemble favorise la destruction de la BHE, les transformations hémorragiques
et 'cedéme cérébral. L'inhibition de la nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxydase
(NOX-2) par I'apocynine ou par sa déplétion génétique est neuroprotectrice dans un contexte
expérimental d’'ischémie cérébrale.’®” Les PNN dans ces deux modeéles se sont infiltrés en
plus petit nombre dans la partie ischémiée. Il semblerait que I'exacerbation des dommages
dans le cerveau serait induit par la forme cicurlante de la NOX-2 (provenant de la moelle

osseuse).*”’

L'ablation génétique de I'enzyme NAPDH oxydase, produisant des ions superoxydes,
divise par deux les dommages ischémiques chez des souris déficientes en gp91(phox)

(sous-unité de 'enzyme) & 24 heures de reperfusion, comparés a des souris wild type.'%

v. Modulation des acteurs liés au phénotype N2 des polynucléaires

neutrophiles

Des nouvelles pistes thérapeutiques ont été élaborées, ciblant les médiateurs des PNN
au phénotype « bénéfique ». Cuartero et al (2013) ont mis en évidence la reprogrammation
du phénotype N2 des PNN par l'activation des récepteurs PPAR-y.* Un traitement &

'agoniste de ce récepteur, la rosiglitazone, permet une hausse de 77% de I'acquisition du
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phénotype N2 pour les PNN, accompagné d’'une clairance plus efficace des PNN et d’'une

réduction du volume de l'infarctus cérébral chez les souris IR.*

La contribution des PNN et de la microglie dans le développement de l'infarctus cérébral
est indéniable et a été le sujet de nombreuses publications. Si leur participation dans la
phase aigie de lischémie cérébrale n’'est pas remise en question, leur action est
controversée.'® Les rdles dualistes de la microglie et des PNN sur I'évolution temporelle des
lésions tissulaires sont & prendre en considération.”® L’hétérogénéité des profils cliniques et
la complexité des mécanismes sous-jacents a l'inflammation post-ischémique, tels que le
facteur temps dans le recrutement et I'activation de la microglie ou des PNN, sont a
approfondir afin de mieux appréhender les cas cliniques d’ischémie cérébrale. Les échecs
thérapeutiques mettent en évidence le fossé entre les études pré-cliniques et cliniques. La
recherche translationnelle a besoin d'étre reconsidérée. Les investigations expérimentales
portant sur le réle des facteurs influencant I'inflammation post-ischémique et donc la sévérité
de l'ischémie cérébrale chez les patients, tels que les comorbidités, sont encore rares et

méritent d’étre approfondies.

5. Impact des comorbidités sur I'ischémie cérébrale: role de la microglie

et des polynucléaires neutrophiles

Les principales comorbidités de I'AVC sont l'athérosclérose, I'hyperlipidémie, les
diabétes, I'obésité, I'hypertension et les infections. Des études cliniques et épidémiologiques
ont clairement établi qu'une infection systémique de type viral ou bactérien augmente le
risque dischémie cérébrale."'®''! Ces observations sont vérifiées dans les principales
comordibités.'? La présence de facteurs associés & une inflammation systémique chez des
patients ayant eu une ischémie cérébrale est corrélée positivement aux déficits
neurologiques plus sévéres.!*113114 Dans les modéles animaux d’ischémie cérébrale,
I'hypertension, le diabete, I'obésité, I'athérosclérose et l'infection augmentent les dommages
cérébraux.?? La modulation du profil Iésionnel par ces facteurs s’explique notamment par la
présence préalable d’une inflammation systémique.* Le blocage des voies inflammatoires
dans les modéles expérimentaux associant une comorbidité et Iischémie cérébrale, protege
le cerveau des lésions ischémiques, ce qui sous-tend que la charge inflammatoire
préexistante produite par les comorbidités contribue a la majoration de I'inflammation post-
ischémique et prédispose le cerveau & avoir un profil Iésionnel plus important.**2*>! parm;j
ces voies inflammatoires, le systeme de I'immunité innée, mené notamment par I'activation

de la microglie et le recrutement des PNN, constitue une piste de développement
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thérapeutique intéressante, pour contrer les effets déléteres des comorbidités lors de la

survenue d’'une ischémie cérébrale.

A. Impact des comorbidités sur la sévérité de I'ischémie cérébrale

Chez 'homme, les évenements inflammatoires systémiques peuvent survenir suite a
l'installation d’'une infection, d’'un diabete de type Il, d'une athérosclérose, d'une obésité
morbide, ou d’'une hypertension non traitée. Ces facteurs augmentent le risque de survenue
mais également les déficits neurologiques et fonctionnels chez 'hnomme. Des modéles
précliniques complexes, caractérisés par la combinaison de l'induction d’'une comorbidité et
d'une occlusion artérielle, ont été réalisés dans le but de reproduire les observations
clinigues et de comprendre les mécanismes sous-jacents. A titre d’exemple, des équipes de
recherche ont utilisé des souris obéses (ob/ob) et ont induit une occlusion artérielle cérébrale
pour I'étude de I''mpact de I'obésité morbide sur la sévérité de l'infarctus cérébral. ****° Les
souris ob/ob développent un infarctus cérébral et des déficits fonctionnels plus séveéres,
comparés aux souris non obéses.”” ™™ L'utilisation de la souche de rats spontanément
hypertendus (SHR) a permis d’étudier I'impact délétére de I'hypertension sur la sévérité de
lischémie cérébrale.’®® Des modéles expérimentaux d’ischémie cérébrale ont été couplés a
'administration répétée de lipopolysaccharides (LPS), afin de mimer une inflammation
systémique due a une infection. Ces études ont montré une augmentation de l'inflammation
post-ischémique et un accroissement des dommages cérébraux.'**?* L’injection chronique
de la cytokine pro-inflammatoire IL-18 induit une rupture des composants de la BHE, ce qui a
entrainé une élévation de I'étendue des lésions et des déficits neurologiques dans un
modéle murin d’OACM.**® Cela prouve I'importance de la considération de la présence d’un

terrain inflammatoire lors la survenue d’'un infarctus cérébral.

Les mécanismes responsables de cette exacerbation des lésions ischémiques dans un
contexte inflammatoire systémique sont complexes et impliguent de nombreux acteurs,
comme par exemple, les ROS, les cytokines, ou les protéases.'”® Les cellules de 'immunité
innée, telles que la microglie ou les PNN, ont également un réle prépondérant dans la

séveérité de I'ischémie cérébrale conférée par une comorbidité inflammatoire.

B. Rdle de la microglie dans un contexte inflammatoire systémique et

ischémie cérébrale

Le role de la microglie dans I'exacerbation des lésions ischémigues dans un contexte
d’'inflammation systémique a été décrit dans quelgues publications. Parmi ces derniéres,

Tureyen et al (2011) ont évalué I'effet de 'OACM chez des souris adultes db/db, modéle du
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diabéte de type | Aprés trois jours de reperfusion sanguine, les souris db/db avaient des
infarctus plus volumineux et des déficits neurologiques plus séveres comparés aux souris
génétiques contréles normoglycémiques (db/+). Cela était accompagné de I'augmentation de
I'activation microgliale (67%)."®

L'impact de I'hypertension sur l'inflammation post-ischémique a notamment été étudié
par De Geyter et al (2012) avec l'utilisation d’'un modeéle d’injection d’'un vasoconstricteur
(endothéline 1) chez des rats SHR. lls ont montré une augmentation significative du volume
de l'infarctus cérébral total, 24 heures aprés l'induction d’'une IR focale, comparée a des rats
contrbles wistar kyoto ischémiés. Cette aggravation du profil Iésionnel était corrélée a une
diminution des cellules immuno-marquées a la molécule adaptatrice liant le calcium ionisant
1 (Iba-1), marqueur de la microglie activée, dans le striatum (24 heures post-ischémie) et le

cortex (24 heures et 72 heures post-ischémie).'?*

C. Rdle des polynucléaires neutrophiles dans un contexte inflammatoire

systémique et I'ischémie cérébrale

Les PNN, premiéres cellules périphériques de 'immunité innée recrutées dans I'ischémie
cérébrale, ont été étudiés dans quelques modéles de comorbidités/AVC. Il a été décrit que
les taux de PNN et de la protéine réactive C (CRP), marqueur de [linflammation
périphérique, étaient plus élevés chez les patients ayant eu une ischémie cérébrale
précédée d’'une phase d’infection, et étaient corrélés aux déficits neurologiques mesurés

avec le score Scandinivian Stroke Scale, quatre jours aprés l'infarctus cérébral.™*?

McColl et al (2007) ont élaboré un modéle murin d'inflammation systémique, par
l'injection de la cytokine pro-inflammatoire, IL-1B, suivi d'une OACM et mis en évidence
limplication des PNN dans I'aggravation des Iésions ischémiques.'?? La déplétion des PNN
par l'injection d'un anticorps anti-PNN ou la déplétion en MMP-9 entrainait une réduction des

déficits neurologiques et de la taille de Iinfarctus cérébral.****?

L'étude de Tureyen et al (2011) a également associé aux déficits neurologiques dans
leur modele de diabete de type Il, une augmentation des capillaires positives a 'lCAM-1, un
cedeme cérébral plus conséquent et une majoration de la présence des PNN dans le cortex
ipsilatéral.’® Un modéle murin d’hyperglycémie/diabéte combiné a une IR a permis de
montrer une augmentation de l'activité de MMP-9, une mort apoptotique des cellules
endothéliales accrue, ce qui est associé a une aggravation des transformations

hémorragiques post-ischémiques.'”
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Impact de la consommation chronique d’éthanol sur I'immunité
innée du cerveau et du foie : réle des polynucléaires neutrophiles et

des macrophages résidents

D’aprées le rapport d’état mondial concernant l'alcool et la santé effectué par le World
Heath Organisation en 2014, prés de 42 sur 100 000 habitants européens (hors Europe de
I'est, qui sont & 463 décés pour 100 000 habitants) décédent d’'une maladie attribuable a la
consommation d’alcool en 2012.'?° Les maladies causées par la consommation excessive
chronique d’alcool sont multiples : diabéte, maladies vasculaires, maladies neurologiques et
psychiatriques, AVC, maladies hépatiques, cancers...”® L’Europe compte la plus grande
proportion de consommateurs courants d'alcool (66,4%) alors que le pourcentage moyen
mondial de consommateurs est de 38,3%.'*° Cette variabilité géographique s’explique par
les divergences culturelles et ainsi les habitudes de consommation d’éthanol qui en
résultent. >’ Parmi ces consommateurs d'alcool, un sous-ensemble de buveurs excessifs
consomme des quantités importantes, plus de 40 g d'éthanol pur par jour (4 verres
quotidiennement). lls peuvent développer une tolérance physique et une dépendance a
I'éthanol. La capacité de I'éthanol a se diffuser rapidement dans le corps, notamment dans
'organe le plus fragile, le cerveau, confére des troubles comportementaux réversibles dés
lors d'une unique prise (perte de mémoire, sédation, irritabilité, agressivité). La
consommation chronique d’éthanol devient nocive quand des conséquences sociales et
sanitaires négatives, telles que le chémage, le retrait social, la transmission des maladies
infectieuses, et des dommages au niveau organique, se mettent en place. Des altérations de
la structure, la physiologie et la fonction des organes adviennent irrémissiblement. La
consommation excessive et chronique d'éthanol entraine des états inflammatoires et des

Iésions irréversibles dans de multiples organes.

1. Pharmaco-cinétique de I'éthanol

La molécule d’éthanol est absorbée au niveau du tractus supérieur gastro-intestinal (70 a
80% dans le duodénum et le jéjunum) par diffusion simple et, elle est rapidement distribuée
dans les organes tres vascularisés, comme le foie, les poumons et le cerveau. Le foie a un
réle clé lors d’'une intoxication a l'alcool puisque son métabolisme permet d’éliminer plus de
80% de I'éthanol absorbé (le reste étant éliminé par le métabolisme rénal ou celui du tractus
gastro-intestinal ou sous sa forme initiale par I'air expiré, les voies urinaires et sudorales).
Cependant, quand une quantité massive d'éthanol parvient régulierement dans le foie, celui-

ci est dans l'incapacité d’éliminer correctement toutes les molécules d’acide éthylique et les
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métabolites intermédiaires toxiques, ce qui génére des dysfonctionnements parfois
irréversibles tels que le développement d’une cirrhose alcoolique. Les recherches du célébre
nutritionniste Charles Saul Lieber ont permis d’établir le fait qu’'une consommation excessive
et chronique d’alcool peut causer une cirrhose du foie chez des sujets ayant un régime
alimentaire correct.'?® Les molécules d’éthanol passent aisément a travers le BHE et altérent

la neurotransmission.

2. Physiopathologie et progression des lésions hépatiques vers un

terrain inflammatoire lors d’'une consommation chronique d’éthanol

La consommation chronique d’éthanol induit une défaillance hépatique. Cela se
manifeste progressivement par des dysfonctionnements d’abord réversibles, la stéatose,
puis plus graves comme la stéatohépatite, ce qui peut progresser en cirrhose ou carcinome
hépatocellulaire. Plus de 95% des consommateurs excessifs développent une stéatose
hépatique mais seulement 20 a 40% développent une maladie alcoolique du foie
caractérisée par une inflammation hépatique.'®**® Ces disparités a caractére évolutif
observées varient selon les personnes, de par leurs différences dans leurs habitudes liées a

la consommation d’éthanol et dans leur susceptibilité a I'effet direct ou indirect & I'éthanol.**

A. Métabolisme de I'éthanol dans le foie

L’éthanol est majoritairement éliminé dans les hépatocytes, par deux oxydations
successives. La premiére transforme I'éthanol sous forme d’acétaldéhyde, a I'aide de trois
voies enzymatiques, celle de I'alcool déshydrogénase (ADH) au niveau cytosolique, celle du
cytochrome P450 2F1 réalisée dans le systéme microsomal d’oxydation de I'éthanol au
niveau du réticulum endoplasmique et celle de la catalase, qui est moins représentative et
située dans les peroxysomes. La deuxiéme oxydation consiste en la métabolisation de
l'acétyladéhyde en acétate par I'aldéhyde déshydrogénase (ALDH). L’acétate est ensuite

libéré dans la circulation sanguine et oxydé en CO, et H,O0.

B. Conséquences physiopathologiques de I'oxydation de I’éthanol au sein

du foie suite a une consommation chronique d’éthanol

Les deux enzymes ADH et ALDH ont pour coenzyme le NAD+. La conséquence de
'oxydation de I'éthanol est donc une perturbation de la balance NADH/NAD+, ce qui
provoque des troubles dans les métabolismes glucidique et lipidique. Le pyruvate se

transforme en lactate, ce qui entraine le ralentissement de la néoglucogenese et induit une
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hypoglycémie. L’hyperlactatémie peut également engendrer, une acidose métabolique et
une hyperuricémie associée a un catabolisme élevé de purines par la xanthine oxydase. Le
potentiel d’'oxydoréduction hépatocytaire en consommant le NAD+, entraine un blocage de la
B-oxydation des acides gras nécessaires pour produire de I'ATP. Les acides gras
s’accumulent alors principalement sous forme de triglycérides (ainsi que de phospholipides
et d’esters de cholestérol) dans les hépatocytes, phénoméne appelé stéatose hépatique.™!
A cette premiere réponse du foie, les dysfonctionnements sont encore bénins et réversibles.
Si l'arrét de ce type de consommation se fait a ce stade, l'autophagie des gouttelettes
lipidiques est accrue et, permet au foie de revenir a I'état initial. Fait intéressant, une
consommation aigle d’éthanol stimule l'autophagie des gouttelettes lipidiques, ce qui
représente un systéme compensatoire déployé par le foie au début de la stéatose.'*
L'intoxication a I'éthanol prolongée inhibe la macro-autophagie et contribue indéniablement a

la pathogenése du foie. ***

Le métabolite intermédiaire, I'acétaldéhyde, est trés toxique et a un rdle majeur dans
I'apparition des lésions hépatiques. Si le mécanisme d'élimination de ce métabolite est
dépassé dans le cas d'une consommation excessive et chronique, son accumulation au
niveau mitochondriale entraine une mort cellulaire par une carence des systemes oxydants
(notamment du glutathion réduit), une augmentation de la peroxydation lipidique et les effets
toxiques des ROS. La production hépatotoxique de ROS provient de la lipoperoxydation des
membranes liée a linduction de l'activité microsomale du CYP2E1l ou l'oxydation de
l'acétylaldéhyde. Plusieurs études expérimentales ont révélé le lien entre le CYP2EL et la

toxicité hépatocellulaire de I'éthanol et la peroxydation lipidique.***3°

Les produits de la peroxydation et I'acétylaldéhyde stimulent la production de collagene
par les cellules étoilées du foie, ce qui conduit & une fibrose hépatique périveinulaire,
typiqguement retrouvée dans le foie de sujets alcooliques atteints de stéatohépatite ou dans

un modéle d’alcoolisation chronique chez le babouin.™"**°

L'acétylaldéhyde réagit activement avec des protéines plasmatiques, telles que
l'albumine, les lipoprotéines ou 'hémoglobine, qui changent leurs propriétés ou forment des
adduits retrouvés au niveau du foie ou méme du cerveau.*® Ce type de composé peut

conduire & une réaction auto-immune, comme I'hépatite aigle alcoolique.
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C. Biomarqueurs sanguins d’'une atteinte hépatique due a la consommation

chronique d’éthanol

Une atteinte du foie peut étre rapidement détectée grace aux dosages des enzymes
hépatiques. Une atteinte de type toxique, comme l'absorption répétée d'éthanol, augmente
les taux plasmatiques de glutalopyruvate transférase (TGP ou ALAT), de glutamoxaloacétate
transférase (TGO ou ASAT) et de gamma glutamyl transférase (yGT).**' Ces enzymes ont
pour fonction de transférer les amines dans les processus métaboliques et chimiques dans
le milieu intracellulaire. La lyse hépatocytaire induite par les mécanismes décrits dans le
paragraphe précédent, libere dans la circulation sanguine les transaminases, dont les TGP
et les yGT majoritairement, enzymes prédominantes dans le foie. L'augmentation de ces
enzymes, ne peut pas étre imputée qu'a la consommation excessive de boissons
alcoolisées. C’est pourquoi un dosage non routinier d’'un biomarqueur plus spécifique de la
consommation excessive et chronique d'éthanol peut étre envisagé. A I'heure actuelle, le
meilleur marqueur de la consommation excessive et chronique d'éthanol est la carbohydrate-
deficient transferrin (CDT).!*? Cette glycoprotéine permet le transport du fer dans
'organisme. La transferrine a différentes isoformes, dont la principale est composée de
quatre résidus d’'acide sialique. La prise quotidienne d’au moins 50 g d’éthanol modifie la
proportion de ces isoformes en inhibant la sialylation et augmente donc la proportion de
transferrines pauvres en acide sialique, les CDT. Le taux de CDT se normalise apres deux a
trois semaines d’abstinence alors que les taux des transaminases se régularisent aprés deux
mois. Le dosage de la CDT est également intéressant pour le suivi de I'abstinence des sujets
dépendants.’* Les caractéristiques de chacun de ces marqueurs sont répertoriées dans le

tableau 2.
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Marqueurs
N

Sensibilité de modérée a haute

CDT Colt éleve 2.5 %™ (proportion en
Carbohydrate gfggﬁ:#t:eds I:C(?R ;ﬁ Méthodologie fonction du taux total
deficient transferrin o bec sophistiquee de transferrines)
Demi-vie de 15 jours
Sensibilité de modérée a haute Peu spécifique
yGT . S
Dosage facile Mauvais indicateur de
Gamma-glutamyl _ 50 UI/L
franstAlnie Bo_nne acceptabilite rechL_th _
Faible colt Demivie de 2 mois
ASAT-TGO Demi-vie de_ 2 a 3 semaines -
; Dosage facile Peu spécifique
Glutamoxaloacétate s . . 45 Ul/L
E Bonne acceptabilité Faible sensibilité
transferase " .
Faible colt
ALAT-TGP Demi-vie de_ 2 a3 semaines -
Dosage facile Peu spécifique
Glutamopyruvate _ . T 50 UI/L
. Bonne acceptabilité Faible sensibilité
transférase . .
Faible colt
Faible sensibilité (moins
VGM Bonne acceptabilité sensible chez 'homme)
Volume globulaire ; e=B Peu spécifique 98 u?
Faible colt = :
moyen Demi vie de plusieurs

mois

Tableau 2:
d’éthanol (d’apres

Marqueurs biologiqgues de la consommation excessive et chronique
144y *d’aprés la technique de Delanghe et al 2007 **2.

D. Facteurs modulateurs des lésions liées a la consommation chronique

d’éthanol

Les Iésions liées a la consommation chronique d'éthanol peuvent se développer et étre
modulées par une multitude de facteurs parmi lesquels figurent la dose, la durée, le type de
la consommation d'alcool, les habitudes de consommation, le sexe et l'origine ethnique.**>™*®
En outre, I'obésité, les infections concomitantes, la surcharge en fer, ainsi que l'interaction
médicamenteuse avec les molécules d’éthanol peuvent aggraver les dégats causés par la

consommation d’éthanol.**1%3

Des variations inter-individuelles peuvent étre issues d’'une différence de métabolisme de
I'éthanol. De nombreuses investigations se sont penchées sur le polymorphisme génétique
des génes codant pour les différents acteurs oxydatifs de I'éthanol, en particulier, les variants
alléligues des génes codant pour les enzymes : CYP2E1l, ADH et ALDH. Les deux
principales iso-enzymes de l'acétylaldéhyde sont ALDH1 et ALDH2.** Un polymorphisme
l'allele ALDH2*1

représenté chez tous les caucasoides, codant pour une enzyme trés active et l'allele mutant

génétique a été mis en évidence dans I'ALDH2 selon les ethnies :

ALDH2*2 a caractére dominant chez 50% des asiatiques, codant pour une enzyme
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inactive.'®® L’activité enzymatique déficiente entraine une accumulation d’acétylaldéhyde, qui
a pour symptébmes une arrivée de sang facial et des signes d'intolérance a I'éthanol
(hypotension, brdlures gastriques, maux de téte...). Ces désagréments sont tels qu'ils
dissuadent les personnes homozygotes de consommer des boissons alcoolisées. L'alléle c2
de CYP2EL est présent chez 40% des sujets japonais et est associé a une consommation
d’alcool plus importante.”™ Le lien entre le polymorphisme génétique du CYP2EL et la
sévérité de la consommation excessive et chronique d’alcool n'est pas encore clairement

établi.

E. Effets directs et indirects de la consommation chronique d’éthanol sur

I'inflammation cérébrale et hépatique

Il existe deux sources majeures d’inflammation générées par I'éthanol : celles dérivée
des cellules directement endommagées par I'éthanol et celle provenant de la microflore

intestinale, en particulier, du LPS.

i. Induction de I’état inflammatoire dans le foie suite a une consommation

chronique d’éthanol

Quand la stéatose est associée a un dysfonctionnement des organites, un stress oxydatif
et des Iésions hépatocellulaires, un état pathologique inflammatoire peut conjointement étre
déclenché par l'activation de cytokines pro-inflammatoires (effet direct), et/ou par la
translocation intestinale anormale d’endotoxines bactériennes (effet indirect).”® La
progression de la stéatohépatite a un état inflammatoire et, surtout a des Iésions a un stade
ou la régénération hépatocellulaire et la réparation sont gravement compromises et ou la
fiborogenése commence a dominer, limite encore davantage les fonctions métabolique et

homéostatique du foie.”"

La majoration de I'état inflammatoire est également due a
'endotoxémie. Ronald Thurman et al ont permis de mettre en lumiére le réle du LPS dans la
maladie du foie alcoolique.® La consommation chronique d’éthanol perturbe la barriére
épithéliale intestinale au niveau des jonctions serrées et stimule la translocation des

158,159

bactéries et des endotoxines (LPS) provenant de la lumiére intestinale. Il a été montré

que l'administration intra-gastrique (i.g.) quotidienne de 5g/kg d'éthanol durant quatre
semaines a augmenté 15 fois les taux de LPS dans leur plasma, comparés a des rats non
alcoolisés.’ Une endotoxémie est relevée journellement dans le plasma de personnes
consommatrices d’alcool.’®* Or, le LPS a la faculté de mimer des infections bactériennes, ce

qui active la réponse inflammatoire de I'hote.**?
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ii. Impact de la consommation chronique d’éthanol sur 'immunité innée

dans le foie: role des polynucléaires neutrophiles

Le systeme de I'immunité innée permet notamment de réguler I'hnoméostasie entre la
prolifération et I'apoptose des cellules épithéliales de l'intestin mais aussi la régénération du
foie aprés une perte de sa masse. Lors d’'une consommation excessive et chronique, ce
processus peut étre gravement perturbé au niveau des différents composants cellulaires du
systeme.'®'® Les effets de la modulation de l'immunité par lintoxication répétitive a
I'éthanol se produisent non seulement chez les individus humains mais aussi, dans des

modeéles animaux**® ¢,

La présence de LPS dans le foie déclenche des réponses immunitaires innées
principalement par l'intermédiaire d'une sensibilisation des cellules de Kupffer, conduisant a
une inflammation intra-hépatique et a la production de cytokines pro-inflammatoires.”*** A
titre d'exemple, I'exposition chronique a I'éthanol augmente la production de TNF dans les
cellules de Kupffer de rongeurs, suite & une stimulation par le LPS.***"° || a été montré que
le traitement par un agent toxique sélectif des macrophages résidents, le gadolinium
chloride, protégeait des effets néfastes de I'éthanol par une réduction des changements
lipidiques, de l'inflammation et de la nécrose dans le foie des rats gavés a I'éthanol durant

quatre semaines.*”

Les nombreuses cytokines et chémokines produites par les cellules de Kupffer sont
régulées a la hausse et favorisent le recrutement des PNN au cours de la progression de
I'hépatite alcoolique.””***"*'”* Lemmers et al (2009) ont montré que la production d’IL-17
par les macrophages résidents dans le foie de 'homme induisait linfiltration des PNN mais
également la stimulation des cellules étoilées du foie, productrices d’IL-8 et CXCL-1/ GRO-a
(C-X-C maotif ligand 1 / melanoma growth stimulating activity a), ce qui aide au recrutement
des PNN."* Pour que les PNN s'infiltrent dans le foie, il doit donc y avoir un amorcage de
linflammation systémique par la production de cytokines, de chémokines, de facteurs du
complément et d’autres marqueurs comme le facteur d’activation des plaquettes. "4
Les PNN alors activés, s’accumulent dans la microvascularisation du foie et extravasent
dans le parenchyme hépatique par un gradient chimiotaxique via linteraction avec les
protéines d’adhésion exprimées a leur surface et a celles des cellules endothéliales
hépatiques.'”®*"” L'infiltration de PNN est un marqueur d’hépatite alcoolique qui est associé

a la sévérité des lésions chez 'homme et dans des modéles animaux.'’818°

Les PNN génerent des cytokines pro-inflammatoires, des ROS et des médiateurs

cytotoxiques, ce qui induit des dommages hépatocellulaires. Cependant, ils contribuent
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également a la régénération hépatique grace a ces propriétés de digestion des débris
nécrotiques au sein du tissu lésé et de production de facteurs de croissance tels que le

hepatocyte growth factor.*>***

3. Conséquences de la consommation chronique d’éthanol sur le

cerveau

Le National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism considere l'importance des
recherches sur I'éthanol dans le domaine des neurosciences. Depuis 2002, une division
spécifigue, hommée Division of Neurosciences and Behavior, a été formée dans le but
d’approfondir le lien entre I'éthanol et le cerveau.’® Cela montre l'intérét grandissant pour les

études neuroscientifiques dans I'impact de I'éthanol.

