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INTRODUCTION

Le traumatisme crénien (TC) est un probléme majeur de santé publique. QuU’il soit
sévere, modéreé ou léger, unigue ou répété, le TC peut laisser des séquelles parfois tres
lourdes a ceux qui y survivent. Epilepsie, maladies d’Alzheimer et de Parkinson, sclérose
en plagues, dépression, anxiété, troubles addictifs font partie de la liste des pathologies
gue favoriseraient le TC, et qui s’allonge au fur et a mesure des études épidémiologiques.
Le TC prend ainsi depuis quelques années une allure d’épidémie silencieuse pour

laquelle il n’y a encore aucun traitement a I'heure actuelle.

L’évolution récente des connaissances sur la physiopathologie post-traumatique
incrimine de plus en plus la neuro-inflammation (NI) dans la survenue au long terme des
complications cognitives, psychiatriques et neurologiques. Bien qu’elle soit une réaction
physiologique de défense du systéme nerveux central (SNC), la NI semble se déréguler
en devenant chronique aprés le TC, et participer aux lésions de la substance blanche
(LSB) a lorigine notamment des troubles neuropsychocomportementaux post-
traumatiques. La modulation de la NI apparait dés lors comme une stratégie thérapeutique
prometteuse pour la prévention des séquelles post-traumatiques. Plus précisément, la
microglie, principale actrice du systéme immunitaire du SNC et chef d’orchestre de la NI,
se révele étre une cible de choix. Si son implication dans les LSB ne fait plus de doute, la
complexité de son activation suite a un TC rend difficile 'étude des conséquences de sa
modulation. En effet, outre ses propriétés pro-inflammatoires et neurotoxiques, la
microglie semble également posséder des propriétés neuroprotectrices, indispensables a
la résolution de la NI.

Ainsi, pour poursuivre I'exploration du réle des microglies et étudier plus
spécifiquement les effets de leur modulation, il devient indispensable de disposer de
méthodes spécifiques, sensibles et transposables en clinique. C’est dans ce contexte que
mes travaux de these ont étudié par diverses techniques I'expression de translocator
protein (TSPO), décrite jusqu’ici comme spécifique des microglies, et son utilisation

comme marqueur pour le suivi de la NI microgliale.




RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

CHAPITRE 1 : LE TRAUMATISME CRANIEN
1. Définition

Le traumatisme cranien (TC) désigne toute altération du fonctionnement cérébral
ou autre évidence d’atteinte cérébrale induite par une force extérieure (Menon et

al., 2010), en présence ou non d’'impact et/ou de fracture.

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit le TC comme « une Iésion
cérébrale aigué résultant de I'exercice d’'une pression mécanique sur la téte par une force
externe ou causée par une lésion pénétrante de la boite cranienne », a l'exclusion des
manifestations « liées a la drogue, a l'alcool, aux médicaments ou causées par d'autres
blessures (ex : blessures systémiques, blessures au visage ou intubation) ou d'autres
problemes (ex: traumatisme psychologique, barriere de la langue ou probléemes
meédicaux associés) ». Cette définition est largement utilisée, mais une ambiguité subsiste
en ce qui concerner la définition de « lésion cérébrale aigué ». De plus, cette définition
exclut les patients présentant une fracture de la boite cranienne et se concentre ainsi sur
les TC légers (Maas et al., 2017).

Le TC se caractérise par une grande hétérogénéité en termes d’étiologie, de
mécanisme, de physiopathologie, de sévérité et de symptomatologie (Maas et al., 2015).
Ces derniéres décennies, I'appréhension de cette pathologie a évolué. Auparavant
considérée comme une affection aigué dont les symptbmes étaient principalement
passagers et ne nécessitant de prise en charge que lorsque le pronostic vital était engage,
le TC est maintenant vu de maniére chronique, comme initiateur de phénomeénes
pathologiques sous-jacents pouvant progresser pendant des heures, des jours, des
semaines voire des années et favoriser la survenue de neurodégénérescence a long

terme.

La prise en compte de ces notions dans le milieu sportif, ou le TC est appelé
commotion cérébrale (CC), traduit probablement le mieux [I'évolution de nos
connaissances sur ces pathologies, en imposant de plus en plus d’équipements

protecteurs et en allant jusqu’a modifier les régles dans certains sports.




