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INTRODUCTION






1. Laréaction inflammatoire
Généralités
1. Historique

L'inflammation a été décrite dés I’époque égyptienne dans le papyrus d’Ebers autour du 16°™® siécle avant JC. On'y
parle de glandes lymphatiques purulentes, de carbuncle (mieux connu sous le nom d’anthrax). Il y est également
conseillé de laisser cicatriser les blessures pour les faire guérir. Il a y 2 000 ans Celsus décrit I'inflammation par 4
manifestations : rubor (rougeur), calor (chaleur), tumor (gonflement) et dolor (douleur). Ce n’est qu’en 1958 que
Rudolf Virchow ajouta a ces 4 manifestations une cinquiéme : I'impotence fonctionnelle (Figure 1).

Figure 1 : les signes cardinaux de I'inflammation. De gauche a droite : heat (chaleur), redness (rougeur), swelling
(gonflement), pain (douleur), loss of function (impotence fonctionnelle). D’aprés (Lawrence et al., 2002).

Virchow affirma que I'inflammation était la conséquence d’une consommation excessive de nourriture provenant du
sang par les cellules, rendant la cellule hypertrophique ou dégénérée et formant ainsi une tumeur inflammatoire.
Cette théorie est appelée la théorie « cellulaire ». Cette théorie était controversée par Julius Cohnheim (1839-1884)
et ses confreres, qui pensaient que I'inflammation prenait place dans les vaisseaux sanguins : ce qu’il se passait a
I’extérieur des vaisseaux était seulement un effet secondaire. C’est la théorie « vasculaire ». La théorie vasculaire de
Cohnheim a été confirmée par Julius Arnold (1835-1915) avec la découverte du phénomeéne de diapédése en 1875.
De plus, en 1890, une autre équipe a mis en évidence que l'injection d’anticorps dans le sang protégeait du tétanos.
En 1882, Elie Metchnikoff (1845-1916) a découvert le principe de la phagocytose. Il travaillait dans un laboratoire de
biologie marine sur des larves d’étoiles de mer. En insérant une épine de rosier dans les larves (elles sont
transparentes, dépourvues de systeme nerveux et de vaisseaux sanguins), il a observé des cellules se mobilisant
autour de I’épine et ainsi découvrit le principe de phagocytose (traduction grecque de « manger les cellules »),
confirmant donc la théorie cellulaire de Virchow. Mais lors de ces travaux, Metchnikoff observa également le
phénomene de diapédese chez des especes pourvues de vaisseaux sanguins, qu’il décrit dans son manuscrit « lecons
sur la pathologie comparée de I'inflammation » en 1892. Les deux théories étaient donc complémentaires. Il est
intéressant de noter que la théorie « cellulaire », d’origine francaise, était opposée a la théorie « vasculaire »
d’origine allemande, et ce durant les années 1870, en pleine guerre franco-allemande.

A la suite de ces découvertes, Sir Henry Dale (1875-1968) ouvrit un nouveau champ d’investigations en découvrant
que des phénomeénes biologiques pouvaient étre régulés par la formation, synthese ou libération de médiateurs
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moléculaires. C'est d’ailleurs a Henry Dale que I'on doit la découverte de I'acétylcholine, décrite un peu plus tard
comme neurotransmetteur par Otto Loewi (1873-1961) en 1921. Suite a cela, beaucoup de travaux ont permis la
découverte de nombreuses molécules assimilées a la réaction inflammatoire comme la bradykinine, les
prostaglandines...

2. Définition

Une définition concise de I'inflammation est difficile a donner. Par exemple, voici une définition
de I'inflammation par Rocha e Silva (1978) : « phénoméne multi-médié ou tous les médiateurs
vont et viennent a un moment approprié pour jouer leurs roles en augmentant la perméabilité
vasculaire, attirant les leucocytes, produisant une douleur, un cedéme local et une nécrose, dans
laquelle la prédominance de I'un d’entre eux serait fortuite ou dépendant de ses capacités
spécifiques a produire des symptomes, directement ou indirectement, soit en potentialisant la
réaction soit en libérant d’autres agents » (Rocha e Silva, 1978). Plus brievement, I'inflammation
est une réaction du systéme immunitaire suite a une agression externe ou interne. Elle a trois
principales fonctions : i) éliminer la cause de I’agression, ii) nettoyer le tissu endommagé et iii)
initier la réparation tissulaire. Elle fait intervenir plusieurs acteurs, allant des cellules immunitaires
résidentes (macrophages, cellules dendritiques...), aux cellules immunitaires de la circulation
sanguine (neutrophiles, lymphocytes, monocytes...) ainsi qu’a des médiateurs chimiques comme

les cytokines, les chimiokines et le systéme du complément.

Les acteurs cellulaires de I'inflammation

Globalement, les cellules immunitaires peuvent étre catégorisées en deux groupes. L'immunité
innée fait intervenir des cellules comme les macrophages et les neutrophiles, qui ont une réponse
non spécifique face au pathogéne, a savoir le relargage de cytokines/chimiokines, et la
phagocytose des débris. Le deuxiéme groupe, a contrario du premier, est I'immunité adaptative :
leur réponse, stricto sensu, est globalement de détecter la nature exacte de I'antigéne, puis de
produire des anticorps spécifiques ciblant cet antigene. Cette réaction permet I'amplification de

la réaction inflammatoire.



1. Immunité innée

L'immunité innée est une réponse tres rapide. Elle permet de contenir I’agression en phagocytant
les débris ou I'agent pathogéne. De plus, les cellules de I'immunité innée vont produire des
médiateurs de l'inflammation comme des cytokines/chimiokines, afin d’amplifier la réaction et

de recruter plus de leucocytes provenant de la circulation sanguine.

Les premieres cellules impliquées dans I'immunité innée sont les cellules résidentes, vu qu’elles
sont les plus proches du lieu de I'agression. Les macrophages vont venir phagocyter I'agent
pathogéne, ou les débris cellulaires, afin de ralentir la progression de I'infection ou de la blessure
(Murray et al., 2014; Xue et al., 2014). Les mastocytes, eux, vont produire de grandes quantités
de médiateurs chimiques, dont le plus connu est I'histamine responsable des réactions
allergiques. L’histamine va entrainer une vasodilatation et une augmentation de la perméabilité
des vaisseaux sanguins a proximité (Wernersson and Pejler, 2014). Ceci va permettre le
recrutement des leucocytes circulants, qui vont pouvoir s’accrocher a la paroi des vaisseaux, puis
migrer vers le tissu |ésé par diapédése (Figure 2). En plus de ces deux types cellulaires, les cellules
dendritiques (DC), ou présentatrices d’antigene, surveillent constamment le tissu. En cas de
dommage, elles phagocytent I'agent pathogéne puis sont capables de présenter I'antigéne aux

lymphocytes (D’Agostino et al., 2012).

Le processus de diapédese est complexe (Vestweber, 2015). Tout d’abord, les cellules
endothéliales (EC pour endothelial cells) formant la paroi des vaisseaux sanguins vont s’activer
grace aux signaux envoyés par I'immunité résidente. Une fois activées, les EC vont exprimer a leur
surface des molécules d’adhésion (ou CAMs pour cell adhesion molecules) comme les sélectines
(E et P), VCAM-1 (pour vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (pour intercellular adhesion
molecule-1) et PECAM-1 (pour platelet endothelial cell adhesion molecule-1). Les sélectines
permettent le roulement (de I'anglais rolling), VCAM-1 et ICAM-1 'adhésion, et enfin PECAM-1 le

passage des leucocytes dans le tissu lésé/infecté (Figure 2).
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Figure 2 : Diapédese leucocytaire. Suite a leur roulement, les leucocytes adhérent a la paroi des vaisseaux sanguins
puis migrent dans le tissu lésé/infecté par transmigration (entre les cellules endothéliales). D’apres (Gauberti et al.,
2018).

Les cellules immunitaires de la circulation sanguine sont principalement des lymphocytes (entre
50 et 80%), puis des neutrophiles (15-40%) et des monocytes (1-15%). Une fois infiltrés, les
neutrophiles vont sécréter le contenu de leurs granulations, trés riches en facteurs
inflammatoires comme des cytokines/chimiokines, ainsi que des facteurs du complément (Lacy,
2006). Les monocytes infiltrés vont, quant a eux, se différencier en macrophages et ainsi
participer au nettoyage des débris/agents infectieux. Enfin, les lymphocytes vont reconnaitre

I'antigene, et sécréter des anticorps ciblant cet antigéne : c’est I'immunité adaptative qui débute.

2. Immunité adaptative

L'immunité adaptative intervient un peu plus tardivement dans la réaction inflammatoire, et n’est
nécessaire que si I'immunité innée n’est pas suffisante pour combattre I'agression. Pour
intervenir, I'immunité innée doit d’abord passer I'endothélium (voir ci-dessus), puis aller
reconnaitre I'antigéne. Pour cela, des cellules spécialisées dans la présentation d’antigene (ou DC

10



pour dendritic cells) sont d’ores et déja sur le lieu de I'agression (D’Agostino et al., 2012). Elles ont
au préalable phagocyté I'agent pathogéne, et présenté a leur surface une petite partie de I'agent,
un antigene. Les lymphocytes vont se rapprocher des DC puis reconnaitre spécifiquement cet
antigéne. Ici, deux cas de figure se présentent : soit I’agent pathogéne est intracellulaire, soit
extracellulaire. Dans le premier cas, les antigenes sont situés sur la paroi de la cellule infectée :
les lymphocytes T vont alors reconnaitre cet antigéne et vont détruire la cellule infectée. Dans le
cadre d’un pathogéne extracellulaire, ce sont les lymphocytes B qui agissent : une fois I'antigéne
reconnu, les lymphocytes B vont se multiplier, se transformer en plasmocytes et produire une
grande quantité d’anticorps, qui viennent se fixer sur I'antigéne via leur domaine hypervariable.
Les anticorps vont alors pouvoir activer le complément, et se fixer aux cellules phagocytaires par
leur domaine constant. Dans les deux cas, aprés reconnaissance de I'antigéne, les lymphocytes,
en se multipliant (par mitose), vont soit orchestrer la réaction inflammatoire, soit étre stockés
sous forme de lymphocytes « mémoire ». En effet, dans le corps, on compte autant de
lymphocytes différents que d’antigénes ; autrement dit, chaque lymphocyte est spécialisé d’un

antigene, d’ou le concept de mémoire de I'immunité (Romani, 2004).

Les lymphocytes ne sont pas les seules cellules immunitaires concernées par I'immunité
adaptative. En effet, des souris déficientes en lymphocytes (B et T) ont tout de méme montré une
hypersensibilité a I'exposition a un pathogéne pendant au moins quatre semaines (O’Leary et al.,
2006). Il a été montré dans cette étude que les cellules natural killers pouvaient, a elles seules,
déclencher cette hypersensibilité. Pour étayer leur propos, les auteurs ont montré que l'injection
de natural killers chez des souris déficientes en lymphocytes et en natural killers permettait de

retrouver cette hypersensibilité (O’Leary et al., 2006).

3. Controverse : I'immunité entrainée

Il est intéressant de noter que contrairement a I'immunité adaptative, I'immunité innée était
considérée jusque la comme aspécifique, c’est-a-dire qu’elle va répondre de la méme maniere
contre n‘importe quelle agression. En d’autres termes, il n’existe pas de mémoire de I'immunité

innée.
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En vérité, cette notion est a revoir. En effet, de récentes études parlent désormais de mémoire

de I'immunité innée ou d'immunité entrainée (Netea et al., 2016) (Figure 3).

A) Adaptive immunity

Pathogen A or vaccine A Pathogen A or vaccine A

( J Ag-specific _
—_—
\1 // MHC restricted || / %o
Naive ‘
Teell Ag-specific Memory Effector o
Effector T cells Tcells Tcells
B) Trained innate immunity e i%
£
Pathogen A/vaccine A/commensal A Pathogen B/vaccine B/commensal B/ O | e
o0
-~ TIR e o0 /i
12 TLR/NLR %0 A e
oo NK Ee" oco
o0 N\ oo
ooo  Epigenetic oo ( a8
o o_modification oo ——-*\ | oo
oo 8.9 . g&

Unprimed innate cells Trained innate cells v5 cell
{monocyte, macrophage, NK, DC) (monocyte, macrophage, NK, DC)

Figure 3 : Concept de « 'immunité entrainée » ou mémoire de I'immunité innée. (A) Limmunité adaptative. Les
lymphocytes reconnaissent I'antigéne présenté par la cellule dendritique (DC), puis se multiplient en lymphocytes
effecteurs spécifiques de I'antigéne détecté. (B) L”immunité innée entrainée (ou trained immunity). Les DC
présentent I'antigéne aux cellules myéloides (monocytes, macrophages, Natural Killers) et entrainent des
modifications épigénétiques de ces cellules. Suite a une deuxiéme exposition, ou a une exposition a un autre
pathogéne, les cellules myéloides ont une réponse conditionnée a la premiere exposition, rendant la réaction plus
effective. D’apreés (Gardiner and Mills, 2016).

Cette théorie a vu le jour grace a des expériences sur des plantes et des invertébrés, qui sont tous
deux des organismes déficients en immunité adaptative. Toutefois, ces organismes développent
une résistance suite a une deuxieme infection du méme agent pathogéne (Durrant and Dong,
2004). Suite a cela, des expériences ont été réalisées chez des souris infectées par le champignon
Candida albicans (Quintin et al., 2012). Suite a une premiére infection en faible dose par C.
albicans, les animaux ont subi sept jours plus tard une deuxiéme infection a dose |étale : les

animaux ayant été infectés la premiere fois ont survécu. Pour s’affranchir de I'effet de I'immunité
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adaptative sur la survie des souris, les auteurs ont réalisé la méme expérience chez des souris
transgéniques déficiences en lymphocytes (Ragl”): les souris ont également survécu, sans

différence significative avec le groupe possédant des lymphocytes (Quintin et al., 2012).

Les monocytes/macrophages peuvent également étre entrainés. Cette découverte a été associée
a la découverte de récepteurs présents a la surface des monocytes/macrophages : les récepteurs
de reconnaissance de motifs moléculaires (ou PRR pour pattern recognition receptors). Les PRR
permettent la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogenes (ou PAMP pour
pathogen-associated molecular pattern) et de motifs moléculaires associés aux dégats (ou DAMP
pour danger-associated molecular pattern) (Kawai and Akira, 2010). Il existe plusieurs PRR, dont
les récepteurs de type Nod (ou NLR pour nod-like receptors) et les récepteurs de type Toll (TLR).
La fixation de I'agent pathogéne au PRR entraine une cascade d’événements intracellulaires
menant a une translocation de Nf-kB (pour nuclear factor- kB) du cytosol vers le noyau cellulaire.
Nf-kB est un facteur de transcription permettant la production de cytokines pro-inflammatoires
comme les interleukines (IL) IL-1B, IL-6 ou le facteur de nécrose tumorale (ou TNF pour tumor
necrosis factor) par les monocytes/macrophages et par les DC, aboutissant au recrutement des

leucocytes périphériques (provenant de la circulation sanguine) (Lawrence, 2016).

Il s’avére que contrairement aux lymphocytes, qui se divisent et conservent leur spécificité
antigénique, les monocytes/macrophages et DC ne conservent pas ce pouvoir; ils peuvent
toutefois subir des modifications épigénétiques leur conférant une réaction modifiée suite a un
deuxiéme contact avec un agent pathogéne (Saeed et al., 2014). Ces cellules peuvent alors réagir
selon trois modes différents : elles peuvent i) devenir tolérantes, comme c’est le cas lors de
I'exposition prolongées a de faibles doses d’endotoxine (Shi et al., 2011); elles peuvent
également ii) étre hyper-réactives (Dobrovolskaia and Vogel, 2002) ; elle peuvent enfin iii) étre
immunosuppressives, en adoptant un phénotype anti-inflammatoire (Hotchkiss et al., 2013)

(Figure 4).
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Figure 4 : Différentes stimulations induisant différents types de mémoire de I'immunité innée. (A) Suite a une
exposition prolongée a de faibles doses de LPS, les monocytes/macrophages ne répondent plus & une stimulation
ultérieure. (B) Une exposition a un pathogéne entraine une réponse exacerbée a une deuxieme stimulation au méme
pathogeéne. (C) Une exposition a un pathogene entraine une immunosuppression des monocytes/macrophages a la
suite d’une stimulation par d’autres agents. D’apres (Gardiner and Mills, 2016).

4, Cellules endothéliales

Les EC forment la barriere qui sépare le compartiment sanguin des tissus. En condition
physiologique, elles permettent le passage d’oxygéne et de nutriments. Suite a un dommage
vasculaire, les EC vont s’activer et produire une grande quantité de CAM permettant ainsi le
recrutement de leucocytes sur le lieu de |'agression et donc le bon déroulement de la réaction

inflammatoire (Figure 2) :

- Les sélectines (E et P) sont produites constitutionnellement par les EC. Elles sont
stockées dans des vésicules : les corps de Weibel Palade. Une fois les EC activées, ces
vésicules vont étre adressées a la surface, permettant ainsi le roulement des

leucocytes contre la paroi des EC. Ainsi, des souris déficientes en P-sélectine ont moins
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d’infiltration de cellules immunitaires (notamment de neutrophiles) dans un modele
de péritonite (Yang et al., 2000).

VCAM-1 (ou CD106 pour cluster of differentiation 106) et ICAM-1 (ou CD54 pour
cluster of differentiation 54) sont des CAM qui ne sont pas exprimées
constitutivement, contrairement aux sélectines. Les EC expriment VCAM-1 et ICAM-1
suite a une exposition a des cytokines/chimiokines comme le TNF ou I'IL-1B. Ces CAM
sont responsables de I'adhésion des leucocytes a la paroi des vaisseaux. |l a d’ailleurs
été montré qu’il y avait moins de leucocytes adhérents chez des souris déficientes en
ICAM-1 (Simon et al., 2014). Il faut noter qu’ICAM-1 n’est pas seulement exprimée par
les EC, mais aussi par des neutrophiles et par certains macrophages comme les cellules
de Kupffer (les macrophages résidents du foie) (Essani et al., 1995) et par les cellules
microgliales (macrophages résidents du cerveau) (Hailer et al., 1997).

PECAM-1 est, quant a elle, impliquée dans la transmigration des leucocytes du
compartiment sanguin vers le tissu agressé. Une étude a montré que chez des souris
déficientes en PECAM-1 il n’y avait pas de différence dans le nombre de leucocytes
adhérents a la paroi des vaisseaux sanguins suite a une stimulation par injection de
cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-1B et TNF. Toutefois, dans cette méme étude
il a été montré que le nombre de leucocytes qui transmigraient était significativement
moins important aprées injection d’IL-1B (Thompson et al., 2001). Il faut noter que
PECAM-1 est également exprimée par les leucocytes (monocytes/macrophages,
natural killers, lymphocytes, neutrophiles) ainsi que par les plaquettes (Marelli-Berg

et al.,, 2013).

5. Cytokines et chimiokines

recrutement des cellules immunitaires provenant de la circulation vers le tissu

endommagé/infecté s’établit par contacts chimiques émanant des cellules immunitaires

résidentes. En effet, les macrophages résidents, ainsi que les cellules dendritiques vont émettre

des médiateurs de lI'inflammation, appelées cytokines et chimiokines, qui vont passer dans la
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circulation sanguine et ainsi alerter les leucocytes circulants d’une agression locale. De plus, ces
cytokines/chimiokines vont activer les EC, qui vont produire des CAM nécessaires a la diapédese

des leucocytes dans le compartiment tissulaire.

Les cytokines (du grec cyto kinos, littéralement: cellule en mouvement) sont des petites
molécules produites par les cellules immunitaires pour amplifier la réaction inflammatoire ; elles
permettent de favoriser le recrutement des cellules immunitaires provenant de la circulation
sanguine (Turner et al., 2014). Cette famille de protéines regroupe les IL, I'interféron (IFN), le TNF,
le facteur de croissance transformant (TGF pour transforming growth factor) et d’autres facteurs
stimulants comme le CSF-1 (ou M-CSF pour macrophage colony stimulating factor) ou le CSF-2
(ou GM-CSF pour granulocyte/macrophage colony stimulating factor). Ces molécules permettent
le contréle régulé de la réaction inflammatoire : certaines sont pro-inflammatoires comme I'IL-

1B, I'lL-6 ou le TNF ; d’autres sont anti-inflammatoires comme I'lIL-10 ou le TGF-B.

Les chimiokines sont en fait une sous-famille de cytokines. Elles sont spécialisées dans I'attraction
chimique des cellules immunitaires : on appelle ce phénomeéne le chimiotactisme (Proost et al.,
1996; Sokol and Luster, 2015). De plus, elles peuvent modifier I’état d’activation des cellules
immunitaires. Elles sont constituées de quatre résidus cystéines, et sont classées en quatre
catégories selon I'arrangement de leurs deux cystéines en position N-terminale. On peut citer par
exemple CX3CL1 (les C correspondent aux cystéines), ou fractalkine, qui est exprimée en
condition physiologique par les neurones. On peut également citer CCL2, principalement
retrouvée dans la littérature sous le nom de MCP-1 (pour monocyte chemoattractant protein-1),
dont le récepteur CCR2 est exprimé par les monocytes/macrophages, ainsi que par les

lymphocytes et les basophiles (Griffith et al., 2014).
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Inflammation aigué et inflammation chronique

Il est important de noter que les réactions inflammatoires peuvent étre séparées en deux grandes
catégories : I'inflammation aigué, comme par exemple une griffure ; et I'inflammation chronique
comme les maladies auto-immunes (par exemple, la maladie de Crohn), la cirrhose hépatique ou
la tuberculose. Dans les deux cas, les acteurs de I'inflammation interviennent, mais il est avéré

que la réaction inflammatoire différe entre les deux catégories.

1. Inflammation aigué

Trois phases vont s’enchainer lors d’'une inflammation aigué :

- La phase d’initiation : les cellules résidentes vont s’activer (les macrophages, les
mastocytes et les DC), phagocyter le pathogéne ou des débris puis libérer des
cytokines/chimiokines pro-inflammatoires dans la circulation sanguine environnante.

- S’en suit la phase d’amplification de la réaction inflammatoire avec I’activation des EC
et le recrutement des cellules immunitaires provenant de la circulation sanguine. Les
cellules majoritairement recrutées ici sont des neutrophiles, qui vont venir sécréter
leurs granulations, constituées de facteurs inflammatoires comme des
cytokines/chimiokines, des facteurs du complément (Lacy, 2006; Ricklin et al., 2018).
Ceci permettra d’amplifier la réaction, notamment le recrutement des macrophages
nécessaires a I'étape suivante de réparation tissulaire.

- Enfin, la derniére phase consiste en la résolution de I'inflammation et la réparation du
tissu endommagé, notamment par I'action des macrophages. Les fibroblastes vont
fabriquer du tissu, tandis que les EC, avec I'aide des macrophages, vont participer a la

formation de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenése).

Si cette réaction inflammatoire (innée) n’est pas suffisante, les DC vont migrer dans les ganglions
lymphatiques voisins et présenter I'antigene aux lymphocytes : c’est I'intervention de I'immunité

adaptative.
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2. Inflammation chronique

Si la cause de la réaction inflammatoire aigué persiste, I'inflammation devient chronique. Les
cellules deviennent hyperactives, des cytokines/chimiokines sont régulierement sécrétées, et des
phases de dégradation/réparation tissulaires s’effectuent continuellement. De plus,
contrairement a une inflammation aigué normale, des lymphocytes peuvent étre impliqués, ceci

formant une réponse adaptative exacerbée.

L'inflammation chronique peut prendre place lors de maladies chroniques comme les maladies
neurodégénératives, les maladies auto-immunes, les maladies auto-inflammatoires.
Généralement, ces maladies sont progressives, avec peu de signes d’inflammation apparents
(absence des signes cardinaux), qui peuvent durer dans le temps et qui font intervenir I'immunité

adaptative (lymphocytes).
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Résumé

La réaction inflammatoire est un phénoméne complexe, pouvant étre aigu ou bien chronique,
et faisant intervenir un nombre trés important d’acteurs cellulaires et moléculaires. Ces
réactions doivent étre finement orchestrées afin de combattre I’agression tissulaire. Sinon, la
réaction dégéneére et peut entrainer une réaction inflammatoire exacerbée. Il est intéressant
de noter que la réaction inflammatoire, et notamment le recrutement de leucocytes provenant
de la circulation sanguine, connait une exception. Plus précisément, un organe du corps humain

est particulierement protégé/isolé du reste du corps par différentes barriéres : le cerveau.
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2. Casdelinflammation cérébrale

|.  Barriere hématoencéphalique

1. Historique

Paul Ehrlich (1854-1915), en injectant du bleu de trypan dans la circulation sanguine, avait remarqué qu’il retrouvait
ce colorant dans tous les organes sauf dans le cerveau. Pour appuyer cette idée, son étudiant Edwin Goldmann (1862-
1913) avait injecté du bleu de trypan mais dans le liquide cérébrospinal (LCS) chez le chien (Saunders et al., 2014).
Cette fois, le cerveau était coloré, mais pas le reste du corps. Ces expériences ont démontré que le cerveau possedait
une barriére qui le séparait du reste du corps : la barriere hémato-encéphalique (BHE) (Liddelow, 2011) (Figure 5).
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Figure 5 : Démonstration de I'existence de la barriére hémato-encéphalique par Ehrlich et Goldmann. (A) Une
injection dans la circulation sanguine du bleu trypan résulte en la coloration du corps entier excepté le SNC. (B) Une
injection dans le LCS résulte en la coloration du SNC et non du reste du corps.

Des lors, beaucoup de scientifiques se sont intéressés a I'existence de cette BHE. Désormais, nous savons qu’il existe
non pas une mais plusieurs barrieres au niveau du SNC, différenciées par leur localisation, leur composition et par
les compartiments qui la forment (Liddelow, 2011).

2. Description

La barriere hémato-encéphalique (BHE), a proprement parlée, est localisée au niveau des

vaisseaux sanguins cérébraux et sépare le tissu de la circulation sanguine. Elle est constituée d’EC
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formant la lame basale, des pieds astrocytaires formant la lame basale gliale ou glia limitans. De
plus, un espace est situé entre les deux lames basales : I'espace périvasculaire, contenant du
liquide cérébrospinal (LCS). La particularité des capillaires formant la BHE est qu’ils ne sont pas
fenétrés : les EC sont reliées entre-elles par des jonctions serrées, rendant alors les capillaires

imperméables.

La barriéere sang-LCS sépare (BSL), comme son nom l'indique, le LCS des vaisseaux sanguins. Elle
est située au niveau des plexus choroides, situés dans les ventricules cérébraux. Contrairement a
la BHE, les capillaires qui forment la BSL sont dits fenétrés, ce qui permet le passage de solutés

du sang vers le LCS.

La barriére LCS-encéphalique se situe sur la paroi des ventricules cérébraux ainsi qu’au niveau de
I’espace sous-arachnoidien. La barriére au niveau de la paroi des ventricules n’est présente qu’au
cours du développement embryonnaire : les jonctions serrées (jonctions strap) entre les cellules
ependymaires disparaissent. Les jonctions serrées au niveau de la membrane arachnoidienne
permettent la formation de la barriére. Les vaisseaux sanguins de I'espace sous-arachnoidien sont

également fenétrés (Liddelow, 2011) (Figure 6).
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Figure 6 : Les différentes barrieres du SNC. (A) Barriére sang-LCS (Blood-CSF barrier). (B) BHE (Blood-Brain barrier) a
proprement parlée. (C) Barriere LCS-encéphalique (CSF-Brain barrier) au niveau des cellules épendymaires bordant
les ventricules cérébraux. Il faut noter que cette barriére n’a d’existence que durant le développement
embryonnaire. (D) Barriere LCS-encéphalique (CSF-Brain barrier) au niveau de I’espace sous-arachnoidien. D’apreés
(Liddelow, 2011).

Ces barriéres sont fonctionnelles dés le développement du SNC. En effet, Georges Wislocki (1892-
1956) a procédé a une injection de bleu de trypan dans la circulation sanguine chez I'embryon de
cobaye (guinea pig) et a montré que le colorant ne passait pas dans le SNC. De plus, LH Weed a
procédé a une injection de bleu de Prusse dans le canal de la moelle épiniere chez 'embryon de

cochon : le colorant restait cloitré dans le SNC (Saunders et al., 2014) (Figure 7).
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Figure 7 : La BHE est d’ores et déja fonctionnelle chez ’embryon. (A) Une injection de bleu de trypan dans la
circulation sanguine ne passe pas dans le SNC. (B) Une injection dans le canal de la moelle épiniere (fleche marquée
« inj ») ne passe pas dans la circulation sanguine et reste dans le SNC. D’apres (Saunders et al., 2014).

3. Dysfonctionnement de la BHE

Il est de plus en plus établi que les maladies neurodégénératives sont associées a des troubles
vasculaires. Ces troubles vasculaires sont décrits dans la maladie d’Alzheimer (Sweeney et al.,
2015), la sclérose latérale amyotrophique (Winkler et al., 2013), la maladie de Parkinson (Korczyn,
2015) ou encore la maladie de Huntington (Drouin-Ouellet et al., 2015). D’ailleurs il a été montré
gue des troubles vasculaires pouvant aboutir a une accumulation de protéines neurotoxiques, de
fibrinogéne, de plasmine etc... étaient a 'origine de maladies neurodégénératives (ladecola,
2013). Il a par ailleurs été montré que certaines démences étaient liées a des Iésions cérébrales
discretes et multiples chez des patients atteints d’hypertension (le majeur facteur de risque
vasculaire) (Hachinski et al., 1974). D’autres pathologies d’origine vasculaire sont a I'origine de
troubles cérébraux, comme la maladie d’Alexander, la calcification primaire du cerveau, la
microcéphalie, les malformations cérébrales caverneuses, le syndrome de De Vivo (Zhao et al.,

2015).
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Il est important de noter que méme si le dysfonctionnement de la BHE conduit a des maladies
neurodégénératives, parfois méme létales, son ouverture peut étre également bénéfique pour le
SNC. En effet, 'ouverture transitoire de la BHE permet I'ancrage des leucocytes provenant de la
circulation et leur diapédése au sein du tissu cérébral |ésé (ladecola and Anrather, 2011). Ces

leucocytes permettent une réparation tissulaire rapide et efficace.

Immunité résidente du SNC

1. Cellules microgliales

a. Historique

La neuroglie, ou I'ensemble des cellules gliales du SNC, a été caractérisée pour la premiere fois par Rudolf Virchow
(1821-1902) en 1846. Contrairement aux neurones, elles sont qualifiées de « gluantes » (d’ou le terme « glie » qui
vient du grec « gloios » signifiant gluant) et permettent de soutenir le tissu neuronal d’ou le terme neuroglie (la glue
des neurones). C’est ensuite Franz Nissl (1860-1919) et William Ford Robertson (1867-1923) qui ont pour la premiere
fois différencié les cellules microgliales des autres cellules « neurogliales » dans les années 1880. De plus, Victor
Babes (1854-1926) a, lui, découvert les changements morphologiques des cellules microgliales, alors appelées
« cellules en batonnet », lors de I'observation d’un cas de rage en 1897. Santiago Ramon y Cajal (1852-1934) nomma
ces cellules le « troisieme élément », faisant référence aux neurones et astrocytes constituant les deux premiers
éléments. C’'est Nicolas Achucarro (1880-1918), un collaborateur de Santiago Ramon y Cajal, qui s’intéressa de plus
prés aux cellules microgliales en perfectionnant les méthodes de fixation des tissus de Cajal. Achucarro étant mort
précocément d’'un lymphome qu’il a lui-méme diagnostiqué (il avait 38 ans), Pio del Rio Hortega (1882-1945), un
étudiant de Cajal, continua les travaux d’Achucarro et attribua I'appellation « cellules microgliales » dans le début les
années 1920. Pour I'anecdote, les cellules microgliales peuvent également répondre a I'appellation de « cellules de
Hortega » (Figure 8).
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Figure 8 : Découverte des
cellules microgliales. (A) Pio
del Rio Hortega (1882-
1945). (B) Cellules
microgliales au repos
dessinées/photographiées
par Hortega. (C) Evolution
de I'activité phagocytaire
de la microglie. (A) repos,
(B) prolongements plus
petits, corps plus large, (C)
cellule hypertrophique avec
pseudopodes, (D et E)
forme amiboide avec
pseudopodes, (F) microglie
ayant phagocyté des
leucocytes, (G) microglie
ayant phagocyté des
érythrocytes (H) cellule
riche en lipides, (1)
microglie en division
mitotique.

Des lors, avec les avancées technologiques en termes de culture cellulaire et de microscopie, bon nombre d’études
ont caractérisé les cellules microgliales, que ce soit en condition physiologique ou pathologique. En effet, il est par
exemple désormais rendu possible d’étudier la dynamique des changements morphologiques de la microglie chez
un animal vivant par I'intermédiaire de la microscopie intravitale multiphotonique chez des souches de souris
transgéniques (Krabbe et al., 2017) (Figure 9).

Figure 9: Dynamique des cellules microgliales apres lésion laser sous microscope biphotonique. (A) microglie au
repos, puis min (B), 15min (C), 32min (D), 1h35min (E), 2h45min (F) apres induction de la Iésion. D’aprés (Krabbe et
al.,, 2017).
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b. Description

Les cellules microgliales sont considérées comme les principales cellules immunitaires résidentes
du cerveau. Elles sont en grand nombre (environ 10-15% des cellules du SNC) et couvrent tout le
territoire du SNC (Lawson et al., 1992). On peut les distinguer des autres cellules résidentes
(macrophages périvasculaires, des méninges et des plexus choroides) de par leur localisation, qui
leur permet d’entrer en contact avec les autres cellules du SNC, notamment les neurones. Ainsi,
il a été montré que les cellules microgliales pouvaient avoir un réle sur la plasticité synaptique :
une déficience en récepteurs spécifiques sur les cellules microgliales empéche I'englobement de
bourgeons synaptiques durant le développement cérébral, pouvant ainsi causer des troubles

(Reshef et al., 2017) (Figure 10).
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Figure 10: La plasticité synaptique est dépendante des cellules microgliales. (B) Chez une souris saine non
transgénique, des synapses se forment (fleches bleues), restent (fleches vertes) ou sont éliminées (fléches rouges) en
24h. (C) Chez une souris déficiente en CX3CR1, un récepteur présent a la surface des cellules microgliales, les
synapses sont moins éliminées (moins de fléches rouges), et peu sont nouvellement formées (moins de fleches
bleues). D’apres (Reshef et al., 2017).

Les cellules microgliales ont une origine mésenchymale (en provenance du sac vitellin ou yolk
sac), contrairement aux monocytes circulants par exemple, qui ont une origine ectodermale. De
plus elles ont une longue durée de vie, et un turnover trés lent, se faisant par renouvellement

local (en anglais, self-renewal) (Goldmann et al., 2016; Saijo and Glass, 2011).
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Ces cellules sont capables de changer de forme en cas de stimulus : on parle de phénotypes ou
d’état d’activation (Saijo and Glass, 2011). En condition physiologique, la microglie posséde de
nombreux embranchements (ou ramifications), et surveille son environnement en appliquant
sans cesse des contacts cellulaires avec les autres cellules environnantes. Par exemple, en
condition physiologique les neurones produisent de la fractalkine (ou CX3CL1, L pour ligand), une
molécule dont la microglie possede le récepteur (ou CX3CR1, R pour récepteur). En cas d’atteinte,
CX3CL1 n’est plus exprimée par les neurones et la microglie s’active (Cardona et al., 2006). Selon
la nature du stimulus, et selon la cinétique, la microglie possede un large panel d’états d’activation
ou phénotypes, dont les extrémes sont les phénotypes pro- (M1) et anti-inflammatoire (M2)
(Perego et al., 2011; Pisanu et al., 2014). Cette notion M1-M2 est de plus en plus désuéte car
estimée trop simpliste, elle permet néanmoins d’avoir une notion générale de I'état pro- ou anti-
inflammatoire et ainsi élaborer d’éventuels traitements forcant un switch de phénotype de la
microglie (Drieu et al., 2017; Hanisch and Kettenmann, 2007). Lors de son activation, la microglie
adopte également des changements morphologiques : en effet, selon le phénotype, elle peut soit
présenter ses nombreuses ramifications (microglie branchée), jusqu’a completement perdre ses
prolongements et devenir ronde (ou appelée microglie amiboide) (Perry et al., 2010) (Figure 11).
De plus, elle est capable de secréter des médiateurs de l'inflammation comme des IL, des
chimiokines, du TNF ou du TGF-f (Girard et al., 2013). Ces médiateurs sont destinés a recruter les
autres cellules immunitaires sur le site du dommage et ainsi favoriser la réaction inflammatoire

(ladecola and Anrather, 2011).
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Figure 11 : Les cellules microgliales possedent une multitude de phénotypes, qui sont exprimés en fonction du type
de stimulus. D’aprés (Perry et al., 2010).

c. Robles

Les travaux d’Hortega ont pointé différents réles potentiels des cellules microgliales. Il avait
proposé que les cellules microgliales i) apparaissaient dans le cerveau au cours du développement
cérébral, ii) qu’elles pouvaient se déplacer dans le tissu via des réseaux de fibres ou en suivant les
vaisseaux sanguins, iii) qu’elles pouvaient changer de forme, iv) qu’elles étaient réparties
uniformément dans tout le cerveau, avec trés peu de variabilité, v) qu’elles occupaient un
territoire qui leur était propre. Il s'avere que toutes les suppositions d’Hortega se sont vérifiées
et sont d’ailleurs toujours d’actualité. Leur principal réle reste toutefois de combattre une
infection ou de nettoyer le systeme nerveux central (SNC) ayant subi une Iésion (Hanisch and

Kettenmann, 2007). Elles sont pour cela capables de phagocyter les débris (Brown and Neher,
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2014), d’englober des synapses (Reshef et al., 2017), de présenter des antigenes (Greter et al.,

2015) et de promouvoir la cicatrice gliale avec I'aide des astrocytes (Silver and Miller, 2004).

En plus de tous ces roles plutot attribués a des stimuli aigus, la microglie peut aussi jouer un role
dans le cadre d’une inflammation chronique. En effet, plusieurs groupes s’accordent sur le fait
gu’en cas de maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer ou une infection a
prions, la microglie adopte un autre phénotype considéré comme « légerement activé » ou
« silencieux ». On retrouve régulierement dans la littérature le terme de priming, faisant
référence a un processus latent, silencieux mais qui, suite a un deuxiéme stimulus aigu, provoque
une réponse exacerbée des cellules microgliales. Ce concept de priming a été démontré dans un
modéle expérimental de maladie a prions (Hughes et al., 2010). Pour cela, les auteurs ont injecté
des billes de latex inertes dans I’hippocampe de souris saines ainsi qu’a des souris ayant été
exposées a un prion. Quelques heures aprés I'injection des billes, seules les cellules microgliales
des souris infectées ont phagocyté celles-ci, prouvant ainsi que ces cellules, méme en étant
morphologiquement identiques a celles d’'une souris saine, répondent de maniere exacerbée a

un stimulus (Hughes et al., 2010) (Figure 12).
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Figure 12: Concept du priming microglial. Suite a une infection a prions, les cellules microgliales phagocytent les
billes de latex (image de droite), contrairement aux cellules microgliales d’une souris saine (image de gauche). Les
cellules microgliales ont été marquées avec le marqueur de phagocytose CD68. D’aprés (Hughes et al., 2010).

Plus généralement, le concept de priming a été validé dans le contexte des maladies

neurodégénératives (Perry and Holmes, 2014). Cet état « d’activation » serait di a une
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accumulation de protéines mal conformées. C'est a se demander si le seul fait de vieillir pourrait

mener a un état de priming microglial (Von Bernhardi et al., 2015).

2. Macrophages périvasculaires

a. Historique

Les macrophages périvasculaires (ou PVM pour perivascular macrophages) ont été, contrairement aux cellules
microgliales, découverts que tres récemment. Apres avoir été décrits comme des « cellules perivasculaires
fluorescentes » par Fleischhauer en 1964 (Fleischhauer, 1964), puis comme des « cellules microgliales péricytiques »
par Mori et Leblond en 1969 (Mori and Leblond, 1969), c’est Masao Mato qui a réalisé le plus d’expériences de
caractérisation de ces cellules. Il les nomma alors « cellules périthéliales granulaires fluorescentes » en 1980 (Mato
et al., 1980) (Figure 13). Les PVM ont alors été nommés « cellules de Mato ».

e

Figure 13 : Description des cellules de Mato (1980 ; maintenant nommées macrophages périvasculaires). Ici la
cellule de Mato est indiquée par GP pour Granular Pericytic cell. (1) Schéma représentant la localisation des cellules
de Mato. (2) Les PVM peuvent phagocyter des colorants (ici, de la peroxydase). (3) Image de microscopie
électronique dévoilant de nombreuses granulations (en gris foncé) dans un PVM.

Puis, en 1986, c’est Hickey et Kimura qui les renommeérent « cellules microgliales périvasculaires » (Hickey and
Kimura, 1988). Enfin, Graeber et collaborateurs, en 1989, les nommerent cellules périvasculaires ED-2
positives (Graeber et al., 1989) : ED-2, ou autrement appelé CD163 (pour cluster of differentiation 163) correspond a
un récepteur scavenger (en frangais, éboueur) découvert par Jan Krejsek et collaborateurs en 1987 (Onofre et al.,
2009; Zwadlo et al., 1987). Toutes ces dénominations vont dans le sens d’une localisation périvasculaire, d’une cellule
plutét volumineuse contenant des granules autofluorescents, et ayant un réle d’éboueur du cerveau.
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b. Description

Maxime Durant-Fardel a révélé I'existence d’un espace situé entre les vaisseaux sanguins et le
tissu cérébral : I'espace périvasculaire (Traité du ramollissement du cerveau, 1843). Ce concept a
été étudié en détail par Virchow (1851) puis par Charles-Philippe Robin en 1859, d’ou I'autre nom
donné aux espaces périvasculaires : I'espace de Virchow-Robin (Kisler et al., 2017) (Figure 14). Il
s’avere que PVM, comme leur nom l'indique, sont localisés dans I'espace périvasculaire. Au vu de
leur emplacement stratégique au sein du SNC, les PVM seraient pressentis pour avoir des réles

dans la communication entre les différents compartiments.

Glial basal lamina
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Figure 14 : Schéma représentant I’espace périvasculaire (ou espace de Virchow-Robin). Il faut noter que les deux
lames basales (vasculaire et gliale) fusionnent au niveau des capillaires : il n’y a donc plus d’espace périvasculaire
autour des capillaires. D’aprés (Kisler et al., 2017).

Leur origine est mésenchymale (yolk sac), tout comme les cellules microgliales (Goldmann et al.,
2016). Comme la microglie, les PVM sont des cellules a longue durée de vie, et leur turnover se
fait lentement, tout le long de la vie de I'individu (Bechmann et al., 2001a). Contrairement a la
microglie, le turnover des PVM se ferait par le recrutement de monocytes provenant de la
circulation sanguine (Soulas et al., 2009). lls sont peu nombreux comparativement aux autres
cellules du SNC, et sont répartis autour des artéres, artérioles, veinules et veines. Les PYM ne sont
pas retrouvés autour des capillaires de par I'absence d’espace périvasculaire. Ce sont des grosses

cellules pouvant présenter des prolongements, mais généralement de forme allongée au vu du
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manque d’espace qui leur est conféré. Les PVM possédent des granules a lysosomes leur
permettant de nettoyer les déchets du SNC. Une étude a montré que le peptide béta amyloide
était retrouvé en grande quantité dans les PVM dans un modele murin de la maladie d’Alzheimer
(Park et al., 2017). Cette capacité de phagocytose des PVMs est utilisée pour les marquer a l'aide
de fluorophores injectés dans les ventricules cérébraux (Bechmann et al., 2001b) (Figure 15). Par
le biais de la méme méthode il est possible de les dépléter, par injection de liposomes contenant

du clodronate, une substance pro-apoptotique (Polfliet et al., 2001).