A. Dommages cérébraux dus a la consommation chronique d’éthanol

Y

La consommation excessive et chronique d’éthanol conduit a des changements
persistants dans le systéme nerveux central et a des troubles comportementaux,
caractérisés par une perte de contrdle, des troubles limbiques négatifs et une intensité
croissante de craving (envie irrépressible de boire). L'éthanol perturbe les membranaires
cellulaires et les structures protéiques au sein du cerveau. |l peut moduler également des
canaux ioniques, des enzymes et des récepteurs spécifiques tels que celui de l'acide y-
aminobutyrique A (GABA-A), principale cible de I'éthanol, de la sérotonine, de I'acétylcholine,
ou du glutamate. Elle est associée a des altérations de la structure et de la fonction du
cerveau, une perte de masse cérébrale et & des effets pouvant aller jusqu’a I'addiction.*8*8*
Le poids du cerveau de personnes consommatrices chroniques d’éthanol est
significativement réduit, comparé a celui des personnes non-consommatrices.'®%
L’atrophie cérébrale est positivement corrélée a la dose d'éthanol consommée
quotidiennement.’®® La consommation excessive et chronique d’alcool infére une réduction
du volume du lobe frontal et dans le cas d’'un alcoolisme, une perte neuronale importante
dans le cervelet, le cortex et 'hypothalamus.’®” Cette réduction touche principalement la
matiere blanche, ce qui s'expliquerait par une démyélinisation et une diminution du marqueur
astrocytaire ainsi qu’une excitotoxicité glutamatergique.'®* Les expériences ont également
mis en évidence que la neurodégénérescence induite par la consommation quotidienne a
des doses élevées d'éthanol, est due a la potentialisation de la réponse neuro-

immune.163,191,192
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B. Implication de la neuroimmunité dans I'effet neurotoxique de I'’éthanol :

role de la microglie

La physiopathologie de I'éthanol dans le cerveau est composée de changements
neuroinflammatoires impliquant la réponse immunitaire innée.'*%* || a été récemment
montré par Crews et Vertreno (2014) que I'expression des genes codant pour des acteurs de
limmunité innée était augmentée dans différentes zones du cerveau post-mortem de sujets
consommateurs excessifs d'éthanol.’®® Parmi ces génes, figurent des marqueurs
microgliaux, des cytokines, des DAMPs, des TLR par exemple. A contrario, a ce jour,
aucune publication n’a mis en évidence I'expression de marqueurs associés a la présence

de PNN, cellules immunitaires périphériques, dans le cerveau de sujets alcoolisés.

i. Role de la microglie dans la neuro-inflammation et Ila

neurodégénérecence suite a une consommation chronique d’éthanol

La microglie peut étre activée par une multitude de drogues, notamment I'éthanol. Des
études animales et cliniques ont mis en évidence I'implication de la microglie dans les effets
neurotoxiques de I'éthanol.'®® La consommation excessive et chronique d’éthanol est
associée a une augmentation du nombre de microglies activées et a la production de

médiateurs pro-inflammatoires.>**%*

L'expression des acteurs de I'activation de la microglie et I'expression des médiateurs
pro-inflammatoires issus de celle-ci, a été corrélée a I'effet neurodégénératif de la microglie
chez 'homme et dans des modeles animaux. Des augmentations de I'expression génique du
HMGB-1 et des récepteurs TLR-2, TLR-3 et TLR-4 ont été documentées dans le cortex
préfrontal dans des sujets alcooliques.’® Fernandez-Lizarbe et al (2013) ont révélé
I'association positive entre les TLR-2 et TLR-4 exprimés a la surface des microglies avec la
production de médiateurs inflammatoires (TNF et IL-1B), de ROS et d'une apoptose

neuronale accrue.'®’

Chez 'homme, des augmentations des taux protéiques de MCP-1 et du marqueur
microgliale Iba-1 ont été relevées dans l'aire tegmentale ventrale, 'amygdale, le noyau
accumbens et I'hippocampe.'® Le niveau d’expression génique du marqueur IL-1B est

également augmenté dans I'hippocampe, ce qui pourrait contribuer a la perte de la

neurogenése.'*

La production microgliale des ROS dans le cerveau participe également a la
neurotoxicité induite par la consommation excessive et chronique d’éthanol. Il a été reporté

par Qin et al (2008 et 2012) qu’une administration i.g. journaliére de 5g/kg d’éthanol durant
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10 jours chez des souris induit 'augmentation de TNF dans le foie, le sérum et le cerveau,
de la NADHP oxydase dans le cerveau et de I'activation microgliale ainsi qu’une libération de
ROS."!'% Ces observations sont concomitantes & une élévation du marquage des neurones
apoptotiques.'®® Cela démontre le réle de la neuroimmunité dans la neurodégénérescence
due a la consommation abusive d'éthanol. Ces observations suggerent également
I'existence d’'un axe foie-cerveau puisque la production de cytokines dans le foie induit une
hausse de cytokines au sein du sérum et du cerveau. Ce point est étudié dans le paragraphe
1.4.

ii. Traitement ciblant la microglie et les facteurs associés dans un contexte

d’alcoolisation

Des études expérimentales d'alcoolisation chronique utilisant [l'antibiotique la
minocycline, inhibiteur de [l'activation microgliale, montrent des résultats probants. De
maniere intéressante, les souris quotidiennement alcoolisées et, traitées a la minocycline

réduisent leur prise journaliére d’éthanol.”®

Qi et Crews (2012) ont indiqué une réduction
effective de l'activation microgliale chez des souris traitées a des doses élevées d’éthanol
durant 10 jours puis & la minocycline 24 heures avant la fin de l'alcoolisation.”®® Ces
observations sont associées a une diminution de la production de ROS et a la mort
neuronale. Le blocage des TLR permet également une protection des neurones contre les
effets délétéres de I'éthanol sur I'activation microgliale chez des souris déficientes en TLR-2
ou TLR-4 comparées aux souris wild type.’®” La modulation pharmacologique des voies
neuro-immunes pour le traitement des effets néfastes de la consommation excessive et

chronique d’éthanol sur le cerveau constitue une piste thérapeutique intéressante.?%22%

iii. = Association entre l'activation microgliale et les perturbations de la

neurotransmission

Les recherches se sont concentrées récemment sur le role des récepteurs TLR-4 de la
réponse immune innée dans la neurotransmission défaillante lors d‘une intoxication

chronique éthylique.?**

De nombreuses études ont montré l'action aigle de I'éthanol sur les systemes de
neurotransmission, tels que les neuro-signalisations GABAergique, glutamatergique,
dopaminergique, sérotoninergique, opioidergigue et endocannabinoidergique dans le
cerveau adulte. Par exemple, les récepteurs glutamatergiques de l'acide N-méthyl-D-
aspartique (NMDA-R) dans un contexte d’intoxication aigtie sont inhibés, ce qui revient a une

inhibition de la neurotransmission excitatrice. La neurotransmission GABAergique et les
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récepteurs GABA-A sont des cibles directes des molécules d’éthanol. Ces dernieres
potentialisent ce type de récepteurs et induisent la neurotransmission inhibitrice de I'activité
synaptique via I'entrée des ions CI'. Cela entraine des troubles comportementaux typiques,
du type sédatif, lesquels augmentent avec les doses ingérées d’éthanol. La consommation
chronique d’éthanol induit des changements neuro-adaptatifs dans les systémes de
neurotransmission.'®” Cela initie des changements dans le systéme de récompense dont un
renforcement positif des effets de I'éthanol. La consommation chronique d’éthanol engendre
une surexpression des NMDA-R et ainsi une sensibilité amplifiée & I'excitotoxicité.'*?
L'excitotoxicité glutamatergique a un rdle majeur dans la neurodégénérescence due la
consommation chronique d’'éthanol. Ce phénoméne d’hyperexcitabilité a été lié a
laugmentation de la réponse neuroimmune. En effet, les mécanismes en cause sont
notamment amputés a la libération de médiateurs pro-inflammatoires, décrite lors d’'une
consommation chronique d’éthanol. Le HMGB-1 et IL-1B, libérés par les cellules Iésées et
les cellules gliales, conduisent a une stimulation des TLR-4 des neurones, ce qui active le
transfert des NMDA-R, par 'activité kinase, a la surface dendritique et une hyperexcitabilité
glutamatergique.?®® Ces observations mettent en évidence le réle possible de la microglie
dans les changements de neuro-transmission suite & une consommation excessive et

chronique d’éthanol.

4. Axe foie-cerveau

Le foie d'un consommateur excessif d’alcool est une source de production massive de
marqueurs inflammatoires. Par exemple, il est souvent relevé que le taux de CRP, marqueur
classigue d’'une inflammation systémique, est élevé dans le sérum d’hommes ayant une
consommation élevée d'alcool hebdomadaire.”®**” Les consommateurs chroniques ont
également des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1, IL-6, TNF, dans
le plasma, le foie et le cerveau.”®?° Des augmentations du taux de MCP-1 et d'lba-1,
marqueur de I'activation microgliale, ont été trouvées dans les cerveaux de consommateurs
de plus de 280 g d'éthanol par semaine.”® Les cytokines libérées par les cellules
immunitaires activées et des hépatocytes lésés, parcourent la circulation sanguine et
atteignent les organes trés vascularisés tels que le cerveau. Une étude a réveélé la capacité
du TNF périphérique radio-marqué a passer la BHE a l'aide des récepteurs endothéliaux
(p55 et p75).2"! Les cytokines sont en effet capables de passer la BHE, et peuvent ainsi
activer la réaction inflammatoire, qui comprend I'activation de la microglie, au sein du tissu
cérébral. De plus, ces productions de médiateurs pro-inflammatoires sont corrélées aux
différents stades de l'atteinte hépatique due a la consommation excessive d’'éthanol. Il a été

montré que des personnes consommatrices d’alcool ayant une cirrhose ou une insuffisance
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hépatique avaient plus de Iésions cérébrales que les personnes consommatrices sans un
foie malade.”® Les Iésions hépatiques induites par la prise chronique de hautes doses
d’éthanol participeraient donc aux lésions cérébrales, ce qui mettrait en évidence un axe
foie-cerveau (figure 7).*'**"* De maniére intéressante, le cerveau peut également avoir des
effets sur linflammation hépatique. Campbell et al (2010) a démontré que [linjection
intracérébrale d’'IL-1B, pour reproduire un modeéle expérimental de sclérose en plaques,
provoquait un recrutement des PNN dans le foie.?** Ces données bibliographiques suggérent
gue la consommation excessive et chronique d'éthanol induit un contexte d’inflammation
systémique au sein du foie et du cerveau. Nous pouvons émettre des problématiques : quel
est 'impact de cette comorbidité sur les dommages cérébraux suite a un traumatisme, tel
que l'ischémie cérébrale ? L'ischémie cérébrale peut-elle moduler I'état du foie, qu'il soit sain

ou malade suite a une consommation trop intense d'éthanol ?

Cerveau
Inflammation
Troubles cognitifs
Dommages cerebraux
Addiction

Foie
Steatose
Inflammation
Dommages hépatiques

Figure 7 : Troubles physiopathologiques hépatiques et cérébraux dus a la
consommation chronique d’éthanol (d’aprés®'?).
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I11.

Impact de la consommation chronique d’éthanol sur l'ischémie

cérébrale

1. Consommation chronique d’éthanol : facteur de risque d’ischémie

cérébrale

A. Facteur de survenue d’'une ischémie cérébrale

Des études épidémiologiques suggérent que la consommation excessive et chronique
d'alcool est un facteur de risque d'accident vasculaire cérébral ischémique.”>*'® Reynolds et
al (2003) ont décrit une association non-linéaire en forme de courbe J entre la consommation
d’'alcool et le risque relatif d’avoir un infarctus cérébral dans une méta-analyse de 35
cohortes de patients. Une consommation quotidienne de moins de 24 g d'éthanol est
associée a un risque relatif (RR) d'infarctus cérébral réduit (pour les consommateurs
d’éthanol de moins de 12 g : RR=0,80 (intervalles de confiance (IC) 95% : 0,67-0,96) ; et
pour les consommateurs entre 13 et 24 g : RR=0,72 (IC 95% : 0,57-0,91).**° Le RR
augmente chez les patients consommant plus de 60 g d'éthanol par jour.”*® Zhang et al
(2014) ont également modélisé la corrélation non-linéaire entre la dose journaliére d’éthanol
consommeée et le RR d’ischémie cérébrale a partir d'une méta-analyse de 27 cohortes de
patients (figure 8).??° Les conclusions sont similaires : des faibles doses d’éthanol ingérées
régulierement sont associées a un risque plus faible d’infarctus cérébral alors que des doses

élevées sont associées a un risque plus éleve.
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Figure 8 : Association entre le risque relatif d’ischémie cérébrale et la dose ingérée
d’éthanol par jour (consommateurs versus non-consommateurs). Les courbes dose-
réponse inférieure, intermédiaire et supérieure représentent respectivement le
percentile de 10, 50 et 90% de la distribution (d’aprés 2%°).

B. Facteur de mortalité suite a une ischémie cérébrale

Les investigations clinigues ont montré une relation entre la consommation chronique
d'alcool et le risque de décés suite & un infarctus cérébral.?*®?!8??! Cette association suit une
courbe dose-réponse en forme de J. Les consommateurs abstinents ont un risque plus élevé
de mourir d'une ischémie cérébrale.??® Patra et al (2010) ont également montré une
augmentation de la mortalité a des doses élevées d’alcool.?”? Cette méta-analyse a mis en
evidence un effet selon le sexe sur la courbe d’association entre le RR de mortalité suite a
un AVC et la dose d’éthanol consommeée. Le RR de mortalité suite & une ischémie cérébrale
chez les femmes ayant consommé quotidiennement prés de 84 g d’éthanol (RR=2,31 ; IC
95% : 1,70-3,13 ; versus 0 verres de boissons alcoolisés), commencgait & se distinguer des
valeurs RR trouvées chez les hommes consommant la méme quantité (RR=1,36 ; IC 95% :
1,23-1,50).?® Le RR de mortalité augmente considérablement en fonction de la dose chez
les femmes, avec une valeur approximative de 5,5 pour une consommation s’élevant a 12
verres par jour (ou 10 selon la réglementation des Etats-Unis concernant la dose autorisée

d’éthanol pur par verre; figure 9).%%

Dans un modéle expérimental de gerbilles alcoolisées quotidiennement durant six

semaines, le pourcentage de mortalité, suite & une opération consistant a une ligature

53



unilatérale de la carotide pour induire une occlusion artérielle permanente s'éléeve a 45%

contre 24% chez les gerbilles non alcoolisées.?**

a Risque d’AVC ischémique chez la femme ‘
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Figure 9: Méta-analyse montrant I'association en forme de J dose-dépendante de la
consommation d’éthanol avec le risque relatif de mortalité et de morbidité suite a
une ischémie cérébrale par sexe. a. chez la femme ; b. chez ’homme (d’aprés ?%3).

2. Facteur modulateur des déficits fonctionnels suite a l'ischémie

cérébrale

Des index d'évaluation du handicap permettent de scorer les patients ayant eu une

pathologie neurologique et un potentiel retentissement fonctionnel dans leur quotidien.

L’échelle de Rankin modifié permet de scorer de 0 & 5 un patient ayant eu un AVC, allant de

« Aucun symptéme » (0) a « Handicap sévere » (5) (tableau 3). Il existe également I'index de

Barthel, lequel évalue le patient de 0 a 100 points (0 & 20 correspondant a un état grabataire

et 100 & une indépendance compléte).225

évaluation complete du handicap du patient.

Ce score comporte 10 items et permet une
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Score Degré d’handicap

0 Pas de symptomes
1 Pas d’incapacité

Symptdémes n'interférant pas avec les activités de la vie courante et 'autonomie

2 Handicap faible

Restriction de certaines activités de la vie courante, autonomie conservée
3 Handicap modéré

Nécessité d’une aide partielle, mais capable de marcher sans assistance
4 Handicap modérément sévere

Marche et gestes quotidiens impossibles sans assistance
5 Handicap sévere

Grabataire, incontinent et nécessitant des soins de nursing permanent

Tableau 3: Score de Rankin modifié.

L'effet de la consommation chronique d'alcool sur les résultats de l'infarctus cérébral
chez 'homme a été rarement abordé. Une unique étude menée par Rist et al (2010) a
précisément évalué I'effet de la consommation chronique d'alcool sur le résultat fonctionnel
de lischémie cérébrale.?”® Cette étude prospective de cohorte n'a pas montré d’association
forte entre la consommation d’alcool et les déficits fonctionnels suite une ischémie cérébrale.
lIs ont conclu qu’étre consommateur d’'un verre par semaine est associé a un RR moins
élevé d’avoir un score de Rankin de 4-6, donc a un handicap sévéere. Une consommation
excessive n'est pas significativement associée au score d’évaluation fonctionnelle apres un

infarctus cérébral.??

D'un point de vue expérimental, I'évaluation fonctionnelle s’apparente a des tests
comportementaux réalisés dans les modeéles rongeurs d’AVC. Les analyses se concentrent
sur les déficits moteurs et les déficits sensoriels. Les principaux tests comportementaux sont
répertoriés dans le tableau 4. Les modéles expérimentaux d'ischémie cérébrale suivie d’'une
consommation excessive et chronique chez Il'animal ont montré une augmentation
significative de ces déficits fonctionnels par rapport aux animaux ischémiés non
alcoolisés.??"?% |’intégration de la mesure des déficits fonctionnels dans les modéles d’AVC
est complémentaire a I'évaluation de la taille de I'infarctus cérébral et n’est pas systématique

dans les études pré-cliniques.
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Tests
Fonction

comportementaux

i Evaluation d’une variété de réponses motrices, sensorielles,
Score composé o
reflexes et d’équilibre

Test du cylindre Evaluation de l'utilisation spontanée des membres supérieurs

. Evaluation de la fonction sensori-motrice, la coordination
Marche sur grille _
motrice

) Evaluation de I'extension des membres supérieurs et des
Test de I'escalier i ) _
compétences de préhension

Test de préhension Evaluation de la fonction des membres antérieurs

Test Corner Evaluation des asymétries sensori-motrices et posturales
Accélération rotarod Evaluation de la coordination motrice et de I'équilibre
Retrait du ruban Evaluation de la réponse et asymétrie sensorielle des pattes
adhésif supérieures

Tableau 4 : Principaux tests comportementaux permettant I’évaluation des fonctions
primaires dans les modéles animaux d’AVC (d’aprés ??°).

3. Facteur de sévérité de I'ischémie cérébrale

Bien que l'étude de l'association de 'AVC et du facteur « consommation chronique
d’éthanol » fasse I'objet de nombreuses études épidémiologiques, la prospection de I'impact
de ce facteur sur la sévérité de l'ischémie cérébrale est inexistante dans la recherche
clinique.

A. Impact de la consommation chronique d’éthanol sur la sévérité de
I'ischémie cérébrale
Des expériences ont été cependant réalisées dans des modéles animaux. Dans les

études expérimentales, la consommation répétée de doses élevées d'éthanol a été

rapportée pour augmenter le volume de l'infarctus cérébral ?24228227,230.231

Sun et al (2008) ont montré une exacerbation des lésions induites par l'ischémie
cérébrale focale transitoire chez les rats ayant eu une dose journaliére d’un régime liquid diet
d’éthanol 6,4% v/v durant huit semaines.””® Zhao et al (2011) ont fait la méme observation en
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utilisant le méme modéle expérimental, et dans une deuxiéme publication, ont comparé ces

227,230 lls

résultats & ceux d’'une consommation chronique d’une faible dose d’éthanol (1% v/v).
ont démontré que leffet était inverse entre ces deux études, apres huit semaines
d’intoxication, avec une nette récupération tissulaire par rapport aux rats non alcoolisés.?*°
La neuroprotection conférée par une pré-traitement a des faibles doses d’éthanol lors d’'une

ischémie reperfusion a été vérifiée chez des souris C57BLACK/6J.7*

L'intérét d'utiliser des modeles pré-cliniques réside notamment dans le fait quils
permettent une analyse mécanistique approfondie, en particulier de l'impact de la

consommation de I'éthanol sur les différentes phases caractérisant la cascade ischémique.

B. Mécanismes sous-jacents liés a I'impact de la consommation chronique

d’éthanol sur l'ischémie cérébrale

L’ischémie cérébrale est caractérisée par une succession d’évenements
physiopathologiques (figure 2). Zhao et al ont mis en cause limpact délétere de la
consommation excessive et chronique d'éthanol sur la régulation positive de deux
mécanismes associés a I'ischémie cérébrale suivants: I'excitotoxicité glutamatergique **° et
du stress oxydant.?” En dépit du réle majeur de linflammation dans le foie et dans le
cerveau lors d'une alcoolisation réguliere, cette voie n'a été pas explorée dans les

interactions entre la consommation chronique d’éthanol et I'ischémie cérébrale.

i.  Excitotoxicité glutamatergique

L’excitotoxicité du glutamate est une voie majeure de la cascade ischémique au sein du
cerveau.”® Ce mécanisme est induit par 'augmentation du flux intracellulaire du calcium,
conséquente a la déplétion énergétique suite a l'infarctus cérébral. L’activation des canaux
voltage-dépendants facilite la libération du neurotransmetteur glutamate dans la fente
synaptique, ce qui stimule intensivement les récepteurs au glutamate (NMDA-R, AMPA-R,
kainate). Cette suractivation majore I'influx de calcium et de sodium, et s’accompagne d'une
dépolarisation massive et d'un cedéme cytotoxique di au passage des molécules d’eau.'®
Ce phénomeéne excitotoxique entraine une production de ROS et 'activation de genes pro-

inflammatoires.

Zhao et al (2011) ont émis I'hypothese que I'aggravation du profil Iésionnel ischémique
due a une intoxication chronique a I'éthanol antérieure a I'occlusion artérielle était liée a une

230

augmentation de l'excitotoxicité glutamatergique.©” lls ont observé une augmentation des

taux protéiqgues de la sous-unité GIUN1 du NMDA-R et une diminution des taux du
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transporteur des acides aminés excitateurs 2 (EAAT-2), transporteur du glutamate, dans le
cortex pariétal des rats alcoolisés a haute dose d’'alcool et ischémiés. Compte tenu des
régulations positives des NMDA-R et négatives des EAAT-2 par la consommation excessive
et chronique d’alcool dans le cerveau, ces résultats sont cohérents et mettent en évidence le
réble majeur de l'excitotoxicité glutamatergique dans les lésions ischémiques et l'impact

considérable de la consommation d’alcool sur ce mécanisme post-ischémique.

La méme équipe a examiné l'effet du traitement par l'antagoniste du NMDA-R
(mémantine) dans ce modele expérimental, puisque ce traitement s’'est avéré bénéfique
dans de multiples modéles dischémie cérébrale.?*?% |e traitement a été protecteur
uniquement dans le modéle d’alcoolisation chronique & haute dose.?® Les effets bénéfiques
que procurent distinctement la consommation chronique d'une faible dose d’éthanol et un
traitement aigu a la mémantine, sur les dommages cérébraux dus a un événement

ischémique, ne sont pas synergiques. %°

ii.  Stress oxydant et nitrant

Les ROS sont des éléments fondamentaux de la mort neuronale précoce et tardive
durant l'ischémie cérébrale. Leur augmentation est due a divers mécanismes, tels que le
dysfonctionnement mitochondrial, l'inflammation et la perturbation de la BHE. L'enzyme
NADPH oxydase est une source majeure de superoxydes. L'implication de cette enzyme
dans lischémie cérébrale a été prouvée, c’est pourquoi Zhao et al (2010) ont exploré son
réle dans l'effet délétere de la consommation excessive et chronique d’éthanol sur le volume

1227 |Is ont montré une élévation du

de l'infarctus cérébral observé dans leur modele anima
taux de superoxydes et de gp9lphox, sous-unité de la NADPH oxydase, dans le cortex
pariétal des rats ayant eu un régime liquid-diet éthanol 6% durant huit semaines suivi d’'une
OACM transitoire. Ces données suggérent gu’'une intoxication chronique a des doses
élevées d’éthanol module le stress oxydant post-ischémique. Un traitement aigu ou
chronique a I'apocynine, agent inhibiteur de la NADPH oxydase, réduit significativement les

lésions cérébrales des rats alcoolisés et les taux de gp91phox et de superoxydes. %’

Les voies impliquées dans l'effet délétére de I'éthanol dans les dommages tissulaires

causeés par une ischémie cérébrale doivent étre explorées davantage.
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Présentation du travail



Suite a une série d'échecs thérapeutiques pour réduire les dommages cérébraux
consécutifs a une ischémie cérébrale chez 'homme, les neuroscientifiques modélisent des
nouveaux paradigmes expérimentaux intégrant des facteurs de comorbidités afin de se
rapprocher de la réalité clinique. La consommation d’éthanol est ancrée dans notre société
et concerne une grande partie de la population mondiale, bien gu’elle soit associée a de
nombreuses conséquences organiques et au développement de diverses maladies. Si ce
facteur influence le risque de survenue d'infarctus cérébral chez ’homme, son impact sur les
déficits neurologiques et fonctionnels, et la physiopathologie de l'ischémie cérébrale a été

trés peu décrite et, principalement étudiée dans les modeles pré-cliniques.

Afin de pallier le manque de transversalité entre les modeles précliniques et les études
cliniques, nous avons pour objectif premier de faire une étude de recherche translationnelle,
intégrant une partie expérimentale chez I'animal et une partie clinique. Nous avons mis en
place un modéle d'alcoolisation chronique (avec une dose moyenne ou une dose forte
d’éthanol) suivie d’'une ischémie cérébrale transitoire chez le rat afin d’étudier I'évolution des
Iésions cérébrales, les déficits fonctionnels, la neuroinflammation post-ischémique et
linflammation hépatique, un jour (J1) et une semaine (J7) apres l'occlusion artérielle. Nous
avons étudié les caractéristiques cliniques et les données biologiques d’'une cohorte de 435
patients ayant eu une ischémie cérébrale : I'étude Biostroke (ClinicalTrials.gov, Identifier :
NCT00763). Nous avons également eu pour but d'analyser le lien entre le cerveau et le foie

dans un contexte d’alcoolisation chronique et d’ischémie cérébrale.