D’un point de vue clinique, I'échelle de coma de Glasgow (GCS pour « Glasgow
Coma Scale ») permet I'évaluation et la classification des TC selon I'état de conscience
et la profondeur du coma. Développé en 1974 (Teasdale & Jennett, 1974), ce score est
établi en fonction des réponses motrice, verbale et oculaire et permet de classifier les TC

en léger, modéré ou sévere (Tableau 1).

Exécution des ordres

simples
5 Orientée a la douleur Orientée
4 Retrait a la douleur Confuse Spontanée
3 Flexion anormale Inappropriée A la parole
2 Extension a la douleur Incompréhensible A la douleur
Aucune Aucune Aucune

Tableau 1 : Score de coma de Glasgow.
Si le score total est 2 13, le TC est dit Iéger ; si le score total se situe entre 9 et 12, le TC est dit
modéré ; si le score total est < 8, le TC est dit sévere.

2. Epidémiologie

2.1.Incidence

Le TC est une pathologie largement répandue a travers le monde. On estime a
plus de 50 millions le nombre de TC qui se produisent chaque année (Feigin et al., 2013 ;
Maas et al., 2017). En Europe, malgré une grande disparité d’incidence en fonction des
pays, on estime a 2,5 millions le nombre de TC chaque année (Maas et al., 2017),
provoquant 1,5 millions de passage aux urgences et 57 000 morts (Majdan et al., 2016).
En 2013, il a été estimé 375 000 années de vies perdues en Europe a cause du TC
(Majdan et al., 2017).

Aux Etats-Unis, on estime a 3,5 millions le nombre annuel de TC (Coronado et
al., 2012), qui seraient responsables de 2 millions de passage aux urgences,
282 000 hospitalisations et 56 000 déces (Taylor et al., 2017 ; Maas et al., 2017).

Avec I'age, le risque de survenue de TC augmente, ainsi que la gravité de leurs
conséquences. Les personnes de plus de 65 ans représentent 10% des TC, mais
50% des déces lies a un TC a 10 ans (Maas et al., 2017). Si le taux de mortalité lié aux

TC est le plus important chez les plus de 60 ans (Steudel et al., 2005) dans les pays



développés, ce dernier reste la premiére cause de décés chez les enfants et les

adolescents (Maas et al., 2017).

2.2.Prévalence

Certaines études ont estimé que (1) 30% des moins de 25 ans ont déja subi dans
leur vie un TC ayant nécessité une attention médicale (McKinlay et al., 2008) et (2) qu’'a
I'échelle d’une vie et vu 'augmentation de I'incidence chez les personnes agées, 50% de

la population en subira un au moins une fois dans sa vie (Maas et al., 2017).

2.3. Etiologies

Depuis la diminution des accidents de la route amorcée dans les années 70 dans
les pays développés, les chutes y sont devenues la premiéere cause de TC (Peeters et al.,
2015 ; Maas et al., 2017 ; Brazinova et al., 2018). A l'inverse, dans les pays en voie de
développement, le nombre de TC dus aux accidents de la route est en augmentation
(Steudel et al., 2005).

Cependant, dans les pays développés, les causes varient en fonction de I'age. De
0 a 4 ans la principale cause est la chute, de 5 a 14 ans ce sont les chutes et les chocs
avec des objets, de 15 a 24 ans les accidents de la route prédominent (Taylor et al., 2017)
et chez les personnes agées, ce sont a nouveau les chutes qui sont mises en causes
(Pearn et al., 2017).

Les adolescents et les jeunes adultes sont également de plus en plus concernés
par les TC liés a la pratique sportive, bien qu’ils soient peu diagnostiqués, pris en charge

et comptabilisées, ce qui rend difficile leur évaluation (cf. §2.4 du présent chapitre).

Enfin, les conflits militaires sont sources de TC, puisque 20 a 25% des militaires
américains blessés lors du second conflit irakien ont subi un TC (Owens et al., 2008), dont
82 % de TC légers (Maas et al., 2017).

2.4.Le TC dans la pratique sportive

La CC, terme communément retrouvé dans le milieu sportif, qualifie un TC léger
voire modéré, avec generalement perte de connaissance mais sans fracture du crane et,
en général, pas de blessure apparente a la téte a part de possibles coupures superficielles
au visage, au front ou au cuir chevelu. Le collége des enseignants en neurologie décrit la

CC comme un ébranlement du cerveau consécutif a une chute ou a un coup sur le crane,
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accompagné ou non d’'une perte de connaissance temporaire ou initiale. Il peut y avoir
des lésions, mais qui sont alors microscopiques et non visibles en imagerie

conventionnelle.