GFP/FITC-Dex

Figure 15: L’injection d’un dextran dans les ventricules permet la visualisation des PVM in vivo. Les PVM marqués au
TRITC-dextran (fleches) sont en dehors des vaisseaux sanguins marqués au FITC-dextran, sont distinguables des
leucocytes provenant de la circulation sanguine marqués a la rhodamine-6G, et de la microglie marquée a la GFP
(tétes de fleche). Travaux réalisés au laboratoire.

c. Roéles

Les PVM n’ayant été décrits que récemment, leurs réles physiopathologiques sont encore mal
connus. Toutefois, comme dit précédemment, la communauté scientifique s’accorde sur le fait
de leur role de scavenger, ne serait-ce que par I'expression de récepteurs scavengers (CD163,
CD206) a leur surface. Néanmoins, des études récentes pointent un effet modérateur des PVMs
dans le cadre de pathologies chroniques comme I’hypertension artérielle (HTA) chronique (Faraco
et al., 2016), la maladie d’Alzheimer (Park et al., 2017), la sclérose en plaques (Polfliet et al., 2002)
et trés récemment dans I'accident vasculaire cérébral ou AVC (Pedragosa et al., 2018). Pour
information, I’'HTA concerne une personne sur quatre dans le monde, la maladie d’Alzheimer, 48
millions de personnes en 2015, et la sclérose en plaques, 2,3 millions en 2013 : il est donc essentiel

de mieux comprendre et caractériser le(s) role(s) des PVM.
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3. Autres cellules immunitaires résidentes du SNC

a. Macrophages des méninges et des plexus choroides

Les macrophages des méninges (MM pour meningeal macrophages) et des plexus choroides
(CPM pour choroid plexus macrophages), comme leur nom l'indique, sont situés respectivement
au niveau des méninges, qui enveloppent le cerveau, et au niveau des plexus choroides, situés
dans des ventricules cérébraux (Prinz et al., 2017) (Figure 16). Ces deux types cellulaires
proviennent du sac vitellin, tout comme les cellules microgliales et les PVM (Goldmann et al.,
2016). Toutefois, il a été montré que les CPM ont une durée de vie plus courte que les autres
macrophages résidents, et que leur turnover se fait via le recrutement de monocytes circulants.
En effet, aprés avoir marqués les macrophages résidents a la YFP, une molécule fluorescente,
durant le développement, seuls les CPM n’étaient plus YFP positifs a I’age adulte, contrairement

aux autres macrophages résidents (Goldmann et al., 2016).
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Figure 16 : lllustration des différentes populations de macrophages au sein du SNC. Il faut noter que seules les
cellules microgliales font partie intégrante du tissu cérébral. Les macrophages périvasculaires (ici notés pvM@®), les
macrophages des plexus choroides (coM®) et les macrophages des méninges (mM®) sont les autres types de
macrophages rencontrés dans le SNC. D’aprés (Prinz et al., 2017).
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Les roles des CPM et des MM sont principalement la présentation d’antigénes, I'interaction avec

les lymphocytes, ainsi que la défense de I'organisme (Prinz et al., 2017).

b. Lymphocytes

Il était convenu que le cerveau sain était totalement protégé du systéeme immunitaire via la
présence de la barriere hémato-encéphalique. Toutefois, cette notion parait moins claire de par
le fait que quelques lymphocytes ont été retrouvés dans le parenchyme cérébral en condition
physiologique (Anthony et al., 2003). De plus, la barriére biologique formée au niveau des plexus
choroides n’est pas aussi imperméable que la BHE, permettant un dialogue constant entre
systéme immunitaire et cerveau. D’ailleurs, quelques lymphocytes sont retrouvés dans le stroma
des plexus choroides en condition physiologique (Deczkowska et al., 2016). De plus, des
lymphocytes sont retrouvés dans la circulation du LCS, ce qui suggére qu’il y a une constante

surveillance du SNC par les lymphocytes (Kleine, 2015).

De maniere intéressante, des souris déplétées en lymphocytes T (ce sont des souris SCID pour
severe combined immunodeficiency) ont une neurogenése amoindrie par rapport a des souris
saines : ceci apporte une preuve supplémentaire que le systeme immunitaire peut jouer un role

dans le fonctionnement du SNC (Ziv et al., 2006) (Figure 17).
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Id 28d Figure 17: La neurogenése est
compromise chez des souris déplétées
: \éV(i;lﬁstype en lymphocytes (SCID) comparativement
aux souris saines (wild-type). (A)
Quantification a 2, 7 et 28 jours apreés la
premiére injection d’un marqueur de
BrdU/DCX BrdU/NeuN prolifération cellulaire (BrdU) du
nombre de cellules nouvellement
formées (BrdU*), co-marquées avec soit
un marquage de neurogenese (double-
cortine, DCX), soit un marqueur
neuronal (NeuN). (B) Images
représentatives du co-marquage
BrdU/DCX (DCX en vert) chez une souris
saine (a gauche) et chez une souris SCID
(a droite). (C) Images représentatives du
co-marquage BrdU/NeuN (NeuN en
rouge) chez une souris saine (a gauche)
et chez une souris SCID (a droite). Les
fléches indiquent la présence de co-
marquage. D’aprés (Ziv et al., 2006).

Cells per dentate gyrus

c. Cellules dendritiques

Les DC sont spécialisées dans la présentation d’antigénes : elles sont d’ailleurs parfois renommeées
cellules présentatrices d’antigene (ou APC, de antigen presenting cells). Les DC sont
classiqguement détectées par deux comarquages dans le SNC : elles sont doublement positives
pour CD11c et le complexe majeur d’histocompatibilité-2 ou CMH-II (ou MHC-Il pour major
histocompatibility complex-Il) (Gottfried-Blackmore et al., 2009). Chez des souris saines, elles ne
sont pas détectables dans le parenchyme cérébral. Néanmoins, elles sont retrouvées en faible
nombre dans |'espace périvasculaire, les méninges et les plexus choroides (McMenamin, 1999).
Dans le cadre de l'ischémie cérébrale, le nombre de DC augmente dés une heure apres la
survenue de I’AVC, puis leur nombre augmente continuellement jusqu’a atteindre un pic a 6 jours
(Kostulas et al., 2002). De maniére intéressante, la microglie adopte elle aussi un phénotype de
cellule présentatrice d’antigene suite a 'AVC : le nombre de cellules OX62* (marqueur de DC)

également marquées avec OX42* (plus communément connu sous le nom de CD11b, un
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marqueur de cellules microgliales/macrophages) augmente jusqu’a également atteindre un pic a
6 jours (Kostulas et al., 2002). De plus, les DC sont associées a une production de cytokines pro-
inflammatoires, suggérant un role fonctionnel des DC dans les processus physiopathologiques liés
a la survenue d’un AVC. Dans une autre étude il a été montré que les DC étaient capables de
présenter des antigénes aux lymphocytes T dans le cadre d’une infection par Listeria (Hayashi et
al., 2009). Enfin, une autre étude a évoqué que les DC pouvaient avoir un réle dans le processus
de vieillissement : en effet, des DC sont retrouvées en nombre significativement plus important
dans le cerveau des souris agées par comparaison a des souris jeunes adultes (Kaunzner et al.,

2012) (Figure 18).

Young Aged
D
{
6.02 % 219
& o &
AME S
s 94.0 @ 78.1
S
FSC-W FSC-W
B E 2 40 -
3
*%
& 304
L
>-
w20 4
=
8 10 -
[
o
Young Aged

Figure 18 : Accumulation de cellules dendritiques (DC) dans le cerveau de souris dgées. (A) Image de microscopie
d’une coupe de cerveau d’une souris jeune (young). Les points blancs sont des cellules EYFP* (positives pour le
marqueur CD11c fluorescent dans le jaune). (B) Méme type d’image mais chez une souris dgée (aged): on constate
de visu plus de points blancs dans le cerveau d’une souris dgée, correspondant a une accumulation de DC CD11c".
(C) et (D) Quantification du nombre de cellules EYFP* chez les souris jeunes (C) et dgées (D) : 6,02% des cellules sont
EYFP* chez les souris jeunes ; 21,9% chez les souris dgées. (E) Pourcentage de cellules EYFP* par rapport au nombre
de cellules EYFP chez les souris jeunes et dgées. D’apres (Kaunzner et al., 2012).
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Résumé

La réaction inflammatoire est un phénomeéne complexe faisant intervenir les cellules
immunitaires résidentes du tissu lésé, et les cellules immunitaires provenant de la circulation
sanguine. Les acteurs de I'inflammation peuvent étre scindés en deux catégories. Tout d’abord,
'immunité innée permet de limiter I’étendue de la lésion/infection et d’amplifier la réaction
inflammatoire via des médiateurs comme les cytokines/chimiokines. L'immunité adaptative,
majoritairement représentée par les lymphocytes, cible spécifiquement I’agent pathogéne pour
le dégrader par les lymphocytes tueurs; I'agent pathogéne est aussi mémorisé par les
lymphocytes mémoire afin d’améliorer la réaction inflammatoire en cas d’une nouvelle atteinte

par ce méme agent pathogeéne.

Le cas de I'inflammation cérébrale est différent d’autres régions du corps du fait de la présence
de la BHE. Il est toutefois possible que cette BHE soit endommagée, ceci permettant
Iinfiltration des cellules immunitaires au sein du parenchyme cérébral. De plus certaines études
ont montré qu’en condition physiologique I’ouverture de la BHE serait dynamique en fonction
de nombreux facteurs comme le cycle du sommeil, I’age ou encore la composition de la flore
intestinale (Keaney and Campbell, 2015). De plus, il existe des régions cérébrales dépourvues
de BHE ou le trafic de cellules immunitaires est rendu possible, méme en condition
physiologique (Engelhardt and Ransohoff, 2005; Ziv et al., 2006). Ceci va a I’encontre de
précédents travaux concernant le statut « privilégié » du SNC qui serait protégé du systeme
immunitaire périphérique. Mais ceci prouve I'existence d’un véritable lien entre la périphérie

et le SNC via les cellules immunitaires.
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3. L'inflammation dans le cadre de I'accident
vasculaire cérébral ischémique

Généralités sur I'accident vasculaire cérébral

1. Historique

C’est sans le savoir qu’Hippocrate (environ 460-380 avant JC) avait introduit la notion d’AVC en décrivant la condition
d’apoplexie, une maladie qu’il a caractérisée par une perte de conscience qui s’ensuit d’'une mort soudaine de
I'individu. L'apoplexie ayant été caractérisée par 'arrét de la perfusion sanguine par Claude Galien (129-216), puis a
un saignement interne de I'organe, on peut penser que I'apoplexie décrite par Hippocrate correspondait en fait a
une hémorragie cérébrale. En fait, Jacob Wepfer (1620-1695) a montré que, suite a une apoplexie, quelque chose
empéchait la venue du sang dans le cerveau : dans certains cas, il y avait un saignement (c’est I’AVC hémorragique),
et dans d’autres cas, les vaisseaux sanguins étaient bouchés (c’est I’AVC ischémique). Les premieres chirurgies visant
a déboucher les artéres ont vu le jour au début du 19%™ siécle et ont été menées par Amos Twitchell (1781-1850).
Plus précisément, Amos Twitchell avait postulé qu’il fallait retirer le cholestérol au niveau de la paroi artérielle car il
favorisait la survenue de |'apoplexie: cette technique est toujours utilisée de nos jours, sous le nom
d’endartériectomie carotidienne. Avec I'apparition de nouvelles techniques d’imagerie comme I'angiographie (1927),
inventée par Egas Moniz (1874-1955), les méthodes de détection des apoplexies se perfectionnaient. Pour
I’'anecdote, Moniz a aussi inventé la lobotomie (il a regu le prix Nobel en 1949 pour cette invention), qu’il voulait
utiliser comme moyen de traitement contre I’hnomosexualité. Son prix Nobel ne lui a pas été destitué.

En 1928, I'apoplexie cérébrale devient « accident vasculaire cérébral », et est séparé en deux catégories, ischémique
ou hémorragique. Le premier traitement médicamenteux de I’AVC voit le jour en 1976 : Henry Barnett (1922-2016)
a découvert que I'aspirine pouvait empécher la formation des caillots chez les populations a risque, et éviter la
formation de nouveaux caillots chez des patients ayant auparavant subi un AVC.

En 1994, I'imagerie par résonance magnétique (inventée par Paul Lauterbur et Peter Mansflied en 1971) devient
I'imagerie diagnostique de référence des AVC.

2. Définition

L’AVC est défini comme « I'apparition et I'installation soudaine de signes cliniques localisés ou

globaux de dysfonction cérébrale sans autre cause apparente qu’une origine vasculaire ».

On distingue deux types d’AVC. L'AVC hémorragique correspond a une rupture d’un vaisseau
sanguin cérébral entrainant une extravasation du sang au niveau du tissu cérébral. Ce type d’AVC
intervient dans 20% des cas. L'AVC ischémique, qui intervient dans 80% des cas, correspond a une
interruption du flux sanguin par obstruction d’un vaisseau sanguin cérébral par un caillot

(thrombus ou embole).
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D’aprés I'organisation mondiale de la santé (OMS), 15 millions de personnes par an subissent un
AVC dans le monde. De ces 15 millions, 5 millions de personnes sont mortes et 5 millions sont
handicapées a vie. L'AVC est d’ailleurs la premiére cause de handicap acquis chez I'adulte, et, de
surcroit, la seconde cause de mortalité et de démence dans les pays développés (toujours d’apres
I’OMS). Par exemple, aux Etats-Unis, un AVC arrive toutes les quarante secondes, et une personne
meurt d’'un AVC toutes les 4 minutes (selon I’American Stroke Association). En France, cette
pathologie touche environ 130 000 personnes par an, dont environ 60 000 déceés. Les personnes
agées de plus de 65 ans sont les plus majoritairement concernées par cette pathologie ; toutefois,

un quart des personnes ayant subi un AVC ont moins de 55 ans.

Il.  Traitements de I’AVC approuveés en clinique

1. Traitement pharmacologique

De nos jours, le seul traitement médicamenteux validé pour le traitement de I’AVC ischémique
est l'injection intraveineuse de I'activateur tissulaire du plasminogéne ou tPA (pour tissue-type
plasminogen activator) (National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study
Group, 1995). Le fait est qu’en réalité peu de patients sont éligibles pour la fibrinolyse : environ
5% seulement des patients atteints d’AVC ischémiques sont traités au tPA (Goldstein, 2016). Ce
traitement possede plusieurs limites : la fenétre thérapeutique est courte (<4,5 heures), le risque
hémorragique est augmenté, la mortalité est aussi augmentée, et le taux de reperfusion est assez

faible (seulement 1/3 des patients ont une reperfusion compléte).

Ce maigre choix de traitement pharmacologique contraste avec plus de 1000 molécules déja
testées qui ont montré un effet bénéfique dans les modeéles expérimentaux d’occlusion
mécanique de ’ACM. Cet échec dans la translation de la paillasse a la clinique montre qu’il est
essentiel d’étudier la physiopathologie de ’AVC dans d’autres modéles expérimentaux, en
choisissant un modele qui se rapproche au plus pres de la réalité clinique, afin de pouvoir trouver
des traitements de I’AVC. Pour cette raison, depuis quelques années, des nouveaux modeles
expérimentaux d’AVC ont été développés et ont cherché a créer des vrais caillots au sein des

artéres cérébrales via 'injection de thrombine directement dans I’ACM (Orset et al., 2007, 2016),
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I'application de chlorure de fer (Karatas et al., 2011) ou par photothrombose (Labat-gest and

Tomasi, 2013).

2. Traitement mécanique

En plus de la thrombolyse médicamenteuse réalisée par injection intraveineuse de tPA, depuis
2016 le retrait mécanique du thrombus est devenu aussi traitement de référence (Bracard et al.,
2016). Ce thrombus peut soit étre aspiré par succion, soit retiré a I'aide d’un filament au bout
duquel est fixé un stent ou un coil : c’est la thrombectomie mécanique (Figure 19). Le filament est
inséré par voie fémorale, remonte dans le cceur puis passe par 'aorte et enfin arrive au niveau
des principales arteres qui irriguent le cerveau (Raychev and Saver, 2012). Les patients qui
peuvent bénéficier de la thrombectomie mécanique sont ceux dont I'occlusion artérielle se
produit uniqguement sur les grosses artéres a la base du cerveau, par souci d’accessibilité

(Lapergue et al., 2018).

Coil retriever

Access through
femoral artery

Figure 19 : Thrombectomie mécanique, soit par aspiration, soit a I’aide d’un coil ou d’un stent.
La thrombectomie mécanique peut étre associée a la thrombolyse par tPA. Une étude de cas a
montré des effets bénéfiques de cette association lors d’une large occlusion (Cobb et al., 2017).
L’essai clinique THRACE a montré i) qu’il n’y avait pas d’effet sur la mortalité du double traitement

et que ii) cela permettait une meilleure récupération fonctionnelle (Bracard et al., 2016; Morelli
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et al.,, 2017). Une récente méta-analyse a montré que le double traitement permettait une
meilleure récupération fonctionnelle, une meilleure recanalisation de l'artére, ainsi qu’une
diminution significative de la mortalité comparé a la seule thrombolyse par tPA (Mistry et al.,
2017). Une autre étude a confirmé ces résultats dans le cadre d’occlusions proximales de I’ACM

(Lobsien et al., 2016).

Concernant la fenétre thérapeutique, une étude récente a montré que contrairement a la
fibrinolyse par tPA, la thrombectomie mécanique conservait des effets bénéfiques au-dela de 6h

apres la survenue de I'AVC (Vidale et al., 2018).

En France, 1 222 personnes étaient concernées par la thrombectomie mécanique en 2011 ; elles
étaient 2918 en 2015, et de 4589 en 2016. Toutefois il faut rappeler que cette intervention n’est
que trés peu pratiquée pour le moment : elle se fait pratiquer par des neuroradiologues
interventionnels (ils étaient 140 en France en 2016), dans des centres de neuroradiologie
interventionnelle (37 centres en France en 2016). De plus, la thrombectomie ne peut étre
pratiquée que lors d’AVC survenant sur de gros vaisseaux. Il est donc nécessaire de trouver de

nouvelles cibles thérapeutiques pouvant couvrir un nombre plus important de patients.

lIl.  Physiopathologie de ’'AVC

Pour trouver des nouvelles cibles thérapeutiques pouvant couvrir un nombre plus important de
patients qui ne peuvent pas étre traités ni par tPA ni par thrombectomie, il faut connatitre la
physiopathologie de 'AVC. A ce jour, il est généralement accepté que les mécanismes participant
a la physiopathologie de I’AVC sont |’excitotoxicité, les dépolarisations envahissantes, I’apoptose

et I'inflammation (Dirnagl et al., 1999) (Figure 20).
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Figure 20 : Cascade des événements suite a la survenue d’un AVC ischémique. Quelques minutes seulement aprés la
survenue de I’AVC, les neurones du core de I'ischémie meurent par excitotoxicité. Ceci a pour conséquences des
vagues de dépolarisation des neurones autour de la Iésion, puis une entrée des neurones en apoptose. Enfin,
I'inflammation prend place, et se maintient dans le temps. D’aprés (Dirnagl et al., 1999).

1. Excitotoxicité

Suite a la survenue de I’AVC, les neurones avoisinant le vaisseau obstrué sont en souffrance. En
effet, les neurones ne possédent pas de réserves énergétiques, ils ont donc besoin d’un apport
constant en oxygene et nutriments. De fait de I'obstruction, il n’y a plus d’apport en oxygéne et
nutriments : les neurones se meurent. Ce stress hyper-active les neurones : ils vont alors produire
en grandes quantités un neurotransmetteur excitateur qu’est le glutamate. Le glutamate va se
fixer sur les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (ou NMDA) du compartiment post-synaptique
entrainant une trop grande entrée d’ions calcium (Ca?*). Les ions Ca?* en excés vont alors activer
des enzymes capables de dégrader les structures cellulaires comme I’ADN ou le cytosquelette,
menant a la mort du neurone : c’est le phénomeéne d’excitotoxicité. Ce phénomene a été décrit
dans les années 50 par Hayashi : il avait remarqué qu’une trop forte quantité de glutamate
pouvait entrainer des crises d’épilepsie. L'excitotoxicité a été également décrite dans d’autres
pathologies comme les traumatismes craniens et de la moelle épiniére, ou comme dans la

maladie d’Alzheimer.
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2. Dépolarisations envahissantes

Le phénomene d’excitotoxicité a pour conséquence une trés importante augmentation de
concentration en glutamate dans le tissu lésé par I'ischémie. De ce fait, le glutamate en exces va
venir activer les neurones voisins, qui, du fait de leur sensibilité au glutamate, vont également
s’hyperactiver, et donc produire de plus en plus de glutamate. Ce phénomene s’étend au tissu
non lésé, qui devient alors lui aussi en souffrance : c’est le phénoméne de dépolarisations
envahissantes (on parle aussi de dépression envahissante ou de spreading depression). De
maniére intéressante, il a été montré que les ondes de dépolarisation pouvaient réverbérer dans
les cerveaux des gyrencéphales, amplifiant de facto l'effet délétére des dépolarisations
envahissantes (Santos et al.,, 2014). Les phénomenes de dépolarisations envahissantes sont

responsables de la formation de I'cedéme cytotoxique (Dreier et al., 2015).

3. Apoptose

L’entrée massive des ions Ca?* a d’autres conséquences que l'entrée de glutamate via les
récepteurs NMDA. En effet, les ions Ca?* vont également agir sur le fonctionnement des
mitochondries : ils vont s’y accumuler, entrainant la formation de dérivés réactifs de I'oxygene,
et un arrét de la production d’adénosine triphosphate (ou ATP). De plus, I'entrée de Ca?*
s’accompagne d’un déséquilibre ionique, menant a un gonflement de la mitochondrie (cedeme).
La mitochondrie étant en souffrance, elle va libérer les ions Ca?*, et les radicaux libres oxygénés,

qui vont aboutir au déclenchement de la mort programmée de la cellule via I'activation des

caspases : c’'est le phénomeéne d’apoptose (Kristian and Siesjo, 1996).

4. Réaction inflammatoire
La réponse inflammatoire est un processus mis en place dés les premiers instants et perdure dans
le temps, ce qui en fait une cible thérapeutique intéressante, puisque potentiellement

modulable a tout temps. Un schéma de la réaction inflammatoire déclenchée par I'AVC

ischémique est présenté dans la Figure 21.
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Figure 21 : Schéma résumant les cellules immunitaires impliquées lors de la réaction inflammatoire. (A) Au sein du
tissu sain se dressent les macrophages et les cellules dendritiques, qui surveillent constamment si le tissu n’est pas
endommagé. (B) En cas de dommage, les macrophages et les cellules dendritiques s’activent, phagocytent des
débris et sécrétent des cytokines/chimiokines pro-inflammatoires menant a I’activation des cellules endothéliales
locales et au recrutement des leucocytes (neutrophiles et monocytes) provenant de la circulation sanguine. Ce
recrutement se fait par diapédeése gréce aux molécules d’adhésion exprimées a la paroi des cellules endothéliales. Si
cette réaction n’est pas suffisante, les lymphocytes vont également étre recrutés

a. Réaction de I'immunité résidente

Cellules microgliales

Comme expliqué précédemment, les cellules microgliales font partie de I'immunité résidente du
cerveau. Elles jouent un role de sentinelle en condition physiologique, surveillant constamment
I'activité du tissu cérébral. Dans le cadre de I'ischémie cérébrale, les cellules microgliales sentent
la souffrance neuronale par plusieurs moyens. Comme déja évoqué précédemment, les neurones
en souffrance arrétent de produire la fractalkine (ou CX3CL1), une chimiokine normalement
continuellement exprimée et captée par les cellules microgliales via leurs récepteurs CX3CR1. De

plus, les neurones expriment de la phosphatidylsérine a leur surface (elle est normalement
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contenue dans le corps cellulaire) lorsqu’ils entrent en apoptose : la phosphatidylsérine est alors
détectée par les cellules microgliales qui expriment son récepteur (Napoli and Neumann, 2009).
Enfin, les neurones en souffrance sont capables de produire du TNF, qui est une cytokine pro-
inflammatoire pouvant interagir avec les récepteurs de type Toll, aussi exprimés par les cellules

microgliales (Janelsins et al., 2008).

Les cellules microgliales, suite a I'ischémie, peuvent adopter différents phénotypes, passant d’un
état « au repos » a un état « activé ». Comme discuté précédemment, il existe deux états
d’activation principaux (méme si c’est un peu caricatural) : les cellules microgliales peuvent étre
plutét pro- ou plutét anti-inflammatoires. Le phénotype dépend de la cinétique de la réaction
inflammatoire, et donc de la présence de telle ou telle cellule immunitaire ainsi que des
cytokines/chimiokines exprimées. En effet, si I'on observe un taux élevé de cytokines pro-
inflammatoires comme par exemple le TNF libéré par les neurones en souffrance, les cellules
microgliales vont adopter un profil pro-inflammatoire : elles vont alors produire un grand nombre
de cytokines pro-inflammatoires et des dérivés réactifs de I'oxygene, permettant le recrutement
des leucocytes provenant de la circulation sanguine (Benakis et al., 2015). De plus, elles vont
développer une morphologie amiboide, caractéristique des macrophages: ce changement
morphologique s’accompagne d’une augmentation de CD68, un marqueur de phagocytose
(Perego et al., 2011) (Figure 22). La microglie exprime également Ym1 (ou chitinase-3-like protein
3), qui joue un role dans le chimiotactisme des lymphocytes. De plus, elles expriment du CD206,
le récepteur au mannose, qui a un réle de scavenger (Galea et al., 2005). Enfin, en plus d’exprimer
CD11b (comme toutes les cellules myéloides) les cellules microgliales peuvent, comme le présage
I'expression d’Ym1, présenter des antigénes: elles expriment alors CD11lc, comme les DC

(Caravagna et al., 2018).
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Figure 22 : Les différentes expressions moléculaires de la microglie (A) 24h et (B) 7 jours aprés un AVC ischémique. Il
est important de noter que cette étude se base sur un modele expérimental d’ischémie cérébrale permanente : le
modele d’électrocoagulation de ’ACM. D’aprés (Perego et al., 2011).

Enfin, en plus de changer de morphologie et de phénotype, les cellules microgliales sont capables
de proliférer dans le cadre de 'ischémie cérébrale. En effet il a été montré dans divers modéles
expérimentaux (transitoires et permanents) que la microglie, dés les premiéres 24 heures, était
retrouvée en plus grand nombre dans I’"hémisphére ipsilatéral (Gelderblom et al., 2009; Zhou et

al., 2013).

Macrophages

Le role des autres macrophages résidents du cerveau (a savoir les PVM, les CPM et les MM) dans
le cadre de I'ischémie cérébrale sont peu connus. Il a été montré que les plexus choroides étaient
une voie clé du passage des lymphocytes dans le cadre de I’AVC ischémique (Llovera et al., 2017).
Du fait de leur interaction connue avec les lymphocytes (Hickey and Kimura, 1988), il est possible
gue les CPM soient responsables, du moins en partie, de cette infiltration. Pour continuer dans

cette idée, il a été montré que les CPM exprimaient CD11c, un marqueur reflétant la capacité a
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présenter des antigénes aux lymphocytes (Chinnery et al.,, 2010), méme ceci n’a jamais été
prouvé. Le role des MM dans I’AVC est mal connu. Il a été montré qu’un autre type cellulaire au
niveau des méninges pouvait avoir un role délétere dans I'ischémie cérébrale : les mastocytes

(Arac et al., 2014).

b. Réaction endothéliale

Comme il a été précédemment décrit, les EC au niveau cérébral forment des jonctions serrées
entre elles pour former la BHE, empéchant le passage des leucocytes dans le tissu cérébral en
condition physiologique. Méme si cette notion est a prendre avec beaucoup de précautions
(Engelhardt and Ransohoff, 2005), il en est de fait qu’en conditions pathologiques comme dans le
cadre de I'AVC, cette BHE devient perméable, permettant ainsi l'infiltration des leucocytes par
migration transendothéliale (Gauberti et al., 2013; Montagne et al., 2012). Les EC, suite a 'AVC,
et parallelement a I'activation des cellules microgliales, vont alors s’activer : les jonctions serrées
se rétractent, et les premiéres molécules d’adhésion cellulaire (les sélectines) sont exprimées a
leur surface. S’en suit I'adhésion des leucocytes via les molécules d’adhésion VCAM-1 et ICAM-1
(Deddens et al., 2017; Gauberti et al., 2013). Enfin, la transmigration des leucocytes a travers les

EC se fait via PECAM-1 (Muller, 2002).

c. Recrutement des leucocytes

Il est intéressant de noter que la dynamique de la réaction inflammatoire suite a ’AVC dépend du
modéle expérimental étudié. Selon si le modele est transitoire ou permanent, ou selon sous quel
abord la chirurgie est pratiquée (branche distale ou proximale de I’ACM), la réaction

inflammatoire est différente, tout comme le volume de Iésion et les régions cérébrales lésées.

Les neutrophiles sont les premiers leucocytes circulants recrutés dans le cadre de I'AVC. Leur
principal role est de libérer leurs granulations riches en médiateurs de I'inflammation pour
amplifier la réaction inflammatoire. Un débat existe sur la localisation des neutrophiles dans le

tissu cérébral : en effet, certaines études montrent qu’ils se situent directement dans le tissu
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(Gelderblom et al., 2009; Zhou et al., 2013); d’autres montrent qu’ils se restreignent dans

I’espace périvasculaire (Enzmann et al., 2013).

Les lymphocytes sont recrutés quelques jours apres la survenue de I'AVC ischémique. lls
participent au nettoyage des débris cellulaires et a la production de cytokines/chimiokines
promouvant l'infiltration de macrophages. Il a été récemment proposé que la principale voie
d’entrée des lymphocytes dans le tissu lésé ne serait pas la voie transendothéliale nommée
précédemment, mais a travers les plexus choroides (Llovera et al., 2017). En effet dans I’étude de
Llovera et collaborateurs, la photothrombose des plexus choroides provoquait une diminution du

nombre de lymphocytes infiltrés dans le tissu |ésé 5 jours apres I'ischémie cérébrale.

Les monocytes circulants vont étre recrutés a des phases tardives au méme titre que les
lymphocytes (Garcia-Bonilla et al., 2016; Wattananit et al., 2016). Ils vont permettre le nettoyage
des débris cellulaires et la réparation tissulaire. Empécher la venue des macrophages ne semble

pas bénéfique dans le cadre de I’AVC ischémique, du moins dans les modeles expérimentaux.

d. Réparation tissulaire et cicatrice gliale

La réparation tissulaire comprend la neurogenése, la formation de nouvelles dendrites
(dendritogenese), la prolifération d’oligodendrocytes ainsi que le renouvellement de la matrice
extracellulaire (Peruzzotti-Jametti et al., 2014). La réparation tissulaire fait intervenir les
astrocytes, dont I'expression de la protéine acide fibrillaire gliale (ou GFAP pour glial fibrillary acid
protein) augmente fortement. Cette protéine sert de matrice/soutien aux cellules nouvellement
formées. D’autres molécules sont également fortement exprimées lors de la réparation
tissulaire : c’est par exemple le cas des molécules de la matrice extracellulaire comme les

protéoglycanes chondroitine-sulfate (ou CSPG pour chondroitin-sulfate proteoglycans).

En plus de la réparation du tissu cérébral, il y a également formation de nouveaux vaisseaux
sanguins : c’est 'angiogenese. Cette angiogenese est médiée par 'immunité innée, et notamment
par les monocytes/macrophages (Liu et al., 2016). De plus, les macrophages, ainsi que la

microglie, produisent des cytokines anti-inflammatoires comme le TGF-B et de I'lL-10, suite a la
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phagocytose des débris cellulaires (Denes et al., 2007; Schilling et al.,, 2005). Le TGF-B va
supprimer l'inflammation en inhibant la production de lymphocytes helper tout en facilitant le
recrutement de lymphocytes mémoire (Taylor et al., 2006). L'IL-10 est produite par les cellules
immunitaires, et notamment par les lymphocytes mémoire: elle a des propriétés

neuroprotectrices et également anti-inflammatoires (Liesz et al., 2009).

IV. Les différents modeles expérimentaux d’AVC

Il est trés important de noter que, historiquement, deux modéles ont été utilisés dans la
recherche préclinique sur les AVC: ce sont les modeéles d’occlusion mécanique de I’ACM
(transitoire ou permanente), ou bien I'occlusion permanente par électrocoagulation de ’ACM.
C’est donc grace a ces modeles que beaucoup de cibles thérapeutiques ont été identifiées.
Malheureusement, mis a part le tPA, aucun traitement testé jusqu’a aujourd’hui n’a montré un
clair effet bénéfique en clinique, malgré des résultats prometteurs mis en évidence dans la
recherche préclinique. Au vue de cet échec dans la translation vers la clinique, d’autres modeéles
expérimentaux ont été développés dans les derniéres années: les modeéles

thromboemboliques par photothrombose et le modéle thrombine en sont les principaux.

1. Modele monofilament

Ce modele consiste en l'insertion d’un filament de nylon dans la carotide interne, que I'on fait
remonter jusqu’au niveau de la bifurcation de I’ACM, qui est alors occlue a sa base. Le temps
d’occlusion peut étre soit transitoire et varier de 30 minutes a 90 minutes (Gelderblom et al.,
2009; Zhou et al., 2013), soit le filament peut étre laissé de maniére permanente (Chu et al., 2014;
Pedragosa et al., 2018). Généralement la lésion comprend le cortex, le thalamus et le striatum,

ce qui correspond a un volume de lésion important (entre 40 et 70mm?3).

Dans les cas d’occlusion transitoire, ce modeéle induit une réaction inflammatoire assez légere,

qui se traduit par une infiltration mineure de leucocytes a des temps tardifs et une légére, voire
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une absence dans certains cas (Gelderblom et al., 2009), de réactivité des cellules microgliales

(zhou et al., 2013).

Dans une étude utilisant le modele monofilament, il a été montré que I'occlusion permanente de
I'ACM (le monofilament a été laissé sur place) entrainait une aggravation de la réaction

inflammatoire comparativement a une occlusion transitoire (1 heure) (Figure 23).

A 3 hpMCAO 24 h pMCAO C 24htMCAO
- a @
14301 + 1136 16737 + 2460 8452 + 1254
D Naive E  Time-matched F Time-matched G Time-matched
3 hsham 24 h sham 24 h sham
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B T cells [ NK cells Il NKT cells [J Dendritic cells

Figure 23 : Inflammation cérébrale apreés I'occlusion (transitoire ou permanente) de I’ACM dans le modéle
monofilament, (A) 3h, (B) 24h aprés occlusion permanente, et (C) 24h apreés occlusion transitoire (1h) de ’ACM. (D)
souris contréle, (E-G) souris témoin-opérées. D’apres (Chu et al., 2014).

Toutefois, il est important de noter que dans ce modele, la fibrinolyse par tPA est délétere, ce qui
ne correspond pas a la réalité clinique (Wang et al., 1998). De plus, il a été démontré que 70% du
volume de lésion est di en fait a la formation de microthromboses secondaires au retrait du

monofilament (Gauberti et al., 2014; Pham et al., 2010) (Figure 24).
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Figure 24 : Les microthromboses secondaires sont responsables de 70% du volume de Iésion final dans le modele
monofilament. Il n’y a pas de microthrombose secondaire dans le modéle thrombine D’aprés (Gauberti et al., 2014).

Il faut noter que lors de la rétractation du filament, les phénomeénes inflammatoires observés

peuvent étre associés aux phénomeénes d’ischémie/reperfusion, et non pas stricto sensu a la mort

neuronale induite par l'ischémie. Il paraitrait cohérent d’associer ce modele (transitoire) a

la

thrombectomie mécanique, puisque lors des deux pratiques un filament est inséré de maniere

transitoire. De plus, la thrombectomie mécanique induit également une reperfusion immédiate

et brutale. Toutefois il n’a pas été montré chez les patients d’effet délétére de la reperfusion, ce

qui est probablement di a une meilleure circulation collatérale et a la présence d’anastomoses,

et aussi la taille de la |ésion, plus petite proportionnellement chez I’humain par rapport aux souris.
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2. Modele d’électrocoagulation

Ce modele consiste en I'occlusion permanente de I’ACM a l'aide de forceps situés de part et
d’autre de I’ACM. Une stimulation électrique provoque I’electrocoagulation de I’ACM, puis 'ACM
est coupée pour éviter toute récanalisation éventuelle. Une craniotomie est nécessaire afin de
découvrir I’ACM. Ce modele expérimental n’induit pas de présence de zone péri-lésionnelle. La
lésion est plus petite que dans le modéle de monofilament (autour de 25mm?3), et se cantonne a
la zone corticale (). La réaction inflammatoire décrite dans ce modele est en revanche plus
importante que dans le modele monofilament, en termes de nombre de cellules immunitaires
infiltrées, et aussi en termes de réaction des cellules microgliales (Zhou et al., 2013). Cette
réaction inflammatoire est aussi exacerbée lorsque I'on regarde le niveau d’expression des
cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-1, de TNF, d’IFN ainsi que des molécules d’adhésion

comme ICAM-1 et VCAM-1 (Zhou et al., 2013).

L’étude de Zhou et collaborateurs montre qu’il ne semble pas y avoir de corrélation entre volume
de lésion et réaction inflammatoire dans les modeéles expérimentaux : la réaction inflammatoire
est plus importante dans le modeéle d’électrocoagulation que dans le modele monofilament, alors
gue le volume de lésion est plus important dans le modele monofilament (Zhou et al., 2013)
(Figure 25). Ceci suggére que la réaction inflammatoire n’a pas I’air de dépendre du volume de

Iésion, mais plutét du modeéle expérimental d’AVC utilisé.
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Figure 25 : Absence de corrélation entre volume de Iésion et réaction inflammatoire. Le marqueur Ibal (microglie)
montre une forte augmentation du nombre de cellules microgliales dans le modéle d’électrocoagulation du cété
ipsilatéral, qui est plus faible dans le modéle transitoire d’occlusion par monofilament. D’aprés (Zhou et al., 2013).

Il est également possible que I'absence de reperfusion dans le modéle d’électrocoagulation soit
responsable de 'augmentation de la réaction inflammatoire. Dans cette idée, il est intéressant de
noter qu’une étude d’occlusion mécanique permanente de I’ACM (ol le monofilament est laissé
sur place de facon permanente), a montré une aggravation de la réaction inflammatoire
comparativement a une occlusion transitoire (1 heure), avec cette fois-ci une lésion plus

importante chez les animaux dont ’ACM a été occlue de facon permanente (Chu et al., 2014).

3. Modele de photothrombose

L'ischémie par photothrombose repose sur le principe d’'un composé chimique, le rose Bengal,
qui réagit a la lumiere, et forme un caillot lorsque la source de lumiére se situe sur le bord du
crane, tandis que le rose Bengal a préalablement été injecté par voie intraveineuse. Cette

manipulation induit un AVC de petite taille (autour de 10-15mm3, selon la zone illuminée), sans
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apparition de zone péri-lésionnelle. Il a été montré dans ce modele qu’il y avait infiltration de
monocytes (préalablement marqués avec des USPIO pour ultrasmall particles of iron oxyde) en
IRM (Oude Engberink et al., 2008), ainsi qu’une infiltration de lymphocytes et d’une augmentation
du niveau de cytokines pro-inflammatoires jusqu’a 14 jours apres la survenue de I’AVC (Feng et

al., 2017).

4. Modeles thromboemboliques

Plusieurs modeles thromboemboliques existent. Un caillot préalablement formé (par du sang
autologue ou hétérologue) peut étre dirigé jusqu’a la base de ’ACM a l'aide d’un filament
(Lehmann et al., 2014). Un caillot peut aussi se former en appliquant sur I'artére du chlorure de

fer ou d’aluminium (Bonnard and Hagemeyer, 2015).

Un autre modeéle d’ischémie thromboembolique a été développé dans notre laboratoire (Orset
et al., 2007). La méme approche est utilisée que dans le modeéle d’électrocoagulation, mais cette
fois-ci ’'ACM n’est pas électrocoagulée mais, a I'aide d’'une micropipette, de la thrombine est
injectée directement dans I’ACM, provoquant ainsi localement la cascade de la coagulation et la
formation d’un caillot riche en fibrine (Le Behot et al., 2014). L'ACM recanalise spontanément
dans les 24 premiéres heures, et une lésion est d’ores et déja établie des 2h30 apres la chirurgie
(Lemarchand et al., 2015). A 24 heures, la |ésion est majoritairement corticale et bien définie,
ressemblant a une Iésion obtenue par électrocoagulation de I’ACM. La différence majeure entre
les deux modeéles est la présence d’une zone péri-lésionnelle dans le modéle

thromboembolique, qui peut étre sauvée par fibrinolyse au tPA (Orset et al., 2007, 2016).

Durant ma these jai étudié la réaction inflammatoire de maniére longitudinale dans ce modele ;

ces résultants font I'objet d’un article en cours de préparation (ETUDE 1).
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Résumé

De nombreuses études expérimentales se sont focalisées sur la réaction inflammatoire induite
par I'AVC, afin d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques visant a moduler la réaction
inflammatoire (Macrez et al., 2011). Le fait est que dans tous les modeéles expérimentaux existe
une réaction inflammatoire. Cependant, la réaction inflammatoire varie en termes d’acteurs,
de cinétique et d’amplitude de la réponse inflammatoire en fonction du modéle expérimental

utilisé.

Lorsque I’on synthétise I’ensemble de résultats obtenus en préclinique, trois concepts semblent

émerger :

- L'occlusion permanente de I’ACM par electrocoagulation induit une forte réaction
inflammatoire

- Le modele d’occlusion mécanique (transitoire ou permanente) de ’ACM provoque
une réponse inflammatoire moins forte que le modéle d’electrocoagulation

- Laréaction inflammatoire n’est pas forcement proportionnelle au volume de lésion :
la Iésion est de grande taille dans le modeéle d’occlusion mécanique transitoire, alors

que la réaction inflammatoire est faible.
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5. Existe-t-il une réponse inflammatoire chez les patients atteints d’AVC ?

Comme il a été précédemment décrit, la survenue d’'un AVC induit indubitablement une réponse
inflammatoire cérébrale, du moins chez I'animal. Méme s’il manque clairement des données
démontrant I'existence d’une réaction inflammatoire post-AVC chez I'humain, et méme suite aux
nombreux échecs des stratégies thérapeutiques visant a moduler la réaction inflammatoire, de
nombreux indices, dont des échantillons humains post-mortem, font entrevoir I'existence d’une
telle réaction chez I’humain. Par exemple, CD68, un marqueur de phagocytose, est surexprimé
post-AVC chez I’humain, comme l'indiquent des coupes de cerveau post-mortem (Rodhe et al.,

2016).

De nouvelles avancées en termes d’imagerie permettent d’imager la neuroinflammation chez
I’hnumain. La tomographie par émission de positons (TEP) permet la détection de I'activation
microgliale via la fixation d’un radiotraceur aux mitochondries exprimées par les cellules
microgliales en cas d’activation (Liu et al., 2014). Plus précisément, les radiotraceurs vont se lier
au TSPO (pour translocator protein) exprimé a la surface des mitochondries des cellules
microgliales, uniquement et spécifiquement lors d’un état d’activation. Le TSPO n’étant pas ou
infiniment peu exprimé a I'état basal, il permet de marquer spécifiguement l'inflammation

puisqu’il est fortement exprimé suite a I’activation microgliale (Liu et al., 2014) (Figure 26).

Figure 26 : Le TSPO est surexprimé par les cellules microgliales suite a leur activation. D’apres (Liu et al., 2014).
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Dés lors, de nombreux radiotraceurs ont vu le jour, dont les plus connus sont le [*C]-PK11195 et
le [*8F]-DPA. Cette perspective a permis la visualisation de I'activation microgliale dans I’AVC chez

I’humain (Price et al., 2006; Thiel and Heiss, 2011; Weinstein et al., 2010) (Figure 27).

PET PET/MRI

13d

Figure 27 : Imagerie TEP de I'activation microgliale 2, 13 et 30 jour aprés un AVC chez I’humain. Ici, le radiotraceur
utilisé est le [**C]-PK11195. D’aprés (Weinstein et al., 2010).