Nous avons, a l'aide de cette méthodologie, trois principaux résultats. Premiérement,
nous avons montré chez I'animal comme chez I'homme que l'alcoolisation chronique et a
haute dose aggrave le pronostic lésionnel et fonctionnel des AVC. Deuxiemement, nous
avons mis en lumiere le réle potentiel des processus inflammatoires dans cet effet délétére
dans le modele animal. Nous avons montré que le PNN joue un réle central, notamment par
ses interactions avec la paroi vasculaire et le parenchyme cérébral chez I'animal.
Troisiemement, nos résultats suggeérent que les effets délétéres cérébraux s’integrent dans
un contexte inflammatoire systémique puisque le foie est touché par des processus

similaires a ceux observés dans le parenchyme cérébral.

Nos résultats permettent de discuter de l'impact de la consommation excessive et
chronique d’éthanol sur (i) les déficits neurologiques et fonctionnels dans la phase aigle et
sub-aigle de lischémie cérébrale chez I'homme et dans le modéle animal, (i) la
neuroinflammation induite par l'activation microgliale, l'infiltration des PNN et I'expression
des protéines d'adhésion, (iii) les relations entre les effets centraux et périphériques,

notamment hépatiques, de I'alcoolisation chronique.
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I.

Etude expérimentale animale : matériel et méthodes

1. Animaux

Les rats étudiés sont de souche Wistar. Il s’agit de méles, sevrés et agés de quatre
semaines (élevage Janvier). lls disposaient d’un libre accés libre a I'eau et a la nourriture
(régime standard), et séjournaient dans un environnement contrélé a 20°C avec une
alternance jour/nuit de 12 heures. Les groupes de rats sont randomisés a leur arrivée par
cage de trois a sept animaux. Le poids de I'animal est relevé a l'arrivée, et suivi chaque
semaine jusqu’au jour de linduction de lischémie cérébrale (jour de gavage 1 = G1, G7,
G14, G21 et G28). Les expériences sont en accord avec la Directive du Conseil de la
Communauté Européenne du 24 novembre 1986 (86/609/EEC) et les réglementations
francaises (D2001-486) sur la protection des animaux utilisés en expérimentation. Les
protocoles ont été approuvés par le Comité d’éthique en expérimentation animale n°75 (Réf :
00454.02).

2. Modele d’alcoolisation chronique

Aprés cinq a huit jours d’acclimatation dans I'animalerie conventionnelle, les rats sont
alcoolisés durant quatre semaines jusqu'a la veille de l'ischémie cérébrale. Il s’agit d’'un
gavage intra-gastrique (i.g.) de 5 mi/kg effectué deux fois par jour avec une solution
d’éthanol préparée a 35% (A35) ou 10% v/v (A10) ou avec de I'eau (VEH), ce qui permet
d’avoir des rats véhicules dans le but de s’affranchir du facteur mécanique du passage de la
sonde dans l'analyse (figure 10). Des échantillons de sang sont réalisés par prélévements au
niveau du sinus rétro-orbital afin de mesurer l'alcoolémie entre deux gavages journaliers,

chaque semaine durant la période d’'alcoolisation (G7, G14, G21 et G28).

Figure 10: lllustration du gavage par sonde intra-gastrique.
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3. Modeéele d’occlusion intraluminale de I’artére cérébrale moyenne

Le lendemain du dernier jour de gavage, les rats ont atteint un poids variant de 280 g a
330 g, ce qui est nécessaire pour la réalisation de I'occlusion artérielle.?*® Nous avons arrété
le protocole d’alcoolisation la veille de I'opération afin d’éviter les interactions entre I'éthanol
et 'anesthésie. Le rat est anesthésié avec de I'hydrate de chloral (300mg/kg, ALDRICH®) en
i.p. Il est placé sous un microscope chirurgical (Leica M651) et incisé au niveau cervical, afin
de dégager les glandes salivaires et les muscles. La bifurcation carotidienne droite et la
bifurcation entre I'artére carotide interne et I'artere ptérygo-palatine sont mises en évidence,
permettant la ligature de l'artére ptérygo-palatine. La carotide externe est ligaturée a son
origine ainsi que la carotide commune, le plus en amont possible. Un nceud desserré est
posé entre la ligature de la carotide commune et la bifurcation carotidienne. Un micro-clamp
est fixé en-dessous du noeud, permettant de stopper le flux sanguin et de pratiquer une
artériotomie sur l'artére carotide commune a I'aide d’'un micro-ciseau. Aprés avoir enfilé un fil
de nylon chirurgical 4.0 (Ethicon) de longueur calibrée a 28 mm et dont I'extrémité a été
arrondie a la flamme, le nceud est serré et le clamp est retiré afin de monter le fil jusqu'a
'ostium de 'ACM (figure 11). L'incision est refermée laissant I'extrémité du monofilament
sortie de la plaie. Au bout d'une heure d’occlusion, la reperfusion sanguine provenant du
polygone de Willis est permise grace au retrait du fil occlusif par son extrémité. D’autres
animaux sont soumis aux mémes conditions d’anesthésie et d’opération, a I'exception de
'occlusion artérielle. Le fil n’est pas monté jusqu’a la ACM chez ces animaux non-ischémiés
(NI) dits sham. Suite & I'opération, nous avons étudié les rats a un jour (J1) ou a sept jours
(J7) de reperfusion. Au total, nous travaillons donc sur 12 groupes de rats ayant subi un

protocole distinct de gavages répétés et d’IR (figure 12).
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Arteére cérebrale moyenne

o |- Polygone de Willis
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Artére carotide externe

Fil occlusif

Artére carotide commune

Figure 11 : Représentation schématique de I'occlusion de [l'artére cérébrale

moyenne droite par l'introduction d’un filament obstructif depuis l'artere carotide
commune.
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Figure 12 : Répartition des groupes de rats pour I'étude.A10 : gavage a I'éthanol
10% v/v ; A35 : gavage a I'éthanol 35 % v/v ; IR : ischémie/reperfusion ; J1 : 1 jour

de reperfusion; J7: 7 jours de reperfusion. NI: non ischémié/sham ; VEH:
véhicule.

4. Tests comportementaux

Les tests comportementaux ont été réalisés avant la mise a mort des animaux a J1 et &
J7. Les animaux ont été acclimatés aux conditions de la plateforme de comportement deux
semaines avant [I'opération, soit une semaine avant le démarrage des tests
comportementaux nécessitant un apprentissage. Le jour des tests, les rats ont été placés

dans la salle une heure avant I'analyse pour réduire le stress de transfert entre la salle de
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stabulation et la salle d’analyse. Les animaux étaient stabulés dans des armoires ventilées
dans les mémes conditions que celles appliquées au sein I'animalerie conventionnelle
d’origine. Un ordre chronologique des tests a été rigoureusement respecté pour chaque
animal et étudié de fagon a avoir des conditions optimales de réponse. Cet ordre est énoncé
ci-dessous.

A. Neuroscore de Bederson

Il s’agit d’'un test évaluant les déficits neurologiques chez I'animal, établi par Bederson et
al (1986).>*" Le manipulateur souléve le rat par la base de la queue et observe les
caractéristiques comportementales de déficits neurologiques (figure 13). Le tableau 5 permet
d’établir un score de sévérité des déficits neurologiques.®’

Figure 13 : lllustration du test de Bederson.

Sévérité des déficits Score Observations comportementales
neurologiques (point)

Normale 0 Pas de déficit observable

Modérée 1 Flexion du membre antérieur

Sévere 2 Flexion du membre antérieur, diminution de la

résistance a la pression latérale avec marche normale

3 + marche en trajectoire circulaire

Tableau 5 : Neuroscore de Bederson (d’aprés **").
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B. Test de I’actimétrie

L'actimétre (Panlab) permet de mesurer I'activité spontanée motrice du rat durant un
temps déterminé.*®

Le dispositif est composé d’'une aréne en plexiglas (45Lx45Ix35H cm), et posé sur un sol
noir avec une lumiere de 270 lux. Deux cadres d'une épaisseur de 3cm, composés de
rangées de capteurs infrarouges, encadrent I'aréne et, permettent d’enregistrer la dimension
horizontale (& 1 cm de hauteur, activité motrice) et la dimension verticale (a 12 cm de
hauteur, redressement du rat). Le systeme infrarouge est relié a un boitier convertisseur LE

8811 Motor Activity monitor V, directement connecté a un PC (figure 14).

Le traitement des données est réalisé avec le logiciel Actitrack DT version 2.75 (Panlab)
qgui permet de faire I'analyse en temps réel mais aussi I'analyse post-traitement telle que la

distance totale parcourue. La durée du test est de 10 minutes.*®

Figure 14 : Dispositif pour le test de l'actimétrie.

C. Testde retrait du ruban adhésif

Ce test permet d’approcher les capacités sensori-motrices de I'animal.?® Le rat est placé
dans une enceinte en plexiglas transparente avec des rubans adhésifs (3M) couvrant les
paumes des deux pattes supérieures (figure 15). Une session d'apprentissage est
nécessaire avant I'opération. Nous considérons un apprentissage satisfaisant quand le rat
retire trois fois de suite les deux rubans adhésifs en moins de 10 secondes le dernier jour de

lapprentissage. Si le rat ne parvient pas a apprendre le test, il est exclu de l'analyse

comportementale.
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Figure 15 : lllustration du test de retrait du ruban adhésif.

Le jour du test, les temps de retrait et d’essai de retrait (lorsque le rat secoue les pattes
ou les porte a la bouche) de deux rubans adhésifs sont chronométrés. Le test prend fin au
bout de 120 secondes si le score maximal n’est pas atteint. Le test est renouvelé trois fois.
Les performances du rat sont scorées en fonction d’une échelle de points dans le temps
imparti pour le test (tableau 6).

Score Comportement de I’animal

0 Aucun essai de retrait des rubans adhésifs

1 Essai de retrait du ruban adhésif de la paume ipsilatérale exclusivement

2 Essai de retrait des deux rubans

3 Retrait du ruban adhésif de la paume ipsilatérale, pas d’essai de retrait du
ruban de la paume controlatérale

p Retrait du ruban adhésif de la paume ipsilatérale, et essai de retrait du
ruban de la paume controlatérale

5 Retrait des deux rubans

Tableau 6 : Score d’évaluation du test de retrait du ruban adhésif.
D. Test de préhension
Ce test permet d’évaluer la force musculaire et la dextérité des pattes supérieures de
I'animal.?*°
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Le dispositif est composé de deux barres verticales de 60 cm de hauteur, a 40 cm de
distance I'une de l'autre et reliées par un fil d’acier horizontal permettant d’agripper les deux
pattes avant de I'animal (figure 17). Une fois que I'animal est positionné au centre de la barre
horizontale, le temps de suspension est mesuré jusqu’a ce qu'il se laisse tomber ou
s’échappe sur l'une des deux extrémités du dispositif (score maximal). Trois essais sont
chronométrés. Un score a été établi au laboratoire en fonction du temps de suspension dans
le tableau 7.

Un point supplémentaire est accordé au score final lorsque le rat accroche au moins
'une de ses pattes inférieures durant le test de suspension. Lorsque le rat s'échappe sur

'une des extrémités du test, quatre points sont accordés a I'animal (score maximal).

Figure 17 : lllustration du test de préhension.

Score Temps de suspension sur la barre - Comportement

1 0 a 5 secondes

2 6 a 10 secondes (ou score 1 + 1 point bonus)

3 11 secondes et plus (ou score 2 + 1 point bonus)
4 Le rat s’échappe (ou score 3 + 1 point bonus)

Tableau 7 : Score pour I'évaluation de la force musculaire des pattes supérieures.
Le point bonus est attribué lorsque le rat agrippe une ou ces deux pattes inférieures
au moins une fois durant de la suspension sur la barre.

E. Test durotarod

Ce test permet d’évaluer la coordination motrice du rat par la mesure du temps de chute

sur une rampe d’accélération.?*°
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Une fois I'animal placé sur le tambour & voies multiples du rotarod, le temporisateur
démarre (figure 18). Lorsque l'animal tombe, en toute sécurité dans son propre couloir, le
temps de chute (en minutes et secondes) et la vitesse de rotation sont automatiquement
enregistrés. Une cloison amovible supérieure est inclue afin d'éviter les interférences entre
les animaux qui courent dans des voies adjacentes. La rotation est réglée, électroniquement,

pour une accélération de la vitesse, de 4 a 40 rotations par minute (rpm) sur deux minutes.

Une période d’'apprentissage est nécessaire (environ une semaine avant 'opération).
L'apprentissage (A) est réussi quand le rat a fait trois essais successifs de plus de 20 rpm
sans tomber du cylindre en marche. L’animal ne parvenant pas a apprendre le test est exclu
de l'analyse. Le jour du test (T), le rat est soumis a trois essais sur la rampe de vitesse.
L'analyse de la perte motrice (P) est faite avec la mesure du temps de course (C) et est

exprimée en pourcentage a I'aide de I'équation suivante :

P= 100 - (100 x (moyenne des 3 essais réussi C,)/(moyenne des 3 essais Ct))

Figure 18 : Dispositif du test du rotarod.

5. Mise a mort et préparation des tissus

Aprés un ou sept jours de reperfusion et a la suite de I'analyse comportementale, le rat
est endormi au doléthal (50mg/kg en i.p.) avant les trois types de mises a mort induites pour
le préléevement des tissus destinés aux études histomorphométrique, biomoléculaire et

histologique décrites ci-dessous. La cinétique de I'étude est schématisée dans la figure 19.
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*Pesées du corps et du foie Souffrance hépatique
*Récupérationimmeédiatedu | Volume de l'infarctus cérébral

cerveau
Analyse histologique
Mise a mort
*Récupération du foie et du Analyse immunohistochimique de l'infiltration
cerveau perfusés et fixes des neutrophiles et de 'activation microgliale
Analyse histologigue de la steatose hepatique

Analyses comportementale, sanguine et biomoléculaire

Tests comportementaux Analyse de la motricité et la sensorimotricité —
Neuroscore

Mise a mort

*Préléevements sanguins Dosages des enzymes hepatiques

*Récupération du foie et du Analyse biomoléculaire de marqueurs
cerveau perfuses inflammatoires

Figure 19 : Schéma du protocole d’étude du modele animal d’alcoolisation chronique
suivie d'une ischémie cérébrale/reperfusion. A10: gavage a I'éthanol 10%v/v ; A35:
gavage a I'éthanol 35%v/v ; IR: ischémie/reperfusion ; J: Jour ; NI: non
ischémié/Sham ; S: semaine ; VEH : véhicule

A. Etude histomorphométrique

Le prélévement du cerveau est réalisé rapidement aprés la décapitation et I'ouverture de
la boite cranienne. Il est refroidi dans I'isopentane et réservé a -20°C. Des coupes frontales
de 50 um sont réalisées au cryostat a -25°C, selon 12 stades décrits dans l'atlas de
stéréotaxie de Paxinos et Watson (1986, figure 20).>*' Les tranches sont déposées au

nombre de quatre par lame gélatinée.
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Compe 1. 4 lober Coupe 2. Réunion des foillals Caupe 5. Apparition ducorps calleux

Conpe 5 Réunion du corps callaux Coupe & Commisure Coupe 7 Commissureleorps calleux Conpe & Apparition de [ hippocampe

Compe 9 Développement Kppocanpe  Coupe 10. Hippocampe bgérieur Coipe 11 Hippocampe enfier Compe 12, Appariton ds trone cérébral

Figure 20 : Représentation des 12 coupes de cerveaux nécessaires pour
I’évaluation volumétrique de l'infarctus cérébral.

B. Etudes sanguines et biomoléculaires

Aprés la réalisation d’'une thoracotomie permettant 'accés au cceur, un prélévement
sanguin est effectué dans le ventricule gauche. La collection de 50 ul de sang dans un tube
EDTA permet la numération de formule sanguine dans I'heure de prélevement. Un deuxiéme
prélevement d’environ 1,5 mL de sang dans un autre tube EDTA est centrifugé a 1500 g
durant 15 minutes a 4°C. Le surnageant (plasma) est ensuite placé a -20°C en attendant son

utilisation.

Une fois le ventricule gauche cathétérisé et l'oreillette droite incisée, la perfusion
intracardiaque du rat au sérum physiologique hépariné froid peut commencer. Lorsque celle-
ci est satisfaisante, un morceau du foie est immédiatement découpé et placé dans de 'azote
liquide de maniére a refroidir rapidement le tissu et le conserver a -80°C. Le rat est décapité
afin de récupérer le cerveau de la boite cranienne. Le cerveau dépourvu du cervelet est
disséqué de fagon a extraire le cortex, I'hippocampe et le striatum des hémisphéres gauche
et droit. Les échantillons sont ensuite plongés dans I'azote liquide puis placés a -80°C

jusqu’a leur utilisation.
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C. Etude histologique

Le rat est soumis a une perfusion intracardiaque de sérum physiologique puis de solution
de paraformaldéhyde a 4% (PFA, Diapath), jusqu’'a ce que les tissus soient entierement
fixés. Aprés une heure de post-fixation, le cerveau extrait de la boite cranienne et le foie sont
immergés dans une solution de PFA durant une nuit a 4°C. Les tissus sont ensuite
transférés dans une solution cryoprotectrice de sucrose (Sigma®) a 20% puis a 30% a 4°C
(24 heures pour chaque étape). Les tissus sont ensuite inclus dans un gel OCT, avant d’étre
congelés dans de lisopentane (Sigma-Aldrich®) et conservés a -20°C. Quatre coupes de
cerveaux de 20 pm (niveaux 5 a 8 selon la figure 20) et de foies de 10 um ont été réalisées

au cryostat a -25°C, et déposées sur des lames Superfrost® plus (Thermo-Fisher).

6. Analyse histomorphométrique

A. Coloration au crésyl violet

Aprés une fixation dans une solution FAM (10% formaldéhyde, 10% d’acide acétique, et
80% de méthanol, cing minutes), les coupes sont lavées a I'eau courante durant 10 minutes
et a I'eau distillée durant cing minutes. La coloration est réalisée par une incubation de cing
minutes dans une solution de crésyl violet filtré a 50 mg/mL (20% éthanol absolu, 80% eau
distillée, 500 mg d’acétate de crésyl violet pour 100ml). La déshydratation des coupes est
effectuée par des bains successifs d’éthanol & concentration croissante (70°, 95°, et 100°)
d’une durée de 30 secondes chacun. Apres une fixation de la coloration dans deux bains de
cing minutes de Neo-Clear® (Merck), les lamelles sont montées avec du milieu de montage

acrytol.

B. Quantification du volume de I'infarctus cérébral

Les zones cérébrales a faible densité cellulaire sont nettement discriminables a I'ceil nu
par I'appréciation d’une coloration faiblement marquée. A partir des coupes numérisées, les
guantifications des volumes des zones infarcies totales, corticales et sous-corticales sont
réalisées par la sélection des zones non colorées a l'aide du logiciel Image J (NIH). Les
volumes sont calculés par l'intégration des aires mesurées des 12 niveaux de coupes (figure
20).

Les volumes de linfarctus total (VIT), cortical (VIC) et sous-cortical (VIS), majorés par

I'cedéme cérébral, peuvent étre corrigés selon la formule suivante 2**:
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VIT corrige = VIT X (volume de I'némisphére droit / volume de 'hémisphere gauche)

Le volume de l'cedéme (VO) est approché par la différence entre le volume de

I'hémisphere lésé et celui de 'hémisphére sain.

7. Analyses sanguines et biomoléculaires

A. Collection des échantillons plasmatiques

Les dosages de TGP et de TGO sont effectués automatiquement par I'équipement du
Centre de Biologie Pathologie de Lille sur les plasmas des 12 groupes d’étude dédiés a
'analyse biomoléculaire. Des dosages sont également réalisés sur des rats qui ne sont

soumis qu’au protocole de gavages (NO, non opérés).

BN

L’alcoolémie est mesurée a laide du Kit ethanol colorimetric/fluorometric assay
(Biovision®) a G7, G14, G21 et G28.

B. Extraction de I’ARN

Chaque tissu est homogénéisé dans une solution d’Extract-all® (Eurobio), composée de
phénol et d’isothiocyanate de guanidine, a 'TULTRA-TURRAX® (IKA® T10 Basic). Aprés cing
minutes de repos pour permettre la compléte dissociation des complexes nucléoprotéiques
et I'ajout de 0,2 ml de chloroforme (SIGMA®) pour 1 ml d’Extract-all®, les échantillons sont
centrifugés a 12 000 g durant 15 minutes a 4°C. Se forment trois phases dont la phase
aqueuse supérieure incolore, laquelle contient exclusivement les ARN. Afin que les ARN
précipitent, la phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube avec 0,5 ml
d’isopropanol (SIGMA®) pour 1 ml d’Extract-all® initial. Le mélange est laissé a température
ambiante durant 10 minutes puis, est centrifugé a 12 000 g pendant 30 minutes a 4°C. Une
fois le surnageant éliminé, le culot est vortexé et centrifugé a 7 500 g pendant cing minutes a
4°C, avec 1 ml d'éthanol (FLUKA® Analytical) a 75% pour 1 ml d’Extract-all® utilisé au
départ. Le culot d’ARN est séché a I'air libre et dissous dans de I'eau ultra-pure (Eurobio). La
concentration de la préparation finale d’ARN totaux est dosée par le Nanodrop®
(labtech.com) sur la plateforme d'interactions moléculaires et d'imagerie cellulaire de
'IMPRT. La solution est libre de contaminants si les ratios de la densité optique (A) 260

nm/A280nm et A230 nm /A260nm sont supérieurs a 1,8.
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C. Synthese des ADN complémentaires (ADNCc)

Les possibles traces d’ADN sont dégradées grace a une étape enzymatique assurée par
la DNAse. Le mélange réactionnel est composé de 5 ul de tampon 10X de I'enzyme (Roche),
1 ul de DNAse |, et 2 ug d’ARN. Il est ajusté avec de I'eau gsp pour obtenir un volume final
de 50 pl. Il est ensuite incubé a 37°C afin d'activer I'enzyme durant 40 minutes, et a 75 °C

pour la désactiver pendant 25 minutes.

L’étape suivante consiste en la conversion de 'ARN en ADNc par l'activité de I'enzyme
reverse transcriptase. Le mélange réactionnel est formé de 25 pl de solution d’ARNm, 8 ul
de Tampon 5 X (5 X First Strand Buffer, Invitrogen™), 0,5 yL d'enzyme SuperScript® Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen™), 2 uL d’hexaméres (Random Primer, Invitrogen™) afin
d’'amorcer la réaction, 1 uL d'oligodT 0,1 M (Invitrogen™) et 1 uL de nucléotides (ANTP a 10
mM, Invitrogen™) pour I'élongation des brins afin d’obtenir un volume final de 37,5 pL. Les
différentes étapes sont I'hybridation (10 minutes a 24°C), I'élongation de 'ADNc (40 minutes
a 50°C) et la désactivation de I'enzyme (15 minutes a 75°C). Le volume du mélange est

ensuite ajusté avec de I'eau gsp pour un volume final de 200 pL.

D. PCR quantitative en temps réel

La PCR quantitative en temps réel repose sur le suivi temporel du processus de PCR a
l'aide de la détection de l'intensité de fluorescence. La quantification de I’ADNc répliqué en
temps réel est permise par la mesure du nombre d’amplicons, sur lesquels se sont fixés des
fluorophores SYBR green, spécifiques de 'ADN, a chaque cycle. Plus I'échantillon est
concentré en molécules cibles, moins il faudra de cycles pour atteindre un point pour lequel
le signal est significativement supérieur au seuil de détection de I'appareil. Ce point est

défini comme le Crossing point.

Dans un premier temps, une amplification est produite sur un géne de référence, la
protéine TATA Binding Protein (TBP), pour chaque échantillon. Le mélange réactionnel est
composé de 1ul de la solution tube 1 (10ul du tube 1l1a, LightCycler® FastStart Enzyme dans
le tube 1b LightCycler® FastStart Reaction Mix SYBR Green), 1,2ul d'eau gsp, 0,8ul de
MgCl, 25 mM, 2ul de I'amorce sens de la TBP a 3 uM (TIB® MOLBIOL) 2 yl de 'amorce
anti-sens de la TBP a 3 uyM (TIB® MOLBIOL). Il est déposé dans des capillaires
(LightCycler® capillaries, Roche) qui sont ensuite centrifugés. La PCR est permise
automatiquement par le thermocycleur LightCycler® Instrument (Roche) selon les étapes

suivantes : un cycle de huit minutes a 95°C suivi de 45 cycles répétés de 10 secondes de
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dénaturation a 95°C, 10 secondes d’hybridation & 60°C et 10 secondes d’élongation a 72°C.

Une courbe de fusion est établie permettant de vérifier la spécificité des amplicons.

Le niveau d’expression du gene codant pour ICAM-1 ou VCAM-1 est calculé dans
chacun des échantillons d’ADNCc issus des sessions J1 et J7. Les couples d’amorces utilisés
(TIB® MOLBIOL) sont répertoriés dans le tableau 8.

Génes d’intérét Séquences d’amorces

ICAM sens 5'- GCAGACCACTGTGCTTTGAG
ICAM anti-sens 5'- TCCAGCTCCACTCGCTCT

VCAM sens 5'- CAAATGGAGTCTGAACCCAAA
VCAM anti-sens 5' - GGTTCTTTCGGAGCAACG

TBP sens 5'- CCCACCAGCAGTTCAGTAGC
TBP anti-sens 5' - CAATTCTCGGGTTTGATCATTCTG

Tableau 8 : Liste des séquences d’amorces utilisées.

La variation d’expression génique de deux protéines d’adhésion est calculée en fonction
du groupe NI VEH de la session correspondante (J1 ou J7), aprés avoir normalisé le niveau

d’expression génique de la TBP. Les valeurs sont rapportées en pourcentage.