En plus de I'activation microgliale, des cellules immunitaires provenant de la circulation sanguine
sont capables de traverser la BHE, et infiltrer le tissu cérébral en souffrance. Des neutrophiles
infiltrés ont d’ailleurs été retrouvés chez des patients ayant subi un AVC au niveau de la zone

infarcie (Perez-de-Puig et al., 2015), ainsi que des lymphocytes (Doyle et al., 2015).
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6. Vers de nouvelles thérapies pour I'’AVC : traitements ciblant la réponse
inflammatoire

a. Traitements ciblant les effets de I'lL-1

Une méta-analyse a montré que I'administration d’IL-1-RA, un récepteur antagoniste de I'IL-1,
était associée avec une diminution du volume de lésion (Banwell et al., 2009). Néanmoins, un
essai clinigue de phase Il n’a montré aucun effet bénéfique de I'administration sous-cutanée

d’IL1-RA sur la récupération post-AVC (Smith et al., 2018).

b. Traitements ciblant les cellules microgliales

Une étude a montré que la Iésion ischémique était significativement plus importante chez des
souris dont les cellules microgliales ont été déplétées que chez des souris contrbles ischémiées,
traduisant un effet global protecteur des cellules microgliales dans I’AVC ischémique (Szalay et

al., 2016).

Des études ont montré que faire varier le phénotype microglial du stade pro- au stade anti-
inflammatoire pouvait étre protecteur dans le cadre de I'ischémie cérébrale. La minocycline est
un antibiotique capable de détruire les cytokines/chimiokines pro-inflammatoires ainsi que les
caspases responsables de la mort neuronale par apoptose (Morimoto et al., 2005; Wang et al.,
2002; Xu et al., 2004). Dés lors, cette molécule agit sur le phénotype microglial en penchant la
balance du c6té anti-inflammatoire. Il a aussi été montré qu’il était possible de switcher la
microglie de phénotype pro-inflammatoire vers un état anti-inflammatoire en injectant de I'lL-33
(une cytokine anti-inflammatoire) dans les ventricules cérébraux (Yang et al., 2017). Durant ma
these j’ai d’ailleurs rédigé un commentaire dans le Journal of Neurosciences sur cette étude (Drieu

etal.,, 2017).

En cliniqgue, deux études cliniques ont suggéré que la minocycline pouvait étre une cible
thérapeutique envisageable car elle n’entrainait pas d’effets indésirables dans le cadre de 'AVC

ischémique (Lampl et al., 2007; Padma Srivastava et al., 2012), toutefois son effet bénéfique sur
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le volume de lésion ischémique n’a pas encore été démontré a grande échelle (Kohler et al.,

2013).

c. Traitements ciblant les macrophages résidents

Le role des autres macrophages résidents du cerveau (a savoir les PVM, les CPM et les MM) dans
le cadre de I'ischémie cérébrale sont peu connus. Toutefois, une tres récente étude a montré que
leur déplétion par injection intracérébroventriculaire de liposomes contenant du clodronate
permettait une diminution des facteurs de chimiotactisme et une diminution de l'infiltration de
neutrophiles granulocytes, et ce malgré une absence d’effet sur le volume de lésion dans un

modele d’occlusion permanente par monofilament (Pedragosa et al., 2018).

d. Traitements ciblant I'activation endothéliale et I'infiltration des leucocytes

Beaucoup d’études ont ciblé les CAM dans le cadre de I’AVC et ont méme mené a des essais
cliniques. Aucun changement de volume de lésion ischémique n’a été retrouvé chez des souris
déficientes en P-sélectine comparativement a des souris sauvages, et ce malgré une protection
de la BHE et une réduction drastique du nombre de neutrophiles infiltrés chez les souris
déficientes en P-sélectine (Jin et al., 2010). Aucun changement de volume de lésion n’a non plus
été retrouvé chez des souris déficientes en ICAM-1 (Enzmann et al., 2018). Un anticorps ciblant
ICAM-1, I'enlimomab, a montré des effets bénéfiques sur le volume de Iésion et I'adhésion
leucocytaire dans des modeles expérimentaux (Bowes et al., 1995) ; toutefois il n’a pas d’effet
bénéfique en clinique, il aurait méme des effets déléteres (Enlimomab Acute Stroke Trial

Investigators, 2001).

De maniére intéressante, le blocage de I'adhésion des neutrophiles via 'utilisation d’un anticorps
anti CD11/CD18 a montré des effets bénéfiques sur le volume de lésion seulement dans un
modele expérimental d’ischémie transitoire (Prestigiacomo et al., 1999), et non dans les modéles

d’ischémie permanente (Garcia et al., 1996; Jiang et al., 1998).
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Certaines études relatent d’'une augmentation du volume de lésion en cas de déplétion en
lymphocytes (Liesz et al., 2009, 2013), tandis qu’une autre étude a montré une diminution du
volume de lésion (Kleinschnitz et al., 2013). Il a été montré dans plusieurs études qu’une
diminution du nombre de lymphocytes circulants était protectrice dans des modeles
expérimentaux d’AVC ischémique (Becker et al., 2001; Liesz et al., 2011; Neumann et al., 2015).
Dans une autre étude, une diminution du nombre de lymphocytes infiltrés n’a pas montré
d’influence sur le volume de lésion (Llovera et al., 2017). Au niveau clinique, le fingolimod, une
molécule qui inhibe la transmigration des lymphocytes dans le tissu cérébral et qui est déja
utilisée dans la sclérose en plaques, a fait I'objet d’essais cliniques dans le cadre de I’AVC (Zhu et
al., 2015). Dans cette étude, les patients ayant été traités au fingolimod en association avec le tPA
ont des lésions plus petites, une inflammation réduite et une meilleure récupération a 90 jours
comparés aux patients traités au tPA seulement. Un essai clinique de phase Il utilisant le

fingolimod en combinaison avec le tPA est en cours.

Une étude visant a dépléter les monocytes circulants n’a montré aucun effet sur le volume de
Iésion ischémique (Schmidt et al., 2017). De maniére intéressante, une récente étude a montré
gu’un transfert adoptif de monocytes de souris préconditionnées a une faible dose de
lipopolysaccharides (LPS) était neuroprotecteur chez des souris naives subissant un AVC,
démontrant ainsi i) un réle potentiel des monocytes dans le devenir de I'AVC ischémique (Garcia-
Bonilla et al., 2018) et ii) un rbéle du phénotype inflammatoire des cellules immunitaires

circulantes dans I’AVC ischémique.

L'essai clinique ACTION, qui consiste en |'administration de natalizumab, une molécule
empéchant 'adhésion des leucocytes a la paroi des vaisseaux sanguins, n’a pas montré de
réduction du volume de lésion. Cette étude a toutefois été récemment reconduite dans le cadre
d’un autre essai clinique ACTION I, visant a étudier I'effet du natalizumab sur la récupération

fonctionnelle post-AVC.

7

Pendant ma these, j'ai participé a la rédaction d'une revue sur les traitements
immunomodulateurs pour le traitement de I’AVC, qui a été récemment publiée dans Therapeutic

Advances in Neurological Disorders (Drieu et al., 2018).
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7. Les facteurs de risque d’AVC

Il est intéressant de noter que le statut inflammatoire pré-AVC (comme par exemple des patients

ayant une infection systémique) est a la fois un facteur de risque de faire un AVC et également un

potentiel facteur aggravateur sur le devenir de ’AVC, comme par exemple |'exacerbation du

volume de lésion (Macrez et al., 2011). Il est également important de noter que 90% des AVC sont

associés aux 10 principaux facteurs de risque de faire un AVC (Figure 28) (O’Donnell et al., 2010).

Hypercholestéromie 2
Sténose carotidienne asymptomatique 2
Diabeéte 1.8-6
Excés de poids 1,8-2.4
Alcool >5verres/jours 1,6-2,4
Nicotine/Tabac 1,5-3
Hypertension Artérielle 1,4-4
Substitution hormonale post ménopause 1.4

Figure 28 : tableau représentatif des principaux facteurs de risque de faire un AVC.

Les facteurs de risque de faire un AVC peuvent étre rangés en deux catégories. Les facteurs non

modifiables sont I'age, le genre, I'ethnie, et I'historique familial. Les facteurs modifiables sont

I’hypertension artérielle chronique, les maladies cardiaques, le diabete, ainsi que la cigarette ou

la consommation d’alcool (Deoke et al., 2012; Siegler et al., 2013).
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4,

Cas particulier de la consommation d’alcool

Il faut noter que la consommation d’alcool est en effet un cas particulier. Une consommation
modérée d’alcool (entre 1 et 4 verres par jour) diminue le risque de faire un AVC, tandis qu’une
consommation plus importante (supérieure a 5 verres par jour) augmente le risque de faire un

AVC. La relation entre consommation d’alcool et risque d’AVC ischémique suit donc une allure de

courbe enJ (Sacco et al., 1999) (Figure 29).
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Figure 29 : Relation entre consommation d’alcool et risque de faire un AVC. D’aprés (Sacco et al., 1999)

Il a été récemment publié une méta-analyse réalisée sur plus de 11000 jumeaux ou il est montré
un important effet age dans le risque d’AVC : avant 75 ans, la consommation de plus de 2 verres
d’alcool par jour augmente le risque d’AVC de maniére plus importante que I'hypertension et le
diabete, et diminue de 5 ans I'age moyenne des victimes d’AVC (Figure 30) (Kadlecova et al.,

2015).

67



Hazard Ratio

Alcohol consumption:

None vs. very-light (<0.

5 drink/day)

Heavy (>2 drinks/day) vs. very-light

Hypertension
Diabetes

Smoking

0.5 '|IIIIIII|II1KI
50 60

70

80

lllllllllllllllIIIIIIIKI]IIIIIII|T

90

Censored age [years]

100

Figure 30 : Variation du poids de divers facteurs de risque d’AVC (consommation d’alcool, hypertension et diabéte)
en fonction de I'dge. D’aprés (Kadlecovd et al., 2015).

De maniére intéressante, en plus d’étre un facteur de risque de faire un AVC, la consommation

d’alcool peut aggraver les lésions : une étude a d’ailleurs démontré cet effet aggravateur de

I'alcool chez 'homme (Ducroquet et al.,, 2013). Une étude réalisée dans notre laboratoire a

montré que la consommation d’alcool était responsable de I'augmentation du volume de Iésion

ischémique chez la souris (Lemarchand et al., 2015) (Figure 31). De plus, dans cette étude, il a été

montré que la thrombolyse par tPA n’était plus bénéfique sur le volume de lésion chez les souris

chroniquement exposées a I'alcool, ceci ayant été attribué a un déficit de sa clairance par le foie

(Lemarchand et al., 2015).
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Figure 31 : L’exposition prolongée a I'alcool aggrave les Iésions ischémiques chez la souris. (A) IRM représentatives
2h30 apreés la survenue de I’AVC chez des animaux contréles ou exposés chroniquement (6 semaines) a I’alcool, avec
ou sans traitement au tPA. (B) Quantification du volume de Iésion 2h30 aprés ’AVC. (C) Coloration a la thionine 24h

apres I’AVC. (D) Quantification du volume de lésion 24h aprés I’AVC. D’apres (Lemarchand et al., 2015).

Suite a cette étude, nous avons voulu comprendre en quoi I'exposition prolongée a I'alcool
pouvait contribuer a I'augmentation du volume de |ésion. Pour cela, nous avons réalisé une étude
translationnelle focalisée sur la réponse inflammatoire pré et post-ischémique chez des patients

et des rongeurs (étude n°3). Cette étude est actuellement en cours de soumission.
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Généralités

1. Historique

La dépendance a l'alcool existe depuis que l'alcool existe. Et I'alcool existe depuis... longtemps. Dans I'Egypte
ancienne, le hiéroglyphe « repas » était représenté par du pain et de la biere ; I'alcool était d’ailleurs considéré
comme la boisson des dieux. Les sumériens brassaient leur biére (4™ millénaire avant JC), qui s’appelait sikaru (pain
liquide). L’alcool était par ailleurs monnaie d’échange dans certains pays (contre des esclaves par exemple). On peut
citer comme autre fait historique le fait que Dionysos était considéré comme le dieu de I'ivresse (de la vigne, du vin
et ses exces) ou plus récemment, qu’Attila est mort des suites d’'un syndrome de Mallory-Weiss (une perforation de
la paroi au niveau de la jonction entre I'cesophage et I'estomac, dont la cause principale de survenue est la
consommation chronique d’alcool). L’alcoolisation de masse apparait en méme temps que la révolution industrielle
(et des transports) au cours du 19°™¢ siécle. Ce n’est que vers la fin du siécle qu’il n’est pas bien vu d’étre en état
d’ivresse en public. En France, un décret établi en 1956 change le verre d’alcool donné pendant les repas au collége
contre un verre de lait sucré.

Les troubles associés a une consommation excessive d’alcool ont déja été explorés dans I’Histoire. Le grec Agapios a
décrit ces états en 1647, qui associe la toxicité de I'alcool a des troubles du systeme nerveux et du corps dans son
intégralité, comprenant des crises d’épilepsie et des hémorragies internes. Christoph Hufeland (1762-1836) parle lui
de dipsomanie (dipso veut dire soiffe en grec), et non pas d’alcoolisme (1819). Certaines associations américaines
anti-alcools voient le jour dés le milieu du 16°™ siécle : elles répondent au nom de ligue de tempérance. Le
mouvement prit de I'ampleur au 19%™¢ siécle. En 1826 fut fondée la société américaine de tempérance, visant a
promulguer la modération de la prise d’alcool. Puis le mouvement changea et revendiquait cette fois-ci non pas une
modération mais une prohibition de la prise d’alcool. En 1855, 12 Etats étaient « secs », ol une loi (loi du Maine et
1851) interdisait la vente d’alcool excepté pour raison médicale. Le 18°™ amendement des Etats-Unis est validé, ou
il est introduit la prohibition de la production et vente de boissons alcoolisées. Cet amendement a pour conséquence
une marginalisation du commerce de I'alcool (ou marché noir de I'alcool). Al Capone a par exemple bien profité du
marché noir de I’alcool pour s’enrichir (a Chicago autour des années 1920). C’est en 1933 sous I'égide du Président
Roosevelt que le 21¥™ amendement a été déposé, qui a eu pour but d’abroger le 18®™ amendement et donc
d’autoriser la consommation d’alcool. Pour I'anecdote, c’est le seul amendement de la constitution des Etats-Unis
qui a abrogé un amendement préexistant.

Il est important de noter que jusqu’au milieu du 20°™¢ siécle, I'espérance de vie était faible, et donc on ne connaissait
pas I'impact de la consommation a long terme de I'alcool chez I'individu. C’'est avec I’'amélioration des conditions de
vie et donc parallelement de I'augmentation de I’espérance de vie que le mésusage de I'alcool a pris de I'ampleur et
est devenu un phénomene de société : c’est la deuxieme cause de déces évitable en France aprés la consommation
de tabac.

2. Quelques chiffres

D’apres 'OMS, le mésusage de I'alcool est responsable de 3,3 millions de morts par an (ce qui
correspond a environ 6% des déces). Dans le monde une personne agée de plus de 15 ans
consomme en moyenne 6,2L d’alcool pur par an. Toutefois « seulement » 38% de la population
mondiale consomme de I'alcool : donc les consommateurs boivent environ 17L d’alcool pur par
an en moyenne. Le nombre est slirement sous-estimé puisqu’environ 25% de la consommation
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d’alcool n’est pas mesurée (car la consommation a la maison et le marché noir ne sont pas
comptabilisés). Toujours d’aprés 'OMS, 16% des personnes agées de plus de 15 ans sont

considérées comme ayant un trouble de mésusage de I’alcool.

Consommation d’alcool et inflammation

1. Inflammation systémique

Il est d’ores et déja établi que la consommation d’alcool engendre un statut inflammatoire
systémique, notamment au niveau hépatique (Farkas and Kemény, 2013; Louvet and Mathurin,
2015). Il a également été montré que les atteintes hépatiques pouvaient avoir des répercussions
cérébrales (D’Mello and Swain, 2017). Des auteurs ont d’ailleurs montré que des patients atteints
d’hépatite C montraient des signes dépressifs ainsi qu’une élévation du taux plasmatique de
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1B et le TNF (Loftis et al., 2008). L’'encéphalopathie
hépatique est une maladie se traduisant par une inflammation systémique et par une
augmentation importante de la concentration plasmatique en ammoniaque (hyperammonémie)
induisant une intoxication cérébrale et la formation d’un cedéme cytotoxique accompagné d’une
augmentation de la pression intracranienne (Felipo, 2013). De maniére intéressante de
nombreuses pathologies hépatiques, dont certaines, précédemment citées, peuvent découler

d’une consommation chronique d’alcool (Beier and McClain, 2010).

Un des mécanismes proposé est que I'alcool dégrade la paroi intestinale, ayant pour conséquence
une translocation du LPS vers la circulation sanguine. Des études ont d’ailleurs démontré cette
hypothése chez la souris (Yan et al., 2011), ainsi que chez ’humain (Leclercq et al., 2014). Le LPS
est capable d’interagir avec les PRR (les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires) des
macrophages résidents du foie : les cellules de Kupffer. Ces cellules vont alors produire des
cytokines pro-inflammatoires, via la voie NF-kB, passant dans le cerveau et induire une cascade
inflammatoire responsable des dommages cérébraux (Miller et al., 2005). Il est d’ores et déja
prouvé qu’une inflammation systémique pouvait entrainer une réponse inflammatoire cérébrale,

qui peut d’ailleurs perdurer. Une étude a montré qu’une seule injection intrapéritonéale de LPS
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induisait une augmentation du taux de TNF au niveau sanguin, hépatique et cérébral. De maniere

intéressante, la concentration de TNF cérébral (et pas sanguine ni hépatique) reste augmentée

jusgu’a 10 mois apres l'injection de LPS (Qin et al., 2007) (Figure 32).

On peut alors penser que l'alcool, via la translocation de LPS de la paroi intestinale vers la

circulation sanguine, peut induire une inflammation cérébrale chronique. Une étude a montré

que I'injection intrapéritonéale de LPS induisait une ouverture de la BHE (Singh et al., 2007). Dans

cette méme étude, les auteurs ont aussi montré que la consommation chronique d’alcool seule

induisait une ouverture de la BHE.

A 120

80

40

TNFax (% of peak)

20

TNFa (ng/mg protein)

Oh 0.5h 1h 2h 3h

0

0

P 4 Liver
[ & Serum
A . WS —&— Brain
“ Ll -
*oh “'.‘ ;/,_,_L\‘;_/ ping T
; /f 1 ’ . N
f Ll
Y
[ ( I‘\ I'\
I I“y". oo "‘ e
| [e®
I/ -
|
y -\.—.—,/:m
6h 9h 7m 10m

4

2

Time
- Brain
I
%
0 Saline
B | ps
** %
5 v I o o::
I T T | ) | . I d
1d 7d 144 21d im 10m
Time

Figure 32 : Une seule injection intrapéritonéale de LPS (5mg/kg) entraine une augmentation du taux de TNF dans le
cerveau jusqu’a dix mois post-injection. (A) Pourcentage de TNF retrouvé dans le foie, le sérum et le cerveau de
30min a 10 mois aprés injection intrapéritonéale de LPS. (B) Concentration cérébrale de TNF dans le cerveau 1, 7,
14, 21 jours puis 7 et 10 mois apres une seule injection intrapéritonéale de LPS ou de sérum physiologique (saline).

D’apreés (Qin et al., 2007).
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2. Inflammation cérébrale

La molécule d’éthanol étant tres petite, et totalement miscible dans les solutions hydrophiles et
lipophiles, elle peut aisément traverser la BHE, et avoir des effets directs sur le SNC. Tout comme
pour les cellules de Kupffer hépatiques, I'alcool, via la voie NF-kB, va activer les cellules
microgliales qui vont produire des cytokines et déclencher la réaction inflammatoire par la voie

d’activation des récepteurs TLR4 (Alfonso-Loeches et al., 2010; Lippai et al., 2013a).

De maniere intéressante, l'inflammation chronique, contrairement a un stress aigu, peut
également amener a une production de cytokines anti-inflammatoires. Ainsi il a été montré par
le groupe de Colm Cunningham que les cellules microgliales exprimaient significativement plus
de TGF-B dans le contexte d’une inflammation chronique lors d’une maladie de prions
(Cunningham et al., 2002). Dans cette idée, la microglie produit également plus de TGF-B dans un
modele murin de la maladie d’Alzheimer, sans pour autant produire plus de cytokines pro-
inflammatoires (Gomez-Nicola and Perry, 2015). Dans un modele expérimental d’alcoolisation
prolongée, les cellules microgliales sont plus nombreuses, et produisent plus d’IL-1f3, une cytokine
pro-inflammatoire (Pradier et al., 2018). Cet effet est retrouvé apres 6 mois d’exposition, et est

accentué apres 12 mois d’exposition a I'alcool (Figure 33).
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Figure 33 : Effet de la durée de consommation chronique d’alcool sur les cellules microgliales au niveau du cortex
chez la souris. (A) Images représentatives de la microglie (marquée par Ibal en rouge) chez des souris exposées a
I’eau (groupe H20) ou a I'alcool (groupe EtOH) pendant 2, 6 et 12 mois. (B) Quantification du nombre de cellules
Ibal positives dans le cortex cingulaire, moteur et pyriforme aux différents temps. (C) Images représentatives du
comarquage IL-18 en vert) et Ibal (en rouge) dans les deux groupes et aux différents temps. (D) Pourcentage du
nombre de cellules doublement positives pour IL-18 et Ibal sur le nombre total de cellules Ibal positives. (E)
Quantification du nombre de cellules doublement positives pour IL-18 et Ibal. D’aprés (Pradier et al., 2018).
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La voie TLR4 n’est pas la seule voie possible d’induction de neuroinflammation par la
consommation d’alcool. L'inflammasome est une réponse intracellulaire induite par un stimulus
inflammatoire, qui aboutit a I'activation de certains récepteurs spécifiques provenant de la famille
des PRR, les NLR situés dans le cytoplasme des cellules immunitaires. Suite au stimulus ces
récepteurs s’assemblent et s’oligomérisent pour donner le complexe de lI'inflammasome. Son

principal role est de favoriser la production de cytokines pro-inflammatoires par la cellule, via
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notamment I'activation de la cascade de la caspase-1. Il a été montré que I'augmentation d’IL-1B
au niveau cérébral apres consommation chronique d’alcool était en fait due a une altération de

I'inflammasome (Lippai et al., 2013b).

La consommation d’alcool semble également jouer un réle dans la production de fractalkine par
les neurones. En effet, I'alcool induirait une forte réduction de la production de fractalkine,

entrainant de facto I'activation des cellules microgliales (Kane and Drew, 2016).

lIl.  Y-a-t-il une seule origine aux pathologies causées par I’alcool ?

Nous avons vu précédemment que I'exposition prolongée a I'alcool entrainait une inflammation
a long terme au niveau cérébral. Toutefois, il est important d’ajouter que I'alcool ne touche pas
qgue le cerveau. La prise chronique de I'alcool induit, en plus des dommages cérébraux, des
dommages hépatiques (de la fibrose allant jusqu’a la cirrhose), rénaux, du tube digestif et des
poumons. La défaillance de ces organes peut accentuer les dommages cérébraux et déclencher
des pathologies : on peut citer par exemple I’encéphalopathie hépatique, qui est un cas courant
chez les patients alcoolo-dépendants. On ne peut donc pas affirmer que la réaction inflammatoire
provoquée dans les différents modeles d’exposition a I'alcool est seulement due aux effets directs
de l'alcool sur le cerveau. Une étude a par exemple montré qu’une ligature du canal biliaire
provoquant une inflammation hépatique, entrainait une activation des cellules microgliales, et
une augmentation du nombre de leucocytes présents a la paroi des vaisseaux sanguins cérébraux

(D’Mello et al., 2009, 2013).
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5. L'inflammation dans le cadre des traumatismes
craniens

Nous avons voulu étudier les conséquences a long terme d’une réaction inflammatoire au niveau
cérébral dans une autre pathologie ciblant uniquement le cerveau, a savoir le traumatisme

cranien (TBI pour traumatic brain injury).

Aprés une revue de la littérature, nous nous sommes apercus que la plupart des études
expérimentales utilisaient des modéles animaux mimant des TBI séveres, qui, dans la plupart des

cas, pouvaient entrainer une perte de tissu cérébral (Keskin et al., 2017) (Figure 34).

y

Figure 34 : Images représentatives de la perte de tissu cérébral apres un TBI (coloration au crésyl violet pour voir la
mort neuronale). Les chiffres représentent un changement de coupe. D’apreés (Keskin et al., 2017).

Or, en France, sur 150 000 nouveaux cas de TBI par an, « seulement » 10% sont considérés
comme séveres. Nous avons donc choisi de modéliser un TBI ayant une portée plus importante :
a savoir que 80 a 90% des TBI sont dits Iégers. Par léger, il faut entendre que les patients TBI légers

(plus tard appelés mTBI pour mild TBI) n’ont pas de lésion cérébrale détectée en IRM par une
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séquence pondérée en T2 (ou I'on recherche la présence d’cedeme) ni en séquence pondérée en
T2* (ou I'on recherche la présence d’hémorragie). De maniere intéressante, 30 a 50% de ces
patients souffrent, malgré I'absence de signe clinique en imagerie, de déficits mnésiques, de
vertiges ou de problemes locomoteurs. Nous avons donc voulu essayer de comprendre quelle
était la nature des troubles dont souffraient les patients atteints de mTBI. Ces travaux que j’ai
réalisés pendant ma thése nous ont appris que, méme en |'absence de lésion en imagerie
classique, le mTBI provoquait une réaction inflammatoire qui se maintenait a des temps tardifs
chez la souris (au moins jusqu’a 3 semaines apres la survenue du mTBI). Cette étude a abouti a la

rédaction d’un article qui est en cours de préparation (étude n°5).
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Généralités

1. Historique

Le cas le plus connu de traumatisme cranien est certainement celui de Phineas Gage (1823-1860). Cet homme était
contremaitre des chemins de fer aux Etats-Unis. En 1848, alors qu’il préparait de la poudre pour faire exploser un
rocher, le bourroir (ou la barre a mine) est venu heurter le rocher, créant une étincelle, ce qui a déclenché une
explosion. Ce méme bourroir a traversé la boite cranienne de Gage (Figure 35).

Figure 35 : Phineas Gage (1823-1860) (au centre), et la représentation du bourroir (qu’il tient dans sa main gauche)
traversant sa boite crdnienne (a gauche). A droite, une illustration de I’accident.

Quelques minutes seulement apres I'accident, Gage s’est relevé et arrivait a marcher avec de 'aide. John Harlow
(1819-1907), le médecin sur place, n’a d’abord pas cru Gage, qui était capable de lui décrire la scene de I'accident.
Puis Gage a vomi, ce qui a poussé dehors une petite partie de son cerveau (30 grammes) en dehors de la boite
cranienne (son médecin I'a cru apres avoir constaté cela). Aprés avoir nettoyé la plaie, Harlow garda Gage en
observation. Gage est passé par tous les états durant sa convalescence : coma, paralysie, pertes de mémaoire...
entrecoupés de période rationnelles. La plaie s’étant infectée, Harlow retira le pus (250ml). Par la suite, I'état de
santé de Gage alla de mieux en mieux : il a pu recommencer a voyager pour retrouver sa famille, puis a travailler
dans une ferme. Gage est mort en 1860 d’un état de mal épileptique. Ce cas clinique est tres intéressant car il a
ouvert un débat sur la régionalisation des fonctions cérébrales. En effet, Gage, d’aprés ses proches, avait changé son
comportement : il était devenu instable mentalement, d’humeur changeante (il aura changé souvent de travail) et
asocial. Il était en fait atteint ce que I'on appelle maintenant le syndrome frontal.

Les cas de traumatismes craniens (et de leur traitement) ont été référencés bien avant dans I'Histoire. En effet, des
cerveaux datant du néolithique ont été retrouvés avec des marques caractéristiques de trépanation, ce qui en fait la
plus vieille chirurgie dont il existe des preuves physiques. Elle était probablement destinée a faire baisser
I’hypertension intracranienne. Il a été montré que les « chirurgiens » de I'époque s’entrainaient au geste de
trépanation des cranes de vaches également trépanés ont été découverts. Une étude a montré que sur 130 cranes
trépanés retrouvés dans une grotte, que 70% des « patients » avaient survécu (le trou était rebouché). Il a été décrit
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plusieurs types de traumatismes craniens suivant les symptomes dans le papyrus d’Edwin Smith datant d’environ -
1600 avant JC. La trépanation est encore a I’heure actuelle un moyen de soulager I'hypertension intracranienne
induite par un traumatisme cranien : elle est plus communément appelée craniotomie décompressive. Le volet
cranien est retiré puis « stocké » dans la paroi abdominale du patient jusqu’a repose du volet. Pour I'anecdote,
certaines personnes pratiquent la trépanation a des fins pseudoscientifiques pour augmenter leur volume cérébral
et le métabolisme cérébral : c’est le cas par exemple de Bart Huges (1934-2004) en 1965, qui a influencé Joseph
Mellen dans I’écriture de son livre Bore Hole (de traduction littérale puits de forage). Joseph Mellen a vécu avec
Amanda Feilding pendant 30 ans ; cette femme est connue pour s’étre également auto-trépanée. Son hypothese
scientifique était que le fait d’avoir le cerveau comprimé par la boite cranienne empéchait de ressentir tout le pouvoir
des battements du coeur dans le cerveau, ce que pouvaient sentir les nouveau-nés qui n’avaient pas le crane
totalement fermé. Les nouveau-nés avaient alors un état de conscience supérieur avant que les os du crane ne
fusionnent. Son auto-trépanation a été filmée en direct par Mellen, ce qui a donné un film intitulé Heartbeat in the
Brain paru en 1970 (Figure 36).

Figure 36 : Images provenant du film Heartbeat in the Brain, ot I’on voit Amanda Feilding s’auto-trépanner.

Aprés le cas Phineas Gage, beaucoup de cas de troubles comportementaux ont pu étre associés a des cas de
traumatismes craniens. L’avenement des avancées technologiques comme le scanner et I'IRM, notamment les
séquences de diffusion, permettent de diagnostiquer plus aisément les traumatismes craniens. Néanmoins, il n’y a a
ce jour aucun traitement cliniquement valable pour traiter les traumatismes craniens.

2. Epidémiologie

a. Définition

Le TBI est décrit comme un dommage cérébral induit par une force mécanique externe. Les TBI
peuvent étre rangés en deux catégories : les TBI pénétrants (un objet qui s’insere, par exemple)

et les non pénétrants (chute, par exemple). De plus, le devenir du TBI est déterminé par deux
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mécanismes bien distincts : le choc primaire, sans visée thérapeutique mais plutot préventive, et
le choc secondaire, qui correspond aux répercutions a long terme du choc initial. Le choc primaire
correspond aux réponses immédiates du tissu suite au choc externe : la contusion du tissu, les
hémorragies, ou les dommages axonaux sont des exemples de conséquences immédiates du TBI.
A cela s’ajoutent les conséquences secondaires au choc, a savoir les cascades métaboliques,
cellulaires et moléculaires pouvant amener a la mort cellulaire, aux dommages cérébraux a long
terme et a l'atrophie cérébrale. Ce sont ces événements secondaires qui sont la cible
thérapeutique des TBI. Néanmoins, et comme dans le cas de I’AVC, malgré le succes de molécules
dans I’évolution du TBI dans les modeles expérimentaux, aucune molécule n’a montré d’effet

positif dans les essais cliniques (Schouten, 2007).

b. Quelques chiffres

En France, c’est 150 000 personnes qui sont concernées (référencées) par les TBI par an. De ces
150 000, environ 80-90% auront subi un mTBI. Ce type de TBI est associé a une absence de perte
de connaissance et de |ésion visible en imagerie, malgré une survenue évidente d’un TBI. Pour ce
qui est des 10-20% restants, il existe deux cas de figure : soit le TBI est modéré (ou MTBI pour
moderate TBI) soit il est sévere ou grave (ou sTBI pour severe TBI). Le coma est étroitement lié
avec la survenue d’un sTBI. En ce qui concerne le MTBI, il peut y avoir perte de conscience pendant
quelgues minutes et/ou fracture. Cinquante pourcent des cas graves décédent ou gardent des
handicaps séveres. Dans les deux cas, il peut y avoir des séquelles sensori-motrices et/ou

cognitives.

Une proportion importante de patients atteints de mTBI conserve a long terme des symptémes
comme des difficultés de concentration, des maux de téte, des troubles de la mémoire : on
appelle ce phénomeéne syndrome post-commotionnel persistant. Ces troubles peuvent persister
au-dela d’une année. Une récente étude a montré que 53% des patients conservaient des

infirmités 5 a 7 ans apreés la survenue d’un TBI (Whitnall et al., 2006).

Il a également été montré que 53% des patients atteints de TBI développaient des syndromes
dépressifs, contre 6,7% de la population générale, soit environ 8 fois plus (Bombardier et al.,
2010).
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c. Facteurs de risque

Les TBI sont la premiére cause de mortalité et de morbidité chez les individus agés de moins de
45 ans (Langlois et al., 2006). Les jeunes enfants, les adolescents et les personnes agées sont les
personnes les plus a risque. L'dge moyen pour les hommes est de 27 ans ; il est de 32 ans pour les

femmes. Deux fois plus d’hommes sont touchés que de femmes.

Il faut noter qu’environ la moitié des TBI est due a un mésusage de la consommation d’alcool (en
combinant les personnes victimes et les personnes potentiellement coupables de TBI a autrui
comme par exemple lors d’accidents de la route ou de violence) (Kolakowsky-Hayner et al., 1999)

(Figure 37).

Brain Injury Sample Spinal Cord Injury Sample

abstinent
12%

Figure 37 : 69% des personnes ayant subi un TBl et 73% des personnes ayant un traumatisme de la moelle épiniére
ont un trouble de I'usage de I'alcool. D’apres (Kolakowsky-Hayner et al., 1999).

Il existe beaucoup de causes de TBI, mais, pour 70% des cas environ, ce sont les conséquences
d’accidents de la voie publique. On peut également énumérer comme causes : les accidents du

travail, du sport et domestiques (chutes) ainsi que les agressions/violences.

Il est important en pratique hospitalieére d’évaluer le score clinique des patients atteints de TBI :
pour cela, Teasdale et Jennet ont créé une échelle neurologique appelée I'échelle de Glasgow en
1974. Cette échelle est toujours valable de nos jours pour évaluer I'état de conscience d’un

patient.
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Physiopathologie
1. Une physiopathologie proche de I’AVC ischémique

La physiopathologie du TBI se rapproche fortement de celle de I’AVC ischémique (se référer a la
partie du manuscrit concernée). D’ailleurs, le choc secondaire au TBI est souvent la survenue
d’une baisse du débit sanguin cérébral (DSC) accompagné d’une souffrance tissulaire importante,
ce qui mime une ischémie cérébrale. Les processus de cytotoxicité, de mort cellulaire par
apoptose et I'inflammation sont également mis en ceuvre lors de la survenue d’un TBI. Toutefois,
on peut noter quelques différences. Classiquement, une zone ischémiée hypoperfusée
correspond a des valeurs de DSC comprises entre 5 et 8ml par 100g par minute. Les valeurs
retrouvées pour les patients atteints de TBl avoisinent plut6t des valeurs autour de 15ml par 100g
par minute (Cunningham et al., 2005). De plus, d’autres événements accompagnent les
événements ischémiques suite a un TBI : les forces de cisaillement dues au choc, la pression
intracranienne élevée, d’éventuels événements hémorragiques suite a une fracture (Werner and
Engelhard, 2007). Un autre événement s’"accompagne de la survenue d’un TBI : le traumatisme
axonal. En effet, sous le coup de forces de tension, compression, torsion, les grandes projections
axonales projetant dans la substance blanche sont atteintes et des troubles du transport axonal
surviennent, notamment suite a la dégradation de la myéline. Enfin, la majeure différence qui
existe entre le TBI et I'AVC réside dans la cause : un AVC est d’origine vasculaire, et non un
traumatisme cranien. Il est d’ailleurs établi que lors d’un TBI les vaisseaux sanguins sont épargnés
(sauf lors de cas de TBI sévéres avec hémorragie), alors que les axones des neurones sont, eux,
endommagés (Blumbergs et al., 1995). Tous ces événements font de la physiopathologie du TBI

un phénomene tres complexe, qui n’est pas encore entierement défini dans sa globalité.

2. Modeles expérimentaux

a. Diversité
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Il est important de noter que, du fait de I’existence de différentes modalités/différents degrés de
TBI, il existe un nombre tres important de modeéles expérimentaux (dont la majorité est pratiquée
sur des rongeurs) de TBI. Il est d’autant plus difficile de comprendre les mécanismes
physiopathologiques du TBI au vu de sa grande variabilité visible en clinique, et, de fait, de la
grande variabilité de modeéles expérimentaux existants. Pour résumer, il existe deux grandes
catégories, au sein desquelles une multitude de modeles expérimentaux coexistent : les TBI
focaux, que I'on peut résumer a une percussion locale du crane ou directement du cerveau (dans
la majorité des cas); et les TBI diffus, qui sont réalisés par des mouvements
d’accélération/décélération et de percussions. Il faut entendre par cela que chaque modele
répondant a une question scientifique ne peut pas avoir une portée thérapeutique globale en
clinique au vu de la grande disparité de cas de TBI chez les patients, ainsi que de la grande
disparité des modeles expérimentaux en préclinique. Il est toutefois admis que lors d’'un TBI, il y
a i) dommage de la BHE accompagné d'un dommage neuronal, ii) une dysfonction
mitochondriale, iii) une activation astrocytaire et iv) une réaction inflammatoire cérébrale

(zetterberg and Blennow, 2016) (Figure 38).

— Blood-brain barrier damage and axonal injury
— Hypermetabolic state and mitochondrial dysfunction
— Astroglial activation

—— Wallerian degeneration and neuroinflammation

Severity
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Figure 38 : Consensus sur la physiopathologie du TBI. Suite au TBI, il y a dommage endothélial et tissulaire, suivi
d’une dysfonction mitochondriale. Dans le méme temps, les astrocytes s’activent, participant a la réaction
inflammatoire qui peut perdurer dans le temps. D’apres (Zetterberg and Blennow, 2016).

b. Description

Cing grands types de modeles expérimentaux de TBI sont pratiqués majoritairement dans les
études précliniques (Figure 39) :
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Le modele de percussion fluidique (ou FPI pour fluid percussion injury). La percussion
fluidique se fait par un pendule qui vient frapper un piston rempli d’eau, ce qui génére
un courant de pression fluidique directement au contact du cerveau de I'animal. La
force de pression dépend du balancement du pendule. Cette opération peut étre
réalisée sur le haut du crane ou latéralement. Cette percussion a pour conséquences
un déplacement et/ou une déformation du tissu cérébral, dépendant de la pression
induite par le pendule (Mcintosh et al., 1989).

Le modele d’impact cortical contrélé (ou CCl pour controlled cortical impact). L'impact
est cette fois-ci réalisé a I'aide d’'un impacteur pneumatique ou électromagnétique
directement sur la dure-meére. Cette opération peut entrainer un hématome, une
concussion, une rupture de la BHE voire méme un coma suite a la déformation du
cortex. Les dommages cérébraux peuvent s’étendre a I’hippocampe et au thalamus
(Hall et al., 2005). Le gros avantage de cette technique est le controle des parametres
de I'impact comme la profondeur, la vélocité et le temps d’impact.

Le modéle mimant une pénétration d’objets balistiques (ou PBBI pour penetrating
ballistic-like brain injury). Contrairement aux autres modeles expérimentaux de TBI, le
PBBI, du fait de la pénétration a grande vitesse d’un projectile dans le tissu cérébral,
créé une cavité dans le cerveau, d’une taille supérieure a la taille du projectile. Cette
technique peut causer des dommages de la matiere grise et de la matiere blanche, des
hématomes, des crises d’épilepsie ainsi que des dépressions corticales envahissantes :
tous ses phénomenes pouvant avoir lieu de maniére dépendante de la trajectoire du
projectile. Ces événements se traduisent par des troubles moteurs et cognitifs, dont
I'amplitude est corrélée a la sévérité du PBBI (Shear et al., 2010, 2011).

Le modele du poids (ou weight-drop model). Ce modéle consiste a exposer le crane
(ou le cerveau directement) a un poids laché librement au-dessus de la zone a
impacter. La sévérité de ce modele dépend de la masse du poids ainsi que de la
hauteur a laquelle il est laché. L'inconvénient principal de ce modeéle est la grande
variabilité dans la sévérité de la blessure, mais il est facile a produire, peu colteux, et

reproduit bien les cas cliniques (Feeney et al., 1981; Marmarou et al., 1994).
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Le modele d’explosion (ou blast injury). Ce modele expérimental a vu le jour suite aux
nombreux cas de militaires ayant eu comme diagnostic un TBI aprés avoir été exposés
a une explosion, sans pour autant de blessure. Ce modele consiste a placer I'animal
dans un tube fermé a une extrémité, et d’induire un choc via une explosion ou une
surpression d’air au niveau de cette extrémité. L'onde de choc produit des dommages
axonaux diffus, I'apparition d’cedémes cérébraux, de I’hyperémie et des vasospasmes
ainsi qu’une augmentation de la pression intracranienne (Reneer et al., 2011). De
maniere intéressante, les animaux ayant été protégés par une veste en Kevlar ont
montré une diminution significative de diminution de la mortalité ainsi qu’un
amoindrissement du dommage axonal: ceci prouve que le TBI induit par
explosion/surpression d’air peut avoir des effets systémiques potentiellement

responsables du devenir a long terme du TBI (DeWitt and Prough, 2009).
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Figure 39 : Principaux modéles expérimentaux de TBI. (A) Percussion fluidique, (B) Impact cortical contrélé, (C)
Pénétration d’objets balistiques, (D) modele du poids de Feeney, (E) modéle du poids de Mamarou, (F) modéle
d’explosion. D’apres (Xiong et al., 2013).
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3. Dommage axonal diffus

Les neurones sont des cellules peu élastiques, notamment fragiles au niveau de leur axone. lls
sont donc sensibles a des chocs externes comme lors de la survenue d’un TBI. D’ailleurs, les
neurones présentent a leur surface des mécanorécepteurs, qui, comme leur nom l'indique, sont
sensibles aux chocs mécaniques externes. Dés lors, suite au choc, les axones des neurones sont
en souffrance, amenant le neurone a secréter des cytokines, a produire en grande quantité du
glutamate provoquant alors les phénomeénes d’excitotoxicité et d’apoptose neuronales. On
appelle ce phénoméne dommage axonal (ou DAl pour diffuse axonal injury). |l est intéressant de
noter que dans des modeéles expérimentaux ainsi que chez des patients atteints de mTBI, il a été
montré qu’en I'absence de mort neuronale persistaient tout de méme des déficits cognitifs post-
traumatiques, et qu’ils étaient probablement dus a des dommages axonaux (Browne et al., 2011;

Lipton et al., 2008; Niogi et al., 2008; Rubovitch et al., 2011).

4. Réaction inflammatoire

a. Cellules résidentes

Oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont, entre autres, responsables de la formation de la gaine de myéline.
Cette gaine de myéline se situe autour des axones des neurones et joue le role d’amplificateur de
la conduction de I'influx nerveux. La gaine de myéline est précieuse pour le bon fonctionnement
neuronal. Une dysfonction/dommage de la myéline peut conduire a des troubles
neurodégénératifs : on peut citer par exemple le cas la sclérose en plaques qui est une maladie
auto-immune ou le systeme immunitaire s’attaque a la gaine de myéline, entrainant des pertes

de fonctions sensori-motrices importantes dans les phases de poussées de la maladie.
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Des études ont montré que la myéline était aussi endommagée dans le cadre du TBI (Armstrong
et al.,, 2016; Mierzwa et al., 2015). De maniére intéressante, ces dommages axonaux sont

chroniques (Figure 40).
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Figure 40 : Etude de la dégénérescence axonale en microscopie électronique suite a la survenue d’un mTBI. (A)
Axones d’un animal Sham (témoin opéré n’ayant pas subile mTBI). (B) a (D) : accumulation de diverses vésicules
dans le corps axonal suite au mTBI. (E) Axone a cytoplasme dense. (F) Gonflement des mitochondries. (G) Chez un

animal sham, la structure de I’axone est uniforme, contrairement a un animal mTBI en (H) et (1) ot I’on peut voir une
accumulation de vésicules (astérisques). (J) Quantification de la dégénérescence axonale montrant que 6 semaines
aprés le mTBI la dégénérescence axonale persiste. D’aprés (Mierzwa et al., 2015).