8. Analyse biochimique

A. Analyse histologique des lipides hépatiques

La stéatose hépatique est quantifiable grace a la coloration a I'huile rouge des dépébts
lipidiques.?® Les coupes de foies décongelées sont plongées une minute dans un bain
d’alcool isopropyliqgue 60% préparé extemporanément, puis une heure dans un bain de
solution filtrée d’huile rouge (60% de solution mere composée de 0,5 g d’Oil Red O par dL
d’alcool isopropylique a 98%, 40% d’eau distillée) et & nouveau dans un bain d'alcool
isopropylique & 60% durant 30 secondes. Aprés un ringage a I'eau osmosée, une contre-
coloration a I'’hématoxyline est réalisée durant cing minutes, permettant le marquage bleuté
des noyaux des cellules. Les lames sont ensuite montées a l'aide de glycérol (DAKO ®)
avec une lamelle. L’observation des coupes est faite sous microscope au grossissement
630. La quantité de gouttelettes est calculée apres binarisation de I'image et seuillage des

niveaux de gris, a l'aide du logiciel image J (1.43, Wayne Rasband, NIH, USA).
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B. Analyse immunohistochimique

Les premieres étapes sont une fixation des coupes de foie et de cerveau dans une
solution de Carnoy (10% d'acide acétique, 30% de chloroforme, et 60% de méthanol, 20
minutes), une perméabilisation cellulaire (PBS, 0,3% triton 10X, une heure), une inhibition
des peroxydases endogénes (PBS, 0,3% H,O,, 30% méthanol, 30 minutes) et un blocage
des sites d'interactions non spécifiques (PBS, 10% sérum bloquant chévre, une heure). Les
coupes sont ensuite incubées dans une solution de PBS a 5% de sérum bloguant de chévre,
avec les anticorps primaires polyclonaux de lapin anti-MPO (A0398, DAKO), ou avec les
anticorps monoclonaux de souris anti-ox42 (MCA 275R, Serotec) dilués au 1/500°™ pour les
coupes de cerveaux uniguement, pendant une nuit a 4°C. Les anticorps secondaires anti-
lapin ou anti-souris respectivement sont déposés durant trois heures a température
ambiante, aprés dilution dans du PBS contenant 5% de sérum bloquant de chévre.
L'utilisation du kit ABC (Vector) permet la fixation du complexe avidine-peroxydase puis, en
présence du substrat diaminobenzidinetetrahydrochloride, I'activation de I'enzyme par du
H,O, pour induire un marquage brunatre. Aprés avoir déshydraté les coupes, elles sont

montées d’'une lamelle avec de 'acrytol.

9. Statistiques

Nous avons effectué une analyse statistique a l'aide du logiciel SPSS® 15.0 pour
Windows. Nous avons déterminé les valeurs moyennes (ou pourcentages) et les erreurs
standards. L'analyse de variance (ANOVA) a été utilisée pour une comparaison de plus de
deux groupes indépendants. Lorsque la différence était significative, une analyse post-hoc
était réalisée grace au test de Bonferroni. Le seuil de significativité pour les tests était de 5%
(p<0,05).

II. Etude clinique de cohorte : patients et méthode

Nous avons, rétrospectivement, analysé des données recueillies prospectivement
chez 435 patients, qui présentaient une ischémie cérébrale et étaient recrutés dans l'unité
neurovasculaire du CHRU de Lille : cohorte Biostroke (ClinicalTrials.gov Identifier
NCT00763217).
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1. Criteres d’'inclusion et d’exclusion

La cohorte Biostroke inclut 477 patients ayant eu un AVC durant la période de juin
2005 & mai 2009. Elle inclut les AVC supra-tentoriels (y compris les AIT) dans un délai
inférieur a 48 heures a partir du début des symptbmes. Trente-neuf patients ayant une
hémorragie intracérébrale, deux patients avec un statut inconnu vis a vis de la
consommation d'alcool et un patient ayant une hémopathie lymphoide chronique ont été
exclus de I'étude. Au total, 435 patients ont été inclus dans I'analyse, parmi lesquels 105 ont

recu une thérapie thrombolytique.

2. Imagerie

Tous les patients ont été soumis & une imagerie cérébrale en urgence, soit par
scanner (Computed-Tomography scan ; Siemens, Somatom Sensation 16 detectors,
Erlangen, Allemagne), soit par IRM (Achieva Philips, 1.5T, avec FLAIR, gradient echo T2*
diffusion b1000 avec cartographie ADC et séquences TOF).

3. Evaluation clinique

La sévérité des AVC a été évaluée par le score NIHSS.?* Les critéres TOAST ont été

utilisés pour déterminer la cause présumée de l'ischémie cérébrale. **°

4. Evaluation de la consommation excessive d’éthanol

L'évaluation de la consommation d’'alcool était déclarative et déterminée aprés un
entretien avec le patient. Nous avons considéré les patients « consommateurs excessifs»
lorsque leur consommation hebdomadaire d’alcool est supérieure a 300g d’éthanol en
routine, selon le critére utilisé par Deplanque et al (2006).2*° Nous n’avons pas identifié de
sous-groupe de patients « dépendants » parmi les « consommateurs excessifs ». Quand les
cliniciens relevaient une contradiction entre les propos déclaratifs et les taux de TGP, de
TGO, de yGT et le volume globulaire moyen, ils vérifiaient la déclaration en questionnant un
proche ou le médecin généraliste. La classification dans les catégories « consommateurs
excessifs » ou « non-consommateurs excessifs » pouvait étre modifiée jusqu’a la sortie du
patient selon les informations recues. Pour valider le diagnostic clinique, nous avons effectué
un dosage quantitatif des CDT, dans le sérum d’un sous-groupe de patients inclus dans
Biostroke. Les échantillons de sérum ont été maintenus a -20°C jusqu’a leur utilisation. Le

dosage des CDT est exprimé en pourcentage parmi la totalité des transferrines. Les CDT ont
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été mesurées par immuno-néphélométrie sensibilisée avec des particules sur les systemes
BN* et BN ProSpec® depuis le Kit N Latex CDT (Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg,
Allemagne). Si le dosage des CDT sériques était trop faible pour en déterminer la valeur
exacte, nous avons utilisé la valeur la plus faible de I'ensemble de la cohorte. Les valeurs de
CDT <2,1% ou >2,5% correspondent respectivement a un marqueur d'une faible ou
excessive et chronique consommation d’alcool. Celles qui se situent entre 2,1% a 2,5% sont

dans une aire d'incertitude.*?

Les marqueurs d’alcoolisme sont évalués par (i) leur sensibilité, c'est-a-dire leur
probabilité d’avoir des faux négatifs, (ii) leur spécificité qui correspond a la probabilité d’avoir
des faux positifs parmi les consommateurs excessifs décrétés et (iii) la valeur prédictive
globale, la probabilité qu'une condition soit présente, en fonction du résultat du test. Le
marqueur CDT a une sensibilité de 67%, une spécificité de 97% et une valeur prédictive
globale de 84% pour un diagnostic d’abus d’alcool, ce qui est meilleur que les pourcentages
retrouvés pour le volume globulaire moyen (respectivement 24%, 96% et 63%) et yGT
(respectivement 42%, 76% et 61%).%*’

5. Dosages plasmatiques des marqueurs inflammatoires

Les échantillons de sang ont été prélevés dans des tubes EDTA. Apres centrifugation, le
plasma des patients a été conservé a -80°C et décongelé juste avant la quantification de
marqueurs inflammatoires. Le dosage de chacun des marqueurs a été réalisé a I'aide du kit

standardisé de technologie multiplex de maniére automatisée (Luminex®).

6. Statistiques

Nous avons effectué une analyse statistique a l'aide du logiciel SPSS® 15.0 pour
Windows. Nous avons déterminé les valeurs médianes, les étendues interquartiles (IQR) et
les pourcentages (%). Nous avons comparé les groupes au niveau des variables
gualitatives, avec le test du Chi-2, avec la correction de Yates ou avec le test exact de Fisher
si besoin. Pour les variables continues, le test U non paramétrique de Mann-Whitney pour
une comparaison de deux groupes indépendants ou le test H de Kruskal-Wallis pour une
comparaison de plus de deux groupes indépendants, a été utilisé. La premiére étape de
'analyse consistait a réaliser une comparaison bivariée des caractéristiques de base entre
les patients consommateurs excessifs et les non-consommateurs excessifs. La deuxiéme
étape de l'analyse était composée d'une comparaison bivariée des caractéristigues de

bases, incluant la consommation d’alcool, des patients avec des AVC mineurs (score NIHSS
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de 0 a 5) versus des AVC séveres (score NIHSS de 6 ou plus). Des tableaux croisés
intégrant les deux variables qualitatives, la consommation excessive ou non et le fait d’avoir
un NIHSS 0 & 5 ou de 6 ou plus, ont été réalisés afin de comparer les taux médians des
marqueurs inflammatoires d’'intérét (PNN, ICAM-1 et VCAM-1) et les taux médians des
marqueurs de lyse hépatocytaire (TGO et TGP). La troisieme étape consistait en des
analyses multivariées de régression logistique binaire avec « NIHSS 0 a 5 » comme variable
dépendante. Nous avons calculé les odds ratios ajustés (AjOR), et 'intervalle de confiance a
95% (IC).?*® Le choix de cette césure est fondé sur les analyses précédentes, étudiant la
sévérité des AVC chez les patients admis dans notre centre et dans d’autres études.?* Les
variables indépendantes ont été sélectionnées a partir de l'analyse bivariée, avec une
éligibilité maximale de 0,25 comme critére de sélection des variables candidates.”®® La
variable "consommateurs excessifs" était forcée dans le modéle. Les corrélations entre les
variables ont été vérifiées pour identifier les colinéarités (définies par un r >0,6). Toutes les
variables candidates, hors marqueurs inflammatoires, composaient le modele statistique de
base. Nous avons ajouté a I'analyse les variables candidates une a une, variables qui sont

des marqueurs inflammatoires car les corrélations entre ces derniéres étaient fortes.

7. Ethique

La cohorte Biostroke a été approuvee par le CCPRB de Lille et le patient, ou un
parent proche, a donné un consentement écrit. Les patients ont été gérés selon les régles
locales, sans aucune investigation ou traitement spécifiquement réalisé. L'étude a été
entierement et clairement expliquée aux patients. Ces derniers ont donné un consentement
signé et éclairé pour les dosages. lls ont recu individuellement les résultats de leurs tests
sanguins, sauf pour le dosage des CDT et des marqueurs inflammatoires (sauf les PNN), qui
ne fait pas partie de I'analyse de routine dans notre centre et a été utilisé uniquement a des

fins de recherche.
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Résultats



I. Suivi des animaux

1. Suivi de la masse corporelle durant I’alcoolisation

La masse corporelle des rats est suivie chague semaine a partir du premier jour de
gavage (G1), jusqu’au jour de I'opération (G28). Les valeurs moyennes ne différent pas entre

chaque groupe de gavage a chaque temps de pesée (tableau 9).

Poids moyen (en g) G1 G7 G14 G21 G28
VEH 119,6 £1,6 | 167,4 £1,6 | 215,5£2,3 | 242,3 £3,2 | 289,1 £2,5
A10 122,8+1,9 | 172,4£1,9 | 211,4 +2,7 | 242,9 £3,0 | 290,3 1,9
A35 120,5+1,9 | 168,4 £2,0 | 211,4 £2,8 | 247,7 £3,1 | 295,7 £3,0

Tableau 9 : Suivi de la masse corporelle des trois groupes de rats a 1, 7, 14, 21 et
28 jours de gavages(G).

2. Mortalité induite par le modele d’alcoolisation et d’ischémie

cérébrale.

Durant l'alcoolisation, 19,07% des rats A35 sont décédés. La mortalité suite & 'TOACM et
avant la mise a mort prévue pour les rats du protocole J1 s’est élevée a 26,14% pour le
groupe IR VEH, a 33,33% pour le groupe IR A10 et & 39,7% pour le groupe IR A35.
Concernant les rats prévus pour |'étude a J7, les pourcentages de mortalité sont
respectivement 36,78%, 37,35% et 37,36%.

II. Caractérisation du modele d’alcoolisation

1. Alcoolémie

Le taux moyen d'alcoolémie entre les deux gavages journaliers est significativement
supérieur chez les rats A35 comparé a celui des rats A10, a G7, G14, G21 et G28 (p<0,001
a chaque temps, figure 21).
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Figure 21 : Suivi de I'alcoolémie dans le sang des rats du groupe A10 et du groupe
A35. ***p<0,001.n=5 pour chaque groupe et chaque point.

2. Dosages plasmatiques des transaminases

Les dosages plasmatiques des enzymes TGO et TGP permettent de mettre en évidence
la lyse hépatique suite a une consommation toxique d’éthanol. Aprés quatre semaines de
gavage a la solution eau (VEH), A10 ou A35, les valeurs moyennes des dosages de ces
deux enzymes dans le plasma des animaux NO sont rapportées dans le tableau 10 et ne

different pas d'un groupe a l'autre.

elo) (0 UIBY 107,1 45,5 100,0+4,9 94,123 0,16
ALY 447430 34530 380+41 0,12

Tableau 10 : Dosages plasmatiques des enzymes TGO et TGP pour les 3 groupes
d’étude. Nnyey=7 ; Na10=8; Na3s=7.

Les dosages ont également été effectués apres I'induction de I'ischémie cérébrale & J1 et
a J7 (figure 23 pour I'étude de TGP et figure 24 pour I'étude de TGO). Les valeurs moyennes
des dosages de TGP et de TGO pour les rats IR ou NI & J1 sont significativement plus
élevées que celles retrouvées avant l'opération dans chacun des groupes de gavage
correspondant. A J7, les taux des deux types de transaminases des six groupes de rats sont

similaires aux taux des rats NO (tableau 10, figures 22 et 23).

82



Les groupes d’animaux NI & J1 pour chaque protocole de gavage ont tendance a avoir

des valeurs de dosages plasmatiques de TGP et de TGO moins élevées que les groupes IR

correspondant au méme protocole de gavage. La différence entre les taux moyens de TGO

des animaux IR et des animaux NI est significative pour le groupe de rats A10 et A35 : 282,
+26,52 UI/L pour le groupe NI A10 contre 426,7 £54,57 UI/L pour le groupe IR A10 (p<0,05)
et 282,6 £22,61 UI/L pour le groupe NI A35 contre 456,3 +114,9 UI/L pour le groupe IR A35

(p<0,05).
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Figure 22 : Taux plasmatiques de TGP dans les 12 groupes d’études. *p<0,05 ;**p<0,01 ; ***
p<0,001 vs le groupe correspondant a J7 (exemple : NI A10 a J1 vs NI A10 a J7). Effectifs a

J1: Nirven=13; Nira10=9; Nir-a35=8; NNven=6; Nnia10=5; Ni-azs=8. Effectifs a J7 : nig.ven=18;

Nir-A10=19; Nir-a35=14; NNvEH=6; NNa10=14; Nnass=20.
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Figure 23 : Taux plasmatiques de TGO dans les 12 groupes d'études. *** p<0,001
vs le groupe correspondant & J7 (exemple : NI A10 & J1 vs NI A10 a J7). 'p<0,05 vs
le groupe IR (exemple : NI A10 a J1 vs IR A10 a J1). Effectifs & J1 : n\g.ven=13; nir-
A10=9; Nir-a35=8; Nni.ven=6; Nni-a10=5; Nni-ass=8. Effectifs a J7 : nig.ven=18; Nir.a10=19;
Nir-a35=14 ; NNven=6; Nnita10=14; Nniazs=20

3. Poids du foie rapporté au poids du corps

La destruction tissulaire peut étre approchée par une perte du poids de I'organe. Les
ratios entre le poids du foie et celui du corps des rats sont rapportés dans la figure 24.

Aucune différence n’a été notée entre chaque groupe de gavage, ni a J1, ni a J7.
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Figure 24 : Ratio du poids du foie sur le poids du corps pour les 3 groupes de gavages a J1
et a J7. Effectifs a J1 : n|R_VEH=12; n|R_A10=9; Nir-a35=7. Effectifs a J7 : n|R_VEH=9; n|R_A10:8; Nig-
A35=0.
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4. Stéatose hépatique

Le nombre de gouttelettes lipidiques, caractérisant la stéatose hépatique, est
significativement plus élevé dans le groupe A10 (141,0 £20,95 gouttelettes ; p<0,01) et dans
le groupe A35 (245,5 £26,94 ; p<0,001) comparés respectivement au hombre moyen du
groupe VEH (63,85 £6,03), & J1 soit le lendemain de la période de gavage. Une différence
significative du nombre moyen de gouttelettes est notée entre le groupe Al10 et le groupe
A35 a J1 uniquement (figure 25 ; p<0,05).

A une semaine de sevrage éthylique, une diminution importante de la stéatose lipidique
dans les deux groupes de rats alcoolisés est observée avec un seuil de significativité
inférieur a 1% : 91,38 +£9,86 pour le groupe A10 et 135,6 +21,40 pour le groupe A35 (figures
25 et 26). Cependant, le nombre moyen d’amas lipidiques hépatiques dans les groupes A10

et A35 est encore significativement supérieur au groupe VEH (p<0,01 vs A10 et vs A35).
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Figure 25 : Accumulation des gouttelettes lipidiques dans le foie des rats a J1 et a
J7. * p<0,05 (vs le groupe A1l0 dans le protocole de cinétique correspondant) ;
**p<0,01; ***p<0,001 (vs le groupe VEH dans le protocole de cinétique
correspondant); * p<0,01 (vs le méme groupe correspondant & J7). Effectifs a J1 :
Nir-ven=13; Nig.a10=11; Nirass=6. Effectifs a J7 : nig.ven=11; Nir-a10=16; Nir-a3zs=11.
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Figure 26 : lllustration des gouttelettes lipidiques a J7 dans le foie d’'un rat VEH (a),
d’un rat A10 (b) et d’'un rat A35 (c).

III. Sévérité de l'ischémie cérébrale : volume de l'infarctus et déficits

neurologiques et fonctionnels

1. Analyse histomorphométrique

L’analyse histomorphométrique a J1 et a J7 permet de suivre le profil volumétrique de la
totalité de l'infarctus cérébral, de la zone corticale et la zone sous-corticale dans le temps
(figure 27 pour I'étude a J1 et figure 28 pour I'étude a J7). A J1, les augmentations du VITc
observées dans les cerveaux des rats IR A10 (299,6 +11,5 mm3) et celui des rats IR A35
(318,1 +10,4 mm®) sont significativement différents, comparées au volume moyen des rats
IR VEH (257,2 +11,7 mm?®). Le VICc est également plus conséquent dans les deux groupes
de rats alcoolisés : 188,0 +12,36 mm® pour le groupe IR VEH, 226,6 +11,43 mm? pour le
groupe IR A10 (p<0,05) et 238,6 +10,02 mm? pour le groupe IR A35 (p<0,05). Le VISc est
comparativement différent entre le groupe IR VEH (69,19 +3,2 mm?®) et le groupe IR A35
(79,48 +1,80 mm®) (p<0,05). Celui du groupe IR A10 avec sa valeur intermédiaire & 72,91
+3,38 mm?®, ne permet pas de se distinguer le VISc de I'un des deux autres groupes de
gavages. L'cedeme est également significativement majoré dans les groupes de rats
alcoolisés (135,1 +11,33 mm® pour le groupe IR A10 et 144,2 +15,49 mm?®pour le groupe IR
A35) comparé au VO du groupe IR VEH ayant pour valeur 79,84 +10,13 mm? (p<0,01).
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Figure 27 : Effet de I'administration chronique d’éthanol A10 et A35 sur le volume
d’infarctus et le volume approché d’cedéme chez le rat & J1. *p<0,05, **p<0,01 (vs le
groupe IR VEH). nirven=12; Nir.a10=9; Nir.azs=7. VICc : volume d’infarctus cortical ;
VISc : volume d’infarctus sous-cortical (striatal) ; VITc : volume d’infarctus total ;
VO : volume approché de I'oedéme cérébral

A J7, les volumes moyens de linfarctus et les volumes moyens de l'cedeme sont
significativement réduits respectivement dans chacun des groupes de gavages (p<0,001),
comparés aux volumes a J1 (figures 27 et 28). Cependant, la différence de VITc et VICc
entre les groupes IR VEH et IR A35 persiste avec des valeurs atteignant 173 +11,73 mm?® et
208,6 12,04 mm?® concernant le VITc et 131,9 +10,74 mm? (p<0,01), et 179,2 +13,34 mm®
concernant le VICc (p<0,05).
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Figure 28 : Volume d'’infarctus et le volume d’cedéme dans les trois groupes IR & J7.
*p<0,05, **p<0,01 (vs le groupe IR VEH). nigven=9; Nir-a10=8; Nir-azs=6. VICcC : volume
d’infarctus cortical ; VISc : volume d'infarctus sous-cortical (striatal) ; VITc : volume
d’infarctus total ; VO : volume approché de 'oedeme cérébral.
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2. Déficits neurologiques

Les résultats de I'évaluation des déficits neurologiques par le neuroscore de Bederson
sont cohérents avec les résultats de I'analyse histomorphométrique des volumes de
l'infarctus cérébral dans chacun des groupes IR a J1 et a J7 (figures 27, 28 et 29). Les rats
NI a J1 et a J7 obtiennent tous le score minimal de 0, ce qui les distingue significativement
des rats IR de chaque groupe de gavage correspondant (p<0,001). Le score moyen retrouvé
dans le groupe IR A35 a J1 s’éléve a 2,88 +0,34 contre 1,80 +0,29 pour le groupe IR VEH a
J7 (p<0,01 ; figure 29). Bien que les scores pour les trois groupes de gavages diminuent
significativement a J7 (p<0,001), le score du groupe IR A35 (1,25 +0,30) se distingue encore
de celui du groupe IR VEH (0,56 +0,15 ; p<0,05).
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Figure 29 : Score de Bederson pour les trois groupes IR a J1 et J7. *p<0,05 ;
**p<0,01 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude). ** p<0,001 (vs le méme
groupe correspondant a J7). Effectifs a J1 : nr.ven=10; Nir.a10=7; Nir.a35=8. Effectifs
aJ7 :Nnir.ven=16; Nig.a10=15; Nir-a35=12.

3. Déficits fonctionnels

A. Test de l'actimetre

Les données de I'actimétrie sont affichées dans la figure 30. Les rats Nl a J1 et a J7 ne
présentent pas de troubles moteurs. Aucune différence significative n’est notée entre les

groupes de gavages. Les animaux NI a J7 parcourent plus de distance que les rats NI de J1.

La locomotion spontanée est hautement perturbée apres 'OACM a J1 dans les trois
groupes. Les distances parcourues a J1 sont de 457,5 +107,8m pour le groupe IR VEH
contre 1928 +423,1m pour le groupe NI VEH (p<0,001), 431,3 £97,78m le groupe IR A10
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contre 2380 +220,9m (p<0,001), et 654,5 +200,7m pour le groupe IR A35 contre 2709
+431,8m pour le groupe NI A35 (p<0,001). A J7, les valeurs des rats IR sont nettement
augmentées et sont similaires a celles des rats NI. Le traitement chronique a I'éthanol n'a

pas induit un déficit moteur plus marqué (p (global IR J1)=0,504).
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Figure 30 : Distance parcourue pour les 12 groupes d’étude. *p<0,05 ; *p<0,01 ;
#%p<0,001 (vs le méme groupe correspondant a J7). 'p<0,05 ; ""'p<0,001 (vs le
groupe IR du méme protocole de gavage, au méme temps d’étude). Effectifs a J1:
Nir-ven=13; Nir-a10=9; Nir-a35=8; Nniven=6; Nni-a10=5; Nni-azs=8. Effectifs a J7 : nik.
vern=18; Nir-a10=19; Nir-a35=14; Nniven=6; Nni-a10=14; Nniazs=20.

B. Test de préhension

Les résultats du test de préhension sont illustrés dans la figure 31. Le traitement a
I'éthanol n'a pas induit de troubles, les groupes de rats ont des valeurs similaires a J1 et a
J7.

Une perte de la dextérité et de la force musculaire des pattes supérieures des rats IR a
J1 sont mises en évidence, en comparaison des rats NI: 2,10 +0,36 points pour le groupe IR
VEH contre 3,67 +0,23 pour le groupe NI VEH (p<0,05) ; 1,62 £0,17 pour le groupe IR A10
contre 3,89 0,24 pour le groupe NI A10 (p<0,001) ; 1,06 +0,06 pour le groupe IR A35 contre
3,77 0,15 pour le groupe NI A35 (p<0,001). Ce trouble musculaire persiste a J7, a moindre
intensité pour les rats alcoolisés, comparés aux rats NI de chaque groupe de gavages : 2,57
+0,30 points pour le groupe IR VEH contre 3,36 0,23 pour le groupe NI VEH (p<0,05) ; 2,57
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10,30 pour le groupe IR A10 contre 3,43 +0,18 pour le groupe NI A10 (p<0,05) ; 2,85 +0,33
pour le groupe IR A35 contre 3,56 +0,18 pour le groupe NI A35 (p<0,05).

Le score du groupe IR A35 est significativement plus bas que celui du groupe IR VEH
(p<0,05). A J7, les scores moyens des trois groupes de gavages sont équivalents, ce qui met
en évidence une récupération significative de la fonction musculaire des pattes supérieures
des rats IR A35, comparés au score moyen des rats IR A35 a J1 (score de 2,847 +0,33 ;
p<0,05).
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Figure 31 : Score du test de préhension en fonction du temps de suspension par les
pattes supérieures de I'animal pour les 12 groupes d’étude. *p<0,05 (vs le groupe IR
VEH au méme temps d’étude). **p<0,001 (vs le méme groupe correspondant a
J7). 'p<0,05 ; "p<0,001 (vs le groupe IR du méme protocole de gavage, au méme
temps d’etude). Effectifs a J1: nigven=10; Nig.a10=7; Nir-a35=8; Nniven=4; Nnia10=3;
Nni-aszs=5. Effectifs a J7 @ Nigven=16; Nir-a10=15; Nir-a35=12; Nniven=12; Nnia0=11;
Nni-azs=13.

C. Testde retrait du ruban adhésif

La figure 32 représente les résultats pour le test de retrait du ruban adhésif. Les valeurs

pour les six groupes d’animaux NI sont sans exception de cing points, score maximal.

La sensorimotricité des animaux IR est temporairement perturbée a J1 puisque les
scores du test du retrait du ruban adhésif sont significativement diminués pour les trois
groupes de gavages. A J7, les scores moyens s’élévent a 4,50 £0,58 pour le groupe IR VEH
(p<0,001 vs J1), & 3,88 +0,25 pour le groupe IR A10 (p<0,001 vs J1), et a 3,91 £0,40 pour le

groupe IR A35 (p<0,001 vs J1), ce qui montre une récupération sensori-motrice notable.
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D’autre part, le score moyen est significativement plus faible a 0,33 +0,16 pour les rats
IR A35 comparé aux rats IR VEH ayant un score moyen de 1,82 +0,58 (p<0,05). A J7, cette

différence disparait.
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Figure 32 : Score du test du retrait d’adhésif pour les groupes d’animaux IR a J1 et
a J7. *p<0,05 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude). **p<0,001 (vs le
méme groupe correspondant a J7). Effectifs & J1: nirven=9 ; Nir-a10=7 ;Nir-a35=8.
Effectifs a J7 : Nir-ven=15; Nir-a10=14 ;N|g.a35=11.

D. Test de I'accélération de vitesse

Les résultats pour le test de I'accélération de vitesse sur le rotarod sont rapportés dans la
figure 33. Les six groupes de rats NI présentent des pertes de motricité mineures,

négligeables.

A J1, des troubles des fonctions motrice et coordinatrice, par rapport aux performances
acquises avant 'opération, apparaissent suite a I'OACM dans les groupes IR VEH (62,43
+11,40%, p<0,001), IR A10 (77,45 £13,03%, p<0,001) et IR A35 (90,83 +4,68%, p<0,001),
comparés aux groupes NI respectifs. A J7, les capacités motrices sur la rampe
d’accélération des rats IR sont significativement meilleures, comparées a celles enregistrées
aJl.

A J1, le pourcentage moyen de perte motrice est significativement plus élevé pour le
groupe IR A35, comparé au groupe IR VEH (p<0,05). A J7, le groupe IR A35 présente un
pourcentage de perte similaire aux deux autres groupes : 30,92 +8,60% pour le groupe IR
VEH, 38,49 +10,35% pour le groupe IR A10 et 33,75 +11,30% pour le groupe IR A35.
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Figure 33 : Perte motrice suite a un apprentissage pour les 12 groupes d’étude.
*p<0,05 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude). “p<0,05 ; **p<0,001 (vs le
méme groupe correspondant a J7). 'p<0,05 ; "'p<0,01 ; """p<0,001 (vs le groupe IR
du méme protocole de gavage, au méme temps d’étude). Effectifs a J1 : n\r.ven=8;
Nir-a10=7; Nir-a35=7; Nniven=4; Nni-a10=3; Nni-azs=5. Effectifs a J7 : nig.ven=10; nir-
A10=13; Nir-a35=10; Nniven=10; Nnja10=11; Nnazs=13.

Impact de la sévérité de I'ischémie cérébrale sur I'immunité innée :

role de I'activation microgliale et des polynucléaires neutrophiles

1. Activation microgliale

Les résultats concernant l'activation microgliale dans notre modele sont représentés
dans la figure 34. Le nombre de cellules positives 0x-42, marqueur caractérisant la microglie

activée, est nul dans le cerveau des rats NI, alcoolisés ou non, a J1 et a J7.

Suite a 'OACM, une activation microgliale majeure survient a J1 dans I’hémisphere droit
ischémié des rats des groupes NI avec des valeurs moyennes de 14,56 +1,95 cellules
positives 0x-42 pour le groupe IR VEH, 22,54 +3,01 pour le groupe IR A10 et 33,56 +4,19
pour le groupe IR A35. A J7, les trois groupes de gavages présentent un nombre de cellules
positives 0x-42, similaire aux valeurs moyennes retrouvées a J1 : 17,66 +1,042 cellules
positives pour le groupe IR VEH, 22,10 +1,53 pour le groupe IR A10 et 37,90 4,43 pour le
groupe IR A35 (figure 35).
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L’administration préalable chronique d'éthanol & moyenne ou haute dose suivie d’une
ischémie cérébrale transitoire induit une augmentation significative des cellules microgliales
activées, comparée au groupe IR VEH (p<0,05 vs IR A10, p<0,001 vs IR A35). Un effet-dose
est notable par la différence de niveau de significativité de I'analyse comparative des deux
groupes de rats alcoolisés avec le groupe de rats véhicules. Cependant, le nombre moyen
de cellules microgliales activées du groupe IR A35 n’est pas clairement plus élevé par
rapport a celui du groupe IR A10 (p=0,058). A J7, le groupe IR A35 a conservé un niveau
plus élevé de cellules positives ox-42 par mmz2 que celui du groupe IR VEH et semble se

distinguer du groupe IR A10 avec un seuil de significativité inférieur a 0,1%.
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Figure 34 : Activation de la microglie dans la zone infarcie du cerveau dans les six
groupes IR d’'études. ***p<0,001 (vs le groupe IR A10 dans le protocole de cinétique
correspondant. *p<0,05; ***p<0,001 (vs le groupe IR VEH dans le protocole de
cinétique correspondant). Effectifs a J1 : njr.ven=11; Nir.a10=10; N\r.a35=7. Effectifs a
J7 : Nirven=8; Nir-a10=10; Nig.a35=8.

2. Infiltration des polynucléaires neutrophiles dans le cerveau

A. Analyse du nombre de polynucléaires neutrophiles infiltrés dans le

parenchyme cérébral infarci

La figure 35 est composée des données de I'analyse du nombre de PNN infiltrés dans le
cerveau infarci. Les groupes NI VEH, NI A10 et NI A35 ne présentent aucun PNN infiltré
dans leur parenchyme cérébral, ni a J1, ni & J7. A J1 et J7, le nombre de PNN caractérisés
par un marquage a la MPO et infiltrés dans le parenchyme ischémié du cerveau est

augmenté dans chaque groupe IR comparé au groupe NI.
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A J1, le nombre moyen de cellules positives MPO, est plus important dans la zone
infarcie des rats du groupe IR A35 (37,86 £5,08 cellules positives), que dans celle des rats
du groupe IR VEH (16,43 +2,82 cellules positives ; p<0,01) ou dans celle des rats du groupe
IR A10 (24,35 £3,78 cellules positives; p<0,05) (figure 36).

A J7, les nombres moyens de PNN infiltrés varient peu dans chacun des groupes de
gavages par rapport aux valeurs a J1 : 16,23 +3,61 cellules positives MPO pour le groupe IR
VEH, 24,80 +£3,07 cellules positives pour le groupe IR Al0, 42,66 £5,63 cellules pour le
groupe IR A35 (figure 36). Le nombre moyen de PNN infiltrés dans la zone infarcie des rats
IR VEH se distingue encore de celui du groupe IR VEH (p<0,001) et de celui du groupe IR
A10 (p<0,01) avec un niveau de significativité supérieur par rapport a I'analyse statistique
faite a J1.
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Figure 35 : Infiltration des polynucléaires neutrophiles dans la zone infarcie du
cerveau dans les six groupes IR d’études. *p<0,05 ; **p<0,01 (vs le groupe IR A10
dans le protocole de cinétique correspondant). **p<0,01; ***p<0,001 (vs le groupe
IR VEH dans le protocole de cinétique correspondant). Effectifs a J1: ngven=11;
Nir-a10=10; Nir.a35=7. Effectifs a J7 : ng.ven=8; Nir-a10=10; Nir-a35=8.

B. Analyse de I'expression génique des protéines d’adhésion leucocytaire

dans I’hémisphere droit: ICAM-1 et VCAM-1

L’expression génique, caractérisée par le taux d’expression d’ARNm, a été mesurée
dans trois zones cérébrales de I'hémisphére droit : cortex, hippocampe et striatum. Elles ont
été rapportées en pourcentage en fonction du groupe NI VEH du protocole de cinétique

correspondant (J1 ou J7).
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i.  Analyse de I'expression génique de ICAM-1 et de VCAM-1 dans le cortex

de ’hémisphere ipsilatéral

Les taux d’expression génique d'ICAM-1 dans le cortex droit des rats des 12 groupes
d’étude sont rapportés dans la figure 36. A J1, le taux d’expression génique d'ICAM-1 dans
le cortex du groupe NI A35 est plus élevé que celui des deux autres groupes NI (p<0,01 vs
NI VEH ; p<0,01 vs NI A10). A J7, ces taux varient peu. La différence statistique persiste
entre le groupe NI VEH et le groupe NI A35 (p<0,05). Les taux d’expression génique d'ICAM-
1 dans le cortex droit des rats IR sont significativement supérieurs aux taux mesurés dans le
cortex des rats NI a J1. Ces différences statistiques sont encore constatées a J7, malgré une
diminution manifeste des taux dans le cortex ipsilatéral des groupes IR. Dans le sous-
ensemble de rats IR a J1, le groupe IR VEH présente un taux moyen d’expression génique
d'ICAM-1 au sein du cortex ischémié égal a 538,5 +75,32%, nettement plus faible comparé a
celui du groupe IR A10 (1005 +86,04% ; p<0,001) et celui du groupe IR A35 (1041 +75,12% ;
p<0,001). A J7, le taux moyen du groupe IR A35 est plus élevé comparé a celui du groupe IR
VEH (p<0,05). La diminution des taux, pour I'étude des rats IR entre J1 et J7, est significative
pour les trois groupes de gavages respectifs (p<0,001 IR VEH; p<0,001 IR A10; p<0,001 IR).
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Figure 36 : Expression génique d'ICAM-1 dans le cortex droit dans les 12 groupes d'étude.
**p<0,01 (vs le groupe IR A10 dans le protocole de cinétique correspondant). *p<0,05 ;
**p<0,01; ***p<0,001 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude). *p<0,01 ; *p<0,001
(vs le méme groupe correspondant a J7). 'p<0,05 ; "'p<0,01 ; ""p<0,001 (vs le groupe IR du
méme protocole de gavage, au méme temps d'étude). Effectifs a J1: ngryven=11; Nira10=8;
Nir-a35=10; Nnven=7 ; Nni-a10=6; Niazs=5. Effectifs a J7 : nigyven=10; Nig-a10=7; Nir-a35=6; Ni.

VEH=D; NN1-a10=3; Nni-a35=06.

Les taux d’expression génique de VCAM-1 dans le cortex droit des rats des 12 groupes

d’étude sont rapportés dans la figure 37. A J1, le taux moyen d’expression génique de
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VCAM-1 dans le cortex droit des animaux du groupe NI A35 est significativement plus élevé
comparé a celui du groupe NI VEH (p<0,05). A J7, ces taux ne varient pas pour le groupe NI
VEH et le groupe NI A10. Le groupe NI A35 présente un taux moyen de 96,58 +6,59%

significativement moins élevé comparé au taux mesuré a J1 pour ce groupe (p<0,05).

Les taux d’expression génique de VCAM-1 dans le cortex de I'hémispheére ipsilatéral des
rats IR sont significativement supérieurs aux taux mesurés dans le cortex des rats NI a J1

dans chacun des groupes de gavages.

Dans le sous-ensemble de rats IR a J1, le groupe IR VEH présente un taux moyen de
283,6 £33,48% au sein du cortex ischémié, ce qui est nettement plus faible comparé a celui
du groupe IR Al10 (331,7 £48,48% ; p<0,001) et celui du groupe IR A35 (396,6 +22,88% ;
p<0,001). Une diminution manifeste des taux dans le cortex ipsilatéral des groupes IR est

observée et approche les valeurs NI a J7.

La diminution des taux, pour I'étude des rats IR entre J1 et J7, est significative pour les
trois groupes de gavages respectifs (p<0,001 IR VEH; p<0,001 IR A10; p<0,001 IR A35).
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Figure 37 : Expression génique de VCAM-1 dans le cortex droit dans les 12 groupes d’étude.
*p<0,05 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude). p<0,05 ; **p<0,001 (vs le méme
groupe correspondant & J7). 'p<0,05 ; ""p<0,001 (vs le groupe IR du méme protocole de
gavage, au méme temps d’étude). Effectifs a J1 : ngven=11; N|gra10=8; Nir-a35=10; NNvER=T ;
Nni-a10=6; Nniags=5. Effectifs a J7 : Nigven=10; Nir-a10=7; Nir-a35=6; Nniven=5; Nnia10=3; Nni-
A35=0.
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ii. Analyse de l'expression génique de ICAM-1 et de VCAM-1 dans le

striatum de I'hémispheére ipsilatéral

Les taux d’expression génique d'ICAM-1 dans le striatum droit des rats des 12 groupes
d’étude sont illustrés dans la figure 38. A J1, le taux moyen du groupe NI A35 est plus élevé
que celui du groupe NI VEH (p<0,05) et du NI A10 (p<0,05). A J7, les taux des groupes NI

sont statistiquement similaires.

Les taux d’expression génique d'ICAM-1 dans le striatum droit des rats IR sont

significativement supérieurs aux taux mesurés pour les rats NI, a J1 et a J7.

A J1, le taux moyen d’expression du groupe IR A35 (167,6 %21,47%) est
significativement plus élevé, comparé a celui du groupe IR VEH (240,9 +22,90% ; p<0,05). A
J7, la différence statistique persiste entre le groupe IR VEH (195,6 +18,72%) et le groupe IR
A35 (479,6 £92,71% ; p<0,05).
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Figure 38 : Expression génique d'ICAM-1 dans le striatum droit dans les 12 groupes d’'étude.
*p<0,05 (vs le groupe IR A10 dans le protocole de cinétique correspondant). *p<0,05 (vs le
groupe IR VEH au méme temps d’étude). “p<0,05 ; (vs le méme groupe correspondant a
J7). 'p<0,05 ; p<0,01 (vs le groupe IR du méme protocole de gavage, au méme temps
d'étude). Effectifs a J1: nirven=11; Nr-a10=8; Nir-a35=10; NNven=7 ; Nnia10=6; Nni-azs=5.
Effectifs a J7 : Nirven=10; Nir-a10=7; Nir-A35=6; Nniven=5; Nni-a10=3; Nii-azs=6.

Les taux d’expression génique de VCAM-1 dans le striatum droit des rats des 12 groupes
d’étude sont mentionnés dans la figure 39. A J1 et a J7, les taux d’expression génique de

VCAM-1 dans le striatum droit des groupes NI sont similaires (figure 42).
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Les taux d’expression géniqgue de VCAM-1 dans le striatum droit des rats IR sont
significativement supérieurs aux taux mesurés pour les rats NI, a J1. Ces différences

statistiques sont encore observées a J7.

A J1, le taux moyen du groupe IR A35 (213,1 +25,11%) est significativement plus élevé,
comparé a celui du groupe IR VEH (141,7 £8,56% ; p<0,01). A J7, la différence statistique
persiste entre le groupe IR VEH (216,7 £23,05%) et le groupe IR A35 (367,1 £60,28%
p<0,05). Une augmentation des taux d'expression génique VCAM-1 entre J1 et J7 est notée
dans le groupe IR VEH (p<0,05) et le groupe IR A35 (p<0,05).
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Figure 39 : Expression génigue de VCAM-1 dans le striatum droit dans les 12
groupes d’'étude. *p<0,05 (vs le groupe IR A1l0 dans le protocole de cinétique
correspondant). *p<0,05 ; **p<0,01 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude).
*p<0,05 (vs le méme groupe correspondant a J7). 'p<0,05 ; "'p<0,01 (vs le groupe
IR du méme protocole de gavage, au méme temps d’étude). Effectifs a J1: njr.
ven=11; Nir-a10=8; Nir-a35=10; Nniven=7 ; Nni-a10=6; Nniazs=5. Effectifs a J7 : nig-
ven=10; Nir-a10=7; Nir-a35=6; Nni.ven=5; Nni-a10=3; Nni-azs=6.

iii. = Analyse de l'expression génique de ICAM-1 et de VCAM-1 dans

I'hippocampe de ’hémisphere ipsilatéral

Les taux d'expression génique d’ICAM-1 dans I'hippocampe droit des rats des 12
groupes d’étude sont rapportés dans la figure 40. Les taux moyens d’expression génique

d’'ICAM-1 dans I'hippocampe droit des animaux des six groupes NI d’études sont similaires.

Les niveaux d'expression génique d'ICAM-1 dans [I'hippocampe de [I'hémisphere
ipsilatéral des rats IR sont significativement supérieurs aux taux mesurés dans le cortex des

rats NI a J1. Le groupe IR A35 présente un taux moyen plus élevé de 435,0 £79,48%,
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comparé au celui du groupe IR VEH 229,4 £25,45% (p<0,01). Une diminution manifeste des
taux dans I'hippocampe ipsilatéral des groupes IR est observée et approche les valeurs NI a
J7.
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Figure 40 : Expression géniqgue d’ICAM-1 dans I'hippocampe droit dans les 12

groupes d’étude. **p<0,01 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude). **p<0,01
. #%5<0,001 (vs le méme groupe correspondant & J7). ""p<0,05 ; ""p<0,001 (vs le

groupe IR du méme protocole de gavage, au méme temps d’étude). Effectifs a J1:
Nir-ven=11; Nir-a10=8; Nir-a35=10; Nniven=7 ; Nnia10=6; Nni-azs=5. Effectifs a J7 @ nir.
vern=10; Nir-a10=7; Nir-A35=6; Nni.ven=5; Nni-a10=3; Nni-azs=6.

Les taux d'expression génique de VCAM-1 dans I'hippocampe droit des rats des 12
groupes d’étude sont rapportés dans la figure 41. Pour I'étude des taux des groupes Nl a J1
et a J7, seul celui des rats NI A35 s’éléve, se distingue significativement du groupe NI VEH a

J1 (p<0,01) et tend a revenir a la normale a J7.

Les niveaux des taux d’expression génique de VCAM-1 des groupes IR ne se distinguent
pas des taux retrouvés dans I'hippocampe des rats NI de chacun des groupes de gavages,
ni a J1, ni a J7. Cependant, a J7 le taux moyen du groupe IR A35 est réduit par rapport a

celui du méme groupe a J1 malgré sa variabilité (p<0,05).
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Figure 41 : Expression génique de VCAM-1 dans I'hippocampe droit dans les 12
groupes d’étude. **p<0,01 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude). “p<0,05
(vs le méme groupe correspondant a J7). Effectifs a J1: nrven=11; Nigr.a10=8; Nr-
A35=10; Nniven=7 ; Nnita10=6; Nni-azs=5. Effectifs a J7 : Nig.ven=10; Nir-a10=7; Nir-A35=6;
NNi-veH=D9; Nni-a10=3; Nni-a3s5=6.

3. Infiltration des polynucléaires neutrophiles dans le foie

A. Analyse du nombre de polynucléaires neutrophiles infiltrés

A J1 et J7, le nombre de PNN caractérisés par un marquage a la MPO et infiltrés dans le
foie est augmenté dans chaque groupe IR comparé au groupe NI (figure 42). Les groupes NI
VEH, NI A10 et NI A35 ne présentent aucun PNN infiltré dans le foie, ni a J1, ni a J7.

A J1, le nombre de cellules positives MPO, est plus important pour le groupe de rats IR
A35 (67,15 +27,20 cellules positives), comparé a celui des rats IR VEH (10,80 +2,25 cellules
positives ; p<0,01). Le nombre moyen de PNN infiltrés dans le foie des rats IR A10 est
intermédiaire aux valeurs pour les deux autres groupes IR, avec 33,32 19,87 cellules
positives (p<0,05 vs IR VEH ; p=0,16 vs IR A35).

A J7, les nombres moyens de PNN infiltrés diminuent drastiquement dans chacun des
groupes de gavages par rapport aux valeurs a J1 : 2,46 +0,42 cellules positives MPO pour le
groupe IR VEH (p<0,001 vs J1), 2,95 £0,37 cellules positives pour le groupe IR Al0
(p<0,001 vs J1), 5,98 £1,15 cellules pour le groupe IR A35 (p<0,001 vs J1). Cependant,
malgré ces valeurs trés faibles, le nombre moyen de PNN infiltrés dans le foie se distinguent
de celui du groupe IR VEH (p<0,01) et de celui du groupe IR A10 (p<0,01).
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Figure 42 : Infiltration des polynucléaires neutrophiles dans le foie dans les six
groupes IR d’étude. **p<0,01 (vs le groupe IR A10 dans le protocole de cinétique
correspondant). *p<0,05 ; **p<0,01 (vs le groupe IR VEH dans le protocole de
cinétique correspondant). *#p<0,001 (vs le méme groupe correspondant a J7).
Effectifs a J1 : Nir-ven=11; Nir-a10=10; Nr.a35=7. Effectifs alJ7: Nir-veH=8; N|r-a10=10;
Nir-a35=8.

B. Analyse de I'expression génique des protéines d’adhésion leucocytaire

dans le foie : ICAM-1 et VCAM-1

L’analyse de I'expression génique d’ICAM-1 dans le foie & J1 et a J7 est représentée

dans la figure 43.

A J1, le taux moyen d’expression génique d’'ICAM-1 dans le foie du groupe NI A35 (181,2
1+28,46%) different avec les taux des groupe NI A10 (110,3 +20,74% ; p<0,05) et le groupe
NI VEH (100,0 +19,49% ; p<0,05). A J7, les taux moyens des groupes NI sont
statistiquement similaires : 100,0 + 16,14% pour le groupe NI VEH, 122,9 +43,69% pour le
groupe NI A10 et, 130,0 +16,71% pour le groupe NI A35. Le niveau moyen d'expression
géniqgue dICAM-1 dans le foie du groupe NI A35 a tendance a diminuer a J7,

comparativement au niveau mesuré a J1.

Les taux d’expression génique d'ICAM-1 dans le foie des rats IR sont significativement
supérieurs aux taux mesurés pour les rats NI, a J1 : 185,1 +14,00% pour le groupe IR VEH
(p<0,01), 256,3 £36,77% pour le groupe IR A10 (p<0,01) et, 264,5 £25,29% pour le groupe
IR A35 (p<0,05). Ces différences statistiques sont encore observées a J7 : 190,0 +22,42%
pour le groupe IR VEH (p<0,01), 228,2 £43,69% pour le groupe IR A10 (p<0,01) et, 207,4
+14,87% pour le groupe IR A35 (p<0,01).
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A J1, les taux moyens du groupe IR A35 et du groupe A10 sont significativement plus
élevés, comparés a celui du groupe IR VEH (p<0,05). A J7, les 3 groupes IR ont des niveaux

d’expression génique ICAM-1 similaires.
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Figure 43 : Expression génique d’'ICAM-1 dans le foie dans les 12 groupes d’étude.
*p<0,05 (vs le groupe IR Al10 dans le protocole de cinétique correspondant).
*p<0,05 (vs le groupe IR VEH au méme temps d'étude). 'p<0,05 ; ""'p<0,01 ; (vs le
groupe IR du méme protocole de gavage, au méme temps d’étude). Effectifs a J1 :
Nir-ven=11; Nir-a10=8; Nir-a35=10; Nniven=7 ; Nnia10=6; Nni-ass=5. Effectifs a J7 @ nir.
ven=10; Nir-a10=7; Nir-a35=6; NNi.ven=5; Nni-a10=3; Nni-a3s=6.

L'analyse de I'expression génique de VCAM-1 dans le foie a J1 et a J7 est représentée

dans la figure 44.

A J1, le taux moyen d'expression génique de VCAM-1 dans le foie differe
significativement entre le groupe NI A35 (163,3 +25,16%) et le groupe NI VEH (100,0
+7,58% ; p<0,05). A J7, les taux des groupes NI sont statistiquement similaires : 100,0 £
7,94% pour le groupe NI VEH, 112,0 +13,82% pour le groupe NI A10 et, 133,8 +13,67% pour
le groupe NI A35 (p<0,05 vs NI A35 a J1). Les niveaux moyens d’expression génique de
VCAM-1 dans les trois groupes IR sont sensiblement plus élevés par rapport a ceux des
groupes NI de gavages respectifs, de maniére statistique pour le groupe de gavage VEH

uniquement (p<0,05).

A J1, le taux moyen du groupe IR A35 (135,0 +11,02%) est significativement plus éleve,
comparé a celui du groupe IR VEH (183,1 £13,89% ; p<0,05). A J7, la différence statistique
persiste entre le groupe IR VEH (107,9 £8,26%) et le groupe IR A35 (175,7 +25,27 ; p<0,01).
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Figure 44 : Expression génique de VCAM-1 dans le foie dans les 12 groupes
d’étude. *p<0,05 ; **p<0,01 (vs le groupe IR VEH au méme temps d’étude). “p<0,05
(vs le méme groupe correspondant a J7). 'p<0,05 (vs le groupe IR du méme
protocole de gavage, au méme temps d’étude). Effectifs a J1 : njrven=11; Nig.a10=8;
Nir-a35=10; Nniven=7 ; Nnica10=6; Nni-azs=5. Effectifs a J7 @ nigven=10; Nig-a10=7; Nir-
A35=6; Nniver=5; Nni-a10=3; Nni-a3s=6.

V. Etude clinique

1. Comparaison des dosages des CDT entre les consommateurs excessifs

et les non-consommateurs excessifs
Le dosage des CDT n’a pu étre réalisé, pour des raisons techniques, sur 27 des 435
patients Biostroke (6,2%). Sur les 408 patients Biostroke auxquels le pourcentage des CDT
a été calculé, 351 se situent en-dessous du seuil des 2,1%, 30 entre 2,1% et 2,5% et 27 au-
dessus de 2,5%. La proportion des patients bien classés, consommateurs excessifs ou non-
consommateurs excessifs avec des dosages des CDT concordants, est de 86,51%
(327/378). Quand les patients, présentant une valeur située entre 2,1 et 2,5%, sont classés
parmi les consommateurs excessifs, la proportion descend a 82,35% (336/408). Les 13,46%
de patients mal classés sont composés de : 9,00% (34/378) de patients considérés comme
consommateurs excessifs avec des dosages des CDT < 2,1% et, 4,50% (17/378) de patients

non-consommateurs excessifs avec des dosages des CDT > 2,5%.

2. Comparaison des caractéristiques de base entre les consommateurs
excessifs et les non-consommateurs excessifs

La comparaison des caractéristiques démographiques, les antécédents médicaux, les

caractéristigues de base et les causes présumées de I'AVC ischémique entre les
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consommateurs excessifs et les non-consommateurs excessifs sont exposées dans le
tableau 11. Les consommateurs excessifs sont significativement plus jeunes, plus souvent
de sexe masculin, fumeurs, et ont une plus haute pression artérielle diastolique et moins
d’antécédents d'arythmie. lls avaient, de maniere significative, des taux plus élevés de
triglycérides, de glucose, d’hémoglobine et de HDL, des volumes globulaires moyens plus
éleveés, des taux plus élevés de TGO et de TGP et des pourcentages plus élevés de CDT. lls
avaient également des taux plus faibles d'interferon gamma-induced protein-10 (IP-10), de
MCP-1, de VCAM, de SRAGE et d'IL-12p70.

3. Influence de la consommation excessive et chronique d’éthanol sur la
séverité initiale de I'ischémie cérébrale dans Biostroke
La comparaison entre les patients Biostroke avec un AVC mineur et sévére est
détaillée dans le tableau 12. Les régressions logistiques binaires, intégrant les facteurs
éligibles et un a un les marqueurs inflammatoires, sont répertoriées dans le tableau 13. Dans
le premier modele statistique de régression logistique binaire, les facteurs indépendamment
associés avec une séverité mineure de I'’AVC ischémique sont un délai d'inclusion plus long,
un taux sérique inférieur de glucose, un taux plus élevé d’hémoglobine, un nombre de PNN
réduit, et étre classé en tant que non-consommateur excessif. Les huit autres modéles
statistiques intégrant indépendamment IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, TGF-a, GCSF, VCAM ou
MPO n’expliquent la variable dépendante NIHSS 0-5. Ne pas avoir d'antécédents
d'insuffisance cardiaque, avoir un délai d'inclusion plus long, avoir des taux élevés
d’hémoglobine, avoir une glycémie plus basse et une température corporelle plus élevée
sont associés a un AVC mineur. Avoir de I'hypercholestérolémie est associé a un AVC

mineur dans les modéles statistiques 3, 4, 6, 7, 8 et 9.

4. Implication des polynucléaires neutrophiles, et des protéines
d’adhésion leucocytaires, dans I'influence de consommation excessive

et chronique d’éthanol sur la sévérité de I'ischémie cérébrale

Afin d’approcher l'implication des PNN et des protéines d’adhésion (ICAM et VCAM)
dans limpact de la consommation excessive et chronique d’éthanol sur la sévérité de
I'ischémie cérébrale, des tableaux croisés permettant la comparaison des taux moyens des

trois marqueurs, ont été réalisés et figurent dans le tableau 14, 15 et 16.