Il a été montré dans différents modeles de TBI (percussions fluidiques latérale et centrale) que
suite au TBI il y avait perte de myéline (ou démyélinisation), en plus d’'une apoptose des
oligodendrocytes et d’une prolifération des précurseurs d’oligodendrocytes (Flygt et al., 2013).
De plus, dans cette étude, il a été observé une accumulation d’APP, un précurseur du peptide
béta amyloide : ceci sous-entend que soit le trafic neuronal est perturbé, soit la clairance des

déchets est perturbée, soit les deux.
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Une étude a montré qu’une injection intraveineuse de NEP (1-40), un antagoniste des récepteurs
Nogo, une molécule issue des produits de dégradation de la myéline, permettait de modifier le
phénotype des cellules microgliales vers un phénotype anti-inflammatoire : ceci pourrait
supposer une meilleure dégradation des déchets et donc une meilleure récupération/réparation

tissulaire suite au mTBI (Ziebell et al., 2017).

Astrocytes

Les astrocytes, tout comme les axones des neurones, ont des structures relativement rigides. A
leur surface, les astrocytes expriment des mécanorécepteurs, qui sont donc sensibles a des
gradients de pression mécanique se produisant lors d’un TBI, ceci aboutissant a leur activation
(Bowman et al., 1992). Une autre hypothése plus convenue est I’activation astrocytaire suite a la
souffrance neuronale : les neurones produisent alors des cytokines pro-inflammatoires activant
de facto les astrocytes ainsi que les autres cellules immunitaires résidentes telles que la microglie

et les macrophages.

La réponse astrocytaire a un TBI est multipotente (Figure 41) : il a été montré que les astrocytes
pouvaient, en cas de stress physique, internaliser en excés des ions Na* et Ca?* (Floyd et al., 2005),
libérer de I’ATP (Neary et al., 2005) ainsi que des molécules vasoactives comme I'endothéline-1
(qui est vasoconstrictrice) (Ostrow et al., 2011). Une autre conséquence de la survenue du TBI sur
I'activation astrocytaire est l'augmentation significative de I'expression des filaments
intermédiaires. Les principaux filaments intermédiaires exprimés par les astrocytes sont le GFAP,
la vimentine et la nestine ; tous les trois sont plus exprimés suite a un TBI ou alors apres un AVC

(Li and Chopp, 1999; Liu et al., 2014).

90



Mechanical Stress

¢

P | ’P2Rr‘ \\ ‘ | Stressed IF networks (GFAP, Vim)

A‘ %\;» P|3WA§%¢‘-‘~
> ATP. < C ) Mechanosensitive
— ‘fm = = ion channel activation
Endothelin-1<— \
- f"\
Biomarkers™ | .~ \\\ Glutamate
(GFAP, $100-B) \ MMP9

A

Inflammation Astrocyte reactivity Secondary injury

K/' | Hypertrophy | | Proliferation I |Scar formation | l\]

| Immuno-modulation | | Neuro-modulation l

Figure 41 : Réactivité astrocytaire dans le cadre du TBI. Suite au stress mécanique, les astrocytes répondent de facon
exhaustive sous différentes formes : ils peuvent s’hypertrophier, proliférer, participer a la réaction immunitaire,
moduler la réponse neuronale, et participer a la réparation tissulaire. D’apres (Burda et al., 2016).

Le modele proposé par Burda et collaborateurs sur le role des astrocytes dans le TBI est le
suivant : i) les forces mécaniques dues a la survenue du TBI entraine une libération d’ATP par les
cellules mécano-sensibles comme les neurones et les astrocytes. ii) La libération d’ATP par les
astrocytes induit une entrée massive d’ions Ca?* (et Na*) dans leur cytoplasme. iii) La cascade
d’événements de la vague calcique astrocytaire implique une activation des astrocytes ainsi que
le recrutement des cellules immunitaires locales comme la microglie, qui, de surcroit, s’active
suite a la vague calcique et suite au contact de I’ATP libéré par les cellules en souffrance (Burda

et al.,, 2016).

Les astrocytes peuvent réguler la réponse inflammatoire associée au TBI. En effet, les astrocytes
sont capables de produire des cytokines/chimiokines, ainsi que des DAMPs qui vont interagir avec
les PRR des cellules immunitaires. De maniére intéressante, les astrocytes expriment également
a leur surface des PRR (Gorina et al., 2010) : ceci sous-tend que les astrocytes peuvent produire
des cytokines comme le TNF via la cascade PRR-Nf-kB, ce mécanisme étant le méme que les

cellules microgliales.

Les astrocytes participent a la cicatrisation du tissu |ésé : c’est le phénomeéne de cicatrice gliale.

Une étude a montré que chez des souris déficientes en GFAP, la réaction inflammatoire induite

91



par un TBI perdurait et était amplifiée : plus de cellules immunitaires infiltraient le cerveau, la BHE
était perméable plus longtemps, et les dommages neuronaux étaient exacerbés (Bush et al.,
1999). Une autre étude a montré qu’in vitro les astrocytes étaient incapables de ségréger les
leucocytes s’ils étaient déficients en STAT-3 (pour signal transducer and activator of transcription-

3) (Wanner et al., 2013) (Figure 42).

Control
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Figure 42 : Cicatrice gliale in vitro dans une condition contréle (panels de gauche) et dans une condition ot les
astrocytes sont déficients en STAT-3 (panels de droite). Les astrocytes sont marqués avec GFAP (en vert), les
leucocytes avec CD45 (en rouge). Chez les astrocytes contréle, on peut remarquer une ségrégation des leucocytes,
alors que les leucocytes sont répartis de maniére anarchique chez les astrocytes déficients en STAT-3. D’apreés
(Wanner et al., 2013).

Les astrocytes pourraient indirectement participer a I'évaluation de la sévérité du TBI via le
dosage de molécules dans la circulation sanguine. En effet, des marqueurs sanguins pourraient
indiquer la sévérité du TBI, et donc permettre d’adapter les traitements en fonction de la
concentration plasmatique de ces marqueurs. De maniére intéressante, les principaux marqueurs
plasmatiques, a savoir le S100PB et le GFAP, sont exprimés par les astrocytes. Une étude a proposé
gue le passage de ces molécules du tissu cérébral vers le compartiment sanguin puisse se faire
par I'intermédiaire du systeme « glymphatique », le systeme lymphatique du cerveau (Plog et al.,

2015). Le systeme glymphatique est un systeme de clairance des déchets cérébraux par
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I'intermédiaire d’échanges fluidiques : le LCS provenant des espaces de Virchow-Robin péri-
artériels passerait (passivement ou activement) dans le tissu cérébral, emmenant avec lui les
déchets, puis serait évacué dans le systéeme péri-veineux ol les déchets soit repasseraient dans
la circulation sanguine, soit se dirigeraient vers les ganglions lymphatiques et seraient libérés au
niveau de la lame criblée sous forme de mucosités. Ce systeme a été nommé glymphatique en
référence au systeme lymphatique et aux cellules gliales (« glie » « lymphatique »), qui semblent
jouer un réle prépondérant dans I'établissement d’un tel systéme car ils possédent a leur surface
des canaux a eau appelés aquaporines, notamment I'aquaporine 4 (ou AQP4) participant au bon
établissement du systeme glymphatique (lliff et al., 2012) (Figure 43). D’ailleurs, des souris
déficientes en AQP4 ont un systeme glymphatique défectueux, ce qui semble jouer un role
important dans le TBI. En effet, la quantité des marqueurs GFAP et S100PB est significativement
réduite chez les souris déficientes en AQP4, contrairement a des souris naives ayant elles aussi
subi un TBI (Plog et al., 2015). Une étude a d’ailleurs montré indirectement que le systeme de
clairance des molécules du parenchyme cérébral était altéré : en effet, suite a un TBI modéré a

été observée une accumulation de peptide béta amyloide (Tajiri et al., 2013).

Interstitial fluid and solute clearance
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Figure 43 : Représentation du systeme glymphatique, le systéme lymphatique cérébral. Un flux de LCS (water flux)
diffuse dans le compartiment tissulaire en provenance de I’espace de Virchow-Robin. Durant son passage, il
transporte les déchets vers I'espace péri-veineux ou il est ensuite évacué vers les ganglions lymphatiques ou dans la
circulation sanguine. D’apreés (lliff et al., 2012).
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Cellules microgliales

Les cellules microgliales ont un role prépondérant dans la physiopathologie du TBI, a savoir que
ce sont les premieres cellules immunitaires impliquées, et donc participent activement au devenir
de la réaction inflammatoire induite par le TBI. Il s’avére que lors d’un TBI léger (en I'absence de
lésion classique), les cellules microgliales activées n’acquiérent pas de phénotype amiboide
comme on pourrait s’attendre : elles acquiérent plutét un phénotype primé (voir le paragraphe

« priming microglial »).

Il faut savoir qu’en plus d’étre une cause majeure de mortalité et de morbidité dans le monde, le
TBI augmente aussi I'incidence de développer des séquelles neuropsychiatriques comme la
dépression, les détériorations cognitives, et peut méme étre un facteur de risque de développer
a posteriori des maladies neurodégénératives (Bombardier et al., 2010). Il s’avere que la microglie
primée, étant donc chroniquement activée, apparait étre un candidat de choix dans I'étude des
conséquences a long terme de la survenue d’un TBI : lorsqu’elle est primée, la microglie a un seuil
d’activation plus faible et suite a un deuxieme challenge, elle devient hyperactive (Norden and

Godbout, 2013).

Les cellules microgliales sont capables d’interagir avec les neurones, en jouant par exemple un
role dans la plasticité synaptique (Figure 10). Des lors on peut penser que ces cellules vont jouer
un réle dans la plasticité synaptique des neurones dont I'axone a été endommagé suite au TBI.
D’ailleurs, une réponse classique du SNC en cas de traumatisme est de détruire les synapses des
axones des neurones en souffrance. Il a été montré que des cellules MHC | positives (pour major
histocompatibility complex I) venaient s’agglomérer autour des neurones ayant été axotomisés,

majoritairement des cellules microgliales (Blinzinger and Kreutzberg, 1968).

Les cellules microgliales augmentent rapidement leur niveau d’expression en Ibal et CD68 (des
marqueurs classiques de I’activation microgliale) dans un modele de FPI (Bachstetter et al., 2013).
Leur morphologie n’est toutefois pas amiboide : elles sont plutot hypertrophiées. Ce modéle
ayant pour conséquence une augmentation d’IL-1B, TNF et CD14 au niveau hippocampique et

cortical et ce, des 4h, est corrélé avec I'état d’activation de la microglie. De maniéere intéressante,
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des souris dont les cellules microgliales ont été déplétées en p38a MAPK (une protéine kinase
permettant la production de cytokines par les cellules microgliales) étaient protégées suite au FPI.
Les mémes résultats ont été démontrés avec non pas des souris déplétées mais sous traitement
d’un inhibiteur de p38a MAPK (Bachstetter et al., 2011). Dans ce modele, seules des médiateurs
pro-inflammatoires ont montré des signes significatifs d’élévation. Ce n’est pas le cas dans un
modele focal de TBI ou I'on retrouve aussi des médiateurs pro-inflammatoires comme CD11b,
mais également de I'IL-10, du TGF-B et de I'arginase qui persistent jusqu’a 5 jours apres le CCl
(Wang et al., 2013). De plus, la minocycline, qui diminue I'activation microgliale, a montré des
effets bénéfiques dans les modeles d’explosion/surpression (Kovesdi et al., 2012) et du poids

(Homsi et al., 2010).

Il est nécessaire d’ajouter que la microglie n’a pas que des effets déléteres. En effet, il a été
montré que les cellules microgliales avaient un role protecteur dans un type de lésion
hippocampique : suite a la Iésion, les auteurs ont montré une augmentation de la mort neuronale
chez des souris déplétées en cellules microgliales (Rice et al., 2015). |l a également été montré un

réle neuroprotecteur des cellules microgliales dans I’AVC (Szalay et al., 2016).

Tous les mécanismes précédemment décrits concernent la partie aigue post-traumatique.
L’activation microgliale peut toutefois persister dans le temps, et c’est d’ailleurs le cas suite au
TBI. En effet, une élévation de CD68, MHC Il et de NAPDH oxydase (un complexe d’enzymes
responsables de la formation de dérivés réactifs de I'oxygéne) par les cellules microgliales a été
démontrée jusqu’a un mois aprés un FPI (Ziebell et al., 2012), et méme jusgu’a un an apres la
survenue d’'un CCl (Loane et al., 2014). Dans une autre étude utilisant le modeéle FPI, les cellules
microgliales sont toujours actives un mois apres le FPI. Leur morphologie et leur état d’activation
suggerent un priming microglial (Fenn et al., 2014). Pour confirmer le priming microglial, un
challenge inflammatoire systémique par injection de LPS a été effectué: il a induit une
exagération de la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B et TNF) spécifiqguement par
les cellules microgliales, ce qui est typiguement retrouvé en cas de priming microglial. De plus,
les cellules microgliales TBI+LPS ont un périmétre plus important (elles sont plus longues), et une
enveloppe convexe (une quantification de la forme arrondie) plus grande que chez des souris TBI

sans exposition systémique au LPS (Muccigrosso et al., 2016) (Figure 44). Il est important de noter
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gue malgré tous ces changements, le nombre de cellules microgliales totales n’a pas varié si l'on
compare par rapport aux souris controles ayant subi le FPI : autrement dit, le priming microglial
ne coincide pas avec une augmentation du nombre de cellules, mais bien avec un état d’activation

modéré (les cellules ne sont pas phagocytaires ou amiboides, comme lors d’état d’activation

sévere).
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Figure 44 : Priming microglial dans I’hippocampe 1 mois apres la survenue d’un TBI (modéle FPI). (A) Images
représentatives des cellules microgliales (marquage Ibal en rouge) chez des animaux témoins opérés (sham) et
ayant subi un FPI avec ou sans exposition a un agent pathogene (LPS) au niveau du gyrus denté de I’hippocampe
(DG). (B) Localisation des structures hippocampiques d’intérét pour les quantifications. DG= gyrus denté (dentate
gyrus) ; CA=corne d’ammon. (C-E) Quantifications de I’aire d’Ibal dans DG, (D) CA1 et (E) CA3. (F) Images
représentatives des cellules microgliales dans la zone CA3 et le seuillage (images en noir et blanc) respectives. (G)
Quantification du nombre de cellules, le périmétre, la longueur maximale et I'enveloppe convexe des cellules
microgliales. D’aprés (Muccigrosso et al., 2016).
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Autres macrophages résidents

Pour I’heure il n’existe pas de données de la littérature concernant un role potentiel des PVM,
CPM et MM dans la physiopathologie du TBI. Une étude immunohistochimique de CD163, un
marqueur commun des macrophages, a été réalisée dans un modéle expérimental du poids afin
de mesurer l'infiltration de macrophages. La quantification indique une forte augmentation du
nombre de cellules CD163 positives jusqu’a au moins quatre jours apres la survenue du TBI (Zhang
et al., 2012). Il est donc possible que les PVM puissent jouer un réle dans la physiopathologie du
TBI. Toutefois, ce marquage n’a pas été retrouvé que dans les espaces périvasculaires, mais
également dans le tissu cérébral, ce qui indigque une probable infiltration de monocytes circulants.

On ne peut donc pas conclure de I'implication des PVM dans cette étude (Zhang et al., 2012).

b. Recrutement des leucocytes

Les études s’intéressant a l'infiltration leucocytaire suite a la survenue d’un TBI sont rares. Dans
ces études, les modeéles expérimentaux utilisés sont plutét invasifs, et I'on observe donc une
infiltration importante de cellules immunitaires au sein du parenchyme cérébral. Une étude a par
exemple montré une infiltration de monocytes via les plexus choroides vers le tissu |ésé dans un
modele expérimental de CCl chez le rat (Szmydynger-Chodobska et al., 2012). Si I'on regarde plus
précisément la méthode chirurgicale aboutissant au CCl, on constate que le cone d’impact est
inséré de 3mm en profondeur au sein du parenchyme, sachant que les animaux ont auparavant
subi une craniotomie. Une autre étude s’est intéressée au blocage de I'entrée des neutrophiles
dans un modele de CCl sévere chez la souris : en utilisant du mannitol (utilisé en routine en
clinique pour diminuer la pression intracranienne en cas d’cedéme cérébral), l'infiltration de
neutrophiles était significativement amoindrie 32h apreés le CCl (Kumasaka et al., 2014). Une autre
étude a également montré une infiltration de neutrophiles suite a un TBI, cette fois-ci dans un
modele du poids (Carlos et al., 1997). Cette infiltration de neutrophiles est accompagnée d’une

augmentation de la production d’E-sélectine et ICAM-1, des molécules d’adhésion nécessaires
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pour le recrutement des neutrophiles a la surface des cellules endothéliales des vaisseaux

sanguins cérébraux.

IIl.  Essais cliniques

Malgré le bénéfice de certaines molécules dans le cadre de recherches précliniques, aucun

traitement efficace de la phase aigué du traumatisme cranien n’est applicable en clinique.

La progestérone paraissait pourtant étre un candidat idéal. Ce traitement a d’abord été découvert
de maniere fortuite : une étude a montré que les femelles rat pseudo-gestantes (c’est a dire par
stimulation mécanique du vagin pendant 10s) avaient une meilleure récupération fonctionnelle
et un cedéme cérébral amoindri suite a la survenue d’un TBI (modele d’aspiration par succion
d’une partie du tissu cérébral) comparé a des rats femelles en cycle normal (Attella et al., 1987).
Parallelement, beaucoup d’études se sont intéressées au caractere neuroprotecteur de la
progestérone, et notamment dans le traumatisme cranien (Wei and Xiao, 2013). La progestérone
est une molécule anti-apoptotique, capable aussi de réduire I'expression de I’AQP4, et
d’améliorer I'impermeéabilité de la BHE. De plus, elle a des propriétés anti-inflammatoires car elle
réduit la production de cytokines pro-inflammatoires en agissant sur le facteur de transcription
Nf-kB. Apres deux essais cliniques de phase Il concluants (Wright et al., 2007; Xiao et al., 2008),
deux essais cliniques de phase Il ont vu le jour, mais n’ont pas montré d’effet bénéfiques de
I’administration aigue de progestérone suite a un TBI sévere (Skolnick et al., 2014; Wright et al.,

2014) (Figure 45).

D’autres molécules ont été testées dans le cadre du traitement du TBI. La cyclosporine A est une
molécule qui va empécher la perméabilisation de la membrane mitochondriale, visant ainsi a
limiter 'apoptose et la libération d’ATP dans I'espace extracellulaire. Elle a permis de réduire le
volume de lésion dans un modeéle de CCI (Sullivan et al., 2000). Toutefois les essais cliniques de
phase Il ne sont pas tres concluants, montrant seulement un effet au niveau du métabolisme chez
des patients atteints de TBI sévére (Mazzeo et al., 2008). Ce non-effet peut s’expliquer par le
faible pouvoir pénétrant de la cyclosporine A au sein du parenchyme cérébral, qu’elle a une

courbe dose-réponse biphasique et qu’elle peut avoir un effet immunosuppresseur si elle est
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exposée de maniere chronique (Margulies et al., 2009). Les statines ont également fait I'objet
d’études expérimentales en tant que traitement du TBI. Elles ont des propriétés
neuroprotectrices, anti-inflammatoires, anti-excitotoxiques, anti-apoptotiques et favorisent la
neurogenése (Loane and Faden, 2010). Leurs effets ont été démontrés également dans le TBI,
notamment leur effet anti-inflammatoire: elles réduisent la production de facteurs pro-
inflammatoires, limitent I'activité des cellules gliales et préservent I'intégrité de la BHE (Chen et
al., 2009, 2007; Lu et al., 2004). Un essai clinique de phase Il a montré un effet bénéfique des
statines (Rosuvastatine) dans 'amnésie et la désorientation aprés un TBI chez les patients (Tapia-

Perez et al., 2008).
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Figure 45 : Résultats de I’essai Clinique PROTECT Ill. La progestérone n’a pas d’effet bénéfique quelle que soit la
sévérité du TBI. 1=décés ; 2=état végétatif ; 3/4=déficits séveres ; 5/6=déficits légers, 7/8=bonne récupération.
D’aprés (Wright et al., 2014).

99



Le seul traitement semblant avoir des effets positifs directs sur le TBI est |'oxygénothérapie
hyperbare. Le but de cette thérapie est d’endiguer le choc secondaire du TBI a savoir une chute
de l'apport en oxygéne au tissu cérébral suite a la réduction du DSC. Cette réduction a pour
conséquence une conversion du métabolisme cérébral d’'un mode aérobique a un mode
anaérobique inefficace, pouvant causer la mort cellulaire. Une étude (Daly et al.,, 2018) a
référencé 20 études précliniques et seulement une d’entre elles a montré un effet négatif de
I’'oxygénothérapie hyperbare (Tinianow et al., 2000). Toutefois cette étude est critiquée car les
auteurs utilisaient des tres fortes doses d’O, pouvant alors favoriser la formation de dérivés
réactifs de I'oxygéne. Six essais cliniques de phase Il aussi été référencés dans cette étude : elles
ont montré une utilité potentielle de I'oxygénothérapie hyperbare sur le TBI, notamment dans
I’'abaissement de la pression intracranienne et dans I'amélioration du métabolisme de I'oxygene
(Lin et al., 2008; Prakash et al., 2012; Rockswold et al., 1992, 2001, 2010, 2013). Un autre essai

clinique de phase Il est en cours : HOBIT (pour Hyperbaric Oxygen Brain Injury Treatment trial).
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Résumé

Il est essentiel de mieux comprendre la physiopathologie du TBI pour pouvoir enfin traiter les
patients. Les essais cliniques sont malheureusement inefficaces, probablement a cause d’une
trés grande variabilité de TBI chez les patients. Cette variabilité est également tres
problématique dans les études précliniques car il existe un trés grand nombre de modéles

expérimentaux.

L'inflammation joue un role important dans le choc primaire ainsi que dans le choc secondaire.
Une étude clinique montré un effet bénéfique de la minocycline dans le cadre du TBI. Du moins,
dans la réduction de I'activation microgliale, car elle n’a toutefois pas montré d’effet positif
dans la récupération fonctionnelle : elle a méme montré un effet pro-neurodégénératif (Scott
et al., 2018). Ceci soutient un réle positif de I’activation microgliale dans I'inflammation a long

terme engendrée par le TBI.

Nous avons mis en place dans notre laboratoire un nouveau modeéele de mTBI que nous avons
caractérisé par une absence de lésion cérébrale par imagerie classique, mais avec toutefois une
réaction inflammatoire importante, notamment parenchymateuse, allant du cortex jusqu’a
I’hippocampe. De maniére intéressante, cette réaction inflammatoire s’intensifie (notamment
au niveau du cortex) au cours du temps, et est détectable par des techniques
d’autoradiographie. Ceci pourrait indiquer que I'on pourrait détecter in vivo I'inflammation
induite par un mTBI par tomographie par émission de positons (TEP), prouvant ainsi aux
patients atteints de mTBI qu’il existe, en effet, une réaction non physiologique potentiellement
responsable de I'’émergence des troubles dont ils souffrent. Ces travaux ont permis

I’élaboration d’un article en cours de préparation.
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OBJECTIVES

The inflammatory response is an important part of the physiopathology of brain injury. Brain
inflammatory reaction is, in some cases, relatively difficult to detect. Furthermore, inflammation
could be related to cerebral deficits, even if no abnormality is detected on conventional imaging

(MRI or CT-scan).

The objectives of this thesis were to extensively describe inflammatory responses that occur after
a variety of brain injuries, such as ischemic stroke, mild traumatic brain injury and chronic alcohol
consumption by using new imaging techniques, and detecting original targets that could

modulate inflammatory reactions.

More precisely, the objectives are:

1) To describe the inflammatory responses after thromboembolic stroke model;

2) To discuss the anti-inflammatory treatments on stroke, from clinical and preclinical
points of view;

3) To describe the inflammatory priming caused by chronic alcohol consumption and the
consequences on stroke;

4) To develop a new model of mild TBI to longitudinally study the inflammatory responses

and behavioral deficits provoked by this new model of mild TBI.
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RESULTATS



1. Study 1: Spatio-temporal profile of
inflammatory responses in a
thromboembolic stroke model

As described in the introduction, the poor clinical relevance of experimental models of stroke
has been suggested as a main contributor to the dichotomy between promising experimental
results and unsuccessful clinical trials testing immunomodulatory molecules for ischemic stroke.
Most of the preclinical studies on the inflammatory responses triggered after ischemic stroke
have been performed in models in which the middle cerebral artery (MCA) is permanently or

transitorily occluded respectively by electrocoagulation or by a monofilament.

In this study, we have investigated the inflammatory responses to stroke in an experimental
model closer to the human pathology, consisting on the direct injection of thrombin in the MCA
which leads to the in situ formation of a fibrin-rich clot. This model shares two important
characteristics with the human pathology: (i) mice can recanalize progressively and
spontaneously within 24 hours after MCA occlusion, as in the case of a significant proportion of

untreated stroke patients, and (ii) tPA-induced thrombolysis is beneficial when administered

We have compared the inflammatory reactions in this thromboembolic stroke model (TESM) to
the “classical” experimental models of stroke. Our data show that the timing of inflammatory
responses triggered by the TESM is quite similar to that observed in the permanent
electrocoagulation model of the MCA, and is very different from that observed in the transient
mechanical vascular occlusion models. We propose the use of this clinically relevant

experimental model to test immunomodulatory drugs before the translation to clinical trials.
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Abstract

Inflammation has been proposed as a critical contributor to the pathophysiology of ischemic stroke.
Nevertheless, clinical trials on stroke using immunomodulatory treatments have shown limited
beneficial effects. In order to improve translational research in this field of research, it is mandatory
to propose clinically relevant experimental models of stroke and to better characterize the
inflammatory processes involved in the pathophysiology of stroke. Here, we characterized the
inflammatory processes occurring in a clinically relevant stroke model consisting in the in situ
injection of thrombin in the middle cerebral artery (MCA). Similar to clinical conditions, in this
experimental model MCA spontaneously recanalizes within 24 hours after stroke onset more than
70% of mice. Magnetic resonance imaging and histological follow-up study to characterize the
innate and adaptive immune responses to ischemic stroke was performed from early stages (six
hours) up to 5 days after stroke onset. This model of stroke induces inflammatory reactions
including (1) an early, long-lasting microglial response; (i1) neutrophil infiltration from 48 hours
after stroke; and (ii1) a late (after 48 hours) lymphocyte and blood-derived macrophage infiltration
accompanied by fibrin(ogen) deposits at the lesion site. Our results suggest that this clinically
relevant model should be used to test immunomodulatory drugs before the translation to clinical

trials.
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Introduction

Ischemic stroke is the second leading cause of death and the first cause of acquired long-term
disability worldwide. Every two seconds, someone in the world have a stroke (stroke.org.uk).
Ischemic stroke (80-85% of strokes) is described as the sudden interruption of blood flow in a
particular brain region leading to rapid neuronal death [1]. Stroke is envisioned to be a multiphasic
process involving excitotoxicity, apoptosis and inflammation [2]. In spite of promising results in
experimental models of stroke, any of the treatments targeting these mechanisms have shown a
clear beneficial effect in clinical practice. Indeed, the only successful and approved therapies for
ischemic stroke nowadays are thrombolysis [i.e., the intravenous injection of tissue-type
plasminogen activator (tPA)] within 4.5 hours after stroke onset [3] and thrombectomy (i.e., the

mechanical removal of the clot) up to 24 hours after stroke onset [4].

The poor clinical relevance of experimental models of stroke has been suggested as a main
contributor to the dichotomy between promising experimental results and unsuccessful clinical
trials testing immunomodulatory molecules for ischemic stroke [5]. Although the majority of stroke
patients show spontaneous and progressive arterial recanalization, most of the preclinical studies
on the inflammatory responses triggered after ischemic stroke have been performed in models in
which the middle cerebral artery (MCA) is permanently or transitorily occluded respectively by
electrocoagulation or by a monofilament. In the case of transient mechanical occlusions,
recanalization of the artery is sudden and associated to ischemic/reperfusion injuries [6]. Kinetics,
localization, and intensity of the inflammatory responses differ among these models [7-9]. In an
attempt to develop a more clinically relevant model of ischemic stroke, we conceived in the past
years a new model of thromboembolic stroke in mice consisting in the injection of thrombin

directly into the middle cerebral artery (MCA). This model leads to the formation of a fibrin-rich
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clot in the lumen of the MCA [10,11]. Similar to clinical results [12—14], in this experimental model
tissue-type plasminogen activator is able to reduce ischemic volume when injected early after
stroke onset but not when injected late [10,15,16]. Also similar to the human pathology, in this
experimental model the MCA spontaneously and progressively recanalizes in more than 70% of
mice 24 hours after MCAo. The goal of this study is to describe the time-course inflammatory
responses triggered after stroke onset in this clinically relevant experimental model of ischemic

stroke.
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Material and Methods

Animals

Studies were conducted in male Swiss mice (age 12 weeks, weight 35-45g). Mice were housed
with food and water ad libitum access. All experiments were performed following the ARRIVE

guidelines (www.nc3rs.org.uk), including blind analyses of the samples.

Thromboembolic stroke model

Mice were placed in a stereotaxic device, a small craniotomy was performed, the dura was excised,
and the middle cerebral artery (MCA) was exposed. A pipette was introduced into the lumen of the
MCA and 1 pL of purified murine alpha-thrombin (1 UI; Enzyme Research Labs) was
pneumatically injected to induce the in sifu formation of a clot. The pipette was removed 10 minutes
after, when the clot had stabilized. Cerebral blood flow was monitored before and up to 30 min
after MCA occlusion (MCAo0).

Magnetic Resonance Imaging

Mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane and maintained with 1.5-2% isoflurane
30%02/70%N->0 during the acquisitions. Experiments were carried out on a Pharmascan 7T
(Bruker, Germany). T2-weighted images were acquired using a multislice multiecho sequence:
TE/TR 33 ms/2500 ms. Lesion sizes were quantified on these images using ImageJ software.
T2*-weighted sequences were used to control if animals underwent hemorrhages events. Two
dimensional time-of-flight angiographies (TE/TR 12 ms/7 ms) were acquired and analyses of the
MCA angiogram were also performed to control the recanalization status of the MCA. The
angiographic score is inspired on the TIMI grade flow scoring. Score O refers to the absence of any
antegrade flow beyond the MCA. Score 1 is incomplete filling of the distal bed. Score 2 is almost
complete filling of the distal territory. Score 3 is complete filling of the distal territory.

Molecular imaging of infiltrated macrophages
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Two hundred microliters of naked Micro-sized particles of iron oxide (MPIOs) (diameter 1.08 mm)
(Invitrogen) were gently injected into the caudal vein one day before thrombin injection. Three-
dimensional T2*-weighted gradient echo imaging of flow compensation (spatial resolution 70mm?
isotropic), TE/TR 13.2ms/200ms and a flip angle of 21° was performed to detect MPIOs. T2*-MRI
acquisitions were performed every day starting from 1 day post MCAo. Signal void quantification
was performed by using image threshold and results presented as MPIOs-induced signal void on
the contralateral cortex divided by the signal void on the structure of interest in percent. Images
were analyzed by Fiji software.

Immunohistochemistry

For all groups, mice were deeply anesthetized and transcardially perfused with cold heparinized
saline (15 mL) followed by 100 mL of fixative (PBS 0.1 M. pH 7.4 containing 2%
paraformaldehyde and 0.2% picric acid). Brains were post-fixed (18 hours; 4°C) and cryoprotected
(sucrose 20% in PBS; 24 hours; 4°C) before freezing in Tissue-Tek (Miles Scientific, Naperville,
IL, USA). Cryomicrotome-cut sections (10 um) were collected on poly-lysine slides and stored at
— 80°C before processing.

Sections were co-incubated overnight with rabbit anti-mouse Ibal (1:1000, Wako 019-19741), rat
anti-mouse CD68 (1:800, Abcam 53444), rat anti-mouse Ly6G (1:500, clone 1A8, StemCell
60031), goat anti-mouse type-1V Collagen (1:1000, SouthernBiotech 1340), rabbit anti-mouse CD3
(1:25, Abcam 5690), rat anti-mouse CD4 (1:25, eBiosciences 14-0042-86), rabbit anti-mouse
Laminin (1:1000, Abcam 14055-50), sheep anti-mouse Fibrinogen (1:10000). Primary antibodies
were revealed by using Fab’2 fragments of Donkey anti-rabbit linked to FITC, anti-sheep linked
to FITC, anti-rat linked to Cy3, anti-rabbit linked to Cy5, anti-goat IgG linked to Cy5 (1:600,
Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA). Washed sections were coverslipped with antifade

medium containing DAPI and images were digitally captured using a Leica DM6000
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epifluorescence microscope-coupled coolsnap camera and visualized with Leica MM AF 2.2.0
software (Molecular Devices, USA) and further processed using ImageJ 1.51k software.

Quantitative PCR analyses

Terminally anesthetized mice (n=6/group) were transcardially perfused with cold heparinized
saline (15 mL) and brains were excised. Cortex were dissected and maintained at —80 °C until
messenger RNA (mRNA) extraction. Tissues were dissociated in TRI reagent (Sigma; Lyon,
France), and RNA was isolated by the addition of chloroform. Total RNA was washed by ethanol
and treated with TURBO DNase (Ambion; Saint Aubin, France). Total RNA was quantified by
spectrophotometry (NanoDrop Technologies; Wilmington, USA). Reverse transcription from 1 pg
of total RNA (or water as an internal control) was performed with the iScript Select cDNA
Synthesis kit (Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France) in a total volume of 20 puL with the following
cycle conditions: 42 °C (90 min); 85 °C (5 min). The cDNA products were then stored at —20 °C

until their use.

Quantitative PCR was performed with 1 pL of 1:20 diluted cDNA, water and the RT-qPCR internal
control), that were analyzed in 15 pL total of a 1x solution of iQ SYBR Green Supermix (Bio-
Rad; Marnes-la-Coquette, France) containing 200 nM of each primer. Based on mRNA coding
sequences (www.ensembl.org), mouse-specific primers were designed by using the Primer3Plus
software (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) Gene sequences are
specified in Supplementary table 1. Two housekeeping genes (Hmbs and Ppib) were used. Assays
were run in triplicate on the CFX96 real-time system c1000 thermal cycler (Bio-Rad; Marnes-la-
Coquette, France), with the following cycle conditions: 95 °C (3 min); [95 °C (2 s), 60 °C (20

s)] x 39; 70 °C (30 s).

Statistical analyses
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Results are the mean + SEM. Statistical analyses were performed using the Statview software. The
Wilcoxon test was used to compare values between ipsi- and contralateral cortex; the Mann-

Whitney test was used to compare between the different time points.
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Results

Characterization of thrombin-induced vascular occlusion

Using T2-weighted MRI sequences, we revealed ischemic brain lesions 6 hours after surgery
(5.93+0.91 mm?), extending at 24 hours (15.01£2.75 mm?; p<0.05 vs 6 hours), stabilizing at 48
hours (17.1745.24 mm?; p<0.05 vs 6 hours) and apparently reducing in size after 5 days (9.77+2.74
mm?) (Fig. 1a-1c; n=4-6 mice/group). Hemorrhagic transformation was not detected in any of the
mice (data not shown). Similar to human stroke, in this experimental model clots are progressively
and spontaneously fibrinolysed: 24 hours after MCAo 72% of mice show a partial (score 2) or total
(score 3) recanalization of the MCA (Fig. 1d, 1e). These angiographic analyses were obtained from
an independent series of mice (n=18).

Microglial recruitment

The macroscopic profile of microglia/macrophage responses after MCAo has been schematized in
Fig. 2a. The shape of microglia, and the characteristic staining of Ibal and CD68 markers are shown
in Fig. 2b.

Six hours after ischemic stroke onset, the number of microglial cells (total Ibal™ staining; Fig. 2c)
increased in the ipsilateral cortex (peri-infarct zone 191.73+£10.96 cells/mm?, +176% vs before;
core = 202.26£15.65 cells/mm?2, +185%), and this number considerably increased 5 days after
stroke onset. The number of total CD68* cells (Fig. 2d), a lysosomal marker present in activated
microglial cells and macrophages, also continuously increased from six hours (peri-infarct zone
144.98+0.69 cells/mm?, +161% vs basal; core 156.97+7.39 cells/mm?2, +174%) to 5 days after
stroke onset (peri-infarct zone 334.57+25.23 cells/mm?2, +371% vs basal; core 1638.99+90.63
cells/mm?, +1818%).

Macrophage recruitment
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Furthermore, we also counted the number of CD68*Ibal" cells (which we considered as infiltrated)
(Fig. 3a). The number of CD68"Ibal" cells increased from six hours (peri-infarct zone 12.01+1.08
cells/'mm?, +177% vs basal; core 16.28+2.25 cells/mm?2, +240%) to 48 hours (peri-infarct zone
10.47+1.81 cells/mm?2, +154% vs basal; core 28.95+6.69 cells/mm?2, +427%) after stroke onset.
This number markedly increased 5 days after stroke onset in the core of the lesion (peri-infarct
zone 13.79+1.23 cells/fmm?, +203% vs basal; core 1011.23+187.02 cells/mm?2, +14906%).
Furthermore, 3D-T2* acquisitions allowed the specific detection of hyposignals corresponding to
phagocyted-MPIOs by macrophages (Fig. 3b-3c). Hyposignals were discrete at 24 and 48 hours
after stroke onset and markedly increased at 5 days (Fig. 3d-3e).

Fibrin(ogen) deposits

Fibrin(ogen) deposits associated to blood-brain barrier (BBB) leakage were not detected before 48
hours post-stroke (Fig. 3f). Slight signals were found at 48 hours, and clear fibrin(ogen) deposits
were found at the lesion core 5 days after stroke onset (Fig. 3f). No quantification has been
performed on these photomicrographs.

Neutrophils and lymphocytes

A small number of Ly6G* neutrophils (Fig. 4a) was found at 48 hours after stroke onset (peri-
infarct zone 2.39+0.78 cells/mm?; core 29.58+3.88 cells/mm?; Fig. 4b-4c). The number of
neutrophils markedly increased at 5 days after stroke onset on the core as well as on the peri-infarct
zone of the lesion (peri-infarct zone 46.72+15.86 cells/mm?2; core 54.85+17.66 cells/mm?; Fig. 4b-
4c). In both time points, neutrophils were found beside blood vessels and within the brain
parenchyma (Fig. 4a). No neutrophils were found before stroke.

CD3* and CD4* lymphocytes (Fig. 4d) were only found in the brain only at 5 days after stroke
onset (Fig. 4e). Lymphocytes were found in the peri-infarct zone (CD3* cells: 85.55+17.88

cells/mm?; Fig. 4f) (CD4" cells: 17.61£1.25 cells/mm?; Fig. 4g) and in the core of the lesion CD3*
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cells: 213.534£31.71 cells/mm?; Fig. 4f) (CD4* cells: 79.9149.2 cells/mm?; Fig. 4g). In both cases,
lymphocytes were found beside blood vessels and within the brain parenchyma. No lymphocytes
were found before stroke.

Gene expression of inflammatory markers

We have studied the levels of inflammatory markers gene expression in the brain during the first
24 hours after stroke. We found an early and marked increase of the pro-inflammatory cytokines
IL-1b and TNF, which rapidly returned to basal levels in the ipsilateral cortex (Supplementary Fig.
2). Expression of the Toll-like receptor (TLR) 4 significantly increased at 24 hours post stroke
onset (Supplementary Fig. 2). In accordance to the double role as an inflammatory mediator during
the acute phase and as a neurotrophic mediator between the subacute and prolonged phases [17],
IL-6 shows an early but more sustained increase in the ipsilateral cortex from 6 hours after stroke
(Supplementary Fig. 2). The anti-inflammatory cytokine TGFf significantly increased at 24 hours

post stroke onset (Supplementary Fig. 2).
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Discussion

This study has been designed to describe the time-course of the inflammatory responses triggered
in an experimental model of thromboembolic stroke consisting in the injection of thrombin directly
into the MCA, which provokes the in sifu formation of a fibrin-rich clot. This experimental model
is clinically relevant, since it shows two important similarities to the human pathology: (i) the early
administration of tPA is beneficial and reduces lesion size [3,10,16], and (ii) more than 70% of

mice progressively and spontaneously recanalize within the first 24 hours after MCAo.

Our study shows that in this thromboembolic stroke model (TESM), the inflammatory response is
characterized by a marked, long-lasting microglial response beginning early after stroke onset
(from 6 hours). Neutrophils start to infiltrate at 48 hours, whereas lymphocytes and monocyte-
derived macrophages arrive later on (after 48 hours). Given that, in our hands, the volume of the
infarcted area is maximal at 24-48 hours, our data suggest that only the inflammatory responses
within the first 48 hours (notably microglial response) could play a role on the establishment
of the final lesion. Upon these data, immunomodulatory therapies aiming at reducing lesion
volume by blocking leukocyte infiltration are doomed to failure, but therapies targeting microglia
might be able to reduce lesion volume. Recently, experimental studies have focused on the switch
of microglial cell phenotype from pro- to anti-inflammatory as a potential target to improve stroke
outcome, by administering IL-33 [18] or IL-4 [19]. In addition, mice selectively depleted for
microglia show an increased lesion volume after experimental stroke [20], and the selective
elimination of proliferating microglial cells exacerbates ischemic injury in the brain [21]. One of
the future challenges in stroke therapy will be the effective administration of specific microglia-
modulating therapies in clinical practice. From the clinical side, the antibiotic minocycline, by

inhibiting microglial activation among other mechanisms, has shown promising results in two
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phase 1II clinical trials [22,23]. However, a third pilot study performed in a small sample of acute
stroke patients has shown that minocycline administration was safe but not efficacious [24]. Larger

clinical trials are thus needed to study the effect of minocycline in stroke patients.

We show here that 5 days after MCAo, blood-derived macrophage and lymphocyte infiltration are
accompanied by fibrin(ogen) deposits at the lesion core. Fibrinogen is a central blood coagulation
protein deposited in the CNS after blood—brain barrier (BBB) disruption. In the context of multiple
sclerosis, fibrinogen induces microglial activation, encephalitogenic adaptive immune responses
and peripheral macrophage recruitment into the CNS leading to demyelination [25,26]. The
fibrin(ogen) deposits found in our study are the result of both the passage from the vasculature due
to BBB leakage and an insufficient parenchymal fibrinolysis. In view of the simultaneous presence
of fibrin(ogen), lymphocytes and macrophages 5 days after MCAo in our study, additional studies
are needed to understand (i) whether fibrin(ogen) deposition is cause or consequence of
lymphocyte and blood-derived macrophage infiltration in the context of stroke, and (i1) whether
the modulation of fibrin(ogen) deposit can modulate leukocyte recruitment and/or neurological

outcome.

Our results show that the inflammatory responses triggered by the TESM are globally similar those
occurring after the permanent MCAo by electrocoagulation (EC) described by Zhou and colleagues
[7] (see comparative schema in Fig. 5). This observation suggests that the timing of immune
responses is independent of the recanalization of the artery, since in the TESM mice
spontaneously recanalize within 24 hours after MCAo, in contrast with the permanent EC model
[27]. 1t has been recently suggested that the transendothelial route could not be the primary route
of leukocyte infiltration after stroke. Instead, leukocyte would infiltrate the ischemic region via the

choroid plexus [28] and the perivascular spaces. This could explain how immune cells arrive to
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the lesion site even after the permanent occlusion of the MCA, as well as the failure of the
blockade of the transendothelial migration of leukocytes in stroke clinical trials. The final location
of neutrophils in the ischemic tissue is still debated. Some studies have reported that neutrophils
cross the vessel wall but stay at the perivascular space [29]. In our hands, neutrophil reach the brain

parenchyma, in accordance with other studies [30].

The vast majority of preclinical data on experimental models of ischemic stroke has been obtained
on transient mechanical vascular occlusion (TMVO) models, in which recanalization occurs too
but provoke ischemia/reperfusion injury, thromboinflammation and secondary microthrombosis.
Secondary microthrombosis is a major pathophysiologic mechanism leading to brain damage,
which does not occur in other models based on clot-induced ischemic stroke like the TESM [6].
Interestingly, the time-course immune response induced by the TESM model and EC models of
stroke substantially differs from the TMVO models reported in the past [7,8]. Notably, microglial
response is practically absent after 30 or 90 minutes of TMVO, and neutrophil infiltration occur
earlier and is maximal at 24 hours after MCAo. Immunomodulatory agents that have clearly shown
beneficial effects on TMVO models of stroke could actually be targeting thromboinflammation
and secondary microthrombosis. Since it is unclear whether thromboinflammation is a universal
pathophysiological mechanism of human stroke, immunomodulatory drugs need to be evaluated
or re-evaluated in experimental stroke models not inducing secondary thromboinflammation before

trying to apply them in clinical practice.