Nous avons montré que le taux médian de PNN est augmenté significativement chez les
patients ayant un AVC sévere (NIHSS=6), qu’ils aient eu une consommation excessive

d’éthanol ou non (p<0,001 pour les deux comparaisons). Le fait d’étre consommateur

104



excessif n'induit pas d’augmentation des taux plasmatiques des PNN comparés aux taux des

patients non consommateurs excessifs, quand I'AVC est sévere.

Les taux plasmatiques d'ICAM ou de VCAM ne différent pas dans les quatre conditions
(respectivement tableau 15 et tableau 16). Les taux d’'ICAM ou de VCAM ne varient pas
significativement avec la sévérité dans les deux sous ensembles de patients consommateurs
excessifs ou non. Le fait d’étre consommateur excessif n'induit pas d’augmentation des taux

plasmatiques d’une des deux protéines d’adhésion étudiées, quand I'AVC est sévere.

5. Implication de la cytolyse hépatique dans l'influence de Ila
consommation excessive et chronique d’éthanol sur la sévérité de

I'ischémie cérébrale

La description des résultats concernant I'implication des transaminases (TGO et TGP),
marqueurs de la cytolyse hépatique, dans limpact de la consommation excessive et
chronique d’éthanol sur la sévérité de l'ischémie cérébrale, est approchée dans les tableaux

croisés 17 et 18.

Dans I'analyse du sous groupe de patients non-consommateurs, le taux médian de TGO
chez les patients ayant eu un AVC sévere est significativement plus élevé que celui des
patients ayant eu un AVC mineur (p=0,001 ; tableau 17). Ce constat n'est pas observé chez
les patients consommateurs. Les taux de TGO des patients consommateurs excessifs et
ayant un AVC mineur sont significativement supérieurs aux taux des non consommateurs

excessifs (p=0,016).

Les taux de TGP ne varient pas en fonction de la sévérité dans les 2 groupes de patients
ayant une consommation excessive d’éthanol ou non (tableau 18). Par contre, les taux sont
significativement plus élevés chez les patients consommateurs excessifs dans les deux sous
groupes dichotomisés en fonction du NIHSS (p=0,004 dans le sous groupe NIHSS 0-5;
p=0,015 dans le sous groupe NIHSS 6 et plus).
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Tableau 11. Comparaison des caractéristiques de bases entre les consommateurs excessifs d'éthanol et les non-consommateurs ayant une
ischémie cérébrale. Les données fournies sont le nombre de patients (%) si non spécifié. *médianes (rang interquartile). AVC: accident
vasculaire cérébral, AIT: accident ischémique transitoire, CDT: carbohydrate-deficient transferring, GRO: growth regulated oncogene, ICAM:
intercellular cell adhesion molecule, IFN: interferon, IL: interleukine, IP: IFN gamma-induced protein, IQCODE: informant gquestionnaire on
cognitive in the elderly, NIHSS: national institutes of health stroke scale, MPO: myeloperoxidase, TGF: transforming growth factor, TNF: tumor
necrosis factor, MCP: monocyte chimoattractant protein, MIP: macrophage inflammatory protein, MMP: matrix metalloproteinase, PNN:
polynucléaires neutrophiles, RANTES: regulated on activation normal T cell expressed and secreted, SNCAM: soluble neural cell adhesion
molecule, SRAGE: soluble receptor for advanced glycation end products, TGO: glutamoxaloacétate transférase, TGP: glutamopyruvate
transférase; TNF: tumor necrosis factor, VCAM: vascular cell adhesion.

Non consommateurs c "
excessifs onsommateurs excessifs Valeur p
n =60
n =375

Caractéristiques démographiques
Age, année* 72 (60-80) 59 (53-67) <0,001
Sexe féminin 200 (53,3) 4 (6,7) <0,001

Antécédents médicaux
Antécédent d’AVC 43 (11,5) 6 (10,0) 0,739
Antécédent d’AIT 32 (8,5) 8 (13,3) 0,232
Maladie coronaire 79 (21,1) 10 (16,7) 0,433
Insuffisance cardiaque 41 (10,9) 3(5,0) 0,157
Arythmie 96 (25,7) 8 (13,3) 0,038
AVC familial 89 (23,7) 14 (23,3) 0,946

Facteurs de risques vasculaires
Hypertension artérielle 238 (63,5) 35 (58,3) 0,445
Diabetes 71 (18,9) 13 (21,7) 0,618
Hypercholestérolémie 183 (48,8) 24 (40,0) 0,205
Hypertriglycéridémie 51 (13,6) 16 (26,7) 0,009
Fumeur 89 (23,7) 42 (70,0) <0,001
Activité physique 191 (51,5) 36 (60,0) 0,220
Fibrate+statine 151 (40,3) 15 (25,0) 0,024
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Anti-coagulant 31 (8,3) 0 (0,0) 0,013

Agents anti-plaquettaires 141 (37,6) 17 (28,3) 0,166
Caractéristiques cliniques a I’admission

NIHSS* 5,00 (1,00-12,00) 5,00 (2,00-12,00) 0,548

Délai d’'inclusion, minutes* 1,020 (180-1, 680) 1,350 (275-2,025) 0,205

IQCODE* 78 (78-81) 78 (78-81) 0,886

Glasgow* 15 (15-15) 15 (15-15) 0,715

Index de masse corporelle* 26,10 (22,86-29,30) 27,47 (24,22-31,48) 0,026

Température, °C* 36,6 (36,2-37,0) 36,7 (36,3-37,0) 0,754

Pression artérielle systolique, mm Hg* 150 (134-170) 158 (146-169) 0,240

Pression artérielle diastolique, mm Hg* 80 (75-93) 90 (75-100) 0,017
Caractéristiques biologiques a I'admission

Créatinine, g/L* 8,80 (7,00-10,00) 8,00 (7,00-10,08) 0,445

Glycémie, g/L* 1,00 (0,88-1,19) 1,09 (0,90-1,40) 0,047

Triglycérides 1,05 (0,82-1,49) 1,50 (0,87-2,31) <0,001

Fibrinogéne 3,30 (2,80-4,00) 3,4 (2,9-3,9) 0,911

Cholestérol total, g/L * 1,87 (1,63-2,27) 1,99 (1,66-2,31) 0,426

Cholestérol HDL, g/L * 0,51 (0,43-0,64) 0,47 (0,38-0,54) 0,020

Cholestérol LDL, g/L * 1,10 (0,88-1,43) 1,23 (0,88-1,43) 0,619

Volume globulaire moyen 89,00 (86,00-92,00) 92,00 (90,00-96,00) <0,001

TGO, g/L * 22,00 (19,00-27,00) 25,00 (20,00-35,00) 0,005

TGP, g/L * 19,00 (15,00-26,00) 25,00 (18,00-37,00) <0,001

CDT (%) * 1,60 (1,50-1,80) 1,80 (1,55-2,25) 0,001

Hémoglobine, g/L* 13,60 (12,70-14,70) 14,30 (13,30-15,17) 0,003

PNN, /mm?* 5,30 (3,90-7,00) 5,40 (4,40-6,87) 0,600

IL-1, pg/mL * 0,0 (0,0-4,5) 0,0 (0,0-3,7) 0,751

IL-1B3, pg/mL * 0,0 (0,0-1,3) 0,0 (0,0-0,6) 0,129

IL-5, pg/mL * 1,2 (0,6-2,1) 1,1 (0,6-1,6) 0,497

IL-6, pg/mL * 1,2 (0,0-5,2) 0,4 (0,0-2,9) 0,095

IL-8, pg/mL * 4,4 (2,1-7,9) 2,4 (4,3-7,5) 0,510

IL-10, pg/mL * 3,2 (0,0-8,5) 1,8 (0,0-7,5) 0,073

IL-12p40, pg/mL * 6,0 (0,0-26,175) 1,1 (0,0-16,5) 0,095

IL-13, pg/mL * 0,0 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-0,9) 0,271

IL-17a, pg/mL * 1,20 (0,0-4,80) 0,9 (0,0-4,4) 0,647

IFN-y, pg/mL * 7,0 (3,5-13,4) 7,3 (3,3-11,5) 0,510

107



TNF, pg/mL * 5,2 (2,7-7,7) 4,3 (2,4-7,5) 0,159
IP-10, pg/mL * 355,4 (219,5-523,10) 257,1 (176,6-388,3) 0,001
MIP-1, pg/mL * 1,2 (0,0-4,5) 1,1 (0,0-3,4) 0,496
GCSF, pg/mL * 64,1 (46,7-86,9) 57,2 (42,1-89,1) 0,254
GMCSF, pg/mL * 10,7 (5,2-22,4) 9,9 (5,3-18,6) 0,275
TGF-a, pg/mL * 1,4 (0,4-2,8) 1,1 (0,2-2,3) 0,111
MCP-1, pg/mL * 168,2 (131,0-220,45) 147,7 (120,5-196,9) 0,047
GRO, pg/mL * 325,7 (217,3-420,8) 284,4 (181,0-392,1) 0,170
RANTES, pg/mL * 35,76 (19,71-54,26) 31,6 (18,6-57,7) 0,569
ICAM, pg/mL * 87,76 (60,90-117,40) 90,9 (64,3-140,9) 0,268
SNCAM, pg/mL * 359,43 (297,67-448,70) 345,8 (265,9-408,2) 0,110
VCAM, pg/mL * 1368,0 (1068,4-1714,6) 1252,3 (990,1-1532,2) 0,033
MPO, pg/mL * 62,02 (39,87-113,12) 53,9 (36,2-87,9) 0,160
SRAGE, pg/mL * 137,9 (69,3-260,5) 82,8 (0,0-176,6) 0,030
IL-12p70, pg/mL * 1,6 (0,0-7,6) 1,3 (0,0-5,4) 0,001
MIP-1 3, pg/mL * 24,6 (17,1-35,2) 23,5 (16,3-30,4) 0,236
MMP-9, pg/mL * 114,50 (80,00-166,50) 127,00 (104,00-188,00) 0,763
Causes présumées (TOAST) 0,075
Athérosclérose 56 (14,9) 10(16,7)
Cardioembolie 109 (29,1) 13 (21,7)
Occlusion des petits vaisseaux 26 (6,9) 1(,7)
Autres causes 23 (6,1) 2 (3,3)
Causes non connues 161 (42,9) 34 (56,7)
Caractéristiques cliniques suivies
Score Rankin modifié a 3 mois 0-2 246 (65,6) 42 (70,0) 0,503
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Tableau 12. Comparaison des caractéristiques de bases entre les patients avec un score national institutes of health stroke scale (NIHSS)
scores 0-5 et >6. Les données fournies sont le nombre de patients (%) si non spécifié. *médianes (rang interquartile). 'valeur p<0,025 pour les
sous types TOAST. AVC: accident vasculaire cérébral, AIT: accident ischémique transitoire, CDT: carbohydrate-deficient transferring, GRO:
growth regulated oncogene, ICAM: intercellular cell adhesion molecule, IFN: interferon, IL: interleukine, IP: IFN gamma-induced protein,
IQCODE: informant questionnaire on cognitive in the elderly, NIHSS: national institutes of health stroke scale, MPO: myeloperoxidase, TGF:
transforming growth factor, TNF: tumor necrosis factor, MCP: monocyte chimoattractant protein, MIP: macrophage inflammatory protein, MMP:
matrix metalloproteinase, PNN: polynucléaires neutrophiles, RANTES: regulated on activation normal T cell expressed and secreted, SNCAM:
soluble neural cell adhesion molecule, SRAGE: soluble receptor for advanced glycation end products, TGO: glutamoxaloacétate transférase,
TGP: glutamopyruvate transférase; TNF: tumor necrosis factor, VCAM: vascular cell adhesion molecule.

NIHSS = 6 NIHSS0a5
Valeur p
n=219 n=216
Caractéristiques démographiques
Age, année* 71 (58-79) 67 (57-78) 0,231
Sexe féminin 119 (54,3) 85 (39,4) 0,002
Antécédents médicaux
Antécédent d’AVC 29 (13,2) 20 (9,3) 0,189
Antécédent d’AIT 15 (6,8) 25 (11,6) 0,088
Maladie coronaire 52 (23,7) 37 (17,1) 0,087
Insuffisance cardiaque 32 (14,6) 12 (5,6) 0,002
Arythmie 64 (29,4) 40 (18,5) 0,008
AVC familial 66 (30,1) 37 (17,1) 0,001
Facteurs de risques vasculaires
Hypertension artérielle 133 (60,7) 140 (64,8) 0,378
Diabetes 45 (20,5) 39 (18,1) 0,510
Hypercholestérolémie 97 (44,3) 110 (50,9) 0,166
Hypertriglycéridémie 25 (11,4) 42 (19,4) 0,020
Fumeur 65 (29,7) 66 (30,6) 0,842
Consommateur excessif d’éthanol 33 (15,1) 27 (12,5) 0,437
Activité physique 103 (47,2) 124 (58,2) 0,023
Fibrate+statine 84 (38,4) 82 (38,0) 0,933
Anti-coagulant 17 (7,8) 14 (6,5) 0,604
Agents anti-plaquettaires 86 (39,3) 72 (33,3) 0,198
Caractéristiques cliniques d’admission
Délai d’'inclusion, minutes* 0,250 (145-1,365) 1,440 (960-2,025) <0,001
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IQCODE* 78 (78-81) 78 (78-81) 0,028
Glasgow* 15 (13-15) 15 (15-15) <0,001
Index de masse corporelle* 26,34 (22,84-29,39) 26,40 (23,35-29,11) 0,938
Température, °C* 36,5 (36,1-37,0) 36,7 (36,4-37,0) 0,020
Pression artérielle systolique, mm Hg* 150 (136-170) 153 (134-168) 0,811
Pression artérielle diastolique, mm Hg* 80 (74-94) 84 (75-97) 0,281
Caractéristiques biologiques a I’admission
Créatinine, g/L* 8,0 (7,0-10,0) 9,0 (8,0-10,5) 0,445
Glycémie, g/L* 1,09 (0,94-1,29) 0,93 (0,84-1,04) <0,001
Triglycérides, g/L * 1,03 (0,81-1,48) 1,14 (0,85-1,65) 0,058
Fibrinogéne, g/L * 3,4 (2,7-4,2) 3,4 (2,8-3,9) 0,601
Cholestérol total, g/L * 1,88 (1,63-2,24) 1,91 (1,64-2,30) 0,373
Cholestérol HDL, g/L * 0,51 (0,44-0,62) 0,51 (0,40-0,64) 0,838
Cholestérol LDL, g/L * 1,15 (0,88-1,39) 1,10 (0,88-1,48) 0,879
TGO, g/L * 24,00 (19,00-23,00) 22,00 (18,00-25,00) <0,001
TGP, g/L * 20,00 (15,00-29,00) 19,00 (15,00-26,00) <0,001
Hémoglobine, g/L* 13,50 (13,30-14,70) 14,00 (13,00-14,80) 0,002
PNN, /mm?* 6,40 (5,10-8,50) 4,40 (3,30-5,50) <0,001
IL-1, pg/mL * 0,0 (0,0-4,5) 0,0 (0,0-4,5) 0,580
IL-1B3, pg/mL * 0,0 (0,0-1,3) 0,0 (0,0-1,5) 0,639
IL-5, pg/mL * 1,2 (0,5-1,9) 1,1 (0,6-2,0) 0,761
IL-6, pg/mL * 2,8 (0,0-6,7) 0,0 (0,0-2,9) <0,001
IL-8, pg/mL * 2,5 (4,9-9,5) 3,8 (1,8-6,2) <0,001
IL-10, pg/mL * 0,7 (3,9-10,4) 2,1 (0,0-6,4) <0,001
IL-12p40, pg/mL * 7,0 (0,0-28,4) 2,7 (0,0-24,2) 0,193
IL-13, pg/mL * 0,0 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-1,1) 0,987
IL-17a, pg/mL * 1,7 (0,0-4,6) 0,8 (0,0-4,6) 0,552
IFN-y, pg/mL * 7,1(3,0-12,7) 6,8 (3,9-13,9) 0,257
TNF, pg/mL * 5,2 (2,6-8,1) 4,9 (2,7-7,3) 0,513
IP-10, pg/mL * 351,0 (208,0-524,9) 330,9 (210,0-481,1) 0,684
MIP-1, pg/mL * 1,3(0,0-4,3) 1,0 (0,0-4,4) 0,785
GCSF, pg/mL * 69,2 (47,9-91,8) 60,3 (44,0-81,2) 0,018
GMCSF, pg/mL * 11,6 (5,5-22,4) 9,8 (5,2-20,4) 0,424
TGF-a, pg/mL * 1,6 (0,2-2,8) 1,2 (0,4-2,6) 0,231
MCP-1, pg/mL * 166,7 (121,5-222,1) 164,8 (133,7-211,8) 0,997
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GRO, pg/mL * 322,4 (226,2-418,8) 312,7 (203,1-418,4) 0,492
RANTES, pg/mL * 35,28 (19,52-57,83) 34,65 (19,51-53,77) 0,578
ICAM, pg/mL * 91,36 (54,638-123,54) 86,88 (66,07-117,22) 0,675
SNCAM, pg/mL * 360,45 (295,41-454,40) 357,50 (290,80-439,11) 0,460
VCAM, pg/mL * 1398,2 (1050,0 -1761,5) 1312,55 (1063,78-1628,25) 0,142
MPO, pg/mL * 77,13 (46,95-130,16) 50,89 (32,00-91,16) <0,001
SRAGE, pg/mL * 129,9 (60,2-299,0) 126,35 (60,88-213,30) 0,584
IL-12p70, pg/mL * 2,0 (0,0-6,7) 1,3 (0,0-7,6) 0,547
MIP-1 3, pg/mL * 25,3 (17,6-33,9) 24,0 (16,7-34,1) 0,747
MMP-9, pg/mL * 122,0 (84,3-168,8) 113,0 (82,5-166,5) 0,311
Causes présumées (TOAST) 0,009
Athérosclérose 38 (17,4) 28 (13,0) T
Cardioembolie 68 (31,1) 54 (25,0) T
Occlusion des petits vaisseaux 6 (2,7) 21 (9,7)
Autres causes 9(4,1) 16 (7,4)
Causes non connues 98 (44,7) 97 (44,9)
Caractéristiques cliniques suivies
Score Rankin modifié 0-2 90 (41,1) 198 (91,7) <0,001
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Tableau 13. Comparaison des caractéristiques de base entre les patients avec un score national institutes of health stroke scale (NIHSS) 0-5 et
>26. Les variables inclues dans chacun des modéles et non associées a un NIHSS de 0 a 5: age, sexe féminin, antécédent d’AVC, antécédent
d’AIT, arythmie, activité physique, traitement anti-plaguettaire, Informant Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly, sous-types
cardioembolique et athérothrombotique. Le tableau montre les résultats des modéles de régression logistiques aprés l'inclusion d’'un des 9
marqueurs d’inflammation éligible a I'analyse bivariée. Les valeurs sont sous forme d’odds ratios (intervalles de confiance de 95%) pour les
variables indépendantes avec une valeur p significative. AdjOR>1 signifie que les patients qui ont cette variable est plus susceptible d’avoir un
NIHSS de 0 a 5. Aj : ajusté, AjOR: odds ratio ajusté, Conso: consommateur, GCSF: granulocyte-colony stimulating factor, GRO: growth
regulated oncogene, IL: interleukine, NIHSS: national institutes of health stroke scale, MPO: myeloperoxidase, PNN: neutrophiles
polynucléaires, Rég Log: regression logistique, TGF: transforming growth factor, Val: valeur, VCAM: vascular cell adhesion molecule.

Rég 9\,12:0 Z inflamn:l:;?c:li?::’etu dié Co?;ﬁ::‘:glssif Hypercholestérolémie In;‘:,g:::::e Délaimdi"i::jct:(l;;sion, Hémoglobine, g/L Glycémie, g/L Température, °C

Log o2 V:l: p Ajo||2c()95% V:;p AJOR (95% IC) Ve;;p AJOR (95% IC) V:‘;p AjOIIQC()QS% Val p aj AjOIIQC()QS% Val p aj AjOIIQC()QS% Val p aj AjOIIQC()QS% V:‘;p AjOIIQC()QS%
NN gfgg RS (0,4(7)’85-8,1657) Ll (0,23’14-3?912) e (1,52’11-;?871) b (1,2:13653?876) e (0,0232-21?535)
Moli?(liez 8:283 o= AR e (0,186%(1)?920) <L (1,755%2,2111) Debs (1,0%&2-2?485) o (0,02'31-3?308) D0, (1,01'3532,5349)
Moliilies 82‘113 ey UAEs B (1,0323%?611) et (O,leg?SGS) <L (1,75'32-;7009) Debs (1,0%%)2-?491) o (o,og'll-(l)fszm) s (1,0%6532,7393)
M?lfl-i?“ 82‘113 A UAEs Bt (1,0323%?611) et (O,leg?SGS) <L (1,75'32-;7009) Debs (1,0%%)2-?491) o (o,og'll-(l)fszm) s (1,0%6532,7393)
':’.I_(_)f;;ig 8:233 U3 gL Jees (0,1314%855893) <L (1,7421’2?2?036) ks (1,0%52-11,9491) o (0,0261-3?299) s (1,0%52,5392)
M'I(')c.i:-llél-:6 82‘113 g UAEs B (1,0323%?611) et (O,leg?SGS) <L (1,75'32-;7009) Debs (1,0%%)2-?491) o (o,og'll-(l)fszm) s (1,0%6532,7393)
M?;Gclzésllt27 82‘113 L UAEs B (1,0323%?611) et (O,leg?SGS) <L (1,75'32-;7009) Debs (1,0%%)2-?491) o (o,og'll-(l)fszm) s (1,0%6532,7393)
M\(l)gijlsls 82‘113 et UAEs B (1,0323%?611) et (O,leg?SGS) <L (1,75'32-;7009) Debs (1,0%%)2-?491) o (o,og'll-(l)fszm) s (1,0%6532,7393)
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PNN NIHSS>6 NIHSS 0-5

Non consommateurs
6,55 (5,18-8,83)

_ 4,30 (3,30-5,45) ***
excessifs

Consommateurs
6,05 (4,70-8,00) 4,80 (3,65-5,93) ***

excessifs

Tableau 14 : Comparaison des taux plasmatiques de polynucléaires neutrophiles
(PNN) en tableaux croisés avec les deux variables indépendantes, le score national
institutes of health stroke scale (NIHSS) 0 a 5 ou 6 et plus, et consommateurs
excessifs ou non-consommateurs excessifs. Les données fournies sont les valeurs
meédianes (rang interquartile). ***p<0,001 consommateurs excessifs vs non-
consommateurs.

NIHSS>6 NIHSS 0-5

Non consommateurs
92,24 (53,34-120,18)

! 86,31 (65,83-114,10)
excessifs

Consommateurs
. 87,11 (56,85-125,06) 102,25 (67,06-170,54)
excessifs

Tableau 15: Comparaison des taux plasmatiques de [Iintercellular adhesion
molecule (ICAM) en tableaux croisés avec les deux variables indépendantes, le
score national institutes of health stroke scale (NIHSS) 0 a 5 ou 6 et plus, et
consommateurs excessifs ou non-consommateurs excessifs. Les données fournies
sont les valeurs médianes (rang interquartile).

NIHSS>6 NIHSS 0-5

Non consommateurs

1444,4 (1067,45-1813,20) 1329,60 (1067,10-1636,40)

excessifs

Consommateurs
1257,1 (927,23-1563,10) 1252,10 (1006,00-1533.80)

excessifs

Tableau 16 : Comparaison des taux plasmatiques de la vascular cellular adhesion
molecule (VCAM) en tableaux croisés avec les deux variables indépendantes, le
score national institutes of health stroke scale (NIHSS) 0 a 5 ou 6 et plus, et
consommateurs excessifs ou non-consommateurs excessifs. Les données fournies
sont les valeurs médianes (rang interquartile).
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24,00 (19,00-29,00) 22,00 (18,00-25,00) "1 *

25,50 (19,25-35,00) 24,00 (20,00-24,00)

Tableau 17 : Comparaison des taux plasmatiques de glutamoxaloacétate
transférase (TGO) en tableaux croisés avec les deux variables indépendantes, le
score national institutes of health stroke scale (NIHSS) 0 a 5 ou 6 et plus, et
consommateurs excessifs ou non-consommateurs excessifs. Les données fournies
sont les valeurs médianes (rang interquartile). ""'p<0,001 NIHSS>6 vs NIHSS 0-5;
*p<0,05 consommateurs excessifs vs non-consommateurs.

19,00 (14,00-28,00)* 19,00 (15,00-25,00) **

26,00 (17,25-38,50) 23,00 (18,00-36,00)

Tableau 18 : Comparaison des taux plasmatiques de glutamopyruvate transférase
(TGP) en tableaux croisés avec les deux variables indépendantes, le score national
institutes of health stroke scale (NIHSS) 0 & 5 ou 6 et plus, et consommateurs
excessifs ou non-consommateurs excessifs. Les données fournies sont les valeurs
médianes (rang interquartile). *p<0,05, **p<0,01 consommateurs excessifs vs non-
consommateurs.
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Discussion



I.

Résumé des résultats

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence que la consommation excessive et
chronique d’éthanol, définie par une prise de 300 g d’éthanol par semaine, était associée a
des déficits neurologiques plus séveres chez les patients ayant eu une ischémie cérébrale
supra-tentorielle dans les 48 heures d’inclusion dans I'étude. En parallele, nous avons
montré que les rats IR gavés quotidiennement a I'éthanol 35% v/v présentaient des volumes
d’infarctus cérébral total, cortical et striatal plus sévéres, des déficits neurologiques plus
marqués et des troubles fonctionnels sensorimoteurs, de dextérité et de coordination motrice
plus importants, a 24 heures de reperfusion, en comparaison avec les rats IR véhicules. A
une semaine de reperfusion, bien que les mesures histomorphométriques des infarctus
cérébraux soient significativement diminuées dans les trois groupes IR, les différences
volumétriques au niveau cortical et au niveau de linfarctus total demeurent. Les troubles
fonctionnels des animaux des trois groupes IR d'études sont partiellement récupérés a une
semaine de l'occlusion transitoire. D’autre part, nous avons noté une mortalité post-
ischémique plus précoce, dans le groupe des rats ayant recu une administration de doses

élevées d’'éthanol.