Although it is clear that ischemic stroke triggers a series of inflammatory responses at the lesion
site, it is less clear whether these inflammatory responses, especially leukocyte infiltration to
the ischemic area, actually contribute to the propagation of ischemic lesions and to the final

lesion volume. The reasons of this controversy are sustained by (i) the lack of beneficial effects of
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immunomodulatory therapies in stroke patients, (ii) contradictory pre-clinical results testing
leukocyte recruitment obtained in different models of stroke, (iii) the fact that the timing of
leukocyte infiltration does not match with the establishment of the final lesion (at least in preclinical
studies), and (iv) pre-clinical data showing similar infarct volumes despite decreased or increased

leukocyte infiltration after stroke [28,31].

Interestingly, it has been described that leukocyte infiltration may influence neurological
outcome independently of the final lesion volume [28,31], but the mechanisms mediating this
effect are poorly understood and need to be elucidated. It is possible that the modulation of the
sub-acute and late inflammatory responses after stroke (notably leukocyte infiltration to the tissue)
could have an impact on the neurological outcome. Given the time-course responses observed here,
and the absence of a clear beneficial effect on the clinical trials on the use of immunomodulatory
therapies blocking leukocyte infiltration when administered early after stroke onset, it is maybe

time to reconsider a later administration in clinical practice.

It is important to note that the results presented here have been obtained in young, healthy mice,
and we acknowledge that immune responses can substantially vary in time and intensity in co-

morbid conditions like hypertension or ageing.

Summary/Conclusions

Taken together, our data show that this thromboembolic model of stroke (TESM) by the in situ
injection of thrombin provokes immune responses, such as microglial activation and leukocyte
recruitment. The timeline of cell infiltration is similar to the permanent model of
electrocoagulation, suggesting that the immune responses triggered after ischemic stroke are
independent of recanalization. Given the timeline of the immune responses found in this study,
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immunomodulatory drugs targeting leukocyte infiltration after stroke may influence neurological
outcome, but not lesion volume. This clinically relevant TESM should be used to test

immunomodulatory drugs before the translation to clinical trials.
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Figure legends

Fig. 1. Murine model of thromboembolic stroke. (a) MCA occlusion (MCAo) model (adapted
from Orset et al., 2007). One pl of thrombin is directly injected into the MCA by using a glass
micropipette. (b) Representative T2-weighted MRI scans at different time points before and after
MCAOo. (¢) Quantification of the lesion volume at different time points. N=3-5 mice per group,
*p<0.05 vs 6 hours, Mann Whitney test. (d) Representative angiographies showing the complete
occlusion of the MCA 1 hour after the occlusion and its spontaneous recanalization after 24 hours.
(e) Percentage of angiographic scores 24 hours after the MCAo. Score 0 = complete occlusion;
score 1 =incomplete filling of the distal bed; score 2 = almost complete filling of the distal territory;
score 3 = complete filling of the distal bed. (f) Identification of the studied zones by

immunohistochemisry: contralateral cortex (CTL), peri-infarct zone (PI) and ischemic core (IC).

Fig. 2. Quantification of total microglia, activated microglia/macrophages and macrophages
at different time points after thromboembolic stroke. (a) Schematic representation of the
immunostainings found in the ipsilateral cortex, superposed on a T2w MRI scan: total microglia
(green), activated microglia (yellow) and macrophages (red). (b) Characteristic shape of microglia,
and the characteristic staining of Ibal and CD68 markers in the ipsilateral cortex. Quantification
of (¢) total microglia (Ibal+cells), (d) activated microglia/macrophages (CD68+ cells) (N=3-5

mice per group).

Fig. 3. Quantification of macrophage and fibrinogen infiltration after thromboembolic
stroke. (a) Quantification of macrophages (Ibal-CD68+cells) (N=3-5 mice per group). (b) Schema
of the experimental design to detect specifically blood-derived macrophage infiltration after stroke.
(c) Representative T2w and T2*w MRI images from mice injected with nude MPIO (iv) 1 day
before stroke. (d) Quantification of MPIO signal at each time point. N=6 mice per group, *p<0.05,

126



Mann-Whitney test. Scale bar: 10um. (e) Representative photomicrographs of infiltrated
macrophages positive for CD68 and containing MPIO 5 days after MCAo, (f) Representative
photomicrographs of fibrinogen deposits (Fibrinogen®*, green) and macrophages (CD68", red) in

the ischemic lesion 6 hours, 24 hours, 48 hours and 5 days after MCAo. Scale bar: 100 pm.

Fig. 4. Quantification of neutrophil and lymphocyte infiltration after thromboembolic stroke.
(a) Representative photomicrographs obtained by epifluorescence microscopy of neutrophil
(Ly6G™ cells) infiltration on the ischemic core 5 days after thromboembolic stroke. Note the
absence of Ly6G™ cells at 6 and 24 hours after MCAo. (b) Illustration of the distribution of Ly6G*
cells 48 hours and 5 days after MCAo. (c¢) Quantification of neutrophils on the contralateral cortex,
peri-infarct zone and the ischemic core at 6, 24, 48 hours and 5 days after MCAo. N=3-5 mice per
group, *p<0.05, Mann-Whitney test. Scale bar: 5S0um. (d) Representative photomicrographs of
lymphocytes on the ischemic core 5 days after thromboembolic stroke. Note the absence of CD3*
and CD4" cells at 6, 24 and 48 hours after MCA occlusion. (e) Illustration of the distribution of
lymphocytes 5 days after MCA occlusion. (f) Quantification of total lymphocytes (CD3* cells). (g)
Quantification of CD4* lymphocytes. All the quantifications were done on contralateral cortex,
peri-infarct zone and core of the lesion at 6, 24, 48 hours and 5 days after MCAo. N=3-5 mice per

group, *p<0.05, Mann-Whitney test. Scale bar: S0um.

Fig 5. Schematic representation of the temporal profile of the stroke-induced immune

responses at the ipsilateral cortex in different experimental models of stroke.

Supplementary Fig. 1. Quantification of the gene expression of inflammatory markers in the
brain before and after thromboembolic stroke. N=5-6 mice per group, *p<0.05, Mann-Whitney

test.
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Supplementary Table 1. Primers used for gPCR analyses.
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Gene Forward sequence Reverse sequence

TNFo TCTACTGAACTTCGGGGTGA AGGGTCTGGGCCATAGAACT
IL-1B GACCTTCCAGGATGAGGACA AGGCCACAGGTATTTTGTCG
IL-6 GACAAAGCCAGAGTCCTTCAG  GCCACTCCTTCTGTGACTCC
TGEB GGCTACCATGCCAACTTCTG TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC

VCAM-1 GAACCCAAACAGAGGCAGAG TGAGCAGGTCAGGTTCACAG

ICAM AGGGCTGGCATTGTTCTCTA CTTTGGGATGGTAGCTGGAA

P-selectin GGCAAGTGGAATGATGAACC  CCATAGAAGCCTGGGTAGCA

Hmbs GAAATCATTGCTATGTCCACCA GGGTTTTCTAGCTCCTTGGTAA

Ppib CAAGACCTCCTGGCTAGACG TTCTCCACCTTCCGTACCAC
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2. Study 2: Review of the literature of
anti-inflammatory treatments in stroke

Therapeutic choices for stroke treatment are limited nowadays to tPA-induced thrombolysis
and/or mechanical thrombectomy. Moreover, only about 5% of patients can benefit from tPA-
induced thrombolysis because of the short therapeutic window (within 4.5 hours after stroke
onset). Although mechanical thrombectomy has substantially enlarged stroke therapeutic
window, this neuroradiological approach can be performed exclusively in patients with large
diameter vessels occlusion. It is therefore necessary to find new therapeutic targets for the large

majority of untreated patients.

Inflammation plays an important role in the pathophysiology of stroke (ladecola and Anrather,
2011). It has been shown in experimental stroke models that strategies to modulate the
inflammatory response were beneficial in the evolution of lesion volume (Lalancette-Hébert et
al., 2007; Liesz et al., 2009; Matsuo et al., 1994; Szalay et al., 2016). However, these strategies
have not shown a beneficial effect in clinical practice. The purpose of this review is to identify
key players in brain inflammation, as well as to review the preclinical and clinical therapeutic

strategies used to modulate the post-stroke inflammatory response.
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1) Check for updates

Therapeutic Advances in Neurological Disorders

Immunology of Stroke: From Animal
Models to Clinical Trials

Special Collection

Review

Anti-inflammatory treatments for stroke:

from bench to bedside

Antoine Drieu, Damien Levard, Denis Vivien and Marina Rubio

Abstract: So far, intravenous tissue-type plasminogen activator (tPA] and mechanical removal
of arterial blood clot (thrombectomy]) are the only available treatments for acute ischemic
stroke. However, the short therapeutic window and the lack of specialized stroke unit care
make the overall availability of both treatments limited. Additional agents to combine with

tPA administration or thrombectomy to enhance efficacy and improve outcomes associated
with stroke are needed. Stroke-induced inflammatory processes are a response to the tissue
damage due to the absence of blood supply but have been proposed also as key contributors
to all the stages of the ischemic stroke pathophysiology. Despite promising results in
experimental studies, inflammation-modulating treatments have not yet been translated
successfully into the clinical setting. This review will (a) describe the timing of the stroke
immune pathophysiology; (b) detail the immune responses to stroke sift-through cell type; and
(c) discuss the pitfalls on the translation from experimental studies to clinical trials testing the

therapeutic pertinence of immune modulators.

Keywords: clinical trial, immunomodulatory drugs, inflammation, stroke models, translation
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Introduction

Every year, 15 million people worldwide suffer a
stroke. Of these, 5 million die and another 5 mil-
lion are left permanently disabled, placing a bur-
den on family and community (http://www.who.
int/cardiovascular_diseases/en/cvd_atlas_15_ bur-
den_stroke.pdf?ua=1). In the United States a
stroke event happens every 40 seconds, and every
4 minutes, someone dies of stroke (American
Stroke Association). Ischemic stroke is provoked
by an arterial occlusion in the brain that leads to
the rapid death of the brain tissue irrigated by that
particular artery. So far, intravenous tissue-type
plasminogen activator (tPA) is the only available
pharmacological agent for acute ischemic stroke,
but this agent is frequently underutilized due to
its limited therapeutic window (4.5 h) and
increased risk of intracerebral hemorrhage.
Recently, mechanical thrombectomy has demon-
strated beneficial effects on ischemic stroke in
selected patients! and has become the standard of
care for patients with large-vessel occlusion up to
24 h of stroke onset.?3 Additional agents to com-
bine with tPA administration or thrombectomy to

improve efficacy and ameliorate outcomes associ-
ated with stroke are needed, in particular, for
those patients not eligible for thrombolysis or
thrombectomy, or with no access to specialized
stroke unit care. Easily administrable agents
reducing tissue damage even modestly would
drastically decrease the burden of stroke on soci-
ety and would ameliorate patient outcomes and
quality of life.*

Stroke-induced inflammatory processes, which
include mechanisms of innate and adaptive
immunity, are a response to tissue damage due to
the absence of blood supply but have also been
proposed as key contributors to all the stages of
the ischemic stroke pathophysiology.> However,
despite promising results in experimental studies,
inflammation-modulating treatments have not
yet been translated successfully into the clinical
setting. This review will focus on the innate and
adaptive immune responses participating in
ischemic brain injury and their impact on tissue
damage and repair in both experimental models
of stroke and available clinical data. It has been
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structured in three parts: a first part describing
the timing of the stroke pathophysiology from an
immunological point of view (Figure 1); a second
part detailing the immune responses to stroke
sift-through cell type; and a third part discussing
the pitfalls on the translation from preclinical to
clinical stroke research of immunomodulating
therapeutic agents.

Timeline of inflammatory events after

stroke

Basically, inflammatory responses after stroke can
be decomposed in three phases.> The acute phase
(first hours after stroke onset) corresponds to the
clearing of dead cells mainly by resident phago-
cytic cells such as microglia/macrophages and a
first entry of leukocytes, mainly neutrophils. The
subacute phase (first days after stroke) corre-
sponds to resolution of inflammation. The late
phase (days and weeks after stroke) corresponds
to tissue repair by astrocytes and microglia (glial
scar).

The acute phase of stroke: tissue injury,

microglial and endothelial activation

The arterial occlusion at the origin of ischemic
stroke leads to deprivation of oxygen and nutri-
ents that are essential for neuronal survival, lead-
ing to rapid neuronal death in the core of the
lesion site only minutes after stroke onset. The
absence of blood supply into the tissue is followed
by a cascade of events starting with a reduction in
cellular adenosine triphosphate (ATP) that is
required to maintain ionic gradients. The disrup-
tion of ionic gradients leads to an influx of Na*
and Ca?", cellular depolarization and release of
neurotransmitters, including the excitatory neu-
rotransmitter glutamate.® As energy-dependent
removal of glutamate is impaired, glutamate
accumulation leads to overactivation and opening
of monovalent ion channels followed by water
influx, thus resulting in cellular swelling and
death.” Dying neurons at the core of the lesion
express free radicals, damage-associated molecu-
lar patterns (DAMPs) and high-mobility group
box 1 (HMGBI1) protein that lead to inflamma-
tory reactivity by microglia. Edaravone, a free
radical scavenger, has shown beneficial properties
in stroke patients with large-vessel occlusion,
especially when combined with recombinant tis-
sue-type plasminogen activator, but not in combi-
nation with thrombectomy.8 Activated microglia

adopt a pro-inflammatory status, expressing pro-
inflammatory cytokines [interleukin 1 (IL-1),
IL-6] that are released into blood circulation.®

Pro-inflammatory cytokines exacerbate endothe-
lial cell (EC) activation contributing to leukocyte
rolling, adhesion and infiltration in brain tissue.
Leukocytes start to roll on the vessel wall with the
help of selectins expressed by activated EC. After
rolling, leukocytes strongly adhere to the vessel
wall by strong links with intercellular adhesion
molecule (ICAM-1) and vascular cell adhesion
molecule (VCAM-1).10:11 Into the brain, there is
almost no way for leukocytes to pass through the
blood-brain barrier (BBB) in nonpathological
conditions.!? However, the BBB integrity is dis-
rupted after stroke onset and tight junctions
between EC disappear, allowing leukocyte infil-
tration into the injured brain tissue.!? Clinical
data and experimental models of stroke have
shown that neutrophils infiltrate within hours of
stroke onset.1415

The subacute phase: resolution of inflammation

In the first days after stroke, different leukocyte
populations, including macrophages and lympho-
cytes, infiltrate the brain.1415 The infiltration of
leukocyte subpopulations differs among murine
permanent and transient mechanical focal cere-
bral ischemia models'® and the inflammatory
response seems to be more pronounced after per-
manent electrocoagulatory middle cerebral artery
occlusion (MCAOQO) compared with 30-min and
90-min transient mechanical vascular occlusion
(TMVO).1¢ Descriptive data on the timeline
inflammatory responses in thrombus-induced
experimental stroke models are missing.

Preclinical studies performed on TMVO models of
ischemic stroke have shown a secondary injury
after reperfusion (i.e. cerebral ischemia/reperfu-
sion injury). While mechanical thrombectomy also
promotes rapid reperfusion, it does not seem to
provoke such a secondary injury in patients with
proximal middle-cerebral-artery or internal-
carotid-artery occlusion and a penumbral region of
tissue (i.e. a brain region that is ischemic but not
infarcted yet, which is therefore salvageable). This
is probably due to a better collateral circulation
and slower infarct growth in these patients and is
associated to a higher proportion of good func-
tional outcomes at 3 months after stroke, com-
pared with patients with little or no penumbra,
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even when performed late (16-24 h) after stroke
onset.2:317 In the DEFUSE 2 study, patients with
little or no penumbra had a greater lesion growth
despite reperfusion. This greater lesion growth
could be the result of reperfusion-related edema
based on the larger infarct core volumes in the no
penumbra group.!?

The late phase: tissue repair and glial scar

Neuroinflammation is also considered necessary
for the reparation phase that persists after the ini-
tial brain insult.!8-20 This phase aims at restoring
tissue integrity and involves matrix remodeling,
neurogenesis, axon sprouting, dendritogenesis
and oligodendrogenesis.?! All these processes are
common to acute brain injuries (including
ischemia, hemorrhage, and trauma), neuroin-
flammatory (including multiple sclerosis) and
neurodegenerative disorders,?? that initiate an
extensive glial response known as reactive gliosis.
Reactive gliosis involves an enhanced expression
of specific markers, such as various extracellular
matrix molecules (ECM) like chondroitin sulfate
proteoglycans (CSPG) and glial fibrillary acidic
protein (GFAP) for astrocytes. Glial scar forma-
tion is crucial for sealing the lesion site to remodel
the injured tissue, in order to spatially and tempo-
rally control the local immune response and
revascularization of blood capillaries. Nonetheless,
the glial scar also acts as an obstacle to axon
regeneration and thus avoids the recovery of cen-
tral nervous system (CNS) function in the chronic
phase after stroke. Experimental studies on the
glial response to ischemic stroke have been per-
formed in animal models using variations of per-
manent or focal transient MCAO and
photothrombosis.?325 The human brain after
ischemic injury seems to share similar properties
to these experimental models of stroke.26

Immunomodulating therapeutic strategies

for stroke: sift-through cell type

Clinical trials on stroke immunology have targeted
both innate and adaptive immune responses, by
reducing microglial activation, inhibiting leukocyte
or lymphocyte migration to the brain parenchyma,
and blocking the IL-1 receptor. The increasing
number of immunomodulatory treatments that are
already established for other indications in humans
have provided a good opportunity to fast-track
innovative proof-of-concept trials in stroke.
However, and despite promising preclinical results,

immunomodulatory drugs have not shown clear
benefits in large clinical trials on stroke. Another
strategy has been the induction of hypothermia to
reduce inflammatory responses and apoptosis trig-
gered after stroke (among other mechanisms).
Several trials have shown its safety and feasibility,
alone or in combination with thrombolysis;27-30
however, its efficacy in the treatment of ischemic
stroke is still debatable, especially because of
increased pneumonia incidence and mortality in
the hypothermia group.3! New clinical trials on
the effects of the combination of thrombolysis/
thrombectomy plus hypothermia are ongoing.32
Figure 2 summarizes the results of clinical trials
targeting the immune responses triggered after
ischemic stroke.

Microglial cells

Pathophysiology. Microglial cells constitute 10—
15% of the brain cells and are the resident mono-
nuclear phagocytes of the brain parenchyma.?? As
aforementioned, microglial response is one of the
first steps of the innate immune responses trig-
gered after stroke. Microglial cells are in close con-
tact with neurons and constantly survey the
environment with their processes.?* These cells
can adopt a large spectrum of phenotypes ranging
from pro-inflammatory to anti-inflammatory and
neuroprotective. At the acute phase after stroke
onset, microglial cells at the core of the lesion
detect DAMPs and HMGBI1 wvia their receptors
mainly belonging to the Toll-like receptor (TLR)
family.13:35-37 This ligand-receptor link leads to
internalization of nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor
(IkB) kinase into the nucleus and the subsequent
activation of the nuclear factor of kappa light chain
enhancer of activated B-cells (NF-kB) pathway
and thus to the activation of microglial cells. Also,
loss of the constitutively expressed neuronal ligand
CX3CLI1 (fractalkine) after neuronal death results
in enhanced microglial activation through their
receptors CX3CR1.3® Experimental models of
both transient and permanent ischemic stroke
have shown an increase in the number of microg-
lial cells on the ipsilateral cortex in the first 24 h
after stroke onset.1%1% Once activated, microglial
cells express high levels of CD11b, CD45 and
CD68 corresponding to a phagocytic phenotype
responsible for the clearance of cellular debris,’ as
well as tumor necrosis factor and the pro-inflam-
matory interleukins IL-1 and IL-6 that are released
into blood circulation.® IL-1 has been targeted to
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reduce further cerebral injury mediated by
inflammation. A meta-analysis showed that IL-1
receptor antagonist (IL-1Ra) administration was
associated with a 38.2 % reduction in mean infarct
volume across 16 published preclinical studies.?®
In a phase II clinical study, recombinant human
IL-1Ra (rhIL-1Ra; anakinra) administered at hos-
pital arrival has shown beneficial effects in patients
with cortical infarcts, with better clinical outcomes
after 3 months in the treated group.*® However,
the recently published results of a second phase II
study on the effect of subcutaneous IL-1Ra
administration (SCIL-STROKE) has shown that,
in spite of a significant reduction in plasma inflam-
matory markers associated with a worse outcome
after ischemic stroke, II.-1Ra treatment was not
associated with a favorable outcome on modified
Rankin Scale (mRS).#!

Recently developed techniques of total microglial
depletion have shown that microglia seem essen-
tial to the limitation of stroke damages, since
microglia-depleted mice show larger infarct vol-
umes than nondepleted mice.4?

Therapeutic strategies targeting microglia. Mino-
cycline, an anti-infective agent of the tetracycline
family used for the treatment of infections caused
by a wide range of organisms, has been tested for
the treatment of stroke. It is highly lipophilic and
crosses the blood—brain barrier. Minocycline, by
acting through different pathways, is able to inhibit
microglial activation, decrease migration of T cells,
reduce neuronal apoptosis, block free radical pro-
duction, decrease CNS expression of chemokines
and their associated receptors, and inhibit matrix
metalloproteinases, particulary matrix metallopro-
teinase-9.43-58 In preclinical stroke studies, mino-
cycline ameliorated behavioral function and
decreased lesion volume and hemorrhagic trans-
formation.*+47 It did not alter the fibrinolytic effect
of rtPA%® and could enlarge the time window for
thrombolysis.#® Two phase II clinical trials have
shown minocycline to be safe and potentially effec-
tive in acute ischemic stroke, alone or in combina-
tion with tPA, when administered in the first 24 h
after stroke onset and for 5 days.5%:%0 However, a
third pilot study performed in a small sample of
acute stroke patients has shown that minocycline
administration in the first 24 h was safe but not
efficacious.*® The authors acknowledged that this
third study was not powered to identify reliably or
exclude a modest but clinically important treat-
ment effect of minocycline.*3 Larger clinical trials

are thus needed to study the effect of minocycline
in stroke patients.

Recently, preclinical studies have focused also on
the switch of microglial cell phenotype from M1
to M2 as a potential target to improve stroke out-
come, by administering I1.-3361 or I1.-4.62

Endothelial cells

Pathophysiology. In the brain, the functional unit
formed by tightly jointed ECs and astrocytic end-
feet constitute the BBB, a strong protective blood—
tissue barrier against pathogens. A few minutes
after stroke onset, the BBB is disrupted, and local
ECs are activated. 939 When activated, ECs
express cellular adhesion molecules (CAMs) which
allow leukocyte rolling and adhesion to the luminal
side of the EC and eventually leukocyte transmi-
gration toward the brain parenchyma.> After their
activation, the first adhesion molecules expressed
by ECs are the selectins (E- and P-selectins). They
are constitutively produced by ECs and stored in
Weibel-Palade bodies until EC activation. The ini-
tial adhesive interactions between leukocytes and
selectins expressed on the luminal side of the venu-
lar endothelium are tethering (capture) and roll-
ing. These low-affinity (weak) interactions are
subsequently strengthened as a result of the
sequential activation of different families of adhe-
sion molecules that are located on the surface of
leukocytes and ECs.%5 A few hours after stroke
onset, ECs start to express the VCAM-1 and the
ICAM-1,63%6 allowing leukocytes to adhere and
remain stationary on the vessel wall. Finally, ECs
express the platelet endothelial cell adhesion mol-
ecule (PECAM-1), responsible for leukocyte
transmigration into the brain parenchyma.!!

Therapeutic strategies targeting selectins. Strate-
gies for the blockade of CAMs through the intra-
venous injection of antibodies have failed in
ameliorating stroke outcome both in clinical and
preclinical trials.

Enlimomab, a murine ICAM-1 antibody, reduces
leukocyte adhesion and infarct size in experimen-
tal stroke studies.®” However, the clinical trial
performed in stroke patients showed that the
administration of enlimomab within 6 h after
stroke onset is not an effective treatment for
ischemic stroke and, indeed, significantly wors-
ened stroke outcome and increased adverse
events.%® One of the possible explanations for this
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failure is the murine origin of the injected anti-
body to stroke patients.%°

Induction of mucosal tolerance to E-selectin to
minimize inflammation and risk of further cere-
bral insult has been tested in a phase I clinical
trial, but results have not been disclosed.”®

L-selectin, a CAM located in the surface of leuko-
cytes, has also been targeted in an experimental
stroke model in rabbits by using a humanized
monoclonal antibody (HuDREG200). This strat-
egy, alone or in combination with alteplase, failed
to significantly ameliorate stroke outcome.”!

Neutrophils

Pathophysiology. The principal role of neutro-
phils is to enhance leukocyte recruitment by
degranulation of their content, rich in cytokines/
chemokines, proteolytic enzymes and activated-
complement system.”?2 The extent of neutrophil
infiltration after stroke is still debated, being
described either limited to the perivascular space
or infiltrating the brain tissue in preclinical stroke
models (permanent or mechanical transient
occlusion of the MCA) and human postmortem
samples.”3-75

It was postulated that neutrophils could contrib-
ute to brain injury after ischemic stroke by
obstructing microvessel circulation, damaging
endothelial cells and ECM by hydrolytic enzymes
and free radicals, promoting intravascular throm-
bus formation together with platelet activation,
and releasing cytokines and chemotactic factors
that could promote extension of the inflammatory
response.°

Therapeutic strategies targeting neutrophils. Pre-
clinical and clinical studies aiming at blocking
neutrophil infiltration have targeted CD11/CD18
(LFA-1 for lymphocyte function-associated anti-
gen 1), located at the surface of neutrophils, to
prevent their adhesion to ICAM-1 (expressed at
the luminal surface of ECs). Preclinical studies
have shown that CD11/CD18 monoclonal anti-
bodies are not beneficial in permanent stroke
models,””>’® but are beneficial on a transient
mechanical ischemic stroke model.”® In spite of
this, two clinical trials have been performed to
prevent neutrophil recruitment after stroke onset
and have shown no beneficial effect. On the
HALT phase III trial, the humanized antibody

Hu23F2G, administered twice daily, appeared to
produce an improvement in mRS score in a phase
II study. However, the sponsor terminated a sub-
sequent phase III study when a ‘futility analysis’
advised that no benefit of the treatment would
occur if the study was completed. No public
information regarding the database, outcomes,
safety issues, or relative number of adverse events
has appeared.’”® On the ASTIN (Acute Stroke
Therapy by Inhibition of Neutrophils) study,
UK-279,276 (another CD18 antagonist) was
administered within 6 h of stroke symptom onset,
but, similar to the HALT study, the trial was
stopped early due to futility.8°

Lymphocytes

Pathophysiology. Adaptive immunity also plays
an important role during stroke. Lymphocytes
consist of distinct subpopulations with diverse
functions and can be subdivided into two groups:
pro- and anti-inflammatory lymphocytes. The
consequences of the adaptive immune response
on ischemic stroke are still debated, as both ben-
eficial and deleterious results have been reported
depending on the type of T-helper (Th) immune
response set in motion after the activation of lym-
phocytes.81-83 Both transient (mechanical) and
permanent experimental models of stroke have
shown that lymphocyte infiltration into the isch-
emic tissue comes later after stroke onset (starting
at 3 days).!%16 Postmortem human samples have
shown that lymphocyte infiltration into the isch-
emic area occur from day 3 and can be present up
to 53 years after stroke.!>

The choroid plexuses (CP) have recently been
proposed as the preferential route for lymphocyte
infiltration into the lesion site after experimental
stroke. Indeed, CP infarction reduces lymphocyte
infiltration after stroke onset; however, the
ischemic volume is not modified in these mice,
even if lymphocyte infiltration 1is actually
reduced.8 These intriguing results raise impor-
tant questions about the role of lymphocytes on
the development of the ischemic lesion.

Therapeutic  strategies  targeting  lympho-
cytes. Therapeutic strategies targeting lympho-
cytes would be desirable because they focus the
delayed phase of the injury and thus could have a
particularly wide therapeutic window. Several
preclinical studies have shown that pro-inflamma-
tory lymphocytes, such as TH1, TH17, and y0 T
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cells worsen stroke outcome, and that blocking of
their brain invasion is neuroprotective.85-87

Contrary to pro-inflammatory lymphocytes, regu-
latory T cells (Treg) and B cells have been charac-
terized as anti-inflammatory and as disease-limiting
protective cells. Targeting Tregs as the endoge-
nous orchestrators of the postischemic immune
response has been proposed as a more effective
therapy than blocking only a particular inflamma-
tory pathway.>13 However, because of the com-
plex function of regulatory cells in immune
homeostasis and disease, as well as partially diver-
gent findings using different stroke models, the
pathophysiologic function of regulatory lympho-
cytes in stroke remains uncertain. As an example,
among nine studies using Treg-depletion para-
digms, three of the studies revealed an increase in
infarct volume®8-90 whereas five studies did not
detect any effect on stroke outcome88:89:91-93 and
one study even observed a reduction of infarct size
in Treg-deficient mice.®* To explain this, the
experimental model used (permanent versus tran-
sient mechanical) and more particularly, the
resulting volume of the ischemic lesion, has been
proposed as a determinant on the overall effect of
Treg depletion that seems to provide a benefit
only on small lesion volumes provoked on the per-
manent stroke model.%>

Another strategy for Treg modulation has been
the administration of enhancers of Treg function
by adoptive cell transfer of purified Treg to wild-
type animals to increase circulating Treg num-
bers, or by the administration of a CD28
superagonist (CD28SA), which provokes in vivo
expansion of Tregs and amplification of their sup-
pressive function. However, the obtained results
are again controversial, with some studies describ-
ing an improvement of stroke outcome® and
other studies describing an increase of ischemic
volume.®” Once again, it has been proposed that
stroke severity might predict the net biological
effect of Tregs.?>

It has been proposed that Tregs have a deleterious
role on ischemic stroke not related to their estab-
lished immunoregulatory characteristics but to a
specific effect on microvascular thrombus forma-
tion in a model of transient mechanical occlu-
sion.?* Secondary microthrombosis arises within
minutes after reperfusion in transient mechanical
models of stroke once the occluding filament has
been removed. It provokes delayed cerebral blood
flow (CBF) reduction, secondary ischemia and

lesion growth, which is responsible for ~70% of
the final ischemic lesion size.?® However, clinical
studies have shown that secondary ischemia and
lesion growth are modest or nonexistent after rep-
erfusion in selected patients,>17:9%:100 and concerns
have been raised about the clinical relevance of
transient mechanical vascular occlusion stroke
models.!%! For these reasons, it would be interest-
ing to test the role of Tregs in nonmechanical
models of ischemic stroke, where secondary
microthrombosis is absent.102

To increase the complexity of this question, fin-
golimod (FTY720), an immunomodulatory drug
currently approved by the US Food and Drug
Administration for the treatment of multiple scle-
rosis that inhibits lymphocyte circulation and brain
immigration, has been tested in models of perma-
nent and transient mechanical ischemia. As in
the case of the aforementioned CP infarction,8*
although a reduction of lymphocyte brain invasion
was detected using fingolimod, no effect was
observed on infarct volumes and behavioral dys-
function in any of the models. This lack of neuro-
protection despite effective lymphopenia was
attributed to a divergent impact of fingolimod on
cytokine expression and possible activation of
innate immune cells after brain ischemia.’® A
phase II clinical trial using fingolimod (adminis-
tered within 6 h after the onset of symptoms) com-
bined with alteplase and mechanical thrombectomy
on ischemic stroke (FAMTAIS) is ongoing.103

Two clinical pilot studies have tested fingolimod,
alone and later than 4.5 h after stroke onset for 3
days,!%¢ or in combination with tPA (thus before
4.5 h after stroke onset) for 3 days.!%5 These two
studies have shown a beneficial effect of the oral
administration of fingolimod within 72 h of stroke
onset, especially when combined with tPA, where
patients who received the combination exhibited
smaller lesion volumes, less hemorrhage, and a
better recovery at day 90.

Therapeutic strategies targeting global leukocyte
infiltration. The transendothelial migration of
leukocytes through the interaction between the
molecules VLLA-4 (leukocyte very late antigen-4)
(present at the surface of neutrophils, monocytes,
and T and B lymphocytes among other blood cell
types) and VCAM-1 (vascular cell adhesion mol-
ecule-1) has been targeted in several studies.
Antibodies against the alpha chain of VLA-4
(anti-CD49d antibodies) have shown efficacy in
several models of autoimmune diseases, and the
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humanized antibody natalizumab is currently one
of the most effective therapies for patients with
multiple sclerosis.!%¢ However, preclinical data
have shown conflicting results from four positive
and one inconclusive studies on the use of anti-
CD49d antibodies on ischemic stroke.86:107-110
Recently, a preclinical randomized controlled
multicenter trial highlighted the importance of
testing new therapies in different experimental
stroke models (discussed further on), since the
administration of CD49d-antibodies reduced
both leukocyte invasion and infarct volume after
the permanent distal occlusion of the MCA
(which causes a small cortical infarction), whereas
it did not reduce leukocyte invasion or infarct vol-
ume after transient proximal mechanical occlu-
sion of the MCA (which induces large lesions).!1!
These results could suggest that the benefits of
immune-targeted therapies may be dependent on
infarct localization and severity.

The recently published results of the administra-
tion of one dose of natalizumab in patients with
acute ischemic stroke (ACTION trial) have
shown that natalizumab administered up to 9 h
after stroke onset did not reduce infarct growth
(primary endpoint of the study), but more patients
in the natalizumab group than in the placebo
group had mRS scores of 0 or 1 at day 30,
although this beneficial effect disappeared 90
days after stroke.l12 These results reinforce the
need of new studies to understand (a) how natali-
zumab exerts a positive effect on functional out-
come without reducing the infarct volume at 30
days, and (b) why this beneficial effect on func-
tional outcome is lost at 90 days. Additionally,
the ACTION II trial has been recently completed.
Its primary objective was to assess the effects of
natalizumab on functional independence and
activities of daily living.!13 Results have not been
published yet.

Immunomodulating therapies in stroke: a

gap between our expectations and reality

The reasons for the failure of immunomodulatory
therapies in clinical trials are multifactorial. As dis-
cussed, one of the main issues of the bench-to-bed
translation of immunomodulatory therapies for
stroke is the huge gap between human pathophysi-
ology and the stroke models that have mainly been
used to study stroke immunology. In experimental
stroke models, preclinical stroke research nowa-
days disposes of a wide range of experimental
models including permanent and transient arterial

occlusions. In addition to this, the origin of the
occlusion may also vary from a transient mechani-
cal occlusion to real blood clots located in the
lumen of the artery. In the case of clot-induced
stroke models, researchers can even adopt differ-
ent strategies to determine the nature of clots
(fibrin-rich or platelet-rich) and, consequently,
clot susceptibility to thrombolytic agents!!4-116 to
mimic the heterogeneity of human thrombi sub-
types. It is important to note that despite the vari-
ety of available stroke models, the vast majority of
preclinical data on transient models of ischemic
stroke has been obtained on mechanical occlusion
models that provoke thromboinflammation and
secondary microthrombosis. This secondary
microthrombosis is a major pathophysiologic
mechanism leading to brain damage which does
not occur in other models based on clot-induced
ischemic stroke like the thrombin-induced stroke
model.102116 As in the aforementioned case of
Treg-targeted drugs, immunomodulatory agents
that have clearly shown beneficial effects on
mechanical occlusion models of stroke could actu-
ally be targeting thromboinflammation and sec-
ondary microthrombosis. Since it is unclear
whether thromboinflammation is a wuniversal
pathophysiological mechanism of human stroke,
immunomodulatory drugs deserve to be evaluated
or re-evaluated in experimental stroke models not
inducing secondary thromboinflammation before
trying to apply them in clinical practice.

Other reasons for the failure in the translation of
immunomodulatory therapies from bench to bed-
side may include poorly designed preclinical and
clinical studies, and underpowered clinical trials
with overambitious and pathophysiologically
irrelevant therapeutic windows.!17:118 In addition,
a biased selection of substances for clinical testing
may partially explain the slow progress in devel-
oping treatments.!18

It is also possible that the positive results seen
with immunomodulatory drugs in experimental
studies are not transposable to the complexity
and the variability of the immunologic response
in human stroke, which may depend on different
parameters including prestroke status of the
patient and the natural history of the disease.%3:93
In most animal studies, complete occlusion is
induced and is either maintained or followed by
complete reperfusion. In human stroke, however,
only a few patients are likely to experience both
complete occlusion and complete reperfusion
(excepting thrombectomized patients). The
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Figure 1. Immune reactions after ischemic stroke.
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(a) In the intact brain, the functional unit formed by tightly jointed ECs and astrocytic endfeet constitute the BBB, a strong
protective blood-tissue barrier from pathogens. Immune cells circulate freely in the blood, and in the brain parenchyma,
resting microglia survey the environment with their processes. (b) A few minutes after stroke onset, the BBB is disrupted
and local ECs are activated. The tight junctions between ECs disappear and activated ECs express CAMs. This allows white
cell rolling and adhesion at the luminal side of the blood vessel and then transmigration from the vascular compartment

to the brain parenchyma. Once infiltrated in the tissue, neutrophils secrete pro-inflammatory factors that will recruit
monocytes/macrophages, and later lymphocytes to the parenchyma. After stroke, microglia switches from a resting form to
an activated state, adopting a phagocytic phenotype and secreting pro-inflammatory factors.

BBB, blood-brain barrier; CAM, cellular adhesion molecule; EC, endothelial cell.

unlimited variety of outcomes seen in stroke
patients suggests that stroke itself, as well as the
body’s response to ischemic stroke represents a
seamless continuum of exigencies rather than the
definitive scenario employed in animal studies.®8
In addition, stroke risk factors such as diet, smok-
ing, aging, atherosclerosis, hypertension, alcohol
consumption and stress cannot be replicated well
in the laboratory; actually, most of the preclinical
studies are performed in healthy mice. Moreover,
although stroke remains the third cause of death
in women,!!® most of the preclinical studies are
performed on male animals. Inflammatory cells
such as microglia, dendritic cells, neutrophils and
lymphocytes show variations between sex, and so
may play different roles in the pathophysiology of
stroke,120-123

The failure of immunomodulatory drugs clini-
cally tested on stroke to date may also indicate
that the inflammatory response after stroke is an
important aspect of the regenerative process trig-
gered after stroke and only becomes detrimental
when exaggerated, perhaps in relation to the
severity of ischemic injury (as shown in preclinical
stroke models) or to concomitant disease states or
risk factors. However, many of the preclinical

studies examining immunomodulation were tar-
geted at the acute phase, not during the phases
where recovery is expected to occur. Thus, this
hypothesis needs to be addressed in future
studies.

Another important element to be considered
when testing immunomodulatory drugs for stroke
is that postischemic systemic immunomodulation
and infectious complications are some of the
main comorbidities after stroke. In experimental
models, the systemic immune responses differ
substantially among stroke models and infarct
volume.8%124 Translational studies of immu-
nomodulatory therapies for stroke must account
for this heterogeneity, especially in the case of
drugs with long-term effects such as natalizumab,
that blocks the a-4 integrin for at least 4 weeks.12>

Conclusion

Factors contributing to the failure in the transla-
tion of therapies targeting stroke-induced immune
responses to clinical practice include nonmodifi-
able factors (differences in the cerebrovascular
system in humans and rodents, variability in the
immune response in patients depending on their
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Therapeutic strategies targeting IL-1-induced inflammation

< Recombinant human IL-1 receptor antagonist, rhiL1-Ra

O IL-1 receptor
antagonist
IL-1 receptor

Positive results in a Phase Il clinical trial (intravenous administration) (Emsley et al., 2005)

Not beneficial in a Phase Il clinical trial (subcutaneous administration) (SCIL-STROKE) (Smith et al., 2018)

Therapeutic strategies targeting microglial activation

Minocycline

Positive results in two Phase Il clinical trials (Lampl et al., 2007; Padma Srivastava et al., 2012)

Phase IV clinical trial stopped for futility (NeuMAST) (Kohler et al., 2013)

Therapeutic strategies targeting endothelial selectins

Enlimomab (mouse anti-ICAM-1)

E-selectin tolerance

Worse stroke outcome in a Phase Il clinical trial (Enlimomab Acute Stroke Trial Investigators, 2001)

Results from Phase Il clinical trial not disclosed (http://clinicaltrials.gov/show/NCT00012454)

Therapeutic strategies targeting leukocyte infiltration

UK-279, 276 (Recombinant neutrophil inhibitory factor, blocking its interaction with ICAM-1) (ASTIN)

Phase Il clinical trial stopped for futility (Krams et al., 2003)
Hu23F2G (Humanized monoclonal antibody against neutrophil CD11/CD18, blocking its interaction with ICAM-1) (HALT)

Phase lll clinical trial stopped for futility (results not disclosed) (del Zoppo, 2010)

Fingolimod (sphingosine-1-phosphate receptor on lymphocytes)

Positive results in two pilot studies (Fu et al., 2014; Zhu et al., 2015)

Natalizumab (humanized antibody against the VCAM-1 leukocyte ligand VLA-4) (ACTION)

Not beneficial in a Phase Il clinical trial (Elkins et al., 2017)

Figure 2. Summary of clinical trials targeting the immune responses triggered after ischemic stroke.
CD11/CD18, LFA-1 for lymphocyte function-associated antigen 1; IL-1, interleukin 1; rhIL1-Ra, recombinant human
interleukin 1 receptor antagonist; ICAM-1, intercellular adhesion molecule; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule; VLA-

4, leukocyte very late antigen-4.

prestroke inflammatory status, which is extremely
difficult to mimic in animal models of stroke...)
that need to be considered when interpreting
results. However, most of these factors are modi-
fiable and include, among others, the use of clini-
cally relevant stroke models and therapeutic time
windows, the comparison of a same molecule in
different stroke models, the improvement in the
experimental designs and the inclusion of females
and comorbidities in preclinical studies.

Now that we are in the age of acute revasculariza-
tion, one might wonder if we can do better than
thrombectomy for patients with penumbra. If the
answer is ‘no’ then there is probably no need for
immunomodulatory treatments for these patients.
If the answer is ‘yes,” and also for all the other
patients, immunomodulation will retain therapeu-
tic interest. Preclinical studies should be conceived
according to the targeted stroke subpopulation.
In any case, a strictly linear bench-to-bedside

paradigm is probably not optimal for translating
basic scientific findings into clinically effective
stroke therapies, and a bedside-back-to-bench par-
adigm will help in this translation.

In spite of the limitations of experimental stroke
models, our knowledge about the inflammatory
responses triggered after stroke onset exponen-
tially increases thanks to preclinical and clinical
studies, and gives rise to novel therapeutic targets
and improved strategies, with the hope of amelio-
rating stroke outcome in patients.
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3. Study 3: Impact of chronic alcohol
consumption on ischemic stroke

Alcohol consumption triggers both systemic and cerebral inflammation. Due to the great
heterogeneity of the type of consumption, interindividual effects, time of consumption as well as
factors such as age or sex, the study of the physiopathological effects of alcohol are various and
varied. Take for example the case of ischemic stroke. Alcohol is a risk factor for stroke, and, at low
doses, alcohol consumption will reduce the risk of stroke (Sacco et al., 1999). Alcohol,
administered downstream, can also improve recovery in stroke in mice (Wang et al., 2012). In
addition, alcohol has neuroprotective properties and allows reduction of the lesion volume at low
dosesinrodents (Geng et al., 2013; McCarter et al., 2017), but can also exacerbate it (Lemarchand
et al.,, 2015). In humans, it has been shown that heavy drinking have a deleterious effect of
excessive alcohol consumption on stroke (Ducroquet et al., 2013), but it has also been found an
absence of statistical difference in the severity of stroke between consumers and non-users

alcohol (Gattringer et al., 2015).

In view of these controversial results, we carried out a translational study in collaboration with
the Clinical Hospital of Santiago de Compostela (Spain). We studied the impact of alcohol
consumption on the severity and neurological outcome of ischemic stroke in 3,645 subjects,
and we detected an aggravating effect of chronic alcohol consumption that is related to the
inflammatory response. To better understand the links between the inflammatory response and
worsening neurological outcome in patients, we conducted a study in mice where we showed
that alcohol triggers an inflammatory priming at the cerebral level, which causes an

exacerbated response to secondary brain damage such as stroke.