La deuxiéme partie de la thése consistait en I'étude de I'impact de la consommation
chronique d’'éthanol sur linflammation post-ischémique au sein du cerveau. Nous avons
montré a court terme des augmentations de I'activation microgliale et de linfiltration des
PNN, marquée par des élévations du nombre de PNN infiltrés dans le cerveau des rats IR et
des taux d’expression génique des protéines d’adhésion ICAM-1 et VCAM-1 dans le cortex,
le striatum de I'hémisphere ischémié. Ces phénomeénes sont plus conséquents chez les rats
ayant recu un prétraitement chronique a I'éthanol 35% v/v, ce qui serait en partie expliqué
par l'installation préalable d’'un fond inflammatoire au niveau des parois vasculaires suite
cette période d'alcoolisation. A une semaine de I'IR, le nombre de microglies activées et le
nombre de PNN infiltrés variaient peu au sein des cerveaux des rats des trois groupes IR.
Les niveaux d’expression génique des deux protéines d’adhésions diminuent drastiquement
dans le cortex lésé, contrairement aux taux retrouvés dans le striatum, lesquels sont restés
stables, voire augmentés pour le groupe de rats fortement alcoolisés. Dans la cohorte
Biostroke, nous avons approché I'analyse de l'inflammation post-ischémique par I'étude des
dosages de marqueurs inflammatoires circulants. Nous avons décrit d'une part, par une
simple analyse bivariée, que les taux plasmatigues de PNN augmentent avec la sévérité
chez les patients consommateurs ou non consommateurs excessifs ou tous les patients
confondus. Cependant, les taux plasmatiques de PNN n’étaient pas plus élevés chez les

patients consommateurs excessifs avec des déficits sévéres. L'analyse bivariée des taux

119



d’'ICAM et des taux de VCAM ne montre pas de résultats probants. D’autre part, nous avons
mis en lumiere dans le modele de régression logistique qu'en plus du fait d'étre
consommateur excessif, le fait d’avoir un taux plus élevé de PNN dans le plasma était
associé a la seévérité des déficits neurologiques sévéres. Les autres marqueurs
inflammatoires éligibles a I'étape préliminaires pour la sélection des variables susceptibles
d’expliquer la sévérité de lischémie cérébrale, n'expliquent pas a eux-seuls la sévérité des

déficits neurologiques.

Dans un troisiéme temps, nous avons étudié I'axe cerveau-foie lors d’'une alcoolisation
chronique et d'une ischémie cérébrale. Bien que I'état global physiologique des animaux
alcoolisés soit maintenu durant les semaines d’alcoolisation, une stéatose, marquée par la
coloration des gouttelettes lipidiques, et une installation d’'une inflammation systémique au
niveau de la paroi vasculaire étaient relevées dans le foie des rats alcoolisés a des doses
élevées. Le lendemain de l'induction de I'IR, le foie était sujet a une infiltration accrue des
PNN dans les trois groupes IR, caractérisée par un nombre important de PNN dans le
parenchyme et une augmentation du niveau d’expression génique d’ICAM-1, laquelle est
plus marquée chez les rats fortement alcoolisés. A moyen terme, le nombre de PNN infiltrés
était nettement plus faible malgré le maintien des niveaux d'expression génique des deux
protéines d'adhésion. D’autre part, suite a linduction de [lischémie cérébrale, une
augmentation du taux de TGO dans le plasma est notée dans le plasma des rats alcoolisés.
Si ces observations chez I'animal pourraient possiblement révéler une contribution du foie,
via ces libérations de TGO, a la sévérité de I'ischémie cérébrale, la cytolyse accrue au sein
du foie des consommateurs excessifs ne semble pas expliquer la sévérité importante de

I’AVC induite par la prise quotidienne d'éthanol.

Les résultats précliniques et cliniques nous permettront de discuter (i) de I'impact de la
consommation chronique d’éthanol sur la sévérité de I'ischémie cérébrale, (ii) de son impact
sur l'immunité innée dans le cerveau, (iii) de l'axe cerveau-foie dans un contexte
inflammatoire de consommation chronique d’éthanol et/ou d’ischémie cérébrale et (iv) des

forces et des limites de cette étude translationnelle.

II. Impact de la consommation excessive et chronique sur la sévérité

de l'ischémie cérébrale

La particularité de cette thése réside dans la transversalité de I'étude en comparant les
données d‘une cohorte de patients avec celles trouvées dans un modéle expérimental chez

BN

'animal afin de corroborer nos observations précliniques et cliniques. De plus, a notre

120



connaissance, I'impact de la consommation chronique et excessive d'éthanol sur la sévérité
initiale de lischémie cérébrale n'a jamais été étudié chez I'homme. Nous avons donc
effectué une analyse clinique rétrospective sur des patients ayant des ischémies cérébrales
supra-tentorielles. Nous avons montré une association entre le fait d’étre consommateur
excessif d’éthanol et avoir des AVC séveéres, ce qui est en accord avec les données de la
littérature, issues des tests réalisés chez I'animal.??”?**#° Dans notre modéle expérimental,
nous avons validé le fait que la consommation chronique d’éthanol induit des volumes totaux
d’infarctus cérébraux plus conséquents en phase aigiie. *"?4%%° pour une analyse plus
approfondie, nous avons subdivisé le volume de linfarctus cérébral et avons montré que
cette différence de volume est retrouvée aux niveaux cortical et striatal dans le groupe de
rats ayant recu des doses élevées d’éthanol quotidiennement. Ces constats reflétent la
mortalité culminante retrouvée dans ce méme groupe, étant donné que des AVC séveres
provoquent fréquemment des décés précoces. La mortalité accrue observée dans notre
modele (40%) appuie les données de Mandybur et al (1983), démontrant une mortalité de
45% pour les gerbilles quotidiennement alcoolisées durant six semaines et ischémiées de

maniére permanente.?**

L’originalité de notre étude expérimentale réside dans le fait que nous avons comparé
I'influence de la consommation chronique d’éthanol a court et moyen termes. De maniére
intéressante, si la mortalité post-ischémique est plus élevée dans le groupe des rats
alcoolisés a haute dose dans les 24 heures de reperfusion, le taux de mortalité a moyen
terme est semblable a celui des deux autres groupes IR d’études. Nous montrons donc que
la consommation excessive et chronique d’éthanol induit une mortalité précoce. Il est notoire
gue la taille de l'infarctus cérébral diminue au cours du temps par des mécanismes tardifs de
neuroréparation.’®*° Nous avons mis en évidence que les rats traités ou non-traités a
I'éthanol de notre modéle bénéficient également d’'une réduction des lésions a moyen terme.
Ces observations sont en cohérence avec les déficits neurologiques observés grace a
'application du test de Bederson a court et moyen termes. La diminution de la taille de
linfarctus cérébral a une semaine de reperfusion, chez les rats contrdles ou traités, est
notamment la conséquence de la résolution de I'cedéme induit le lendemain de I'occlusion.
Cependant, les lésions sont encore significativement plus importantes dans le groupe de rats
ayant eu une administration chronique d'éthanol a haute dose. Méme si linfarctus est
particulierement volumineux a court terme dans ce groupe, celui-ci peut étre modulé et
diminué & moyen-terme.?** Aprés une semaine de reperfusion, la différence de volume au
niveau du striatum entre le groupe de rats véhicules et le groupe de rats alcoolisés a haute
dose n’est plus constatée. Cela pourrait s’expliquer par la proximité du striatum lésé avec la

zone sous-ventriculaire (ZSV) impliquée dans le phénoméne de neurogenese post-
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ischémique. En effet, Arvidsson et al (2002) ont décrit la migration des cellules nouvellement
formées de la ZSV vers les Iésions striatales mais pas vers les lésions corticales dans un
modéle animal ’OACM.”° La distance entre la ZSV et le cortex serait donc défavorable
pour la neuroréparation des structures corticales endommagées des rats IR, comme l'a
décrit Ardvisson et al (2002).>° Nous pouvons ainsi suggérer que cela est particuliérement
néfaste pour les rats qui ont été journellement alcoolisés, puisqu’ils ont des dommages
corticaux plus importants, ce qui pourrait expliquer la persistance de la différence
volumétrique des lésions corticales entre les deux groupes d’animaux IR. En revanche, ces
derniers bénéficient d’un régime particulierement neuroréparateur au niveau striatal car une
remise a niveau des volumes striataux est remarquée par rapport au volume striatal des rats

véhicules.?°

L'’ACM irrigue la majeure partie de I'hémisphere, les régions corticales fronto-pariétales
et striatales. L’atteinte de ces zones cérébrales par 'OACM entraine donc des déficits
moteurs et sensorimoteurs controlatéraux majeurs chez I'homme et dans les modeles
animaux.?® Cependant, les activités quotidiennes sont en majorité tenues grace un
comportement compensatoire des déficiences. C’est pourquoi il est primordial de bien choisir
les tests comportementaux afin de détecter des troubles fonctionnels de symétrie par
lintégration d’épreuves de coordination et de dextérité.”** Cela doit s’appliquer d’autant plus
pour l'étude comportementale de modeles expérimentaux d’ischémie cérébrale plus
complexes intégrant notamment un facteur supplémentaire, ici I'alcoolisation chronique.
L’'analyse de la motricité spontanée par l'actimétre ne nous a d’ailleurs pas permis de
discriminer les différents groupes IR de gavages. Or les tests faisant intervenir la
coordination motrice et la sensorimotricité telles que le fait de parcourir une rampe de vitesse
sur un cylindre, de pouvoir rester suspendu sur une barre fixe ou de ressentir et retirer deux
corps étrangers collés sur les paumes avant, ont souligné les degrés de sévérité des

asymétries dans la composante motrice et la composante sensorielle.

Ces perturbations fonctionnelles ont la particularité d'étre partiellement récupérées,
jusgu’a atteindre des performances fonctionnelles similaires aux rats IR traités a I'eau a une
semaine de reperfusion ou méme aux rats NIl. Méme si les volumes lésionnels total et
cortical sont significativement plus élevés dans le cerveau des rats fortement alcoolisés, les
déficits moteurs et sensori-moteurs sont semblables aux deux autres groupes d'étude a
moyen terme. Ces résultats sont intéressants puisqu’ils permettent de montrer une
récupération suffisante des fonctions cérébrales et une compensation fonctionnelle dans le
temps, malgré la présence des lésions plus ou moins importantes selon le protocole

d’administration chronique d’éthanol.
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I1I.

Impact de la consommation chronique d’éthanol sur I'immunité
innée du cerveau: réle des polynucléaires neutrophiles et de la

microglie

Dans notre cohorte de patients, I'unigue marqueur inflammatoire associé a la sévérité de
l'ischémie cérébrale avec la consommation excessive et chronique d'éthanol est le taux plus
élevé de PNN. Les autres marqueurs biologiques inflammatoires intégrés dans le modeéle
statistique ne sont pas associés a la sévérité de I'ischémie cérébrale. Les cytokines et les
protéines d’adhésion leucocytaires dosées dans le plasma des patients n’expliquent pas a
eux-seuls la sévérité de 'AVC, cependant elles sont directement liées aux PNN. L’'ensemble
de ces marqueurs et leurs fonctions font partie intégrante du réle des PNN dans les Iésions
ischémiques.?'® C’est pourquoi le paramétre « PNN » a un poids statistique notable et
majeur dans la sévérité de 'AVC, contrairement aux cytokines ou aux protéines d’adhésion
étudiées indépendamment. C’est la somme de ces marqueurs qui concourent a la sévérité
induite par I'afflux des PNN dans le parenchyme l1ésé.?**?*® En effet, dans de nombreux
modeles expérimentaux, la déplétion d’'un de ces marqueurs inflammatoires conduit a des
AVC mineurs. Cependant la réalité clinique est autre puisque de nombreux facteurs
influencent les résultats.”®®%%2® Nos résultats cliniques montrent donc les implications des
PNN et de la consommation chronique d'éthanol dans le développement des Iésions
cérébrales ischémiques. Pour autant, cela ne prouve pas le lien entre les deux variables.
L'étude des taux plasmatiques de PNN des patients consommateurs excessifs avec un AVC
séveére ne montre pas d’augmentation, en comparaison avec les taux des patients non
consommateurs. D’autre part, les dosages des protéines d’adhésion ICAM et VCAM, pour
lesquelles nous avons montré une augmentation majeure au sein de l'infarctus dans notre
modeéle expérimental d'alcoolisation chronique suivie d’'une ischémie cérébrale, ne varient
pas avec la sévérité des patients. La réalisation d'un modéle animal permet de mettre en
lumiére la relation entre ces facteurs d'intérét en s’affranchissant des variables susceptibles

d’interagir avec la sévérité et de cibler I'échantillon tissulaire d'intérét, le cerveau.

Pour ce faire, méme si le modéle expérimental d’OACM intraluminale transitoire conduit
a des ischémies cérébrales plus séveres, le phénomeéne de reperfusion est essentiel pour
I'étude de la physiopathologie de l'ischémie cérébrale, notamment pour I'étude des cellules
périphériques de 'immunité innée.*” De plus, la période d’occlusion est modulable et permet

la maitrise de l'irrigation sanguine.

L'augmentation de I'activation microgliale et celle de l'infiltration des PNN retrouvées

dans notre modele de rats IR sont deux composantes de la réponse rapide de I'immunité
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innée mises en place par l'organisme afin de pallier les dégéats causés par I'occlusion
transitoire.?**> La consommation excessive et chronique d’éthanol dans notre modéle
expérimental OACM induit des élévations considérables du nombre de microglies activées et
du nombre de PNN infiltrés dans la zone cérébrale infarcie, accompagnées d'une
augmentation des taux d’expression génique d'ICAM-1 et de VCAM-1 dans le cortex et le
striatum lésés a court terme. Or, nous avons montré qu’'une augmentation de I'expression
génique de ces deux protéines d’adhésion était naissante dans le cortex et le striatum, suite
a I'administration chronique de 5 ml/kg d’'une solution de 35% v/v d’'éthanol, n’engendrant
pas cependant la diapédése des PNN. Dans la littérature, il n'a jamais été rapporté
I'existence d'une infiltration de PNN ou une expression augmentée de protéines
transmembranaires impliquées dans la diapédése des PNN, dans le cerveau de sujets
consommateurs excessifs d’éthanol ou d’animaux dans des expérimentations. A contrario,
une activation microgliale est relevée dans un modele murin d’alcoolisation chronique de 10
jours & des doses trés élevées d’éthanol (5 g/kg par jour).?®* Nous avons noté I'inexistence
de microglies activées dans le cerveau des animaux NI et alcoolisés dans notre étude. Par
conséquent, bien que notre période de traitement soit quatre fois plus longue, les doses de
0,8 g/kg (A10) ou de 2,8 g/kg (A35), sont nettement inférieures a celle administrée aux souris
de I'étude de Qin et Crews (2013). Les doses ne sont donc pas assez élevées pour interférer
avec l'activation des cellules microgliales. Ces constats suggerent que le cerveau est en voie
de devenir inflammatoire puisque s’établit une inflammation modérée au niveau de la paroi
vasculaire du cortex, du striatum et de I'hippocampe. Cependant, les initiateurs de l'immunité
innée, telles que les microglies ou les neutrophiles, semblent ne pas étre alertés et activés
par des signaux endogénes de lésions tissulaires. Indirectement, nous pouvons suspecter
que l'alcoolisation chronigue gue nous induisons, ne provoque pas ou peu de lésions au sein
du tissu cérébral car le degré d’activation microgliale est le reflet de I'état Iésionnel du
cerveau.'®® Aprés la période d'alcoolisation et I'induction de 'OACM dans notre modéle,
l'accroissement particulierement remarquable du recrutement des PNN préte a conclure que
le préconditionnement inflammatoire établi lors l'alcoolisation intense, a conduit a cette
élévation au moment du traumatisme. D’autre part, nous prouvons également que I'effet
délétéere de la consommation excessive et chronique d'éthanol sur la sévérité de I'IR, est
transmis, entre autre, par l'intervention de ces deux types cellulaires de I'immunité innée, et
des protéines transmembranaires aidant a la diapédese des PNN, couramment associées a
la sévérité de I'ischémie cérébrale dans diverses publications.?*#3%*% A moyen terme, les
rats ayant recu une dose élevée d'éthanol dans notre modéle d’alcoolisation chronique
semblent avoir une réponse microgliale et un recrutement des PNN qui s’intensifient. Ces
deux phénomenes inflammatoires sont connus pour jouer un réle précoce dans la mise en

place de linflammation. Néanmoins, leur action a été qualifiée d’ambivalente puisque la
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microglie et le neutrophile peuvent acquérir des phénotypes bénéfiques au cours du temps.
Ainsi, nous pouvons émettre I'hypothése que la diminution du volume de linfarctus dans
notre modele peut étre assimilée a I'action de la microglie de type « M2 » et I'action du
neutrophile de type « N2 ». Dans le cas des rats IR et alcoolisés a haute dose, la réduction
conséquente du volume striatal acquis a une semaine de reperfusion, structure dans laquelle
siege une neuroplasticité active, serait probablement la somme des effets de
neurorestauration induits notamment par les augmentations des PNN et des microglies
activées dans le cerveau infarci. L'étude du recrutement des PNN au niveau de la paroi
vasculaire a moyen terme a d’ailleurs mis en lumiére une élévation des niveaux d’expression
génique d’'ICAM-1 et de VCAM-1 uniquement dans le striatum |ésé des rats qui ont été
alcoolisés journellement a I'éthanol 35 %v/v, ce qui suggére une infiltration des PNN ciblée
au niveau striatal. Ce constat souligne l'activité inflammatoire au sein du striatum. Il reste a
démontrer si celle-ci est pro- ou anti-inflammatoire. Ces notions de transformation
phénotypique, sont récentes et méritent d’étre approfondies dans les modéles d’alcoolisation

suivie d'une IR.

IV. Axe cerveau-foie dans un contexte de consommation chronique

d’éthanol et/ou d’ischémie cérébrale.

Nous avons prouvé I'existence de I'axe cerveau-foie dans un contexte de consommation
chronique d’éthanol et/ou d’ischémie cérébrale. En effet, premierement, lors de la survenue
d'une ischémie cérébrale, des augmentations des PNN infiltrés dans le parenchyme
hépatique et des niveaux d’expression génique d’'ICAM-1 et de VCAM-1 sont mises en
évidence dans le foie des rats véhicules. L'évenement ischémique cérébral a donc un impact
en périphérie, étant donné que le foie sain devient inflammatoire. Dans le foie des rats
alcoolisés a des doses élevées, le nombre de PNN infiltrés et leur recrutement au niveau
vasculaire sont significativement majorés. L'existence d'une charge inflammatoire modérée
au niveau de la paroi vasculaire hépatique des rats ayant recu une administration excessive
de solution alcoolisée a certainement contribué a l'infiltration plus importante des PNN dans
ce groupe lors de l'induction de I'occlusion artérielle au niveau central. En effet, nous avons
souligné des niveaux d’expression génique d’'ICAM-1 et de VCAM-1 plus élevés dans le foie
des rats alcoolisés a forte dose. Nos résultats pour I'étude d'ICAM-1 dans le foie des rats
alcoolisés a haute dose d’éthanol sont cohérents, puisque Bautista et al (1997) avaient
montré que I'expression d'ICAM-1 dans les hépatocytes était augmentée aprés un régime
journalier enrichi en éthanol durant 16 semaines.’’”® La méme équipe avait montré une
infiltration accrue des PNN dans le foie dans ce méme modéle animal.'’® La durée de notre

protocole d’alcoolisation chronique est quatre fois moins longue et donc moins sévére que
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celle conférée par Bautista et al. Cela peut expliquer I'absence d'infiltration des PNN dans le
parenchyme hépatique et les expressions géniques de VCAM-1 et d'ICAM-1 plus modérées.
A moyen terme, l'effet de lischémie cérébrale sur I'état inflammatoire hépatique est
largement atténué bien que linflammation n'ait pas cessé d'étre présente au sein du
cerveau. Le foie recoit donc une décharge inflammatoire issue du phénomene aigu
ischémique dans le systéme nerveux central, et amenée par la circulation sanguine. Nous
suggérons une réponse inflammatoire secondaire du foie, sous linfluence de son état
inflammatoire préexistant et de linfiltration des PNN issus de la cascade inflammatoire
ischémique. Celle-ci pourrait alors majorer les lésions cérébrales ischémiques. Le foie
semble ne plus avoir de r6le a jouer a une semaine de reperfusion car les taux des deux

protéines transmembranaires sont revenus a la normale.

De maniére intéressante, nous avons montré un impact aigu de I'ischémie cérébrale sur
les Iésions hépatiques. En effet, les dosages de la TGO et de la TGP dans les groupes
d’étude a court et moyen termes, mettent en évidence l'effet de I'anesthésie et un effet
potentiel de l'occlusion artérielle sur la libération des transaminases dans la circulation
sanguine, soit indirectement sur la lyse hépatocytaire. En effet, les rats sham de notre étude
montrent des taux plus élevés que ceux retrouvés classiqguement chez les rats wistar males
élevés par Janvier labs (TGP = 93 £20 UI/L, TGO= 32 +5 UI/L). L’hydrate chloral était encore
couramment utilisé au début du protocole, il était apprécié pour ses conséquences modestes
sur le profil 1ésionnel suite a une OACM. Cependant, il est connu pour avoir des effets
hépatotoxiques notamment chez les rats méales avec une augmentation des enzymes TGO
et TGP dans le sérum et avec I'apparition du foyer nécrotique lors d’une administration sub-
chronique de I'hydrate chloral.”>* Nous avons montré que I'anesthésie a 300 mg/kg d’hydrate
de chloral en i.p. induit la libération de transaminases dans le sang et donc une atteinte
hépatique, qui revient & la normale dans les jours précédents, au plus tard une semaine
aprés l'anesthésie. D’autre part, 'TOACM d’'une heure induit une augmentation des taux de
TGO dans le sang des rats alcoolisés a 24 heures de reperfusion, ce qui suggere une
atteinte hépatique supérieure a celle provoquée par l'anesthésie hépatotoxique. Si
'administration d’éthanol a moyenne ou haute dose durant quatre semaines ne suffit pas
pour induire une destruction majeure des cellules du foie, le protocole d’occlusion artérielle
transitoire additionnée a la consommation chronique d'éthanol provoque des dommages

notables au niveau du foie.

L'influence des TGO circulants sur I'ischémie cérébrale a été étudiée car cette enzyme
est capable d’éliminer le glutamate. Compte tenu de I'excitotoxicité glutamertergique post-

ischémique, des stratégies de neuroprotection par l'administration de TGO ont été
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développées.®’ Il a été observé une association entre les taux sanguins élevés de TGO et
des bons résultats fonctionnels cliniques chez les patients ayant subi un infarctus cérébral.?*®
Dans les modeéles animaux, I'administration de TGO induit une réduction de la taille de
linfarctus et des déficits sensori-moteurs par le métabolisme du glutamate dans le sang.?*
Puisqu’il a été montré que des taux élevés de TGO dans le plasma ont eu un effet
neuroprotecteur, nous pourrions donc nous attendre a une diminution de la taille de
l'infarctus dans le cerveau des rats alcoolisés et ischémiés dans notre étude, ce qui n'est
absolument pas le cas. D'autre part, dans notre étude clinique, les taux plasmatiques de
TGO des patients ou des patients non consommateurs excessifs augmentent avec la
sévérité des lésions dans l'analyse bivariée. Cependant, nos observations expérimentales
montrent que les taux de transaminases reviennent a des taux normaux a une semaine de
reperfusion, alors que le volume moyen de l'infarctus cérébral des rats fortement alcoolisés
est encore supérieur a celui des rats véhicules. Cela suggére que la libération massive de
TGO dans le sang dans notre modéle n’influence pas significativement le profil 1ésionnel a
moyen terme. Nous ne pouvons donc pas affirmer les observations faites par Campos et al,
ni les rejeter puisque nous sommes dans un tout autre cas de figure expérimental. A
I'encontre des données cliniques de la littérature, I'’hypothése qu’un taux élevé plasmatique
de TGO a court terme peut avoir un effet néfaste sur les lésions ischémiques, mériterait
d’étre étudiée. La sous-analyse bivariée des taux de TGO des patients consommateurs
excessifs et ayant un AVC sévére ne montre pas d’augmentation significative, par rapport
aux taux des patients non consommateurs. Une étude approfondie multivariée doit étre
réalisée en tenant compte d'autres variables explicatives indépendantes. L'impact de la
consommation chronique d'éthanol sur la sévérité de l'ischémie cérébrale est menée par
d’autres mécanismes néfastes, dont 'augmentation de I'excitotoxicité glutamatergique, du

stress oxydant et de I'inflammation, décrite dans notre étude.?" 2%

V. Avantages et limites

Les forces de notre étude clinique sont la grande taille de I'échantillon avec l'inclusion de
435 patients, la large gamme de score d’évaluation clinique conduisant a un meilleur pouvoir
statistique et, le faible manque de valeurs. De plus, les caractéristiques générales de base
des patients étaient proches de celles retrouvées chez les patients recrutés dans les centres
neurovasculaires européens.®’ La proportion de malades traités par rt-PA en i.v. est celle
que nous retrouvons dans les unités neurovasculaires d’Europe.”® Les facteurs associés a
dans d’autres études et qui valident ainsi notre modéle. Ces résultats suggeéerent que notre

population d’étude est représentative des patients ischémiés traités dans les unités
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neurovasculaires et de la sorte, une bonne validité externe des résultats. La classification
entre les consommateurs excessifs et les non-consommateurs excessifs était basée sur la
déclaration, le critére clinique et les résultats biologiques classiques. La proportion de
patients avec une bonne concordance entre le diagnostic clinique et les dosages des CDT
était quasiment de 87%, ce qui est proche du pourcentage retrouvé dans la littérature
(84%).%° Moins de 5% des non-consommateurs excessifs étaient probablement mal classés,
la spécificité de CDT de la consommation chronique et excessive d’alcool étant élevée.?° De
nombreux consommateurs excessifs déclarés avaient une valeur CDT dans la gamme
normale (<2,1), il ne s'agissait pas pour autant nécessairement d'une mauvaise
classification, étant donné qu’environ un tiers des patients qui consomme excessivement et
habituellement de I'alcool, ne sont pas dépistés.?®® Par conséquent, notre étude n’est pas
une comparaison de groupes purement consommateurs excessifs ou non-consommateurs
excessifs mais de deux groupes, I'un majoritairement constitué de consommateurs excessifs
et 'autre comptant une faible proportion de consommateurs excessifs. Cependant, cet effet
peut étre dilué et compensé par I'ampleur de I'échantillon. Le profil des consommateurs
excessifs est similaire a ce qui est reporté dans la littérature, notamment le fait d’étre en
moyenne plus jeune, plus souvent un homme, fumeur et avec une pression artérielle
diastolique plus élevée. Le diagnostic peut ainsi étre considéré comme valide. Les patients
consommateurs excessifs d'éthanol dans notre cohorte présentent des taux de marqueurs
inflammatoires circulants, en particulier de MCP-1 et de VCAM-1, moins élevés que les
patients non consommateurs excessifs. D’autre part, les taux des cytokines classiquement
retrouvées a des taux élevés dans le plasma des consommateurs tels que IL-13 et TNF ne
sont pas significativement modifiés dans le plasma des consommateurs excessifs de notre
étude.'®?0210 gj ces résultats semblent étre en discordance avec les autres investigations,
le profil de nos consommateurs excessifs ne peut étre assimilé au type de consommateurs
examinés classiquement, puisque dans notre cohorte, aucun diagnostic approfondi du degré
d’'alcoolisme n’a été réalisé pour les personnes que nous considérons. En effet, les études
clinigues traitant la modulation de 'immunité innée par la consommation chronique d’éthanol
intéegrent des personnes avec une hépatite alcoolique, parameétre dont nous n’'avons pas
connaissance.'®?2% | 3 force de ce constat est que nous traitons limpact de la
consommation excessive et chronique d'éthanol dans sa globalité sans exclure la plupart
des consommateurs qui ne présentent pas de dysfonctionnements majeurs, soit environ 60 a
80% des cas.””*'* Notre étude présente également des limitations telles que le design
mono-centre, le manque d’évaluation de I'occlusion artérielle pour les patients et le manque