153



154



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Neurovascular inflammatory priming induced by heavy drinking is associated with an

aggravated ischemic stroke outcome

Authors: Antoine Drieu!, Anastasia Lanquetinl, Francisco Campos, PhD?, Aurélien Quenault,
PhD!, Eloise Lemarchand, PhD', Mikaél Naveau, PhD!, Anne Lise Pitel, PhD*, José Castillo,

MD, PhD?, Denis Vivien, PhD’, Marina Rubio, PhD'*

Affiliations:
! Normandie Univ, UNICAEN, INSERM, Physiopathology and Imaging of Neurological

Disorders, 14000 Caen, France

2 Clinical Neurosciences Research Laboratory, Department of Neurology, Stroke Unit,
University Clinical Hospital, Health Research Institute of Santiago de Compostela (IDIS),

Santiago de Compostela, Spain

* Normandie Univ, UNICAEN, INSERM, Neuropsychologie et Imagerie de la Mémoire

Humaine, 14000 Caen, France

> Normandie Univ, UNICAEN, INSERM, CHU de Caen, Physiopathology and Imaging of

Neurological Disorders, 14000 Caen, France

*To whom correspondence should be addressed: rubio@cyceron.fr

Running title: Heavy drinking worsens stroke outcome



10

11

12

13

14

15

16

17

18

Abstract

Alcohol abuse is a major public health problem worldwide causing a wide range of preventable
morbidity and mortality. In this translational study, we show that heavy drinking (HD) (=6
standard drinks/day) is independently associated to a worse outcome of ischemic stroke
patients. To study the underlying mechanisms of this deleterious effect of HD, we performed
an extensive analysis of the brain inflammatory responses of mice exposed or not to 10%
alcohol before and after stroke. Inflammatory responses were analyzed at the parenchymal,
perivascular and vascular levels by using transcriptomic, immunohistochemical, in vivo two-
photon microscopy and molecular MRI analyses. Alcohol-exposed mice show, in the absence
of any other insult, a neurovascular inflammatory priming (i.e., an abnormal inflammatory
status) associated to exacerbated inflammatory responses after a secondary insult (ischemic
stroke or LPS challenge). Similar to our clinical data, alcohol-exposed mice showed larger
ischemic lesions. This study opens new therapeutic avenues aiming at blocking alcohol-induced

exacerbation of the neurovascular inflammatory responses triggered after ischemic stroke.

Keywords: stroke, inflammatory priming, alcohol, in vivo imaging, early neurological

deterioration
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List of abbreviations used in the text:

NIHSS: National Institute of Health Stroke Scale

mRS: modified Rankin Scale

END: Early Neurological Deterioration

HD: Heavy Drinking

DSM: Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders

AUD: Alcohol Use Disorder

AUDIT: Alcohol Use Disorders Identification Test

STALI: State-Trait Anxiety Inventory scale

BMI: Body Mass Index

CRP: C-reactive protein

ARRIVE: Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments

BAL: Blood Alcohol Levels

MCA: Middle Cerebral Artery

MCAo: Middle Cerebral Artery occlusion

LPS: lipopolysaccharide

MPIO: Micro Particles of Iron Oxide

PMT: Photomultiplier

OR: Odds Ratio

TOAST: Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment



1 TNF: Tumor Necrosis Factor

2 IL: Interleukin
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Introduction

Alcohol abuse is a major public health problem worldwide causing a wide range of preventable
morbidity and mortality. In the European Union 89% of men and 82% of women are current
drinkers; among them, 15.3% of men and 3.4% of women are heavy drinkers (>6 drinks/day)
[29]. In the United States, excessive alcohol use is known to kill about 88,000 people each year,

and the «cost of excessive alcohol wuse reached $249  billion in 2010

(https://www.cdc.gov/features/costsofdrinking/). Alcohol modifies the risk of stroke: light and
moderate alcohol consumption (0-2 drinks/day) are associated with a lower risk of ischemic
stroke, whereas higher doses of alcohol are associated with an increased risk [18]. Importantly,
stroke risk associated with high and heavy drinking in midlife (<75 years) predominates over
well-known stroke risk factors like hypertension and diabetes [17]. However, the impact of
alcohol consumption on stroke outcome is less known. Current clinical studies are controversial
and have described either an aggravating effect [7] or no effect of heavy drinking [9] on stroke
severity. Preclinical reports have also described either a protective effect of low alcohol
consumption on ischemic stroke [20, 32], or larger infarcts in rodents exposed to heavy drinking
[19, 32]. The reasons for this aggravation are not well understood yet. Our previous results on
the impact of heavy alcohol consumption on ischemic stroke, obtained in a clinically relevant
thromboembolic model of stroke [22, 23], have shown that the aggravating effect of heavy
drinking is not due to alcohol-induced changes in hemodynamic parameters (clot formation,
stability or sensitivity to fibrinolysis) [19]. On the other hand, clinical and preclinical data have
shown that heavy alcohol consumption may have an impact on inflammation [1, 11, 16]. Due
to the role of inflammation on the pathophysiology of ischemic lesions [15], in this translational
study we aimed to investigate the role of inflammation in the aggravating effect of heavy

drinking on ischemic stroke.
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Materials and methods

Stroke cohort study population and patient characteristics

We retrospectively analyzed a cohort of 3.645 ischemic stroke patients from the stroke registry
of the Stroke Unit of the Neurology Department of the University Clinical Hospital of Santiago
de Compostela (Spain) included from January 2010 to December 2016. The registry was
approved by the Ethics Committee of Galicia (CEIC). Signed informed consent was obtained
from patients or a relative before study inclusion. Acute management (diagnostic and treatment)
of patients with stroke was performed according the protocol described by the European Stroke

Organization.

Stroke outcome variables

To evaluate the influence of chronic, excessive alcohol consumption on the outcome of stroke
patients, the following primary outcomes variables were considered: 1) neurological stroke
severity determined by the National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) at admission, 24
and 48 hours, i1) early neurological deterioration (END) defined as increase of NIHSS in >4 in
the first 48 hours after admission, 1i1) infarct volume determined by TC scan between the 4th
and 7th day after admission, 1v) degree of disability at 3 months assessed by modified Rankin

Scale (mRS), and v) percentage of patients with good outcome at 3 months (mRS < 2).

To determine the association between chronic alcohol consumption and inflammatory response,
the following biological variables were included in the analysis: 1) leukocyte numbers, 2)
fibrinogen, 3) C-reactive protein and 4) sedimentation rate. Axillary temperature >37.5 °C at

admission was also considered as a marker of inflammation.

History of arterial hypertension was considered when the blood pressure was >140/90 mmHg
at least two different days before stroke onset, if the patient was diagnosed for hypertension or

when the patient was under antihypertensive treatment. History of diabetes disease was defined
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as serum glucose levels >7.0 mmol/L, if the patient was diagnosed of diabetes or when the
patients was under diabetic medication. Smoking patients were defined as those patients who
presented smoking habits in the last 5 years. Heavy drinking (HD) habits were defined as a

daily alcohol consumption >6 drinks/day in the last 5 years.
Stroke cohort statistical analyses

Results were expressed as percentages for categorical variables and as mean (£SD) or median
and range [25th and 75th percentiles] for continuous variables depending on whether their
distribution was normal or not. The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess normality.
Proportions were compared using the chi-square or Fisher test, while the continuous variables
between groups were compared with the Student’s t or the Mann-Whitney test depending on
whether their distribution was normal or not. Bivariate correlations were performed using
Pearson’s coefficient (normally distributed variables) or Spearman’s coefficient (variables

without normal distribution).

The association between heavy drinking and early neurological deterioration (END) was
assessed using logistic regression analysis; the influence on infarct volume was assessed by
multiple linear regression models. Both logistic regression analysis and multivariate linear
regression models were adjusted for those variables which showed biological relevance for each
endpoint in order to avoid spurious associations. Results were expressed as adjusted odds ratios
(ORs) or B estimate with the corresponding 95% confidence intervals (95% CI). Statistical
significance was set at P<0.05. The statistical analysis was conducted in SPSS 20.0 (IBM,

Chicago, IL, USA) for Mac.
Analysis of inflammatory markers in heavy drinking (HD) patients without stroke

We retrospectively analyzed data from an independent cohort including 34 patients with a

DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders - 5" edition) diagnostic of
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Alcohol Use Disorder (AUD) (heavy drinking patients, HD) and 21 healthy control subjects.
All the participants were informed about the study, approved by the local ethics committee
(CPP Nord Ouest III, no. IDRCB: 2011-A00495-36), and provided their written informed

consent before their inclusion.

HD patients were recruited in the Addiction Unit of the University Hospital of Caen
(Normandy, France) while they were receiving withdrawal treatment as inpatients. They all met
alcohol-dependence criteria according to the DSM-IV and AUD according to the DSM-V for
at least 5 years. Control subjects were interviewed with the Alcohol Use Disorders
Identification Test (AUDIT; [8]), in order to verify that they were not at risk for alcohol misuse
or alcohol dependence (score <6 for women and <7 for men). Participants were matched for

age, sex and body mass index (BMI).

Exclusion criteria for all the participants were: neurological diseases, active infectious disease,
cardiovascular or psychiatric diseases, cancer, depression [Beck questionnaire, [2]], anxiety
[State-Trait Anxiety Inventory scale, STAI A et B parts, [31]], or misuse of any other substance

than alcohol (excepting tobacco) [misuse and/or dependence measured by the Fagerstrom score

[12]].

Blood samples were collected from fasted participants, either at inclusion (control subjects) or
the day after admission to hospital (HD patients). Immune cell counts (leukocytes, neutrophils,
eosinophils, basophils, lymphocytes and monocytes) were measured in all participants. C-

reactive protein (CRP) levels were measured only in HD patients.

HD cohort statistical analyses

The normality of the distribution of the laboratory measures for the HD and control groups was
examined using the Shapiro Wilk test. Student’s ¢t tests were used to compare the two groups

for measures of immune cell counts and CRP.
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Experimental study design

The goal of this study was to investigate the impact of heavy drinking on stroke outcome and

describe the underlying mechanisms in an experimental model of ischemic stroke in mice.

Animals were randomized to treatment groups, and all analyses were performed by
investigators blinded to group allocation. Unblinding was performed after completion of
statistical analysis. All animal experiments were performed and reported in accordance with the
Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) guidelines
(http://www.nc3rs.org.uk), with approval from the local ethical committee (agreement number

3748).

Animals

Two months-old male Swiss mice (35-45g) (Centre Universitaire de Ressources Biologiques,
Normandy University, Caen, France) were housed at 21° C in a 12 h light/dark cycle with food
and water (control group) or a 10% (v/v) alcohol solution (alcohol group) with ad libitum free
access for 6 weeks. All mice were checked daily for fluid consumption, health and abnormal
behavior. The average daily liquid intake and weight gain were similar between both groups
(~6 ml of liquid intake/mouse/day and a weight gain of ~6g between the beginning and the end
of the alcohol exposure period (final weight ~40g in both groups). Blood alcohol levels (BAL)
were measured at the pharmacology unit of Caen University Hospital in mice at the end of the
6 weeks of alcohol exposure (n=10 mice). At the moment of the blood extraction, only 3 out of
10 mice showed positive BAL values (0.39, 0.54 and 0.63 g/L), the rest of the mice showed

non-detectable values (<0.1 g/L).

All the procedures needing anesthesia of the mice were performed by an initial exposure to 5%

isoflurane followed by a maintaining phase of 1.5-2% isoflurane 30%02/70%N-0.

Thromboembolic Focal Cerebral Ischemia
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We used the in situ thromboembolic stroke model consisting in the injection of thrombin
directly into the middle cerebral artery as described before [23]. Anesthetized mice were placed
in a stereotaxic device, a small craniotomy was performed, the dura was excised, and the middle
cerebral artery (MCA) was exposed. A pulled glass micropipette was introduced into the lumen
of the MCA and 1 pL (1 UI/uL) of purified murine alpha-thrombin (Enzyme Research Labs,
USA) was pneumatically injected to induce MCA occlusion (MCAo0) by the in situ formation
of a clot. Lesion volumes were quantified on Image J 24 hours after stroke onset by regular
thionin staining. In order to mimic clinical conditions, alcohol solutions were changed by water

after stroke onset and until killing.

Intraperitoneal lipopolysaccharide (LPS) injection

A subset of control and alcohol-exposed mice (n=5-6 mice per group) were intraperitoneally
injected with a single dose of the bacterial endotoxin LPS (1 mg/kg) (Sigma-Aldrich, France)
[21] and underwent two-photon imaging and molecular MRI 24 hours after the injection of
LPS. Alcohol-exposed mice kept free access to the alcohol solution after LPS injection and

until killing.

Vascular adhesion molecular imaging

Micro-sized particles of iron oxide (MPIOs) (diameter 1.08 mm) (Invitrogen) covalently
conjugated to purified polyclonal goat anti-mouse antibodies for P-selectin (R&D Systems,
clone AF737) were prepared as previously described [28]. The quality of conjugated MPIOs
was systematically checked in a naive mouse, by stereotaxic injection of lipopolysaccharide
(1ul, Img/kg) in the striatum (0.5mm anterior, 2.0mm lateral, -3mm ventral to the Bregma).
Three-dimensional T2*- weighted gradient echo imaging with flow compensation (spatial
resolution of 70 mm x 70 mm x 70 mm interpolated to an isotropic resolution of 70 mm), TE/TR
13.2ms/200 ms and a flip angle of 21° was performed to visualize MPIOs. MRI acquisitions

started immediately after the intravenous injection of MPIOs (200 ul of 2 mg Fe/kg of
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conjugated MPIOs). All T2*-weighted images presented are minimum intensity projections of
six consecutive slices. For the ischemic stroke study, signal void quantification on 3D T2*-
weighted images was measured by using automatic triangle threshold in ImageJ software and
results presented as MPIOs-induced signal void on the contralateral cortex divided by the signal
void on the structure of interest (in percent). For the lipopolysaccharide (LPS) study, only
cortical blood vessels (which were identified as straight lines in hyposignal on T2*-weighted
images) were counted.

Thin-skull cranial window

Anesthetized mice used for two-photon experiments underwent thin-skull cranial window for
the cortical in vivo detection of leukocyte rolling and adhesion. The head skin was opened to
expose the skull and the right parietal bone was completely polished with a drill to leave only
a thin layer of bone enabling the visualization of cortical cerebral blood vessels by transparency.

The imaged area corresponds to the right somatosensory cortex (stroke peri-infarct area).

Intravital two-photon microscopy

Anesthetized mice were placed in a stereotaxic device and aqueous medium was deposed
between the thin-skull window and the X25 immersive objective. One hundred pl of
Rhodamine 6G (1mg/kg) and 100 pl of 70kDa FITC-Dextran (5Smg/ml) (Sigma Aldrich,
France) were injected in the tail vein to stain circulating leukocytes and to visualize the lumen
of blood vessels, respectively. Acquisitions were performed one day before stroke onset using
a Leica TCS SP5 MP microscope at 840 nm two-photon excitation wavelength (Coherent
Chameleon, USA). Leukocyte adhesion and rolling were measured with time-lapse acquisitions
(2 minutes, 7.7 frames per second, 256x256 pixel resolution, 1000Hz frequency).
Photomultiplier (PMT) 2 (recorded capacity: 500-550nm) was used to record FITC-Dextran

signal (gain 850V; offset 0), and PMT3 (recorded capacity: 565-605nm) for Rhodamine-6G
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signal (gain 850V offset 0). The pulsing laser characteristics were: gain 23%; trans 17%; offset

50%.
Leukocyte rolling/adhesion counting

For adherent leukocyte quantification, the images obtained by time-lapse were compiled and
red spots, corresponding to adherent leukocytes, were counted for each group (n=3-5 mice per
group). For rolling leukocytes, we used the Kymograph plugin on ImagelJ software (developed
by J. Rietdorf and A. Seitz) (line width perpendicular to vessel lumen: 10; size pixel® after
threshold: (2-5)-infinity). Leukocytes that were too fast were considered as background and not

counted as rolling leukocytes.

In vivo microglial phagocytic capacity measurement

The protocol was modified from Hughes et al. [14]. Briefly, 1ul of nonionic latex beads (6 um)
(1:50, Molecular Probes, Life Technologies, USA) were gently injected in the brain cortex (2.2
mm lateral, -1.6 mm ventral to bregma) of anesthetized mice (n=4 mice/group) with a glass
micropipette (angle 335°). The micropipette was left in sifu for 2 min before slow withdrawal
and then mice were sutured. Eight hours after the injection, mice were terminally anesthetized
and prepared for immunohistochemical analyses. Alcohol-exposed mice kept free access to the
alcohol solution after beads injection and until killing. The number of latex beads completely
surrounded by Ibal* staining was counted in the ipsilateral cortex of control and alcohol-
exposed mice. All beads forming clusters of more than 20 beads were omitted (tight clusters
might prevent access of microglial cells to individual beads). The total number of beads
phagocytosed was divided by the total not phagocytosed to calculate a ratio for each animal and

these ratios were averaged for four animals in each treatment group.

Quantitative PCR analyses
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Terminally anesthetized mice (n=6/group) were transcardially perfused with cold heparinized
saline (15 mL) and brains were excised. Cortex were dissected and maintained at —80 °C until
messenger RNA (mRNA) extraction. Tissues were dissociated in TRI reagent (Sigma; Lyon,
France), and RNA was isolated by the addition of chloroform. Total RNA was washed by
ethanol and treated with TURBO DNase (Ambion; Saint Aubin, France). Total RNA was
quantified by spectrophotometry (NanoDrop Technologies; Wilmington, USA). Reverse
transcription from 1 pug of total RNA (or water as an internal control) was performed with the
iScript Select cDNA Synthesis kit (Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France) in a total volume of
20 pL with the following cycle conditions: 42 °C (90 min); 85 °C (5 min). The cDNA products

were then stored at —20 °C until their use.

Quantitative PCR was performed with 1 pL of 1:20 diluted cDNA, water and the RT-qPCR
internal control), that were analyzed in 15 pL total of a 1x solution of 1Q SYBR Green
Supermix (Bio-Rad; Marnes-la-Coquette, France) containing 200 nM of each primer. Based on
mRNA coding sequences (www.ensembl.org), mouse-specific primers were designed by using
the Primer3Plus software (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)
(Supplementary table 4). Two housekeeping genes (Hmbs and Ppib) were used. Assays were
run in triplicate on the CFX96 real-time system c1000 thermal cycler (Bio-Rad; Marnes-la-
Coquette, France), with the following cycle conditions: 95 °C (3 min); [95 °C (2 s), 60 °C (20

s)] x 39; 70 °C (30 s).

Immunohistochemistry

Terminally anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline (15 mL)
and fixed with 100 mL of 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid phosphate buffer (pH
7.4) (n=4 mice/group). Brains were post-fixed with 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid
phosphate buffer (18 hours; 4°C) and cryoprotected (sucrose 20% in PBS; 24 hours; 4°C) before

freezing in Tissue-Tek (Miles Scientific, Naperville, IL, USA). Cryostat-cut sections (10 um
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excepting latex beads experiment, where 20 um sections were used) were collected on poly-

lysine slides and stored at — 80°C before processing.

Sections were co-incubated overnight with rabbit anti-mouse Ibal (1:1000, Wako 019-19741),
rat anti-mouse CD68 (1:800, Abcam 53444), rat anti-mouse CD206 (1:200, Serotec, clone
MRS5D3), goat anti-mouse P-selectin (1:1000, RD System AF737), goat anti-mouse Collagen-
IV (1:1000, SouthernBiotech 1340), rabbit anti-mouse Aquaporin 4 (sc 20812, Santa Cruz).
Primary antibodies were revealed by using Fab’2 fragments of Donkey anti-rabbit linked to
FITC, anti-rat linked to Cy3, anti-goat IgG linked to Cy5 (1:600, Jackson ImmunoResearch,
West Grove, USA). Washed sections (5 sections/mouse) were coverslipped with antifade
medium containing DAPI. Epifluorescence images (~10 images/section) were digitally
captured using a Leica DM6000 epifluorescence microscope-coupled coolsnap camera,
visualized with Leica MM AF 2.2.0 software (Molecular Devices, USA) and further processed
using ImageJ 1.51k software. Studied regions were always located at the brain cortex [ipsi (peri-
infarct and core) and contralateral cortices for stroke experiments] (see supplementary fig.1).
Specificity controls were performed by not adding primary antibodies.

Confocal microscopy analysis of microglial activation

Microglial morphology and activation were analyzed on confocal images taken on a Leica TCS
SP5 MP microscope. Using the X40 oil immersive objective, images were randomly taken
using LAS AF Leica Software and analyses were performed using ImageJ 1.51k software. Ibal
analyses allowed the quantification of microglial cell numbers, soma area and number of main
processes starting from the soma. CD68 staining in Ibal* cells allowed the quantification of the
activation of microglial cells. For this latter analysis, after thresholding CD68 and Ibal
channels, we used the Image Calculator ImageJ plugin to collect the mask of CD68 only in
Ibal* cells. After that, we measured the area of Ibal mask cell per cell, and the area of CD68

inside each cell in both groups (n=800-1000 cells/group; n=4 mice per group).
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Statistical analyses on pre-clinical data
Results are the mean + SEM. Statistical analyses were performed by the Mann-Whitney test

using the Statview software.
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Results

Heavy drinking (HD) stroke patients show higher stroke baseline severity and worse

neurological outcome

A total of 3.645 ischemic stroke patients were included in the retrospective analysis. HD stroke
patients (n=424, 11.6%) were significantly younger, and more frequently men, presented
history of hypertension and higher smoking habits than non HD stroke patients. In addition, HD
stroke patients had more severe ischemic strokes, with a higher infarct volume, higher mortality
during hospitalization, worse prognosis at 3 months and presented higher levels of markers
associated with the inflammatory response. Mortality during hospitalization was significantly

increased in HD stroke patients (11.7% vs 9.7%, p<0.0001; Table 1).

The National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) scores at admission, 24 hours and 48
hours after stroke onset were significantly higher in HD stroke patients (Fig. 1A, Table 1).
Interestingly, significantly more HD stroke patients presented early neurological deterioration
(END) -defined as the increase of NIHSS in >4 in the first 48 hours after admission- (19,2% vs

4,4%; Table 1, Fig. 1A).

HD is independently associated with an increased risk of END

Based on the first univariate analysis, END was used as the main variable to analyze the cohort
of stroke patients included in this study (Table 2). In this second univariate analysis, a total
3352 patients were included (3146 without END and 206 with END) (293 less patients than for
the descriptive analysis since NIHSS data were not recorded or lost between the admission and
the 48 hours). As expected, patients with END showed significantly higher hemorrhagic
transformation, higher infarct volume and worse prognosis at 3 months. Moreover, patients

with END presented higher inflammatory response at admission, characterized by higher
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leukocyte numbers as well as C-reactive protein levels. Interestingly, significantly more END

patients had HD habits (36.9% vs. 10.2%, p<0.0001; Table 2).

The inflammatory response is associated with the risk of END in HD stroke patients

We then performed multivariate analysis of END adjusted by HD (Model A, Fig 1B,
Supplementary Table 1) or by HD and inflammatory markers (Model B, Fig. 1C, and
Supplementary Table 1). Model A showed that HD is independently associated with an
increased risk of END (Odds Ratio (OR)=4.49; 95% CI: 2.94 - 6.86; p<0.0001) (Fig 1B,
Supplementary table 1). When inflammatory markers [axillary temperature, leukocyte numbers
and C-reactive protein (CRP)] were included in the analysis (Model B, Fig. 1C, Supplementary
Table 1) the impact of HD on the END OR decreased from 4.49 (obtained on the Model A) to
2.45 (OR=2.45; 95% CI: 1.01 — 5.91; p<0.0001), showing that the inflammatory response is

associated with the risk of END in HD stroke patients.

Finally, we studied the effect of HD on infarct volume. After adjusting for those variables that
can interfere with the variable “infarct volume” (age, sex, axillary temperature, leukocyte
levels, fibrinogen levels, C-reactive protein levels, tPA treatment, thrombectomy, hemorrhagic
transformation, NIHSS on admission, END, TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute Stroke
Treatment) classification and HD; Supplementary Table 2), linear regression analysis of infarct
volume showed that the predictor value of HD was 19.66 (B=19.66; 95% CI: 8.03-31.30;

p<0.001; Supplementary Table 3).

HD patients without stroke show high levels of inflammatory markers

Data from the independent cohort of HD patients without stroke showed that the levels of
circulating monocytes are significantly increased compared to control healthy subjects (0.73 +
0.27 vs. 0.2 £ 0. 17 respectively, p=0.003) (Table 3). In addition to this, 61.8% of HD showed

increased high sensitivity-CRP (hs-CRP) levels (Table 3).
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Alcohol exposure induces a neurovascular inflammatory priming in mice

The first set of experiments aimed to analyze the parenchymal, perivascular and vascular
inflammatory status in the brain of mice drinking 10% alcohol for 6 weeks (~5 g/kg/day), in
the absence of any other insult. To study microglial cells, brain samples were stained with Ibal,
a constitutive marker of microglial cells, and with the lysosomal marker CD68, characteristic
of activated microglia [24]. We found that whereas the total number of activated microglial
(Ibal*CD68") cells remained unchanged (Fig. 2A, Fig. 2C), the total area of CD68" staining
was significantly increased in alcohol-exposed mice (p<0.05 vs. control; Fig. 2B, Fig. 2D),
suggestive of an alcohol-induced increase in microglial activation. Alcohol exposure did not
change microglial cell numbers (total number of Ibal* cells) (Fig. 2A, Fig. 2E; n=4
mice/group). In terms of microglial morphology, alcohol exposure did not change neither the
number of main processes (starting from the soma) (Fig. 2B, Fig. 2F) nor the mean area of

microglial cells (Fig. 2B, Fig. 2G).

The alcohol-induced increase in microglial activation was demonstrated by an in vivo functional
measurement of microglial phagocytosis after the injection of nonionic latex beads in the brain
cortex of control and alcohol-exposed mice (Fig. 2H). Eight hours after the intracortical
injection of the beads, alcohol-exposed mice showed significantly more phagocyted beads
(surrounded by Ibal positive staining) than control mice (Fig. 21-2K; n=4 mice/group; p<0.05
vs. control), demonstrating that microglia in alcohol-exposed mice is more prone for
phagocytosis. These results show an alcohol-induced microglial priming characterized by a
morphological “resting” state accompanied however by an increase in both microglial

activation status and phagocytic capacity.

In addition to the microglial priming profile, alcohol-exposed mice also showed significantly
increased numbers of brain perivascular macrophages (PVM), a sub-population of resident

brain macrophages located at the perivascular level (Fig. 2L-2N; n=4 mice/group; p<0.05 vs
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control). PVM are negative for Ibal and can be stained with both CD68 (Fig. 20, Fig. 2P) and

CD206 antibodies (Fig. 2Q, Fig. 2R).

In this study, we also wanted to examine potential inflammatory effects of alcohol exposure on
the brain vasculature triggered after stroke. For this reason, we analyzed the endothelial levels
of the adhesion molecule P-selectin (CD62P marker), responsible of leukocyte tethering and
rolling on the vessel wall. At the vascular level, alcohol-exposed mice showed significantly
increased P-selectin positive blood vessels (+152% increase; 1.03+£0.31 CD62P* blood
vessels/mm?; n=4 mice/group; p<0.05 vs. control), whereas in control mice very low levels of
P-selectin (0.31+0.11 CD62P* blood vessels/mm?) were detected (Fig. 2S, Fig. 2T),

demonstrating an alcohol-induced endothelial activation.

To determine the functional impact of the increase in P-selectin expression, we performed in
vivo two-photon microscopy analyses to measure leukocyte adhesion and rolling in mice
exposed or not to alcohol, after the intravenous injection of FITC-Dextran (allowing blood
vessels visualization) and Rhodamine-6G (staining leukocytes). Alcohol-exposed mice showed
significantly more adherent (Fig. 2U, Fig. 2V) and rolling (Fig. 2W, Fig. 2X) leukocytes
compared to control mice (+317% and +724% increase respectively; n=6 mice/group; p<0.05

vs. control).

Concerning mRNA expression of inflammatory markers, alcohol-exposed mice showed a
significant increase in TGF[1 mRNA levels (p<0.05, n=6 mice/group) compared to control
mice, that was not accompanied by changes in pro-inflammatory cytokines such as interleukin

(IL)-1B, tumor necrosis factor (TNF), IL-6, P-Selectin, TLR4, or VCAM1 (Table 4).

Concerning blood-brain barrier (BBB) integrity and the potential alcohol-induced neuronal

death, we did not find any fibrin(ogen) deposit (Supplementary Fig. 1A, n=4 mice/group) or
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fluorojade C positive staining (Supplementary Fig. 1B, n=4 mice/group) on brain tissue in any

of the groups.

Alcohol exposure exacerbates brain neurovascular inflammatory reactions after an acute

systemic insult

Alcohol-exposed mice showed a global exacerbated inflammatory response in the brain 24
hours after an acute intraperitoneal injection of LPS compared to control mice. At the
parenchymal level, alcohol-exposed mice receiving LPS showed a significant increase in (i)
total microglial cells (Ibal* cells) (Fig. 3A, Fig. 3B; n=5 mice/group; p<0.05 vs. control), (ii)
activated microglia (Ibal*CD68" cells) (Fig. 3A, Fig. 3C; n=5 mice/group; p<0.05 vs. control)

and (iii) CD68*Ibal" cells (Fig. 3A, Fig. 3D) compared to LPS-injected control mice.

At the vascular level, P-selectin immunostaining (Fig. 3E, Fig. 3F) was significantly increased
in alcohol-exposed mice receiving LPS compared to control mice (n=5 mice/group; p<0.05 vs
control). Molecular MRI also showed significantly increased number of P-selectin-coupled
MPIO* blood vessels in alcohol-exposed mice receiving LPS (Fig. 3G, Fig. 3H; n=5
mice/group; p<0.05 vs control). Consequently, leukocyte adhesion (Fig. 31, Fig. 3J) and rolling
(Fig. 3K, Fig. 3L), measured by intravital two-photon microscopy, were significantly increased
in alcohol-exposed mice receiving LPS compared to control mice (n=5 mice/group; p<0.05 vs

control).

Alcohol exposure aggravates stroke lesions and exacerbates neurovascular inflammatory

responses after ischemic stroke in mice.

Alcohol-exposed mice showed significantly larger ischemic lesions than control mice (drinking
only water) 24 hours after stroke onset (Fig. 4A, Fig. 4B; n=7-8 mice/group; p<0.05 vs control,
[19]). These data on lesion volume are part of a previously published figure [19]. No

hemorrhagic transformation was detected in any mice (data not shown).
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Microglial reaction after stroke (Fig. 4C-41) was exacerbated in the ipsilateral cortex of alcohol-
exposed mice, with significant increases in (i) the number of total microglial cells (Ibal*
staining) in the peri-infarct area (Fig. 4E; n=3 mice/group; p<0.05 vs control), (ii) the number
of CD68" microglial cells in the peri-infarct area and the ischemic core (Fig. 4F; n=3
mice/group; p<0.05 vs control), and (iii) the area of CD68 staining on microglial cells in the
ipsilateral hemisphere (Fig. 4G; n=3 mice/group; p<0.05 vs control). The number of processes
starting from the soma was significantly decreased in the ipsilateral cortex of alcohol-exposed
mice (Fig. 4H; n=3 mice/group; p<0.05 vs control), suggestive of an increased microglial
phagocytic phenotype. Whole cell area of microglial cells remained unchanged between groups

(Fig. 4I; n=3 mice/group).

At the perivascular level, the number of CD68*Ibal" cells was significantly increased in the
peri-infarct area of alcohol-exposed mice 24 hours after stroke onset (Fig. 4J; n=3 mice/group;

p<0.05 vs control).

Vascular activation was exacerbated in alcohol-exposed mice after stroke (Fig. 4K-4P). The
area of P-selectin in blood vessels was significantly increased in alcohol-exposed mice 24 hours
after stroke onset (Fig. 4M; n=3 mice/group; p<0.05 vs control), although the number of P-
selectin® blood vessels showed no changes between groups (Fig. 4L). Similarly, molecular MRI
(Fig. 4N-4P) showed significantly increased hypo-signals corresponding to P-selectin-coupled
MPIOs adhering to blood vessels in the ipsilateral cortex of alcohol-exposed mice 24 hours
after stroke onset (Fig. 4P; n=5-6 mice/group; p<0.05 vs control), with no changes in the total

number of P-selectin MPIO positive blood vessels (Fig. 40).

Leukocyte adhesion (Fig. 4Q, Fig. 4R) and rolling (Fig. 4S, Fig. 4T) were both significantly
increased in alcohol-exposed mice compared to control mice (+317% and +724% increase

respectively; n=6 mice/group; p<0.05 vs control) 24 hours after stroke.
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1 mRNA levels of IL1p, P-selectin and TNF were significantly increased in alcohol-exposed
2 mice in the ipsilateral cortex 24 hours after stroke onset compared to control mice (p<0.05, n=6

3 mice/group; Table 4).
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Discussion

We have performed here a translational study to investigate the effects of chronic, excessive
alcohol consumption on ischemic stroke outcome. Our clinical results show that heavy drinking
(>6 drinks/day in the last 5 years) is independently associated (i) to early neurological
deterioration (END, defined as the increase of NIHSS in >4 in the first 48 hours after
admission), (i) to stroke severity baseline, and (iii) to higher infarct volume in stroke patients.
The baseline characteristics of the study population, and outcomes at 3 months, were similar to

those of large multicenter registries, suggesting good external validity of the results [6].

Our results show that the inflammatory response is associated with the risk of END in heavy
drinking (HD) stroke patients. In order to elucidate the role of inflammation on the deleterious
effect of heavy drinking after stroke, we performed pre-clinical experiments in mice exposed
to 10% ethanol in drinking water during 6 weeks. Our pre-clinical findings show that chronic,
excessive alcohol consumption by itself provokes a neurovascular inflammatory priming. The
term “priming” is used to describe the propensity of a particular cell type to make an
exaggerated response to a secondary stimulus [13] such as intracerebral or systemic LPS
injection [5]. Microglial priming was first described in the ME7 model of prion disease [25] but
has been replicated in other models of chronic neuroinflammatory pathologies including

Alzheimer’s disease [30] and Parkinson’s disease [10].

To our knowledge, this is the first study defining a neurovascular inflammatory priming induced
by chronic, excessive alcohol consumption. This alcohol-driven priming affects the brain
parenchyma as well as the perivascular and vascular compartments. In the parenchyma, it is
characterized by (i) an unconventional activation profile of microglial cells, in accordance with
results described by Cruz et al. [3]; and (ii) an increase in the expression of TGF3 mRNA not

accompanied by changes in pro-inflammatory cytokines, thus following a similar profile as in

23



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

priming-driving diseases such as prion disease [4]. At the brain perivascular compartment,
alcohol provokes an increase in the number of perivascular macrophages (PVM). Finally, at the
vascular level, alcohol-induced priming is characterized by increased levels of P-selectin at the
endothelial surface, accompanied by an increase in the number of adherent and rolling

leukocytes in the brain blood vessels.

We demonstrate here that alcohol provokes a brain inflammatory priming in mice by using two
different approaches. First, we intracortically injected inert latex beads to control and alcohol-
exposed mice. Eight hours after the injection, alcohol-exposed mice showed significantly more
phagocyted beads than control mice, thus demonstrating that chronic alcohol exposure makes
microglia more prone to phagocytosis. Second, we systemically injected a single dose of LPS
to control and alcohol-exposed mice and studied the subsequent parenchymal, perivascular and
vascular inflammatory responses 24 hours later. In accordance with our priming hypothesis,
mice exposed to alcohol showed increased total microglial and activated microglial cell
numbers, increased levels of P-selectin in the brain vasculature, characteristic of increased
endothelial activation, as well as significantly increased rolling and adhering leukocyte
numbers after the injection of LPS. Previous studies have reported that the exposure of
C57BL/6 mice to 10 daily doses of ethanol followed by a LPS or Poly I:C challenge resulted in
a sustained increase of proinflammatory cytokines in the brain compared with control-

challenged animals [26, 27].

In accordance with our inflammatory priming hypothesis, our data show that inflammatory
responses at the parenchymal, perivascular and vascular levels are exacerbated in alcohol-
exposed mice also after stroke. More precisely, microglial numbers and phagocytic capacity,
brain perivascular macrophages (PVM)/infiltrated macrophages numbers, P-selectin levels at
the brain endothelium, as well as leukocyte rolling and adhesion to brain vasculature are all

exacerbated in alcohol-exposed mice after stroke. Inflammatory responses participate in the
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progression of ischemic lesions [15], but the causality or consequence relationship between the
exacerbation of inflammatory responses and the increased lesion volume is difficult to
determine. For this reason, our data on the inflammatory status prior to the ischemic injury are
crucial and show that, even in the absence of stroke, heavy drinking alters the inflammatory
status in both humans and mice. It has been proposed that inflammatory priming could have
significant implications for acute sterile inflammatory insults such as stroke and traumatic brain
injury occurring on a background of aging or neurodegeneration [13]. Our data show that
chronic heavy drinking triggers a similar generalized heightened inflammatory sensitivity than
in the aforementioned models of neurodegenerative diseases, and that alcohol-induced
inflammatory priming has extremely deleterious consequences in stroke, not only in mice, but

also in humans.

A potential limitation of this study is that we cannot exclude an impact of alcohol withdrawal
on the outcome worsening of HD stroke patients and mice. Alcohol-withdrawn neurons are
more sensitive to excitotoxic injuries (Rubio et al., 2009) characteristic of early phases of
ischemic stroke. Indeed, we cannot exclude that this mechanism also participates to the
aggravation of stroke lesions observed in our study, making the exacerbated inflammatory
responses observed after stroke the consequence and not the cause of the aggravated stroke
outcome. However, our preclinical data on intracortical latex beads-injected mice and on
systemic LPS-injected mice, which were performed in mice not subjected to alcohol
withdrawal, demonstrate that the exacerbated inflammatory response to both latex beads and
acute LPS is present even in the absence of alcohol withdrawal. Other mechanisms that could
contribute to the aggravation of stroke severity could be an endothelial dysfunction induced by
chronic alcohol consumption (Sun et al., 2001 Am J Physiol Heart Circ Physiol/// Mayhan et

al., 1992 Am J Physiol), and further studies are needed to elucidate this issue.
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Interestingly, our new data and the recently published data on the beneficial effect of low-dose
alcohol consumption on inflammation following transient focal cerebral ischemia in rats [20]
suggest that, similarly to the biphasic effects of alcohol on the risk of ischemic stroke [18],
alcohol consumption also seems to have a biphasic effect on the consequences of ischemic
stroke. These data thus help to better understand the apparently controversial clinical results

found on the impact of alcohol consumption on stroke [7, 9].

In conclusion, we show that chronic, excessive alcohol consumption in both humans and mice
provokes by itself a neurovascular inflammatory priming. We experimentally demonstrate that
this priming leads to the exacerbation of the inflammatory responses after a secondary insult
such as a systemic infection and stroke. These exacerbated inflammatory responses are
associated to a worsened ischemic stroke outcome in both humans and mice. Our study opens
new avenues for the study of strategies targeting the alcohol-induced inflammatory priming
prior to any neurological insult, in order to prevent a worsened neurological outcome in heavy

drinkers.
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Figure legends

Fig 1. Heavy drinking (HD) aggravates ischemic stroke baseline severity and outcome,
and increases early neurological deterioration (END) risk. Inflammatory markers are
independently associated to the alcohol-induced increased risk of END. A) Representation
of neurological stroke severity determined by the National Institute of Health Stroke Scale
(NIHSS) at admission, 24 and 48 hours in stroke patients with and without heavy drinking
habits. Early neurological deterioration (END) is defined as an increase of NIHSS in >4 points
in the first 48 hours after admission. B) Forest plot of the multivariate analysis including
variables predicting END such as hemorrhagic transformation, infarct volume, NIHSS on
admission and heavy drinking habits (Model A). C) Forest plot of the multivariate analysis of
the variables included in the Model A and inflammatory biomarkers (axillary temperature,

number of leukocytes levels and C-reactive protein levels) (Model B).

Fig 2. Alcohol exposure provokes a neurovascular priming affecting microglia,
perivascular macrophages (PVM) numbers and brain endothelium in mice. (A)
Representative photomicrographs of microglial cells stained with Ibal and CD68. Scale bar:
100um. (B) High magnification- representative photomicrographs of microglial cells in control
and alcohol-exposed mice. (C) Quantification of Ibal and CD68 double-positive cells. (D)
Quantification of CD68 area on Ibal™ microglial cells. (E) Quantification of Ibal* cells. (F)
Quantification of the number of processes starting from the soma. (G) Quantification of the area
of microglial cells. (H) Schema of the in vivo test of microglial phagocytic capacity: 1 ul of
latex beads were injected in the cortex of control and alcohol-exposed mice. Eight hours after,
phagocytosed latex beads were quantified by immunohistochemical analyses. (I)
Representative photomicrographs of Ibal™ microglial cells and latex beads. (J) Detail of a latex
bead phagocytosed by a microglial cell in an alcohol-exposed mouse. Note the lysosomal

activation (CD68, red) at the apex of microglial process. (K) Quantification of phagocytosed
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latex beads/total number of beads. N=4 mice per group, *p<0.05 vs Control, Mann-Whitney
test. Scale bar: 20um. (L) Representative photomicrographs of CD68*Ibal™ cells (arrows)
surrounding blood vessels (dotted lines), corresponding to perivascular macrophages (PVM).
Scale bar: 100um. (M) PVM are also positive for the marker CD206. Representative
photomicrographs of brain CD206*Ibal" (arrows) cells. Scale bar: 20um. (N) Quantification of
CD68*Ibal™ and CD206*Ibal" cells (N=4 mice per group, p<0.05 vs control, Mann-Whitney
test). (O) Higher magnification of a PVM located between the endothelium (Coll-1V) and an
astrocytic endfeet (AQP4). Scale bar: 20um. (P) 3D reconstruction of the blood vessel selected
in O. Scale bar: 10um. (Q) Detail of a blood vessel with a PVM. (R) Detail of a PVM on the
wall of a blood vessel. Scale bar: 10um. (S) Representative photomicrographs of P-selectin
positive vessels in control and alcohol-exposed mice (note the absence of positive staining in
control mice). Dotted lines represent the lumen (L) of the blood vessel. Scale bar: 20um. (T)
Quantification of P-selectin signal in the brain cortex of control and alcohol-exposed mice. (U)
Compilation of in vivo time-lapse images obtained by two-photon microscopy showing
Rhodamine 6G (R6G)* leukocyte adhesion (arrows) in control and alcohol-exposed mice. Scale
bar: 50um. (V) Quantification of adherent leukocytes. (W) Representative time-lapse images
of leukocyte rolling (green circles). Scale bar: 5S0um. (X) Quantification of rolling leukocytes

per second.

Fig. 3: Alcohol exposure exacerbates brain neurovascular inflammatory reactions after
an acute systemic insult in mice. (A) Representative photomicrographs of the brain cortex of
control and alcohol-exposed mice 24 hours after the acute systemic injection of LPS. Scale bar:
100um. (B) Quantification of total microglia (Ibal* cells). (C) Quantification of activated
microglia (Ibal*/CD68* cells). Scale bar: 100um. (D) Quantification of PVM (CD68*Ibal
cells). (E) Representative photomicrographs of P-selectin staining. (F) Quantification of the

number of P-selectin®™ blood vessels. (G) Representative T2*-weighted images showing P-
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selectin-coupled MPIO in vivo accumulation in the brain of control and alcohol-exposed mice
after the acute injection of LPS. (H) Quantification of MPIO * blood vessels. (I) Compilation of
time-lapse images showing representative in vivo leukocyte adhesion (arrows) obtained by two-
photon microscopy. Scale bar: 50um. (J) Quantification of leukocyte adhesion. (K)
Representative time-lapse images of in vivo leukocyte rolling (see also Movies S1 and S2).

Scale bar: 50um. (L) Quantification of rolling leukocytes per second.

Fig. 4. Alcohol exposure increases lesion volume and inflammatory responses after
ischemic stroke in mice. (A) Representative brain lesions and (B) corresponding
quantifications in control and alcohol-exposed mice 24 hours after stroke onset (n=7-8
mice/group). (C) Representative photomicrographs of microglial cells and infiltrated
macrophages in the ipsilateral cortex 24 hours after stroke onset. Scale bar: 100um. n=4
mice/group. (D) High magnification- photomicrographs of microglial cells. Scale bar: 20um.
(E) Quantification of microglial cells (Ibal*) (F) Quantification of CD68* microglial cells
(Ibal*/CD68%). (G) Quantification of CD68 area in microglial cells. (H) Quantification of the
number of processes starting from the soma. (I) Quantification of the mean whole cell area of
microglial cells. (J) Quantification of CD68"Ibal" cells. (K) Representative photomicrographs
of P-selectin immunostaining. Scale bar: S0um. (L) Quantification of the number of P-selectin®
vessels. (M) Quantification of P-selectin® immunostaining area. (N) Representative T2%*-
weighted images of in vivo P-selectin molecular imaging. Arrows show MPIO™ blood vessels
(N=5-6 mice/group). (O) Quantification of MPIO* blood vessels. (P) Quantification of MPIO*
signal. (Q) Compilation of representative time-lapse images showing in vivo leukocyte
adhesion (arrows) obtained by two-photon microscopy. Scale bar: 50um. (R) Quantification of
leukocyte adhesion. (S) Representative time-lapse images of in vivo leukocyte rolling. Scale
bar: 50um. (T) Quantification of leukocyte rolling (see also Movies S3 and S4). n=4

mice/group. *p<0.05 vs control.
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Table 2: Univariate analysis of stroke patients with and without early neurological deterioration (END).

Early neurological deterioration

No Yes

n=3146 n =206
Age (years) 72.1+13.4 73.8+11.9 0.977
Men (%) 54.7 59.2 0.219
History of hypertension (%) 62.8 62.6 0.509
History of diabetes (%) 24.5 23.3 0.384
History of smoking (%) 17.4 20.2 0.193
History of dyslipemia (%) 33.8 354 0.339
History of ischemic heart disease (%) 11.3 14.1 0.135
Axillary temperature at admission (°C) 36.3+0.6 364108 0.005
Leukocytes on admission (x10%/mL) 8.9+33 104+42 0.019
Fibrinogen on admission (mg/dL) 426.7+102.8 422.8 £ 120.5 0.255
C-reactive protein on admission (mg/L) 32443 46+49 <0.0001
Sedimentation rate (mm) 27.7+25.6 28.5 £26.1 0.695
tPA treatment (%) 23.5 22.3 0.389
Trombectomy (%) 2.7 3.9 0.210
Hemorrhagic transformation (%) 94 17.1 <0.0001
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Infarct volume (mL) 50.3£77.1 107.7 £ 107.8 <0.0001
NIHSS at admission 12 [7,17] 13 [8,15] 0.017
mRS at 3 months 3[1,4] 513,6] <0.0001
Poor outcome at 3 months (%) 51.0 81.2 <0.0001
TOAST 0.613

Atherothrombotic (%) 24.3 25.2

Cardioembolic (%) 35.8 38.3

Small vessel disease (%) 7.2 44

Indeterminate (%) 31.6 31.1

Others (%) 1.1 1.0
Heavy drinking (%) 10.2 36.9 <0.0001

191



Table 3. Heavy drinkers have higher levels of inflammatory markers, in the absence of any other injury.
Demographic and clinical characteristics, leukocyte cell counting and C-reactive Protein (CRP) levels in an
independent cohort of healthy control participants and heavy drinkers recruited in the Addiction Unit of the University
Hospital of Caen (Normandy, France) while they were receiving withdrawal treatment as inpatients. Data are expressed

as mean+/-Standard Deviation; parenthesis data correspond to interval.

Control subjects Heavy drinkers
P
n=21 n=34
43.8+74 45.7+£9.2
Age 0.29
(29-55) (33-66)
Women/Men Ratio 5/21 9/34 0.83
253 +4.4% 239+44
BMI (*2 missing data) 0.32
(19.5-35.5) (17.3-39.8)
29+1.6 289+7.7
AUDIT <0.001
(0-6) (4-40)
64+1.7 7.0+2.1
Leucocytes (g/L) 0.24
(3.7-9.7) (3.5-12.3)
3614 4117
Neutrophils (g/L) 0.28
(1.7-7.2) (1.7-8.6)
0.17 £0.08 0.18 £0.13
Eosinophils (g/L) 0.80
(0.04-0.31) (0-0.53)
0.03 £0.02 0.04 £0.02
Basophils (g/L) 0.09
(0.01-0.07) (0.01-0.1)
1.95+0.72 1.93 £0.75
Lymphocytes (g/L) 0.96
(1.03-3.85) (0.93-3.88)
0.52+0.17 0.73 £0.27
Monocytes (g/L) 0.003
(0.27-0.99) (0.11-1.42)
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C Reactive protein >3 mg/L 61.8% (21/34)

BMI, Body Mass Index; AUDIT, Alcohol Use Disorders Identification Test.
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4.  Study 4: Perivascular macrophages
mediate the aggravating effect of
inflammatory priming on ischemic
stroke

We have demonstrated in the previous study that chronic alcohol exposure induces, in mice, a
neurovascular inflammatory priming (i) associated to more severe ischemic lesions and (ii)
responsible of the exacerbation of the inflammatory responses after stroke. This alcohol-induced
inflammatory priming includes a dramatic increase of brain perivascular macrophages (PVM).
Because of the strategic location of PVM between the brain parenchyma and the cerebral blood
vessels, in this study we have studied the role of PVM on ischemic stroke outcome in naive and

primed (alcohol-exposed) mice.

To do this, we have selectively depleted PVMs by intraventricularly injecting liposomes containing
clodronate, a pro-apoptotic substance. This method has already been used in the context of
multiple sclerosis (Polfliet et al., 2002), Alzheimer's disease (Park et al., 2017), chronic
hypertension (Faraco et al.,, 2016), and recently stroke (Pedragosa et al., 2018). Our study i)
confirms that PVMs do not influence the ischemic lesion volume in naive mice as in the study
by Pedragosa et al. (2018), but (ii) shows that PVM do influence lesion volume in primed mice:
the aggravating effect of chronic alcohol exposure is prevented in PVM-depleted mice. This
study is still ongoing: future studies on naive and primed mice are planned to better understand
(i) if and how PVM can influence inflammatory responses from surrounding cells (notably
microglia and endothelial cells), and (ii) the influence of PVM phenotype on secondary

inflammatory responses.
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Perivascular macrophages mediate the aggravating effect of

inflammatory priming on ischemic stroke

Introduction

Two subgroups of myeloid cells reside in the central nervous system (CNS): microglial cells and
border-associated macrophages (BAMs). Among BAMs, three populations can be distinguished:
(1) choroid plexus macrophages (cpM), located in the choroid plexus; (ii) meningeal macrophages
(mM), located in the lateral ventricles and meninges (Goldmann et al., 2016); and (iii) perivascular
macrophages (PVM), that surround large brain blood vessels and are located at the perivascular
space (Goldmann et al., 2016; He et al., 2016). In physiological conditions, BAMs have scavenger
functions, revealing a role of clearing debris from the CNS (Kida et al., 1993; Mendes-Jorge et al.,
2009) and can also present antigens to lymphocytes (Fabriek et al., 2005). However, their roles in
pathological conditions are less known. In the CNS, PVM were identified as modulators of
neurovascular coupling in models of chronic hypertension (Faraco et al., 2016), and Alzheimer
disease (Park et al., 2017). Is has been demonstrated that PVM can produce reactive oxygen species
and cytokines, linking them to the inflammatory response (Faraco et al., 2016). Outside the CNS,

PVM mediate leukocyte recruitment in the case of skin infection (Abtin et al., 2014).

Stroke is the leading cause of permanent disability and the second cause of death worldwide. In the
past few years, much attention has focused on the immune response to stroke. Key inflammatory
processes after stroke include the activation of resident glial cells as well as the invasion of
circulating leukocytes, but the role of PVM on stroke outcome has been barely studied. A recent
study has shown a role of BAMs on granulocyte infiltration and blood-brain barrier integrity after

stroke (Pedragosa et al., 2018).

Ninety percent of strokes are caused by ten potentially modifiable risk factors, such as chronic
arterial hypertension, diabetes, or heavy drinking (O’Donnell et al., 2010). However, the stroke-
induced inflammatory responses (including BAMs role in stroke) have been principally studied in
young, healthy animals. In the study n°3 we have experimentally showed that chronic alcohol

exposure induces a neurovascular inflammatory priming which provokes the aggravation of

201



ischemic lesions and the exacerbation of inflammatory responses to stroke. This alcohol-induced
inflammatory priming includes a marked increase of PVM numbers. Thus, the goal of this 4th
study was to investigate the role of PVM on stroke outcome in naive mice and primed mice

(chronically exposed to alcohol).
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Material and methods

Animals

Two months-old male Swiss mice (35-45g) (Centre Universitaire de Ressources Biologiques,
Normandy University, Caen, France) were housed at 21° C in a 12 h light/dark cycle with food and
water (naive group) ad libitum. Another group of mice was forced to drink 10% (v/v) alcohol
solution (primed group) with free access for 6 weeks. All mice were checked daily for fluid
consumption, health and abnormal behavior. For intravital two-photon imaging, male C57/BL6J

CX3CR1-GFP*" mice were used.

All the procedures needing anesthesia were performed by an initial exposure to 5% isoflurane

followed by a maintaining phase of 1.5-2% isoflurane 30%02/70%N-0O during experiments.
Depletion of perivascular macrophages (PVM)

Anesthetized mice were placed in a stereotaxic device. Then the skin was removed and a small
craniotomy was performed (coordinates: -0.2mm anteroposterior; +1mm lateral; -2mm depth from
the Bregma). A glass micropipette containing 10ul PBS-liposomes (PBS group) or clodronate (a
pro-apoptotic drug)-encapsulated liposomes (CLO group) was inserted and the product was gently

injected in the left lateral ventricle during 20 minutes.
PVM labelling

Three days after the injection of liposomes, a glass micropipette was inserted at the aforementioned

coordinates and 3ul of TRITC-Dextran (4.400 kDa, Sigma Aldrich, France) were gently injected.
Thromboembolic stroke

We used the in situ thromboembolic stroke model consisting in the injection of thrombin directly
into the middle cerebral artery as described before (Orset et al., 2007, 2016, study n°1). Briefly,
anesthetized mice were placed in a stereotaxic device, a small craniotomy was performed, the dura
was excised, and the middle cerebral artery (MCA) was exposed. A pulled glass micropipette was
introduced into the lumen of the MCA and 1 pL (1 Ul/ul for Swiss mice or 1.5 Ul/ul for C57/BL6J
CX3CR1-GFP*" mice) of purified murine alpha-thrombin (Enzyme Research Labs, USA) was

pneumatically injected to induce MCA occlusion (MCAo0) by the in situ formation of a clot. Lesion
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volumes were quantified by Magnetic Resonance Imaging (MRI) on Image J software 24 hours

after stroke onset.
Intravital two-photon microscopy

Anesthetized mice were placed in a stereotaxic device and an aqueous medium was deposed
between the thin-skull window and the X25 immersive objective. All the acquisitions were
performed using a Leica TCS SP5 MP microscope (Coherent Chameleon, USA). A first acquisition
at 840 nm two-photon excitation wavelength was made two days after PBS/CLO-containing
liposomes to check (i) PVM depletion and (ii) GFP signal detection emitted by microglial cells
(n=6 mice per group). Noise fluorescence is present in the meninges and interfere with specific
fluorescence from PVM and microglia. For this reason, we acquired images only from sub-

meningeal regions and voluntarily avoided any fluorescent signal coming from the meninges.

A second acquisition at 840um was performed after the intravenous injection of 100 pl of
Rhodamine 6G (1mg/kg) and 100 pl of 70kDa FITC-Dextran (Smg/ml) (Sigma Aldrich, France)
to stain circulating leukocytes and visualize the lumen of blood vessels, respectively (n= 5-6 mice
per group). Leukocyte adhesion and rolling were measured with time-lapse acquisitions (2
minutes, 7.7 frames per second, 256x256 pixel resolution, 1000Hz frequency). Photomultiplier
(PMT) 2 (recorded capacity: 500-550nm; gain 850V; offset 0) and PMT3 (recorded capacity: 565-
605nm; gain 850V; offset 0) were used. The pulsing laser characteristics were: gain 23%; trans

17%:; offset 50%.

The quantification of leukocyte rolling and adhesion was performed using the Kymograph plugin.
Briefly, a stack image was obtained by 2-photon videos, and adherent leukocytes were counted as
spots located onto blood vessel wall. For rolling leukocytes, the video was uploaded then a line
(arbitrary units: 10 thickness) was placed perpendicularly to the vessels. The Kymograph detected
the number of leukocytes passing through the line the time of video duration (2mins). Circulating

leukocytes that were too fast were considered as background and were not counted.
Magnetic Resonance Imaging

T2-weighted images were acquired in anesthetized mice 24 hours after MCAo using a multislice

multiecho sequence (TE/TR 33 ms/2500 ms) on a Pharmascan 7T (Bruker, Germany) (n=4-7 mice
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per group). Lesion sizes were quantified on these images using ImageJ software. T2*-weighted

sequences were used to detect hemorrhagic events (TE/TR 8.7064ms/500ms).
Molecular Imaging of P-Selectin

Micro-sized particles of iron oxide (MPIOs) (diameter 1.08 mm) (Invitrogen) covalently
conjugated to purified polyclonal goat anti-mouse antibodies for P-selectin (R&D Systems, clone
AF737) were prepared as previously described. The quality of conjugated MPIOs was
systematically checked in a naive mouse, by stereotaxic injection of lipopolysaccharide (1ul,

Img/kg) in the striatum (0.5mm anterior, 2.0mm lateral, -3mm ventral to the Bregma).

Three-dimensional T2*- weighted gradient echo imaging with flow compensation (spatial
resolution of 70 mm x 70 mm x 70 mm interpolated to an isotropic resolution of 70 mm), TE/TR
13.2ms/200 ms and a flip angle of 21° was performed to visualize MPIOs. MRI acquisitions started
immediately after the intravenous injection of MPIOs (200 ul of 2 mg Fe/kg of conjugated MPIOs).
All T2*-weighted images presented are minimum intensity projections of six consecutive slices.
The signal void quantification of MPIOs on 3D T2*-weighted images was measured by using
automatic triangle threshold in ImageJ software and results presented as MPIOs-induced signal
void on the contralateral cortex divided by the signal void on the structure of interest (in percent)

(n=4-7 mice per group).
Isolated brain vessels

Terminally anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline (15
mL/min). Brain were then dissociated in a solution of HEPES and HBSS and then centrifuged at
2000g at 4°C during 10 min. Most of myelin is eliminated at this step, and vessels form a pellet.
The pellet was then suspended in a solution of HEPES/HBSS and Dextran (Dextran from
Leuconostoc spp. Mr ~70,000 kDa, Sigma-Aldrich) and centrifuged at 4400g at 4°C during 15 min.
Remaining myelin is eliminated here. Vessels were then suspended in a solution of HEPES/HBSS
and BSA 1% and filtrated on a 20um mesh filter. After that, vessels stay on the filter. Vessels were
then detached from the filter in a PBS solution. Vessels were then put on a poly-lysine coated
slides, cryoprotected overnight in a 20% sucrose PBS solution and fixated during 15 min with PBS
0.1 M. pH 7.4 containing 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid. Slide were stored at -80°C

before processing.
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Immunohistochemistry

Terminally anesthetized mice were transcardially perfused with cold heparinized saline (15
mL/min) and fixed with 100 mL of 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid phosphate buffer
(pH 7.4) (n=4 mice/group). Brains were post-fixed with 2% paraformaldehyde and 0.2% picric
acid phosphate buffer (18 hours; 4°C) and cryoprotected (sucrose 20% in PBS; 24 hours; 4°C)
before freezing in Tissue-Tek (Miles Scientific, Naperville, IL, USA). Cryostat-cut sections (10

pum) were collected on poly-lysine slides and stored at — 80°C before processing.

Sections were co-incubated overnight with rabbit anti-mouse Ibal (1:1000, Wako 019-19741), rat
anti-mouse CD68 (1:800, Abcam 53444), rat anti-mouse CD206 (1:200, Serotec, clone MR5D3),
goat anti-mouse P-selectin (1:1000, RD System AF737), goat anti-mouse Collagen-IV (1:1000,
SouthernBiotech 1340), rabbit anti-mouse Aquaporin 4 (sc 20812, Santa Cruz), rabbit anti-mouse
Laminin (1:1500, Abcam 11575), rat anti-mouse VCAM-1 (1:1000, 553330, BP Pharmingen), and
rabbit anti-mouse neutrophil elastase (1:500, Abcam 21595). Primary antibodies were revealed by
using Fab’2 fragments of Donkey anti-rabbit linked to FITC, anti-rat linked to Cy3, anti-goat IgG
linked to Cy5 (1:600, Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA). Washed sections were
coverslipped with antifade medium containing DAPI. Epifluorescence images were digitally
captured using a Leica DM6000 epifluorescence microscope-coupled coolsnap camera, visualized
with Leica MM AF 2.2.0 software (Molecular Devices, USA) and further processed using ImageJ
1.52k software.

Statistical analyses

Results are the mean + SEM. Statistical analyses were performed using the Statview software.
Mann-Whitney test was used when independent experiments were compared between groups.

Wilcoxon test was used when CD68 and CD206 cell numbers were compared on the same group.
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Results

Perivascular macrophage (PVM) depletion prevents the aggravating effect of chronic alcohol

consumption on ischemic stroke, but has no impact in naive mice

As described in figure 2 of the study n°3, alcohol exposure for 6 weeks provoked an inflammatory
priming at the parenchymal, perivascular and vascular levels, including a marked increase of PVM
numbers (CD206" cells) compared to control mice (Figures 1A, B; p<0.05 vs PBS, n=4 mice per
group). In this study, we aimed at determine the specific role of PVM on ischemic stroke outcome
in both healthy (naive) and primed mice (chronically exposed to alcohol). To do this, we depleted
PVM by intracerebroventricular (icv) injection of clodronate (CLO)-encapsulated liposomes to

mice exposed or not to 10% ethanol for 6 weeks (see schema in figure 1C).

As mentioned in the methods section, we focused our IHC and in vivo imaging experiments
exclusively on PVM, and measured only sub-meningeal signals. PVM are positive for the
scavenger receptor CD206 and very low positive for Ibal, whereas microglial cells are positive for
Ibal and negative for CD206 in naive conditions (Suppl Figures 1A-F, H, I, n=4 mice per group).
PVM are located along cerebral blood vessels (Suppl Figure 1B), both in arteries (aSMA™), and
veins (aSMA") (Suppl Figure 1C). PVM are located at the perivascular space, a space delimited by
the basal lamina of the brain endothelium (Coll-IV*), and the glia limitans formed by astrocytic
endfeet (AQP4") (Suppl Figure 1D). PVM can also be stained with the lysosomal marker CD68,
characteristic of phagocytosis (Suppl Figure 1E-F). CD68" lysosomes are autofluorescent, and this
property allows the in vivo PVM detection by 2-photon (2P) microscopy without the need for
additional fluorophore injection (Suppl Figure 2, n=4 mice per group). Otherwise, PVM can be
also detected in vivo by using their phagocytic capacity and taking profit of the cerebrospinal fluid
(CSF) circulation, through the intracerebroventricular (icv) injection of TRITC-dextran. Twenty-
four hours after this icv injection, PVM can be detected around brain blood vessels (Suppl Figure
1G, arrows). The phagocytosis of TRITC-dextran by PVM was confirmed by
immunohistochemistry: the TRITC dextran-positive cells were all co-stained with CD206 (Suppl
Figure 1H-I).

By using CX3CR1-GFP*" mice, PVM can be distinguished in vivo from GFP-positive microglial
cells 4 days after the icv injection of TRITC-dextran (Suppl Figure 2A, n=6 mice per group), since
PVM are very low positive for GFP (Suppl Figures 1B, D). We observed in vivo that the icv
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injection of CLO depleted 87% of PVM (Suppl Figure 2B, C, p<0.01 vs PBS), without altering
microglial cell numbers or morphology (Suppl Figures 2D-E).

In accordance to the results described in the study n°3, we observed an aggravating effect of
chronic alcohol exposure on ischemic lesion volume (Figure 1D, E; p<0.05 vs PBS naive, n=5-6
mice per group). Interestingly, whereas CLO treatment did not modify ischemic lesions in naive
mice (Figure 1D, E), CLO treatment prevented the aggravating effect of chronic alcohol exposure

on ischemic lesion volume (Figure 1D, E; p<0.05 vs PBS).

PVM depletion exacerbates cellular immune responses after stroke in naive mice, but not in

primed mice

In order to explore the mechanisms of the beneficial effect of PVM depletion on stroke in primed
mice, we studied the cellular immune responses triggered 24 hours after stroke (n=4 mice per
group). We analyzed microglial cell numbers (total Ibal™ staining, Figure 2A, B), total number of
macrophages (CD68/Ibal" staining, Figures 2A, C) and neutrophil infiltration (Figures 2D, E) at
the ischemic core, the peri-infarct zone and the contralateral hemisphere in PBS- and CLO-injected
mice exposed or not to alcohol. No differences between groups were found in any of these cell
counts at the contralateral hemisphere, excepting CD68/Ibal” cell numbers, which were
significantly decreased due to PVM depletion by CLO in both naive and primed mice (data not

shown).

In accordance to the results described in the study n°3, microglial and macrophage numbers were
significantly increased after stroke in PBS-alcohol-exposed mice compared to naive mice (Figures

2A-C; p<0.05 vs PBS-treated naive mice).

All the stroke-induced immune responses measured here were exacerbated in CLO-treated naive
mice, but were not altered in CLO-treated primed mice. CLO-treated naive mice showed
significantly more microglial cells (Figure 2B, p<0.05 vs naive PBS) and macrophages (Figure 2C,
p<0.05 vs naive PBS) at the peri-infarct area, as well as more neutrophils (Figure 2E, p<0.05 vs
naive PBS) at the core of the lesion compared to PBS-treated naive mice. Opposite to naive mice,
PVM depletion by CLO treatment had no impact on any of the cellular immune responses triggered

after stroke in primed mice.
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PVM depletion exacerbates stroke-induced endothelial activation in naive mice, but not in

primed mice

In order to study the role of PVM on endothelial activation after ischemic stroke, we performed
molecular imaging (n=4-7 mice per group) and immunohistochemical analyses of P-selectin
(responsible of leukocyte rolling on the vessel wall) and VCAM (responsible of leukocyte adhesion

to the vessel wall) (n=4 mice per group).

In accordance to the results described in the study n°3, P-selectin levels were significantly

increased after stroke in PBS primed mice (Figures 3A-F; p<0.05 vs PBS-treated naive mice).

Similar to microglial, macrophage and neutrophil cell counts, MPIO signal also increased
significantly after CLO treatment in naive mice (Figure 3C; p<0.05 vs PBS-treated naive mice),
and again CLO treatment had no impact on MPIO signal in primed mice (Figure 3A-C).
Immunohistochemical analyses slightly differed from MPIO data, since we did not find any
difference on P-selectin® blood vessels between PBS- and CLO-treated naive mice (Figure 3F). By
contrast, CLO-treated primed mice expressed significantly less P-selectin than PBS-treated primed

mice (Figure 3F, p<0.05 vs PBS-treated primed mice).

Alcohol exposure also provoked an increase of VCAM-1 expression in the peri-infarct zone (Figure

3H, p<0.05 vs PBS-treated naive mice).

Again, CLO treatment provoked per se an increase of VCAM-1 levels in naive mice compared to
PBS-treated naive mice (Figure 3H, p<0.05 vs PBS-treated mice), which was not present in primed

mice.
PVM determine leukocyte adhesion to the vessel wall

By intravital 2P microscopy, we observed a significant decrease of leukocyte adhesion to the vessel
wall in CLO-treated mice compared to PBS-treated mice, both in naive and primed mice 24 hours
after stroke (Figures 4A, B, D, E; p<0.05 vs PBS, n=4 mice per group). This effect was specific of
leukocyte adhesion, since no difference was detected in the number of rolling or circulating

leukocytes in any of the groups (Figures 4C, 4F).

209



Discussion

As aforementioned, 90% of strokes are caused by ten potentially modifiable risk factors,
(O’Donnell et al., 2010). Furthermore, some of these risk factors such as arterial hypertension
(Moller et al., 2015) or chronic alcohol consumption (Ducroquet et al., 2013; Lemarchand et al.,
2015, study n°3) can aggravate stroke outcome. In this ongoing study, we have focused on the role
of PVM on the aggravating effect of chronic alcohol consumption in ischemic stroke outcome,
since chronic alcohol exposure provokes the increase of PVM numbers. Our results show that
clodronate (CLO) treatment, which provokes the specific depletion of perivascular macrophages
(PVM) and, in general, border-associated macrophages (BAMs) in the brain, prevents the
aggravating effect of inflammatory priming on lesion volume. This preventive effect does not
seem to be mediated by a reduction of the inflammatory responses triggered after ischemic stroke,
since PBS- and CLO-treated primed (alcohol-exposed) mice show globally the same inflammatory
responses to stroke. The beneficial effect of PVM depletion on lesion volume is exclusive of
primed mice, since naive mice show similar lesion volumes independently of the presence or

the absence of PVM.

Our data show that PVM depletion exacerbates per se the inflammatory responses triggered
after ischemic stroke in naive mice, at both the parenchymal (microglia, macrophages and
neutrophil infiltration) and vascular (endothelial activation and expression of the adhesion
molecules P-selectin and VCAM-1) compartments. Interestingly, this exacerbation is only present
in naive mice, and not in primed mice. The significant increase of infiltrated neutrophils found in
PVM-depleted (CLO) naive mice can be explained because PVMs can release NO, which has been
associated with the inhibition of leukocyte infiltration in case of systemic infection (Olivera et al.,

2016).

Surprisingly, the exacerbation of the inflammatory responses found in CLO-treated naive
mice has no impact on lesion volume. Pedragosa and colleagues (2018), have also shown that
lesion volume remains unchanged after PVM depletion in naive mice, despite the reduction of
leukocyte infiltration in CLO-treated naive mice (Pedragosa et al., 2018). These results are in
accordance with previous studies showing no impact of leukocyte recruitment on ischemic stroke
volume (Harris et al., 2005; Schmidt et al., 2017). As mentioned in this manuscript, leukocyte

infiltration has been proposed as a key part of stroke progression (Neumann et al., 2015). For this
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reason, research on anti-inflammatory strategies for stroke has focused on limiting the
transendothelial migration of peripheral immune cells from the compromised vasculature into the
brain parenchyma. However, trials testing the blockage of cerebral leukocyte infiltration in patients
reported inconsistent results. To explain this, alternative cerebral infiltration routes for leukocytes,
including the meninges and the choroid plexus, have been proposed. Nevertheless, a recent study
on lymphocyte infiltration in a model of permanent occlusion of the MCA by electrocoagulation
has shown that the reduction of lymphocyte infiltration after stroke is not related with a decrease

of the ischemic size (Llovera et al. 2017).

In support of an alternative entry route for leukocytes into the brain parenchyma, our data show
that PVM depletion by CLO treatment diminishes leukocyte adhesion to the blood vessel wall in
both naive mice and primed mice. In spite of a decreased leukocyte adhesion, infiltration of
neutrophils to the ischemic site is significantly increased in PVM-depleted naive mice, suggestive
of an alternative entry route other than the transendothelial pathway. Also, further
investigations of other CAMs (notably, PECAM-1, which is responsible of leukocyte
transmigration) after PVM depletion are needed to explain the paradoxical impaired leukocyte

adhesion and increased leukocyte infiltration after stroke in naive mice.

In any case, our data suggest that lesion volume does not seem to directly depend on the studied
immune responses, since (i) naive mice show exacerbated immune responses after CLO treatment,
but PBS and CLO-treated naive mice show similar lesion volumes, whereas (ii) PBS and CLO-
treated primed mice show similar immune responses but CLO-treated mice have smaller lesion

volumes.

In view of the global effects of CLO in naive mice, another hypothesis to be taken into account is
that CLO could have pro-inflammatory effects per se. In other words, the globally exacerbated
inflammatory responses observed in naive mice could be due to a pro-inflammatory effect of CLO
and not (or not only) to PVM depletion. This hypothesis is supported by the neutrophil
accumulation in the choroid plexus (CP) of CLO-treated mice (Suppl Figure 3). If this is the case,
then an intriguing question arises: why the pro-inflammatory effects of CLO are not present
after chronic alcohol consumption? A possible explanation is that alcohol exposure (as it has
been proposed in other pathological conditions like MS (Polfliet et al. 2002) or VIH infection

(Filipowicz et al., 2016) could provoke not only an increase in PVM numbers, but could also
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shift PVM phenotype and function from a scavenger, “buffer” cell (Kida et al., 1993; Mendes-
Jorge et al., 2009) to a pro-inflammatory cell in pathological conditions. This could explain
why PVM depletion is only beneficial in primed mice and not in naive mice, and strengthens the
idea that pre-clinical stroke research should be performed in co-morbid conditions like chronic
alcohol consumption or hypertension, instead of being performed in healthy mice. The phenotype
of PVM must be further characterized to better understand their roles in case of chronic
neuroinflammation, as they seem to be potential therapeutic targets for limiting the aggravating

effects of such risk factors on stroke outcome.

Taken together, we demonstrate here that PVM participate in the aggravating effect of
inflammatory priming on ischemic stroke. Surprisingly, PVM depletion has no effect on lesion
volume in naive mice, although it decreased leukocyte adhesion and exacerbated immune
responses to stroke. This latter finding arises the question of what is the real impact of immune
responses on determining ischemic lesion volume? PVMs, and more generally BAMs, could be
potential targets on stroke outcome only in case of previous chronic neuroinflammatory

status, or associated comorbidity.
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Figure 1. PVMs mediate the aggravating effect of inflammatory priming on ischemic stroke.
(A) Representative photomicrographs obtained by epifluorescence microscopy of perivascular
macrophages (PVM) CD206 * (in magenta) in control and primed (alcohol-exposed) mice. (B)
Quantification of CD206" cells. N=4 mice per group, p<0.05 vs control, Mann-Whitney test. (C)
Study design. (D) Representative T2-weighted MRI images showing ischemic lesions in PBS- and
clodronate (CLO)-treated naive and primed mice 24 hours after stroke onset. (E) Quantification of

lesion volumes. N=5-6 mice per group; p<0.05 vs PBS, Mann-Whitney test.

Figure 2. PVM modulate cellular immune responses to stroke in naive mice but not in primed
mice. (A) Representative photomicrographs of microglial cells (Ibal*) and macrophages
(CD68*Ibal") in the peri-infarct area 24 hours after stroke onset in PBS- and CLO-treated mice.
(B) Quantification of microglial cells. (C) Quantification of macrophages. (D) Representative
photomicrographs of neutrophils at the core of the lesion. (E) Quantification of neutrophil numbers.

N=4 mice per group, p<0.05 vs PBS, Mann-Whitney test.

Figure 3. PVM mediate endothelial activation in naive mice, but not in primed mice. (A)
Representative T2*-GEFC acquisitions showing MPIO/aP-selectin accumulation in the ipsilateral
cortex of mice after stroke. (B) Quantification of MPIO/aP-selectin positive blood vessels. (C)
Quantification of MPIO/aP-selectin signal void vs contralateral cortex. (D) Representative
photomicrographs of P-selectin staining 24 hours after stroke onset. (E) High magnification of a
P-selectin positive cerebral blood vessel with juxtaposed MPIO/aP-selectin. (F) Quantification of
P-selectin positive blood vessels. (G) Representative photomicrograph of VCAM-1 positive blood
vessel 24 hours after stroke onset. (H) Quantification of VCAM-1 positive blood vessels. N=4-7
mice/group for in vivo molecular imaging. N=4 mice/group for immunohistochemical studies.

*p<0.05 vs control PBS or alcohol PBS, Mann-Whitney test.

Figure 4. PVM mediate leukocyte adhesion to the blood vessel wall in both naive mice and
primed mice. (F) Representative photomicrographs obtained by 2-photon microscopy of
leukocytes (in magenta, Rhodamine 6G) in PBS- and CLO-treated primed mice 24 hours after
stroke onset. (G) Quantification of adherent leukocytes. (H) Quantification of circulating/rolling

leukocytes. N=4 mice per group, p<0.05 vs PBS, Mann-Whitney test.

Suppl. Figure 1. Characterization of PVMs in the mouse brain. (A) PVMs are negative or very

low positive for Ibal, a common marker of microglial cells. (B) PVMs are located near blood
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vessels, (C) both on arteries (stained with aSMA in yellow) and veins (total blood vessels are
stained with Coll-1V). (D) Isolated vessel technique showing PVM location between the blood
vessel (cyan, Coll-1V) and astrocytic endfeet (yellow, AQP4). (E) PVMs can be stained with both
CD206 and CD68. (F) Quantification of CD68" or CD206" cells. N=5 mice per group, Wilcoxon
test. (G) PVM can be labelled with intracerebroventricular injection of TRITC-dextran, and then
observed on intravital 2-photon microscopy (arrows). (H) Colocalization of CD206 and TRITC-
dextran in the same mouse. (I) 3D visualization of a double positive PVM for TRITC-dextran and

CD206.

Suppl. Figure 2. PVMs can be detected by autofluorescence. (A) Study design. (B) In vivo
images obtained by 2P microscopy before and after 24 hours after electrocoagulation of the MCA.
Brain blood vessels are visible after the intravenous injection of FITC-dextran (cyan). (C)
Quantification of in vivo-detected autofluorescent cells. N=4 mice per group, *p<0.05, Mann-
Whitney test. (D) Representative photomicrographs obtained by epifluorescence microscopy of
CD68*Ibal- PVM (in magenta, arrows) before and 24 hours after electrocoagulation of the MCA.
Note that, under physiological conditions, CD68" autofluorescent lysosomes are almost exclusive
present in PVM. However, after stroke, CD68+ lysosomes are also present in activated microglial
cells. (E) Quantification of CD68*Ibal" cells by IHC. N=4 mice per group, p<0.05, Mann-Whitney
test. (F) and (G) Representative microphotographs obtained by confocal microscopy of a naive

mouse brain before (top panels) and after (F) CD206 and (G) CD68 stainings (arrows).

Suppl. Figure 3. PVM depletion by CLO-encapsulated liposomes. (A) Study design. (B)
CX3CR1-GFP*" mice were injected (icv) with PBS/CLO before in vivo 2-photon microscopy
imaging. (C) Quantification of TRITC-Dextran® cells. (D-E) CLO treatment has no effect on
microglial cells. (D) Representative photomicrographs of GFP* microglial cells and CD206" PVMs
in PBS- and CLO-treated mice. (E) Quantification of GFP* cells. N=6 mice per group, p<0.05,
Mann-Whitney test.

Suppl Figure 4. CLO-treated mice are inflammed in the choroid plexus. (A) Representative T2*-
GEFC MRI acquisition of a CLO-treated control mouse with a clear MPIO/aP-selectin signal in
the ventricles. (B) Representative photomicrograph of MPIO/aP-selectin on the same mouse brain.

(C) Representative microphotographs of neutrophil invasion in the choroid plexus of PBS- and
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CLO-treated mice 24 hours after stroke onset. (D) Representative photomicrographs of VCAMI1

and neutrophil recruitment in a CLO-exposed mouse 24 hours after stroke onset.
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5. Study 5: How to detect invisible
lesion induced by a single mTBI

After mild traumatic brain injury (mTBI), there may be no immediate major disorders or brain
imaging injury (when performed). However, 30 to 60% of patients with mTBI develop medium or
long-term brain deficits. It is therefore important for these patients to be able to objectify the

existence of a real brain suffering, potentially at the origin of these disorders at a distance.

The objective of this ongoing study supported by the UNAFTC (Union Nationale des Associations
de Familles de Traumatisés Craniens et Cérébro-lésés) was to develop new imaging techniques to
make visible the brain damage caused by mTBI which are today invisible. In this study we have
(i) implemented a new mouse model of mTBI without apparent lesion in conventional imaging,
(ii) detected and characterized the inflammatory processes caused by the occurrence of mTBI.
In this new model of mTBI, the mice have behavioral deficits in the absence of a visible lesion by

conventional MRI imaging.

These results lead us to believe that disorders experienced by mTBI patients may come from the
inflammatory reaction caused by the shock. Moreover, our results obtained by autoradiography
suggest that this mTBIl-induced inflammation could be potentially imaged in vivo by positron
emission tomography (PET) examination, an innovative and advanced technique that would

allow patients to objectify their suffering.

This study was also the subject of a communication in the UNAFTC journal "Résurgences" (No. 55,

June 2017).

227



228



Relevance of sensitive imaging of neuro-inflammation to explain neurological deficits after

mild traumatic brain injury in mice.

Antoine Drieu!, Anastasia Lanquetinl, Zuhal Gulhan?, Gloria Vegliante3, Marina Rubio’, Elisa R.

Zanier®, Sylvie Chalon?, Denis Vivien!, Carine Ali!

! Normandie Univ, UNICAEN, INSERM, INSERM UMR-S U1237, Physiopathology and Imaging

of Neurological Disorders, Cyceron, Caen, 14000, France.
2UMR 1253, iBrain, Université de Tours, Inserm, Tours, France.

3 Department of Neuroscience, IRCCS-Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri, Milan,

Italy.

Corresponding author: Pr C. Ali

INSERM U1237, GIP Cyceron, boulevard Becquerel, 14074 Caen, France.

Tel: +33231470265; Email: ali@cyceron.fr

229



Abstract:

Traumatic brain injury (TBI) is a leading cause of disability worldwide. Most of the time, TBI is
considered as a mild event, with no evidence of brain damage on conventional imaging. However,
secondary injuries may well provoke long term disabilities. For these patients, it is thus crucial to

provide biomarkers linking the initial event to the deficits they complain about.

By varying the depth of impact in a model of closed-head cortical-controlled impact, we found that
despite no evidence of infarction or bleeding on conventional MRI (T2 and T2* sequences), mice
developed neurological deficits (Y-maze, open field)), thus recapitulating features of mild TBI in
the clinical situation. Based on encouraging recent developments in the field of brain imaging, we
first sought to detect cerebrovascular inflammation in these animals. However, molecular MRI for
P-selectin, a key adhesion molecule, failed to reveal any sign of endothelial activation after mild
TBI, which concords with immunohistochemical analyses. Interestingly, these latter analyses
showed a robust parenchymal inflammatory response: astrogliosis and microgliosis were evident
at the cortical level, but also deeper in the brain, in the hippocampus. Cortical inflammation
increased markedly at least up to 3 weeks post-injury, while hippocampal inflammation peaked at
one week but remained strong after 3 weeks. Importantly, these spatio-temporal profiles of
inflammation could be confirmed by autoradiography using the TSPO ligand [*H]-DPA14. In
conclusion, position emission tomography studies should be considered to provide objective
evidence that patients with mild TBI indeed develop tissue damages that likely explain long term

deficits.

Abbreviations:

CCI: controlled-cortical impact

CSF: cerebrospinal fluid

GFAP: glial fibrillary acid protein

Ibal: Iodonized calcium-binding adapter molecule-1

LPS: lipopolysaccharide
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MPIO: Microparticle of iron oxide; PET: positron emission tomography
MRI: magnetic resonance imaging

MSME: multi-spin multi-echo

mTBI: mild traumatic brain injury

PET: positon emission tomography

SPECT: single photon emission computed tomography

TBI: traumatic brain injury

TSPO: translocator protein

USPIO: ultra-small particles of iron oxide

VCAMS-1: vascular cell adhesion molecule-1
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Introduction:

Traumatic brain injury (TBI) is a leading cause of mortality and morbidity worldwide. Each
year, 69 million people suffer a TBI (Dewan et al., 2018). Various triggers (penetrating objects,
blast injury or mechanical impact) can induce TBI, of which short-term functional consequences
can result in hospitalization. In the clinical setting, TBI is classified as being mild, moderate or
severe. Practice guidelines include structural imaging and neurological scoring, including the 15-
point Glasgow Coma Scale, in their criteria for classifying injury severity. Patients with a score of
3-8 are classified as severe, 9-12 as moderate, and those between 13-15 as mild TBI (Teasdale and
Jennett, 1974). Mild TBIs are by far the most frequent type of TBI, although their real incidence

can only be estimated, since many patients do not present to hospital (Gardner and Yaffe, 2015).

After the initial mechanical damage, TBI induces a progressive secondary injury, which can lead
to long term neurological and neuropsychiatric sequelae (Gardner and Yaffe, 2015; Perry et al.,
2016; Cruz-Haces et al., 2017). Thus, cumulative epidemiological evidence show that moderate or
severe TBI, and very likely mild TBI, are important risk factors for neurodegenerative diseases
such as Alzheimer's disease, Parkinson's disease and amyotrophic lateral sclerosis. Around 30% of
patients with mild TBI have persistent symptoms. It can thus be important to predict who are these
30% patients at risk. Imaging, or multimodal imaging is likely a key to success for this goal, which

is part of the objectives of the Enigma consortium.

Inflammation is a hallmark of most neurological disorders. Thus, monitoring (neuro)inflammatory
responses could have major diagnostic/prognostic implications for CNS pathological conditions,
including mild TBI. Inflammation is undoubtedly an important marker/player of TBI (Donat et al.,
2017). Beside plasma/CSF biomarkers, molecular magnetic resonance imaging (MRI) to study
endothelial activation has recently emerged as a promising axis of research (Gauberti et al., 2018).
Currently, only nuclear medicine technology (single photon emission computed tomography
(SPECT) or positron emission tomography (PET)) is performed in humans. For instance, highly
sensitive imaging of neuroinflammation using translocator protein (TSPO) ligands (TSPO is
mostly described as a marker of active microglia) and PET, can be performed in stroke, Alzheimer's
disease and multiple sclerosis. Higher TSPO signals have been reported in National Football
League (NFL) players, a population of patients likely subjected to repeated mild TBI (Coughlin et

al., 2015) and also long after single events of moderate and severe TBI (Folkersma et al., 2011;
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Ramlackhansingh er al., 2011). To our knowledge, no data is available for patients after a single
mild TBI. TSPO imaging (with radiolabeled PK11195, DPA-714, fluoroethyl-DAA1106 or
CLINDE) has also been used to show microglial activation in several animal models of moderate
and severe TBI, but is less documented in mild TBI models (Venneti et al., 2007; Cao et al., 2012;
Grossman et al., 2012; Donat et al., 2016; Israel et al., 2016).

Molecular MRI may have some advantages over nuclear medicine modalities, although it has
remained limited to proof-of-concept studies in animal models. The recently developed contrast
agents called micro-sized particles of iron oxide (MPIO) has significantly improved molecular MRI
sensitivity and specificity, compared to the historical intraparenchymal imaging of
myeloperoxidase or of extravasation of targeted ultra-small particles of iron oxide (USPIO).
MPIOs harboring antibodies against adhesion molecules recruited at the endothelial luminal
membrane (including VCAM-1 and P-selectin), have proven as highly relevant MRI tools to detect
neuroinflammation in various conditions, including stroke, ageing, multiple sclerosis (McAteer et
al., 2010; Montagne et al., 2012; Gauberti et al., 2013; Fournier et al., 2017; Quenault et al., 2017).
Interestingly, we have previously found in a model of transient ischemic attack that MPIOs targeted
against P-selectin can detect an area of neuroinflammation, while conventional MRI shows no

evidence of brain infarction (Quenault et al., 2017).