de dosages de l'alcoolémie & I'admission des patients.
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L'une des forces majeures de cette étude expérimentale est la proximité de la
modélisation avec ce que l'on observe chez 'homme. L’'administration i.g. permet de
reproduire la pharmacocinétique de I'éthanol, I'occlusion transitoire de 'ACM, de mimer la
physiopathologie de l'ischémie cérébrale décrite chez ’lhomme. Néanmoins, la limite majeure
de notre protocole d’alcoolisation chronique est I'age des rats de I'étude. En effet, 'TOACM ne
peut étre réalisée que sur des rats ayant un poids d’environ 300 g. Or ce poids correspond
au poids d’'un rat jeune adulte. Par conséquent, pour induire une consommation chronique
avant linduction de lischémie cérébrale, nous avons commencé I'administration i.g.
chronique de solution alcoolisée chez des rats ayant entre quatre et cinq semaines d’age,
age auquel I'animal est a peine sevré. Le protocole d'alcoolisation dure donc durant toute
I'adolescence du rat. Ce paramétre ne pouvait étre modifié dans notre design d'étude, et il
est indéniable que le cerveau d’un rat adolescent est plus vulnérable a I'éthanol.*8":192:260.261
La période d'alcoolisation a moyenne ou haute dose d'éthanol n’influence pas les taux
plasmatiques de TGO et de TGP. Bien que les transaminases soient des biomarqueurs
couramment dosés pour déceler la consommation excessive et chronique d'éthanol chez
I’'hnomme, la détection d’élévation de ces transaminases dans les modeles animaux n’est pas
systématique puisque selon l'espéce, la souche et le sexe utilisés, les réponses
physiologiques sont distincts.?®® L’augmentation retrouvée des gouttelettes lipidiques dans le
foie des rats alcoolisés quotidiennement & des moyennes et hautes doses d’éthanol fait
référence au premier stade réversible de dysfonction hépatique suite & une consommation
excessive et chronique d’éthanol. La stéatose hépatique et les valeurs de dosages des
transaminases inchangées décrites dans notre modele, ont également été observées dans
une étude de Tirapelli et al (2011) utilisant également des rats wistar males.”®® Ceci suggére
gue la souche de rat wistar et le sexe masculin conférent aux sujets une résistance aux
lésions hépatiques. La stéatose hépatique a la capacité de se résorber dés l'arrét de
l'intoxication éthylique mais de facon lente. C’est pourquoi elle prédomine encore dans les
foies des rats moyennement et fortement alcoolisés du modele. Des nouveaux modeles
d’alcoolisation ont d'ailleurs vu le jour. A titre d’exemple, nous pouvons citer des protocoles
d’alcoolisation chronique couplée avec I'administration d’'une dose trés élevée assimilée a du
binge-drinking, afin d’entrainer rapidement des perturbations métaboliques et des Iésions
organiques chez I'animal naif & I'éthanol.?®* Bertola et al (2013) ont montré qu'il n’existait pas
d'infiltration de PNN, marqués par la MPO, dans un modéle d’intoxication chronique a
I'éthanol.’”” En revanche, I'ajout d’'un gavage de 5g/kg d’éthanol huit heures avant la fin du
protocole, conduisait & une infiltration des cellules positives MPO dans le foie.!”” Ce
phénomene était accompagné d’'une élévation des taux d’expression génique d'ICAM-1 et

d’'une diminution de VCAM-1. Dans ce méme modeéle, les taux de TGO et de TGP
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augmentent considérablement sous l'influence de la consommation chronique d’éthanol et

du binge drinking.*””

Cette étude translationnelle a I'avantage de confronter les données cliniques et preé-
cliniqgues. La nécessité de prendre en considération les observations cliniques, telles que
I'intégration de comorbidités dans I'étude des AVC, a été fondamentale et récompensée.
Nous avons mis en lumiere la possibilité de la réalisation de projets transversaux, en
complexifiant le modéle expérimental afin de répondre aux différents profils cliniques. Les
données plasmatiques des patients sont une premiéere piste d’exploration. Cependant,
I'étude aux niveaux cérébral et hépatique est difficilement faisable chez I'homme mais
pourtant déterminants pour élucider les mécanismes de l'effet délétére de la consommation
excessive et chronique d'éthanol sur lischémie cérébrale. Notre analyse expérimentale a
permis d’approfondir les recherches concernant les phénomeénes associés a la sévérité de
'AVC.

VI. Conclusion et perspectives

Nous avons mis en évidence l'influence de la consommation chronique d’éthanol sur la
sévérité des déficits neurologiques de l'ischémie cérébrale chez ’homme et dans un modéle
OACM chez le rat. Cet effet délétére est associé aux taux élevés des PNN dans le plasma
des patients. L'étude préclinique a permis d’étudier de maniére approfondie I'implication des
PNN et celle de la microglie dans le cerveau. L'analyse histomorphométrique des volumes
de l'infarctus, I'analyse immunohistochimique de deux types de cellules de 'immunité innée
et les analyses biomoléculaires d'ICAM-1 et de VCAM-1 dans les différentes structures
cérébrales et dans le foie ont permis d'interpréter la modulation conférée par la
consommation excessive chronique d’éthanol. Notre analyse des états inflammatoires et
organiques sur les rats non ischémiés et alcoolisés journellement a permis de comprendre
dans quelle mesure I'importance des lésions induites est due a la présence d’un terrain déja
inflammatoire ou si la période de consommation d’'éthanol agit uniguement en modulant
limmunité innée lors de l'ischémie cérébrale. L'interprétation de I'implication ou non de ces
mécanismes est complexe. Si la consommation excessive d'éthanol conduit & de légéres
modifications de l'inflammation dans le foie et dans le cerveau avant l'infarctus, I'ischémie
cérébrale provoque d’elle-méme une inflammation majeure au niveau central mais aussi au
niveau hépatique. Il semble que la combinaison des deux protocoles entraine un effet

délétére synergique a court terme.

Y

De plus, ces analyses ont été menées a moyen terme, et ont montré que les rats

alcoolisés fortement et ischémiés récupéraient modestement leurs capacités fonctionnelles,

130



jusqu’'a avoir des déficits moteurs et sensori-moteurs similaires aux rats veéhicules. La
récupération volumétrique striatale conduit a des conclusions d’ordre neuroréparateur et
nous donne des perspectives de recherche. L'élévation observée de I'expression génique
des protéines d’adhésion uniquement dans le striatum des rats ayant eu une intoxication
éthylique chronique et sévere, pourrait étre reliée a cette diminution de volume Iésionnel et,
indirectement, aux phénomeénes tardifs de neuroréparation post-ischémique de cette région.
Compte tenu de 'augmentation de I'activation microgliale et de l'infiltration des PNN dans la
zone infarcie a moyen terme, il serait intéressant d’approfondir leur réle tardif dans la
sévérité de lischémie cérébrale conférée par la consommation excessive et toxique
d’éthanol, en utilisant des marqueurs spécifiques telles que la galectine 3 pour la microglie
de type M2 et Ym1/CD206 pour le PNN de type N2. D’autre part, 'utilisation de la TEP avec
un radiomarqueur des PNN ou des microglies activées permettrait d’'observer leur activation
et leur recrutement dans les tissus cérébral et hépatique des patients ayant eu une ischémie

cérébrale afin de vérifier les données observées dans le modele expérimental.

Le but ultime est de trouver une cible thérapeutique permettant de protéger de I'impact
délétére de la consommation excessive et chronique d'éthanol sur les Iésions cérébrales
ischémiques. Face aux hombreux échecs thérapeutiques, il est primordial de réduire le fossé
existant entre la réalité cliniqgue et les modeles précliniques et d'ajuster les protocoles
expérimentaux afin de trouver de nouvelles thérapies plus adaptées. Si nous considérons
chaque sujet selon son historique médical, par exemple son statut vis-a-vis de la
consommation excessive d’'éthanol (représentant prés de 14% des patients dans notre
cohorte), un traitement approprié plus adapté au profil médical du patient pourrait étre
élaboré. Notre laboratoire a montré que le traitement a l'atorvastatine avait des effets
bénéfiques sur la sévérité de lischémie cérébrale notamment en réduisant I'activation
microgliale et en diminuant l'infiltration des PNN. L’application de cette thérapie dans notre
modeéle pourrait étre intéressante afin de pallier les dommages cérébraux ischémiques. De
plus, l'utilisation d’agonistes des PPAR est une piste thérapeutique a développer. Par
exemple, I'activation génique de PPAR-y permettrait la transformation phénotypique des
PNN vers un phénotype bénéfique « N2 », ce qui pourrait potentialiser une neuroréparation

plus efficace contre les dégats ischémiques causés par I'alcoolisation chronique toxique.*

Lors de l'introduction de cette these, nous avons omis de dire que I'une des plus grandes
faiblesses d’Haendel était son amour pour I'alcool. Nous ighorons la nature de son AVC.
Cependant, nous pouvons soupconner qu’il ait subi un infarctus cérébral. Parce que sa
consommation d’éthanol était quotidienne et excessive, la survenue de I'AVC le guettait.

Celui-ci a effectivement provoqué chez lui des déficits fonctionnels sévéres dont une
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paralysie, I'obligeant a renoncer a son talent. Cependant, au bout de quelques mois de
convalescence et de rééducation, le compositeur a pu de nouveau jouer, surpassant méme
ses ceuvres passées. Cela est notamment la conséquence d’'une neuroplasticité efficiente.
Ce regain d’énergie et de santé inspirera d'ailleurs a Stefan Zweig son essai: « la

résurrection de George-Frédéric Haendel ».2%°
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Abstract

Background and purpose. We tested the hypothesis that excessive chronic ethanol

consumption with more severe ischemic strokes.

Methods. We recruited patients with supratentorial cerebral ischemia within 48 hours of
symptom onset. We defined heavy drinkers by a weekly consumption of 300g ethanol or

more, and severe strokes by a national institutes of health stroke scale (NIHSS) score >6.

Results. Of 436 patients, 60 were heavy-drinkers. Being a heavy drinker was
independently associated with baseline NIHSS scores 26 (OR: 2.35; 95%ClI: 1.12-5.26;
p=0.023) at the logistic regression analysis. This result was not modified with the propensity

analysis.

Conclusion. An excessive chronic ethanol consumption_is associated with higher

baseline stroke severity.



Introduction

A chronic and excessive consumption of ethanol is associated with larger infarcts in
animals.' To our knowledge, this effect has not been evaluated in humans. We tested the
hypothesis that a chronic excessive consumption of ethanol is associated with a higher

severity of the neurological deficit in acute ischemic stroke.
Method
Inclusion and non-inclusion criteria

We recruited patients with supratentorial ischemic stroke or transient ischemic attack,

within 48 h of symptom onset.
Clinical assessment

Stroke severity was assessed by the National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS).?
The cause was classified according to the TOAST criteria®. Definitions used for variables

included in the analysis, have been previously defined.* ®
Imaging

All patients underwent at admission either a non-contrast computed tomographic (CT)-

scan, or a magnetic resonance imaging (MRI)-scan.
Assessment of ethanol consumption.

The assessment of ethanol consumption was declarative. We considered as “heavy
drinkers” patients with a weekly consumption of ethanol of 300 g or more,* ° i.e. 4 standard
alcoholic drinks per day. When there was a discrepancy between the declaration and the
biological results, we interviewed close-relatives or general practitioners. We performed a
measurement of carbohydrate-deficient transferrin (CDT) serum level. These results were

not used for diagnostic purposes but as validation method of the patient’s declaration. A



value between 2.1% and 2.5% was considered an area of uncertainty.® CDT has a better
sensitivity and specificity than corpuscular volume and gamma-glutamyl transferase for a

diagnosis of excessive chronic ethanol consumption.®

Statistics

We performed statistics with the SPSS 15.0 package for windows. We compared patients
with minor strokes (NIHSS scores 0 to 5) vs. severe strokes (NIHSS scores 6 or more), for
baseline characteristics including ethanol consumption, with the Chi Square and Mann-
Whitney U tests. Independent variables were selected from the univariable analysis, with a
0.25 level as a screening criterion, the variable “heavy-drinker” being forced into the model.
We calculated adjusted odds ratios (,4OR) and 95% confidence interval (95%CI) by logistic
regression analyses, with NIHSS 6 or more as dependent variable, as in a previous study”.
Correlations between variables were checked for collinearity, which was defined as r
values>0.6. The last step of analysis consisted of a propensity analysis. Propensity scores
have been generated by a logistic regression model. Variables for the propensity score (sex,
tobacco consumption, body mass index, ASAT, mean corpuscular volume and unknown

cause of stroke) were included step-by-step using an alpha value of 0.15.

Ethics

The study was approved by the ethical committee, and patients or a close relative gave a

signed informed consent.

Results

The study population consisted of 436 patients with a median age of 70 years
(interquartile range [IQR] 58-79), 205 women (47.0%), and median NIHSS scores 6 (IQR 1-
14), 105 (24.1%) treated with thrombolytic therapy, and 60 (13.8%) classified as heavy

drinkers.



The comparison of heavy drinkers and non-heavy drinkers is detailed in table 1. The
dosage of CDT could be performed in 409 patients (93.8%): 51 (13.5%) were misclassified,

34 were heavy drinkers with CDT <2.1% and 17 were non-heavy drinkers with CDT>2.5%.

Being classified as a heavy drinker was independently associated with more severe
strokes (aOR 2.26; 95%CI 1.06-4.82; p=0.034) (table 2). A supplementary adjustment for

propensity score, found and ,;;OR=2.30 (p=0.051).

Discussion

We have shown that being a heavy drinker was independently associated with more

severe ischaemic strokes.

Factors associated with the initial severity other than ethanol consumption were those
found in other studies. The limitations are the mono-center design, and the lack of evaluation

of arterial occlusion and dosage of ethanolemia at baseline.

The classification between heavy and non-heavy drinkers was based on declaration, but
agreement between clinical and CDT-based classification was close to 87%. As the
specificity of a CDT levels >2.5% for excessive chronic ethanol consumption is high,’ there
were probably less than 5% of heavy drinker misclassified. Many heavy drinkers had a level
of CDT below 2.1%, but this is not necessarily a misclassification, as this is usually found in 1

patient of 6 with excessive chronic ethanol consumption.’

We found that a chronic ethanol consumption of at least 300g per week is independently
associated with with a higher severity of the neurological deficit. There is not necessarily a
causal relationship between ethanol consumption and stroke severity, but just a statistical
association, that could be related to confounders that were not included in the analysis. Our
findings generate a hypothesis that needs confirmation. As an interventional study would not

be feasible, this question can be answered only through experimental approaches in animals.
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Table 1. Comparison of baseline characteristics between heavy drinkers and non-

heavy drinkers. Data provided are number of patients (%) unless specified; p values

calculated with Chi square test. *median (interquartile range), and Mann-Whitney U test.

NIHSS: national institutes of health stroke scale.

NON-HEAVY HEAVY p
DRINKERS DRINKERS values
n=2376 n =60
Demographic characteristics
Age, years* 72 (60-80) 59 (53-67) 0.000
Women 201 (53.4) 4 (6.7) 0.000
Medical history
Previous stroke 43 (11.4) 6 (10.0) 0.744
Previous transient ischemic attack 32 (8.5) 8 (13.3) 0.229
Heart failure 41 (10.9) 3(5.0) 0.159
Coronary heart disease 21 (5.6) 5(8.3) 0.284
Atrial fibrillation 96 (25.6) 8 (13.3) 0.039
Vascular risk factors
Arterial hypertension 239 (63.6) 35 (58.3) 0.436
Diabetes mellitus 71 (18.9) 13 (21.7) 0.612
Known hypercholesterolemia 184 (48.9) 24 (40.0) 0.198
Know hypertriglyceridemia 51 (13.6) 16 (26.7) 0.009
Smoking 89 (23.7) 42 (70.0) 0.000
Clinical characteristics at admission
National Institutes of Health stroke scale* 5.00 (1.00-14.75) 6.00 (2.00-12.00) 0.567
Delay onset-inclusion, minutes* 1,035 (180-1,680) 1,350 (275-2,025) 0.217
Temperature, °C*  36.6 (36.2-37.0) 36.7 (36.3-37.0) 0.767
Systolic blood pressure, mm Hg* 150 (134-170) 158 (146-169) 0.237
Diastolic blood pressure, mm Hg* 80 (75-94) 90 (75-100) 0.018
Body Mass Index* 26.1 (22.9-29.3) 27.5(24.2-31.5) 0.026
Biological characteristics at admission
Serum glucose concentration, g/L*  1.00 (0.88-1.20) 1.09 (0.90-1.40) 0.049
Triglycerides, g/L* 1.05 (0.82-1.48) 1.50 (0.87-2.31) 0.000
Total cholesterol, g/L* 1.88 (1.63-2.27) 1.99 (1.66-2.31) 0.426
High-density lipoprotein cholesterol, g/L* 0.52 (0.43-0.64) 0.47 (0.38-0.54) 0.019
Low-density lipoprotein cholesterol, g/L * 1.10 (0.88-1.43) 1.23 (0.88-1.43) 0.616
Fibrinogen, g/L* 3.3 (2.8-4.0) 3.4 (2.9-3.9) 0.895
Neutrophils, /mm** 5300 (3825-7000) 5350 (4325-6875) 0.693
Leukocytes, /mm>* 7920 (6380-9750) 8360 (6925-9835) 0.241
Platelets, 1000/mm?* 235 (198-273) 241 (189-282) 0.896
Carbohydrate-deficient transferrin 1.60 (1.50-1.80) 1.80 (1.55-2.25) 0.001
(%)*
Presumed cause of stroke (TOAST)
Atherosclerosis 56 (14.9) 10 (16.7) 0.722
Cardioembolism 109 (29.0) 13 (21.7) 0.241
Small-vessel occlusion 26 (6.9) 1(1.7) 0.090
Other definite 23 (6.1) 2(3.3) 0.304
Unknown 162 (43.1) 34 (56.7) 0.050
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Table 2. Comparison of baseline characteristics, between patients with national institutes
of health stroke scale (NIHSS) scores 0-5 and >6. Data provided are number of patients (%)
unless specified. *median (interquartile range). AdjOR: adjusted odds ratio. Cl: confidence
interval. AdjOR are presented for variables independently associated with NIHSS>6 at the
logistic regression analysis. AdjOR>1 means that patients who have this variable are more
likely to have NIHSS>6. Overall p value <0.001, r’=0.480, predictive value of the model
=77.7%. Variables not associated with NIHSS>6: age, sex, previous stroke, previous TIA,
heart failure, atrial fibrillation, IQCODE, hypercholesterolemia, physical activity, on-going

antiplatelet agents, temperature, triglyceride level, cardioembolic and atherothrombotic

subtypes.
NIHSS 0 to 5 NIHSS > 6 AdjOR (95%CI) §  Adjusted
n=216 n =220 p values
Heavy-drinkers 27 (12.5) 33 (15.0) 2.26 (1.06-4.82) 0.034
Delay onset-inclusion, minutes* 1,440 (960-2,025) 262 (146-1,380) 0.999 (0.999-1.000) <0.001
Serum glucose concentration, g/L*  0.93 (0.84-1.04) 1.09 (0.94-1.30) 4.75 (1.94-11.64) 0.001
Hemoglobin, g/dL* 14.0 (13.0-14.8) 135 (12.6-14.7) 0.65 (0.53-0.78) <0.001
Neutrophils, /mm®* 4,400 (3,300-5,500) 6,400 (4,900-8,600) 1.001 (1.000-1.001) <0.001
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Abstract

Ischaemic stroke is a major cause of disability and death in Europe. Ethanol is a widely consumed drug and chronic ethanol consumption is
a participating factor in ischaemic stroke (Reynolds et al., 2003). Chronic and excessive ethanol consumption is associated with an increased risk
of mortality and morbidity from ischaemic stroke (Zhang et al., 2014). It may increase consequences of ischaemic brain injury in animals (Zhao et
al., 2010, Lemarchand et al., 2015). Oxidative stress and glutamatergic excitotoxicity may play an important role in exacerbating ischaemic
damage following chronic consumption of ethanol (Zhao et al., 2010; Zhao et al., 2011). The primary aim of my thesis was to assess whether
chronic excessive ethanol consumption has a deleterious effect on ischaemic brain damage both in human and in a rat model. The secondary aim
was to study the post-ischaemic inflammation in the brain and in the liver at short and intermediate terms. Wistar male rats were subjected to
chronic administration of ethanol (10% or 35% v/v, 5ml/kg, twice per day, 4 weeks prior operation) or water (vehicle), followed by middle cerebral
artery occlusion (OACM). The effects of ethanol ingestion on infarct volume, neurologic and motor deficits were determined at 24 hours (J1) and
at 7 days (J7) of reperfusion. We quantified the number of activated microglia in the ipsilateral hemisphere and additionally measured the number
of neutrophils and levels of ICAM-1 and VCAM-1 mRNA in the ipsilateral hemisphere and liver. Further, we examined the steatosis by comparing
oil-red coloration of J1, J7 and non-ischemic rats to assess the physiologic liver status in the 3 groups. Patients with supratentorial cerebral
ischaemia were recruited within 48 hours of symptom onset. Heavy drinkers were defined by a weekly consumption of 2300 g ethanol and severe
ischaemic strokes (score=6 according to the National Institutes of Health Stroke Scale, NIHSS). The NIHSS score was evaluated within 48
hours. We performed measurements of carbohydrate-deficient transferrin (CDT, biomarker of chronic excessive ethanol consumption) and
inflammatory markers plasmatic levels. Being a heavy drinker and having a higher plasma level of neutrophils were independently associated with
a higher baseline severity of the neurological deficit in patients with supratentorial ischemic stroke or transient ischemic attack within 48 hours.
Excessive and chronic ethanol consumption in non-ischaemic rats conferred an increased hepatic steatosis and an inflammatory condition in the
cortex, the striatum and the liver, observed as increased expression of adhesion proteins. However, neutrophil infiltration was not observed in the
liver or in the brain. In the OACM model, chronic consumption of 35% ethanol worsened ischemic stroke lesions and motor deficits, compared to
non-ethanol-exposed rats. Neutrophil infiltration and the mRNA levels of VCAM-1 and ICAM-1 are increased in the brain and in the liver of
ischaemic rats exposed to 35% ethanol, compared to control ischaemic rats, at J1 and J7. The aggravation of neurologic and functional deficits
was associated with increased post-ischaemic inflammation in both the liver and brain, as observed by microglial activation, neutrophil infiltration

and leukocyte adhesion at short and intermediate terms.

Résumé

L’accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique est une principale cause de déces et d’handicap en Europe. L’éthanol est une drogue
largement consommeée et la consommation chronique d’éthanol est un facteur participant a la survenue d’AVC ischémique (Reynolds et al., 2003).
La consommation chronique et excessive d'éthanol est associée a un risque accru de mortalité et de morbidité suite a un AVC ischémique (Zhang
et al., 2014). Ce facteur aggraverait les Iésions ischémiques cérébrales dans les modeéles animaux (Zhao et la 2010 ; Lemarchand et al., 2015). Le
stress oxydatif et I'excitotoxicité glutamatergique peuvent jouer un réle important dans I'exacerbation de linfarctus cérébral aprés une
consommation chronique et excessive d’éthanol (Zhao et la 2010 ; Zhao et la 2011). Le premier objectif de la thése est de vérifier que la
consommation chronique et excessive d’éthanol aggrave les dommages cérébraux ischémiques chez les patients et dans un modeéle animal
d’ischémie cérébrale. Le deuxieme objectif est d'étudier l'inflammation post-ischémique dans le cerveau et dans le foie a court et moyen termes.
Des rats males Wistar ont été soumis a I'administration chronique d'éthanol (10% ou 35% v/v, 5 ml / kg, deux fois par jour, quatre semaines avant
I'opération) ou d’eau (vehicule), suivie d’'une occlusion de l'artére cérébrale moyenne (OACM). Nous avons déterminé les effets de l'ingestion
d’éthanol sur le volume de linfarctus, des déficits neurologiques et moteurs, a 24 heures (J1) et a 7 jours (J7) de reperfusion sanguine. Nous
avons quantifié le nombre de microglies activées dans I'hémispheére ipsilatéral. Nous avons mesuré le nombre de neutrophiles et les taux d’ARNm
d’'ICAM-1 et de VCAM-1 dans I'hémisphere ipsilatéral et dans le foie. Nous avons examiné la stéatose et I'état inflammatoire dans le foie des rats
non ischémiés, pour évaluer |'état physiologique hépatique dans les 3 groupes a J1 et J7. Nous avons recruté 435 patients ayant eu une ischémie
cérébrale supratentorielle dans les 48 heures apres I'apparition des symptdmes. La consommation excessive et chronique d'éthanol est définie
par une prise hebdomadaire 2300 g d'éthanol et les AVC ischémiques sévéres par un score National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) 26.
Le score NIHSS a été évalué dans les 48 heures. Nous avons effectué des mesures des taux de transferrine déficiente en carbohydrates (CDT,
biomarqueur de la consommation chronique excessive d'éthanol) et de marqueurs inflammatoires. Etre un consommateur excessif et avoir un
taux plasmatique élevé de neutrophiles étaient indépendamment associés a des déficits neurologiques plus séveres chez les patients ayant subi
un AVC ischémique ou accident ischémique transitoire, dans les 48 heures. La consommation excessive et chronique d'éthanol chez le rat non
ischémié a induit une stéatose hépatique et une augmentation d'un état inflammatoire dans le cortex, le striatum et le foie par l'intermédiaire
d'augmentation de I'expression de protéines d'adhésion. Toutefois, aucune infiltration des neutrophiles n’a été notée dans le foie ou dans le
cerveau. Dans le modéle OACM, la consommation chronique d’éthanol 35 ° aggravait le volume des Iésions de I'AVC ischémique et les déficits
moteurs, comparativement aux rats non exposés a I'éthanol. L'aggravation des déficits neurologiques et fonctionnels a été expliquée par une
augmentation de l'inflammation post-ischémique dans le foie et le cerveau, via l'activation de la microglie, I'infiltration des neutrophiles, et
I'expression des protéines d’adhésion leucocytaire a court et moyen termes.
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