Recently, it has been confirmed that mild TBI is a serious condition: patients with mild TBI are at
risk to commit suicide (with an adjusted incidence rate ratio of 1.8; (Madsen et al., 2018)). It is
thus critical to increase awareness on mild TBI, the so-called “silent epidemic”. Here, we sought
to identify objective and translatable imaging evidence of post-mild TBI sequelae, in a mouse
model, the closed-head controlled cortical impact procedure. This model has the advantage to

preserve the skull and the dura (Siebold et al., 2018).
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Material and Methods:
Animals

Experiments were performed on two months-old male Swiss mice (35-45g; Centre Universitaire
de Ressources Biologiques, Normandy University, Caen, France). Animals were housed at 21° C
in a 12 h light/dark cycle with food and water with ad libitum free access. All experiments were
performed and reported in accordance with the Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments (ARRIVE) guidelines (http://www.nc3rs.org.uk), in accordance with French laws (act
no. 87-848; Ministere de 1’Agriculture et de la Forét) and European Communities Council
Directives of November 24, 1986 (86/609/EEC) guidelines, and have been approved by the ethical
committee (affiliation number #15301). None of the experimental procedures induced mortality.
Mice weight was monitored before every behavioural assessment, the day and the day after the

surgical procedure.
Surgical procedure for mild traumatic brain injury

For surgeries, mice were anesthetized with isoflurane 5% and maintained under anaesthesia with
1.5-2.5% isoflurane in a 70%/30% gas mixture (N2O/O.). The rectal temperature was maintained
at 37+0.5°C throughout using a feedback-regulated heating system. Breathing was constantly
checked and adjusted with anesthesia level. A sagittal incision (not midline to avoid major
bleeding) was made to discover the skull. Then, the left parietal skull was cleaned with a cotton
bud. Close-head controlled cortical impact (CCI) was performed thanks to an electromagnetic
device Impactor (Leica; (Brody et al., 2007) between the bregma and lambda of the left skull (depth
of the impact: 1.5 mm for mild TBI and 2 mm for moderate-to-severe TBI; angle: 20°; velocity:
5.0 m/s ; time of impact: 0.2 s, tip diameter: 3 mm). Mice were sutured and placed in a recovery

box until recovery (ie: restoration of a normal gait).
MRI of brain lesions

Mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane in 30/70% O2/N20O and then maintained under
anaesthesia during all the experiment with 1.5-2.5% anaesthesia in 30/70% O»/N>O. Imaging was
carried out on a Pharmascan 7 T/12 cm system using surface coils (Bruker, Germany;

(Gauberti et al., 2013)). T2-weighted images to visualize oedema formation were acquired 24h, 1
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week and 3 weeks post-TBI using MSME sequences (multi-spin multi-echo): TE/TR:
51ms/2500ms TE/TR 33 ms/2500 ms with a 70um*70um*500um spatial resolution. Haemorrhage
was assessed on T2* imaging (TE/TR: 7.7ms/500ms TE/TR 8.7064ms/500ms) was performed.
Lesion size was using the Image J (v1.452k, NIH).

Behavioural assessments

Place recognition test.

Spatial memory was tested 1 week before and 1 and 3 weeks after mild (n=12) or severe TBI (n=11
since 1 animal died after surgery), in a white plastic Y-maze with three identical arms (34 x 7 x
14.5 cm). Mice were tested after a two-session procedure with a 2h30 intersession interval, as
previously described (Obiang et al., 2012). During the acquisition session, one arm was randomly
closed with a guillotine door. The position of the closed arm was chosen randomly among the three
arms. Each mouse was placed in one of the two other arms (arms 1 and 2, with its head facing away
from the center of the maze) and allowed to visit the two accessible arms for 5 min. Mice were
then returned to their home cage for 2h30, before being subjected to the retention test, in which
they had free access to all three arms for 5 min. The number of visits to each arm (considered only
when the mouse passed two-thirds of the arm) was recorded for each session. Spatial memory was
assessed through the comparison of the percentage of visits in each arm for the 5 min of the

retention test.
Open field

General activity was evaluated 1 week before and 1 and 3 weeks after mild (n=12) or severe TBI
(n=11), in a squared box (31.5 x 31.5 cm) during 10 minutes as previously described (Pruvost et
al., 2017). Animals were videotracked (DMK 21AF04, The Imaging Source®) and distance and
velocity analysed with EthoVision XT 11.5 (Noldus. Additionally, a central region of 15 x 15 cm
was defined in order to measure anxiety-like behavior. Rodents typically spend more time
exploring the periphery of the arena by walking along the walls (thigmotaxis) than the center area

(Prut & Belzung, 2003). Therefore, the percentage of time spent in the center area was measured.

Targeting-moiety conjugation to MPIOs and molecular imaging
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Microparticles of iron oxide (MPIOs; diameter 1.08 um) with p-toluenesulphonyl reactive surface
groups (Invitrogen) were used for peptide conjugation (Montagne et al., 2012). Purified polyclonal
goat anti-mouse antibodies for P-selectin (R&D Systems, clone AF737) were covalently
conjugated to MPIOs in borate buffer with ammonium sulphate (pH 9.5), by incubation at 37°C
for 48 h. The specificity of these MPIOs targeting P-selectin has been previously published
(Quenault et al., 2017). MPIOs were then washed in phosphate buffered saline (PBS) containing
0.5% bovine serum albumin (BSA) at 4°C and incubated for 24 h at room temperature, to block

the remaining active groups. MPIOs were rinsed in PBS (0.1% BSA) and stored at 4°C.

Three-dimensional T2*- weighted gradient echo imaging with flow compensation (spatial
resolution of 70 mm x 70 mm x 70 mm interpolated to an isotropic resolution of 70 mm), TE/TR
13.2ms/200 ms and a flip angle of 21° was performed to visualize MPIOs. MRI acquisitions started
immediately after the intravenous injection of MPIOs (200 ul of 2 mg Fe/kg of conjugated MPIOs).
The quality of conjugated MPIOs was systematically checked in a naive mouse, by stereotaxic
injection of lipopolysaccharide (1ul, Img/kg) in the striatum (0.5mm anterior, 2.0mm lateral, -

3mm ventral to the Bregma).

[PH] DPA 714 autoradiography

One week (n=7) or 3 weeks (n=6) after mTBI, brains were harvested, frozen in isopentane cooled
at -35°C and stored at -80°C. Coronal brain sections 20-pum thick (coordinates: Bregma -2.30 mm
according to Franklin & Paxinos) were sliced using a cryostat at -20°C (CM 3050S™, Leica,
Germany), dropped off on gelatinized slides and stored at -80°C for at least 4 days. The density of
TSPO binding sites was measured by in vitro autoradiographic experiments using [PH]DPA-714
(Specific Activity 2.01 GBg/umol; provided by F. Dollé, CEA, Institut des Sciences du Vivant
Frédéric Joliot, SHFJ, Université Paris Saclay, Orsay, France) according to the method used in
Foucault-Fruchard and colleagues (Foucault-Fruchard et al., 2017). Brain sections were allowed to
equilibrate at RT for 3 hours and then incubated with 1 nmol/L of [’H]DPA-714 in 50 mmol/L
Tris—HCI buffer pH 7.4 at RT for 60 minutes. The non-specific binding was measured in the
presence of 1 pmol/L PK-11195 (Sigma Aldrich, Lyon, France). Sections were rinsed twice in ice
cold buffer (4°C) for 5 minutes, then briefly in distilled water at 4°C and dried at RT. Acquisitions
were compiled over a period of 4 hours using the f-imager™ 2000 (Biospace Lab, Paris, France).

Four sections were analyzed per mouse. ROIs were manually drawn on the hippocampus and
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frontal cortex in the intact and lesioned sides of the brain. The level of bound radioactivity was
directly determined by counting the number of B-particles emitted from the delineated area using
the B-vision software (Biospace Lab, France). The radioligand signal in the ROIs was expressed as
counts per minute per square millimeter (cpm/mm?). Specific binding was determined by

subtracting nonspecific binding from total binding.

Immunohistochemistry

One or 3 weeks post-TBI, deeply anesthetized mice were transcardially perfused with cold
heparinized saline (15 mL) and fixed with 100 mL of 2% paraformaldehyde and 0.2% picric acid
phosphate buffer (pH 7.4) (n=6 mice/group). Brains were post-fixed with 2% paraformaldehyde
and 0.2% picric acid phosphate buffer (18 hours; 4°C) and cryoprotected (sucrose 20% in PBS; 24
hours; 4°C) before freezing in Tissue-Tek (Miles Scientific, Naperville, IL, USA). Cryostat-cut

sections (10 um) were collected on poly-lysine slides and stored at — 80°C before processing.

Sections were co-incubated overnight with rabbit polyclonal anti-mouse Ibal (1:1000, Wako 019-
19741), rat polyclonal anti-mouse CD68 (1:1000, Abcam 53444), goat polyclonal anti-mouse P-
selectin (1:1000, RD System AF737), chicken polyclonal anti-mouse GFAP (1:2000, Abcam 4674)
and rabbit polyclonal anti-mouse Laminin (1:1500, Abcam 11575). Primary antibodies were
revealed by using Fab’2 fragments of Donkey anti-rabbit linked to FITC or CyS5, anti-rat linked to
Cy3, anti-goat IgG linked to FITC (1:600, Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA). Washed
sections were coverslipped with antifade medium containing DAPI. Epifluorescence images were
digitally captured using a Leica DM6000 epifluorescence microscope-coupled coolsnap camera,
visualized with Leica MM AF 2.2.0 software (Molecular Devices, USA) and further processed
using ImageJ 1.52k software.

Statistical analyses

Results are the mean + SEM. Because quantifications of cell numbers in the ipsilateral regions
were compared to contralateral region, statistical analyses were performed by the Wilcoxon test
(Statview software). For autoradiography, comparisons between the binding both sides were
performed using the 2-way ANOVA and Bonferonni post-hoc test. The level of significance was

p<0.05 (GraphPad Prism software v. 5, San Diego, Calif., USA).
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Results
mTBI does not induce brain damage

We first intended to demonstrate that like in the clinical setting, our model of mild TBI does not
induce brain infarction on conventional MRI. Two depths of CCI (Figure 1A) were compared by
7T MRI performed after 24h (Figure 1B). As expected, CCI at 1.5 mm did not induce skull fracture
and did not translate into measurable infarction or bleeding on MRI (Figure 1C-1D). By contrast,
CClI at 2.0 mm provoked skull fractures, blood expansion in the brain, as well as a 6 mm? edematous
lesion (n=12 mice/group; Figure 1C-1D). We thus selected CCI at 1.5 mm as a model of mild TBI
(mTBI) and CCI at 1.5 mm as a model of moderate-severe TBI (sTBI). In both groups, mice lost
weight 24h after surgical procedure. Interestingly, mTBI mice recovered their weight at 1 week,

while sTBI mice did not.
mTBI induces functional deficits

Spatial memory was evaluated using Y maze in mild and severe TBI mice before and 1 and 3 weeks
after surgery (Figure 2A). Both groups were initially able to differentiate the new arm (Figure 2B).
However, neither mTBI nor sTBI mice were able to recognize the new arm one week after TBI
(Figure 2B). Three weeks after surgery, only mTBI mice were able do discriminate the new arm

(Figure 2B).

We also evaluated the general activity of mice using the Open field test (Figure 2C). There was no
difference between groups before the injury, but we found an important decrease in the velocity
and distance in mTBI animals 1 and 3 weeks after surgery (Figure 2D, 2F). Surprisingly, these
deficits were not found in sTBI animals (Figure 2D, 2F). We did not detect anxiety behavior in

both groups (Figure 2G).
mTBI does not induce cerebrovascular inflammation

Patients with mTBI experience long term functional deficits, despite no evidence of brain damage.
Microscopic tissue alterations likely explain these deficits. In a previous study, we found in a
mouse model of transient ischemic attack, that while conventional MRI detects no damage,
molecular MRI, using MPIOs targeting the adhesion molecule P-selectin allows a sensitive
detection of an area of cerebrovascular inflammation (Quenault et al., 2017). We postulated that

mTBI could as well induce an activation of the endothelium, and thus transposed molecular
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imaging of P-selectin to our model, 1 or 3 weeks post-injury (Figure 3A). MPIOs coated with
antibodies against P-selectin (Figure 3B; n=5 per time) were indeed able to bind the endothelium
challenged by LPS-induced inflammation (Figure 2C for immunohistochemistry and Figure 3D for
molecular MRI). However, mTBI did not induce any positive signal on MRI 1 nor 3 weeks post-
injury (Figure 3E). This was comforted by an immunohistochemistry analysis, showing no

immunostaining in brain vessels after mTBI (Figure 3F; n=6 per time).
mTBI induces cortical neuroinflammation

We also performed immunohistochemical analyses 1 and 3 weeks post-injury to assess glial
activation as an index of neuro-inflammation (Figure 4, n=6 mice per group). We first checked
astrocytic reactivity by GFAP staining (Figure 4A, 3C) and found, in the ipsilateral cortex, an
increase in the number of astrocytes 1 week after mTBI (Figure 4B), which was even more

pronounced 3 weeks after mTBI (Figure 4D).

Regarding microglia/macrophage activation (Figure 4E-3N), the number of microglial cell
increased 1 week after mTBI in the ipsilateral cortex (Figure 4E, 4G), as did the number of activated
microglial cells (Ibal and CD68 positive, Figure 4F, 4H). We also found an increased number of
CD68 positive and Ibal negative cells, which we identified as macrophages/perivascular
macrophages (Figure 4I). Interestingly, microgliosis and microglial activation (Figure 4K-4M) as
well as the proportion of macrophages/perivascular macrophages (Figure 3M) markedly increased

3 weeks after mTBI (Figure 4J-4N).
mTBI induces hippocampal neuroinflammation

Interestingly, we found evidence of neuroinflammation at distance compared to the impact. There
was a massive astrocytic reactivity in the hippocampus of mice 1 week after mTBI (see dotted
rectangles in Figure 5A, 5B). Hippocampal astrocyte numbers also increased 3 weeks after mTBI,

but less than 1 week after mTBI (Figure S5C-5D).

Microglial cell number also markedly increased 1 week after mTBI in the ipsilateral hippocampus
(Figure SE-4F), as well as activated microglia (Figure 5G) and macrophages/perivascular
macrophages (Figure S5H). This increase persisted 3 weeks after mTBI, but generally less important

than at 1 week for all cell types (Figure 5I-5L).

Proof of concept that PET imaging of TSPO is relevant to mTBI patients
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Again, as we were interested in providing a detection tool that can be transferred to the clinic, we
took advantage of the development of radiolabeled ligands of TSPO, a marker of microglial
activation. Autoradiography was thus performed with [’H]DPA-714 (Figure 6A). In the cortex, a
significantly higher specific binding of [’H]DPA-714 was measured in the ipsilateral vs
contralateral hemisphere both at 1 week and 3 weeks after mTBI (Figure 6B). In the hippocampus,
a significantly higher specific binding of [PH]DPA-714 was measured in the ipsilateral vs
contralateral hemisphere both at 1 week and 3 weeks after mTBI (Figure 6C).
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Discussion:

Secondary injury following traumatic brain injury can be detrimental to patients even several years
after injury (Cassidy et al., 2004). In the clinical setting, almost 90% of TBI are considered as being
mild cases, which are defined as a short period of unconsciousness, or a loss of memory lasting
less than 24h. For patients suffering from mTBI, there is limited medical intervention, for both
diagnosis and therapy. The most studied populations of patients with mild TBI are pediatric
individuals, soldiers and sports players, who can all be exposed to repeated mild TBI. There is
compelling evidence showing that these patients develop brain abnormalities that likely explain
long term deficits (Fehily and Fitzgerald, 2017). A better knowledge of potential pathogenic
mechanisms after a single event of mTBI is mandatory for patients, but clinical observations are
sparse and animal models not always relevant to the clinical situation. We thus chose to investigate

pathogenic mechanisms in a murine model of mTBI, the closed-head controlled cortical impact.

This model has several advantages, including preservation of the skull and dura, and the fact that
injury severity can be graded by adjusting impact depth and/or velocity (Ren et al., 2013).
Accordingly, we show that under a specific threshold of impact depth, conventional MRI detects
neither infarction nor bleeding. Yet, animals in this case acutely lost weight post-trauma, but more
importantly, exhibited deficits in spatial memory and in general activity after 1 week. This
highlights the importance of considering patients with mTBI as patients with potentially

invalidating disabilities later in life.

We thus sought to adopt a problem solving approach, in which translatable imaging modalities
could provide evidence of tissue damage in mTBI patients. Formerly, we found that in experimental
transient ischemic attack, a condition with no infarction on conventional imaging, molecular MRI
targeting endothelial activation can uncover an area of inflammation, with a high sensitivity
(Quenault ez al., 2017). However, such a strategy has not proven efficiency in the present model of
mTBI, concordant with immunohistological analyses. Although disappointing, these findings
suggest that therapeutic interventions focusing on leukocyte recruitment may not be adequate in

mTBI patients.

By contrast, we found a marked parenchymal inflammatory response, which concerned all glial
cell types enrolled in inflammation (astrocytes, microglia and macrophages). It has already been

described that microglial cells can adopt a silent inflammatory status, which is called inflammatory
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priming (Hughes et al., 2010; Ramaglia et al., 2012; Norden et al., 2015). In our study, microglial
cells seemed to develop an inflammatory priming, since their morphology is not fully amoeboid,
and their activation status is long lasting. Furthermore, the macrophage infiltration we observed is
restricted to the perivascular space. This is also observed in primed brains in case of
neurodegenerative diseases (Perry and Holmes, 2014). Finally, studies have also described a

primed phenotype in astrocytes (Henn et al., 2011; Hennessy et al., 2015).

Interestingly, this inflammatory response to mTBI occurred not only at the vicinity of the impact
(ie at the cortical level), but also deeper in the brain, in the hippocampus, a structure well-known
to control key mnesic processes. The inflammatory response peaked at 1 week in the hippocampus,
but increased for at least 3 weeks in the cortex. It is reasonable to associate this long lasting and
expanded parenchymal inflammation to functional deficits, since inflammation has already been
associated with cognitive deficits in obesity (Miller and Spencer, 2014), Alzheimer’s disease

(Bettcher and Kramer, 2014), sepsis (Schwalm et al., 2014) and depression (Hermida et al., 2012).

Relevant to the clinical setting, autoradiographic studies with the TSPO ligand DPA 14 successfully
corroborated the immunohistological analyses and confirmed the spatio-temporal development of

parenchymal inflammation after mTBI.

In conclusion, we provide a solid proof of concept that one single mild TBI can provoke a
tremendous inflammatory response, despite any visible lesion detectable by conventional imaging
techniques. PET-scan should be considered for patients with mild TBI, as it may give objective
evidence that troubles these patients complain about long after their injury are indeed associated to
real brain sequelae. Our study adds to other research efforts towards introduction of new imaging
modalities for patients with mTBI, such as sensitive diffusion (Sollmann et al., 2018), free water

imaging (Kikinis et al., 2017), MR spectroscopy, PET for TAU (with flortaucipir).
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Figure legends:

Figure 1. mTBI does not induce brain damage, compared to sTBI. (A) Experimental design. (B)
Representative T2-weighted (left panels) and T2*-weighted (right panels) MRI acquisitions in
mTBI (uper panels) and sTBI (bottom panels). (C) Quantification of lesion volume measured with
T2/weighted MRI acquisitions. (D) Quantification of hemorrhage volume measured with T2%*-
weighted acquisitions. (E) Measure of weight in m- and sTBI. N=12 mice per group, p<0.05 vs
mTBI; **p<0.01 vs mTBI; ***p<0.001 vs mTBI, Mann-Whitney test; # p<0.05 vs dO; ## p<0.01

vs d0O, Wilcoxon test.

Figure 2. mTBI does induce brain deficits. (A) Schematic representation of Y maze behavioural
test. (B) Quantification of the percentage of entries in the new arm 7 days before and 1 and 3 weeks
after mild or severe TBI. (C) Representative sample traces of mild (upper panels) and severe TBI
mice (bottom panels) 7 days before and 1 and 3 weeks after injury. (D) Quantification of the
velocity (in m/s). (E) Quantification of total distance moved (in cm). (F) Quantification of time in
movement. (G) Quantification of time staying in the center. N=10 mice per group, £p<0.05 vs d-

7, Student t-test; **p<0.01 vs mTBI d7, Wilcoxon test; #p<0.05 vs mTBI d-7, Mann-Whitney test.

Figure 3. mTBI does not induce vascular inflammation. (A) Experimental design. (B) Schematic
representation of a MPIO. (C) Representative photomicrographs of MPIOs (arrows) along P-
selectin positive (green) brain blood vessels stained with laminin (cyan). (D) Representative T2*-
GEFC MPIO/aP-selectin acquisition in a mouse subjected to an intrastriatal injection of LPS 24h
before. (E) Representative T2*-GEFC MPIO/aP-selectin acquisitions 1 week (upper panel) and 3
weeks after mTBI. (F) Representative photomicrographs of P-selectin staining 1 and 3 weeks after

mTBL

Figure 4. mTBI provokes a long lasting cortical inflammation. (A) GFAP positive astrocytes were
found in the cortical layer 1 week after mTBI. (B) Quantification astrocyte numbers 1 week after
mTBI. (C) Astrocytes were found abundantly in the cortex 3 weeks after mTBI. (D) Quantification

of astrocyte numbers 3 weeks after mTBI. (E) Representative photomicrographs of microglial cells,
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as well as activated microglia and macrophages in the cortex 1 week after mTBI. (F) High
magnification of an activated microglial cell, expressing both Ibal and CD68. (G-I) Quantification
of (G) total microglial cell numbers, (H) activated microglia and (I) macrophages 1 week after
mTBI. (J) Representative photomicrographs of microglial cells, as well as activated microglia and
macrophages in the cortex 3 weeks after mTBI. (K) High magnification of an activated microglial
cell, expressing both Ibal and CD68. (L-N) Quantification of (L) total microglial cell numbers,
(M) activated microglia and (N) macrophages 1 week after mTBI. N=6 mice per group, p<0.05 vs

contralateral cortex, Wilcoxon test.

Figure 5. mTBI provokes a long lasting hippocampal inflammation. (A) GFAP positive astrocytes
were found abundantly in the hippocampus 1 week after mTBI. (B) Quantification astrocyte
numbers 1 week after mTBI. (C) Astrocytes were found in the hippocampus 3 weeks after mTBI.
(D) Quantification of astrocyte numbers 3 weeks after mTBI. (E) Representative photomicrographs
of microglial cells, as well as activated microglia and macrophages in the hippocampus 1 week
after mTBI. (F-H) Quantification of (F) total microglial cell numbers, (G) activated microglia and
(H) macrophages 1 week after mTBI. (I) Representative photomicrographs of microglial cells, as
well as activated microglia and macrophages in the hippocampus 3 weeks after mTBI. (J-L)
Quantification of (J) total microglial cell numbers, (K) activated microglia and (L) macrophages 1

week after mTBI. N=6 mice per group, p<0.05 vs contralateral hippocampus, Wilcoxon test.

Figure 6. [’H]-DPA14 autoradiography allows inflammatory detection after mTBIL (A)
Representative brain sections 1 week (left panel) and 3 weeks (right panel) after mTBI. (B)
Quantification of [°’H]-DPA 14 binding in the contralateral and ipsilateral cortex 1 and 3 weeks after
mTBI. (C) Quantification of [°H]-DPA14 binding in the contralateral and ipsilateral hippocampi 1
and 3 weeks after mTBI. N=6-7 mice per group, ***p<0.001 vs contralateral, 2 way ANOVA test.
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Fig 5.
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|. What is the role of the inflammatory response after stroke?

As previously described in the introduction part, although inflammation has an important place
in the pathophysiology of stroke, therapy targeting the inflammatory response has never
shown any clinical benefit to date. One of the possible reasons is that targets that have already
shown beneficial effects were identified in the experimental model of monofilament, which does
not seem to be the most representative model of clinical reality. This model i) does not induce
generation of a clot, ii) most likely causes significant vascular damage when inserting the
monofilament, iii) the lesion size is much larger (proportionally) than the majority of brain lesions
found in patients, and (iv) does not respond to the only clinically approved pharmacological

treatment (tPA).

It therefore seems appropriate to combine experimental models of cerebral ischemia that are
more adapted to clinical reality (such as thromboembolic model by thrombin injection).
Moreover, these more "physiological" models (while taking into account their limitations) could
provide innovative strategies to identify new therapeutic targets (and / or re-test the previous

ones) modulating the inflammatory reaction after stroke.

Il.  Does leukocyte infiltration determine lesion volume?

We have shown in our study 4 that perivascular macrophages (PVM) were able to modulate the
inflammatory response caused by stroke. Specifically, we have shown that PVM can modulate

the inflammatory response on the vascular and parenchymal side:

- On the vascular side, PVM i) favor the adhesion of leukocytes to the blood vessel
wall, whereas ii) they appear to temper the expression of adhesion molecules (P-
selectin and VCAM-1);

- On the parenchymal side, they moderate the infiltration of neutrophils and

monocytes, as well as microglial activation.
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In this context, we found that the number of leukocytes that infiltrate the brain parenchyma
following a stroke has no influence on the fate of lesion volume in naive animals. This result is
in agreement with results recently published by Pedragosa and colleagues on naive animals
depleted in border associated macrophages (BAM) (Pedragosa et al., 2018). Also, results from
Llovera and colleagues showed that a decrease in lymphocyte infiltration - by photothrombosis

of choroid plexus - also has no effect on lesion volume (Llovera et al., 2017).

Other studies have focused on the depletion of immune cell types to reduce lesion volume after
stroke onset, with very heterogeneous results. One study showed a decrease in lesion volume
in the transient monofilament model in animals depleted in neutrophils (Matsuo et al., 1994).
However, this finding has not been confirmed in other studies since they do not show any
beneficial effect of neutrophil depletion in the same experimental model (Harris et al., 2005; Herz
et al., 2015). The depletion of circulating monocytes does not induce a change in lesion volume
either (Schmidt et al., 2017). However, depletion of regulatory lymphocytes has been shown to
exacerbate lesion volume in permanent electrocoagulation and transient occlusion with

monofilament models (Liesz et al., 2009).

Leukocyte depletion, however, appears to be beneficial on the outcome of ischemic injury in
case of associated comorbidities. Depletion of neutrophils has indeed shown a beneficial effect
on the lesion volume in a model of hyperlipidemia in mice (Herz et al., 2015), and in spontaneous
hypertensive rats (Gautier et al., 2009). These experiments would support an important role of

the inflammatory status preceding stroke onset.

lIl.  Inflammatory priming, a status to be taken into account

The results of our studies 3 and 4 indicate that the activation state of microglia may play a role
in stroke outcome. However, what could be the consequences of an activated state of microglia
before stroke onset? In our study, we have shown that prolonged exposure to alcohol induces
microglial priming (study 3). Microglial priming has already been described in aging, Alzheimer's
disease, head trauma (Norden et al., 2015), prion disease (Hughes et al.,, 2010) and multiple

sclerosis (Ramaglia et al., 2012). Moreover, in experimental models, it has been proven that aging
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(Zhu et al., 2017) as well as Alzheimer’s disease (Bi et al., 2017; Tuo et al., 2017) could participate
in the aggravation of the lesion volume. We have also shown that prolonged exposure to alcohol
exacerbates stroke outcome and the associated inflammatory response. Several interpretations
are possible to explain the worsening of the ischemic lesion in mice chronically exposed to

alcohol:

- Inflammatory priming due to prolonged exposure to alcohol is responsible for the
exacerbation of the inflammatory response, and the volume of lesion;

- Theischemic lesion is more important in alcohol-exposed mice and the associated
inflammatory response is just proportional to the lesion volume;

- The mice exposed to alcohol are withdrawn after stroke onset (this choice was
made to mimic the clinical condition of stroke patients). It is conceivable that the
exacerbation of the inflammatory reaction, or even the final lesion volume, could
be the consequences of alcohol withdrawal. This hypothesis seems less pertinent,
given that animals chronically exposed to alcohol intracortically injected with latex
beads, as well as animals injected intraperitoneally with LPS have intentionally not
been withdrawn and still showed an exacerbated inflammatory response
compared to control mice. These results demonstrate that animals chronically
exposed to alcohol have exacerbated inflammatory reactions, regardless of

alcohol withdrawal.

Recent studies suggest that microglial cells could be neuroprotective after stroke. On the one
side, studies have shown that microglial cell depletion exacerbates the lesion volume in the
transient monofilament model (Jin et al., 2017; Lalancette-Hébert et al., 2007; Szalay et al., 2016).
On the other side, the orientation of the microglial phenotype could also play a role in the fate of
lesion volume. Indeed, treatment with minocycline would orientate microglial phenotype to an
anti-inflammatory state (characterized by increased expression of Ym1, IL-10 and TGF-B),
resulting in decreased lesion volume up to 4 weeks after stroke onset (Yang et al., 2015) (Figure
46). It should be noted, however, that this study was performed in spontaneous hypertensive

rats. Another study also showed a beneficial effect of low doses (20mg/kg) of minocycline on
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lesion volume (Matsukawa et al., 2009). Finally, a low dose (10 mg/kg) of minocycline treatment

repeated daily for 14 days improved functional recovery after stroke, accompanied by decreased

Minocycline

microglial activation (Hayakawa et al., 2008).
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Figure 46 : Minocycline is neuroprotective, as observed on (A) lesion volume (B and C) diffusion imaging (ADC =
apparent diffusion coefficient ; FA = fractional anisotropy). In the same study, minocycline also decreases microglial
activation up to 4 weeks after stroke onset (Yang et al., 2015).

In the study 3, alcohol induced an inflammatory priming consisted not only in an altered microglial
activation state and increased leukocyte rolling and adhesion, we also detected a significant
increase in the number of PVM. Moreover, in our study 4, we showed that the stroke lesions are
reduced in mice exposed to alcohol that were depleted in PYM compared to non-depleted

alcohol-exposed mice. This confirms that:
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- PVM, in the context of acute stress such as stroke, modulate the inflammatory
response, but this does not affect the fate of the lesion: other phenomena could
compensate (for instance, microglial or endothelial activation);

- PVM, in the context of inflammatory priming, are able to modulate the
inflammatory reaction and to worsen stroke lesion volume, since their depletion
annihilates the exacerbation of the inflammatory reaction, and the lesion volume

is reduced.

It has been proposed that in pathological conditions, and especially in chronic diseases (multiple
sclerosis, Alzheimer's disease or arterial hypertension), that PVM are able to diversify their roles,
in order to harmonize the homeostatic balance (Faraco et al., 2017). ). It has already been
described that other peripheral pathologies are able to influence the number or activation of
PVM, while these pathologies are not cerebral. This is the case, for example, of myocardial
infection (Yu et al., 2010), or HIV exposition (Filipowicz et al., 2016; Holder et al., 2014). Finally,
some diseases, as is the example of chronic alcohol consumption (alcoholism is a disease
recognized by the WHO since 1978), seem to influence the activity of PVM themselves: their
action seems indeed deleterious on stroke, since their absence decreases the lesion volume
(study 4). Determining the phenotype of PVM could anticipate a future exacerbation of the

cerebral inflammatory response and associated brain damages.

1. Visualization methods

During my thesis | have described an inflammatory priming in two distinct brain disorders:
chronic alcohol consumption (study 3) and mild traumatic brain injury (mTBI) (study 5) (Figure
47). TBI represents around 150,000 persons per year in France 90% of these TBI are considered
to be mild. Worldwide, about 200 people per 100,000 inhabitants per year suffer a TBI,

representing around 15 million persons per year.
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Figure 47 : Microglial priming 3 weeks after mTBI onset. Drieu et al., in preparation.
In the context of mTBI, microglial priming appears to be different from alcohol-induced piming,
since i) microglial cell numbers increase, ii) the lbal and CD68 labeling are increased, and iii)
the area covered by primed microglial cells is only restricted to the level of the impact zone
(Figure 47) (study 5). In the context of TBI, we have detected microglial priming also by
autoradiography by using [*8F]-DPA, a ligand specific for the translocator protein (TSPO) which is
specifically expressed by activated microglial cells. The prospective of this study is already
scheduled: in collaboration with an INSERM team of Tours university (France), we will perform a
positron emission tomography (PET) study with [*8F]-DPA in mice 3 weeks after mTBI onset. If our
results are positive, PET imaging could help to the diagnostic of TBI-induced neuroinflammatory

priming, in the absence of classic lesion on MRI that could be underly cognitive disorders (memory
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loss, vertigo, locomotor problems) in patients. In support of this hypothesis, it has already been
shown in retired National Football League (NFL) subjects that these individuals had positive PET

signals for [*1C] -DPA(Coughlin et al., 2015) (Figure 48).

Healthy Control (Age: 66, Genotype: C/T)

Former NFL Player (Age: 66, Genotype: C/T)

o D

Figure 48 : PET-scan using radioligand [*1C]-DPA on a control subject (upper panel) and former NFL player (bottom
panel) (Coughlin et al., 2015).

However, subjects on the study by Coughlin and colleagues have been suffered from repetitive
TBI over several years. We have shown in our study that after a single impact in mice,
inflammatory disorders were found at the cortical and hippocampal level, in the absence of
fracture, and persisting in time (study 4, 5). It is important to note the difficulty to get PET exams
into clinical practice. Indeed, there are very few machines (114 in France in 2012 in 107 centers,
against 664 MRI), and even fewer cyclotrons, which are needed for the synthesis of radioligands.
In addition, given the scarcity of devices, the price of a PET exam is expensive. Therefore, research
should be directed towards new strategies to detect priming, or at least in the case of TBI, to

assess its severity by means other than PET.
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2. New approaches

Despite being an invasive approach, CSF sampling may be a good indicator of brain damage
(Sharma and Laskowitz, 2012). A much simpler and especially less invasive strategy that could
be easily applicable in clinic would be to find a biomarker of priming in the bloodstream. In our
cohort of heavy drinker subjects, C-reactive protein (an indicator of inflammation) was detected
in the blood in 62% of subjects, compared to zero non-alcoholic subjects. In addition, the number
of circulating monocytes was also increased. In mice, we observed an increase of vascular
inflammatory reaction by i) an increase in the number of circulating and adherent leukocytes and

by ii) an increase in the expression of P-selectin in mice chronically exposed to alcohol.

Interestingly, no vascular inflammatory reaction was detected after mTBI: the inflammatory
response is restricted to brain tissue. However, studies have focused on TBI blood markers. In
fact, significant levels of S100B, GFAP and NSE (neuron specific enolase) have been detected in
the blood of mice after TBI (Plog et al., 2015). In our experimental model, we observed an increase
in the number of astrocytes (GFAP positive) 1 and 3 weeks after mTBI in the cortex and
hippocampus (study 5). It would therefore be interesting to quantify the level of circulating GFAP

or S1008 in this model, even if we did not observe inflammation at the vascular level.

A blood marker of priming could be also detected in our model of prolonged exposure to alcohol:
indeed, a study reports an increase in the number of GFAP positive cells following prolonged
exposure to alcohol (Fontes-Junior et al., 2016). In addition, another study showed that mice
chronically exposed to alcohol expressed significantly more CCL2 (for chemokine ligand 2, also
called MCP-1 for monocyte chemoattractant protein 1) than naive mice (Kane et al., 2014).
Interestingly, in the same study, levels of TNF and IL6 did not vary between groups, indicating a
specific link between CCL2 and alcohol consumption. CCL2 has also been associated with priming,
since it is strongly expressed by astrocytes in prion disease (Hennessy et al., 2015).
Overexpression of CCL2 has also been attributed to microglial cells and PVM in the context of
status epilepticus (Varvel et al., 2016). In humans, significant levels of CCL2, as well as microglial
activation, have been found in the brains of heavy drinker subjects (He and Crews, 2008). All these

data lead us to believe that CCL2 could be a key player in inflammatory priming that we
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observed after chronic alcohol consumption (study 3), and could be the subject of future

investigations.

IV.  PVM as priming regulators?

In our study 4 we show that PVM depletion was sufficient to alleviate the aggravating effect of
priming on stroke outcome. There is reason to believe that PVM plays an important role in
inflammatory priming. Indeed, their number is increased in the two priming studies (alcohol
consumption and mTBI) during my thesis, as well as in an experimental model of multiple sclerosis
(Polfliet et al., 2002), of chronic arterial hypertension, aging (Liu et al., 1994), and HIV infection
(Filipowicz et al., 2016). The origin of the increased number of PVM is still unknown: a study
proposes that a specific population of monocytes, the rod-shaped monocytes, would
permanently monitor the CNS and differentiate into PVM under the influence of an inflammatory

event (Audoy-Rémus et al., 2008) (Figure 49).

: Elongation Crawlin
Activation AdhgSion - . Prollferatlon

© o >
9 OZO—TNFT'» @""'_—) @ {;:3\) Momtonng
R—

Monocyte
Endothellum o & 4
A A ) - -
A 1 ~
TNF ungpIZ s N2
= . erivascular N\
y - macrophage

g K\QH

Infiltration
Microglia Differentiation Niche finding

Figure 49 : Possible mechanism explaining the recruitment of PVM in a context of systemic inflammation. Rod-
shaped monocytes survey brain blood vessels in naive condition. Following systemic inflammation, Rod-shaped
monocytes can reach perivascular spaces and become PVM (Audoy-Rémus et al., 2008).
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Figure 50: PVM does not seem to migrate from the circulation. Nude MPIOs were injected in mice, then half of mice were
continuously exposed to alcohol. T2*-weighted sequences were not able to detect any MPIO positive macrophages. Work in
process.

1. Role of PVM on leukocyte infiltration

The mechanism linking leukocyte infiltration and PVM is poorly understood. In our study, we
found that PVM clearly have a role on leukocyte adhesion to the wall of cerebral blood vessels
following stroke. Nevertheless, even if the adhesion of leukocytes is decreased in the absence of
PVM, leukocyte infiltration is more important (study 4). One hypothesis to explain this
phenomenon is that PVM can produce nitric oxide (NO) when stimulated by inducible nitric oxide
synthase (iNOS) released from endothelial cells. NO production is associated with loss of
sensitivity to TNF and inhibition of leukocyte infiltration (Olivera et al., 2016). In iINOS-deficient
mice, TNF production and leukocyte infiltration are increased, suggesting that PVM could play a
pivotal role in this process. In our study 4, we found that PVM depletion lead to increased
leukocyte infiltration in naive mice after stroke. It would be interesting to measure the levels of

iNOS, NO and TNF produced in this study.

268



2. Prospects

a. Scavenger role of PVM in brain pathologies

As aforementioned, PVM have a physiological role of scavenger. A side project performed during
my thesis shows that PVM could influence the normal functioning of the glymphatic system

under physiological conditions (Figure 51).

The glymphatic system has been proposed as a pathway of liquid exchanges through the CNS
parenchyma, whose primary purpose would be to clear the CNS from cellular debris. This system
involves two liquids: the CSF and interstitial fluid. The hypothetic route of the glymphatic system
is that the CSF, via the peri-arterial perivascular spaces, diffuses into the cerebral parenchyma,
interacts with the interstitial fluid, and then transport the brain debris into the perivascular
spaces. This system has been well described in the context of Alzheimer's disease: it would be
beneficial to drive the B-amyloid peptide to the perivascular spaces in order to facilitate its
degradation (lliff et al., 2012). Interestingly, it has recently been shown that PVM participate in
neurovascular dysfunctions induced by B-amyloid peptide in Alzheimer's disease (Park et al.,
2017). PVM would phagocyte the B-amyloid peptide leading to the production of reactive oxygen

species by PVM and neurovascular dysfunctions (Park et al., 2017).
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Figure 51 : PVM participate on the good functioning of the glymphatic system. (A) Experimental design. (B) CSF
circulation design. (C) T2-weighted MRI sequence showing regions of interest (ROI). CM = cisterna magna ; Cb =
cerebellum ; Pit = pituitary gland ; OA = olfactive artery; OB = olfactive bulb ; Ctx = cortex ; Vt = ventricle. (D) T1-
FLASH 3D MRI sequences on PBS- or Clodronate (CLO)-treated mice. (E) We selected the eye to calculate intensity
ratio (dotted circle). (F) Quantification of signal intensity in the eye. (G-1) Quantification of the ratio (G) pit, (H) ctx
and (1) lateral Vt compared to the signal obtained in the eye. (J) We did not found any difference in the size of
ventricles between groups. (K-N) Quantification of the ratio (K) OA, (L) Cb, (M) OB and (N) cisterna magna compared
to the signal obtained in the eye. N=4 mice per group, p<0.05 vs PBS, Mann-Whitney test. Work in process.
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The glymphatic system also seems to be impaired in the context of alcohol consumption. In fact,
a study by Lundgaard and colleagues showed that moderate chronic alcohol consumption
appeared to improve the performance of the blood system, while severe chronic consumption
decreased glymphatic activity via deregulation of aquaporin-4 channel expression on the surface
of the astrocytic feet lining the wall of the cerebral blood vessels (Lundgaard et al., 2018) (Figure

52).
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Figure 52 : Influence of alcohol consumption on the glymphatic system. Low doses of alcohol (0,5mg/kg daily for 30
days) ameliorate glymphatic system performances,since a stronger chronic consumption (1,5mg/kg daily for 30
days) worsens the glymphatic system performances (Lundgaard et al., 2018).

We could in future studies measure the activity of the glymphatic system in our experimental
model of chronic alcohol exposure in mice, since i) PVM participate in the good functioning of
the glymphatic system and ii) the number of PVM is abnormally important in mice chronically

exposed to alcohol.
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b. Role of PVM on leukocyte infiltration in other brain pathologies

In our study 4, we showed that PVM can modulate leukocyte infiltration in the context of
stroke. We have also investigated the activity of PVM in other neuroinflammatory conditions by
injecting LPS directly into the cortex of mice treated with liposomes containing PBS or clodronate.
We show that PVM also modulate the inflammatory response in the context of a cerebral
infection. We first have shown an increase of MPIO signal in the cortex of LPS-treated mice,
corresponding to an infiltration of macrophages having previously phagocytized the MPIOs.
Interestingly, macrophages having phagocytized MPIOs were systematically found at the edge of

blood vessels (Figure 53).
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Figure 53 : MPIO-labelled macrophages are recruited after brain infection. (A) Experimental design. (B and C) Whole
body MRI sequences allowing the visualization of MPIO accumulated on (B) liver and spleen (arrows) and (C) bone
marrow. (D et E) Representative T2*-weighted MRI sequences. (D) Any MPIO were detected before intracortical LPS
injection (E) but hiposignals were detected on the ipsilateral cortex 48h after LPS injection. (F) Representative
photomicrograph obtained by epifluorescence microscopy of a macrophage (CD68 positive) which phagocytized
MPIOs and located along a blood vessel. (G) High magnification of (F). Work in process.
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We therefore performed an intracerebroventricular injection of liposomes containing PBS or
clodronate in order to deplete PVM. We observed a significant decrease in the infiltration of
immune cells, both CD45 positive (corresponding to all of the myeloid cells) and MPO positive

(corresponding to neutrophils) in PVM-depleted mice (Figure 54).
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Figure 54 : PVM mediate leukocyte recruitment after brain infection. (A) Experimental design. (B-E) Representative
images are obtained only on LPS-treated mice. (B) Representative photomicrographs of CD45 positive cells
(magenta). (C) Quantification of CD45 positive cells. (D) Representative photomicrographs of MPO positive cells. (E)
Quantification of MPO positive cells. N=4-5 mice per group, p<0.05 vs PBS, Mann-Whitney test. Work in process.

Interestingly, we do not observe the same effect of PVM depletion as in the context of stroke.
Our results show, in the context of stroke and in naive conditions, that the PVM seem rather to

play a role of moderator of the infiltration of immune cells, whereas they seem to play the role
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of mediators in a case of brain infection. By contrast, the study conducted by Pedragosa and
colleagues describes a decrease of MPO positive cells (neutrophils) 24 hours after stroke onset
(Pedragosa et al., 2018). This again shows the variability of the inflammatory response according

to the experimental model used.

V. General conclusion

The inflammatory response can be induced by a wide variety of stimuli, ranging from infection to
injury. This response is very heterogeneous in terms of cell types and molecular mediators
involved. Furthermore, this response can be acute or chronic, local or systemic. This variety of
inflammatory responses are in some cases difficult to detect and diagnose, particularly at the CNS
level. The goal of my PhD work was to detect and describe the inflammatory reactions induced
by an acute CNS injury (ischemic stroke); a chronic central and systemic injury (provoked by

chronic alcohol consumption); and a chronic CNS injury (mild traumatic brain injury).
During this work, we show that:

(i) the thromboembolic model of stroke consisting of the in situ formation of a fibrin-rich clot
directly into the MCA, appears to be a relevant and clinically relevant experimental model for

studying the pathophysiology of stroke and for testing immunomodulatory treatments.

(ii) chronic alcohol consumption provokes an inflammatory priming at the parenchymal,
perivascular and endothelial levels in the brain. This neurovascular priming exacerbates the
inflammatory response and could aggravate stroke lesions. These data have an important clinical
relevance, since we have also shown in patients an aggravation of stroke lesion volume in heavy

drinker stroke patients.

(iii) perivascular macrophages (PVM) mediate the exacerbated inflammatory response induced

by excessive alcohol consumption.

(iv) a single mild acute TBI may also induce brain inflammatory priming, detectable with TSPO
radioligand. PET (positron emission tomography) imaging could become a clinical diagnostic tool

for the detection of priming.
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