Les CC peuvent entrainer un syndrome post-commotionnel constitué de
symptébmes cliniques visibles (céphalées, vertiges, troubles neuropsychiques variés,
troubles du sommeil) dans les heures qui suivent, mais également des troubles de
I'attention et de la mémoire qui peuvent persister jusqu’a 2 mois apres le TC, malgré une

apparente rémission et la disparition des symptdomes (Hammeke et al., 2013).

Depuis quelques années, le TC dans le sport est au centre de I'attention du grand
public, du fait de la découverte du syndrome de second impact (deux CC a moins de
48h d’intervalle) dont les conséquences sont potentiellement graves, voire vitales
(Cantu, 1998 ; Bey & Ostick, 2009), et de la corrélation entre les CC et la survenue de
déficits cognitifs tardifs, d’encéphalopathie chronique post-traumatique (ECPT) et de
pathologies neurodégénératives, méme plusieurs décennies aprés (Gavett et al., 2011).
L’incidence de ces encéphalopathies a été montrée comme corrélée a la durée de la

pratique de sports a risque (McKee et al., 2013).

Aux Etats-Unis, il est recensé entre 1,6 et 3,8 millions de CC par an dans ce cadre
mais ce chiffre est semble-t-il largement sous-estimé, la majorité des CC n’étant pas
diagnostiqués ou déclarés, de maniére volontaire ou par manque de sensibilisation (Maas
et al., 2017). Il est également difficile d’estimer statistiquement et avec précision quels
sports sont les plus a risque de CC, a cause des variations de définition de la CC et de
comptabilité du temps de pratique en fonction des sports et des pays. Cependant, il
ressort nettement des différentes études menées sur ce sujet que les sports les plus a
risque sont I'équitation, le cyclisme, le rugby, le football américain et le hockey sur glace
(Maas et al., 2017).

A titre d’exemple de la recrudescence de cette problématique, selon la Ligue
Nationale de Rugby, dans le championnat de Top 14, 102 CC avérées ont été recensées
pour la seule saison 2016-2017, deux fois plus que 5 ans auparavant. Une revue de la
littérature sur la survenue de CC au cours de la pratique sportive, professionnelle ou non,
estime pour le rugby entre 1 et 2,5 CC par joueur pour 10 matchs entiers c’est-a-dire
800 minutes de jeu (Koh et al., 2009).



2.5. Morbi/mortalité

Le TC représente 30 a 40 % des déces par blessure, et les séquelles
neurologiques qu’il engendre devraient représenter la premiére cause de pathologie
neurodégeénérative en 2030 (2 a 3 fois plus que la maladie d’Alzheimer ou les pathologies
cérébrovasculaires) (Maas et al., 2017). L'OMS estime que le TC est la premiere cause

de déces et d’invalidité chez I'enfant et le jeune adulte (OMS, 2006).

Depuis 150 ans, la mortalité liee aux TC sévere a diminué de 50 % grace aux
progrés de la médecine et aux mesures de prévention. Cependant, cette diminution

semble stagner ces 25 dernieres années (Stein et al., 2010 ; Maas et al., 2017).

Sur la base du GCS, les TC légers représentent 70 a 90% de I'ensemble des TC
(Blennow et al., 2016 ; Maas et al., 2017). Si les TC séveres sont moins nombreux, ils
sont en revanche caractérisés par un trés fort taux de mortalité, de 30 a 40 % (Rosenfeld
et al., 2012) voire 80% pour les GSC = 3, alors qu’il n’est que de 10% pour les TC non
séveres (The Brain Trauma Foundation et The American Association of Neurological
Surgeons, 2000). Cependant, la plupart des études ne ¢s’intéressent qu’aux
conséquences des TC séveres et le taux de décés au long terme provoqué par les

complications des TC légers est difficile a évaluer.

Outre les décés qu’ils vont directement provoquer, les TC peuvent laisser des
séquelles et favoriser la survenue de pathologies sous-jacentes, a court, moyen ou long
terme. Ainsi, les personnes ayant subi des TC sont plus sensibles a certaines pathologies
telles que I'épilepsie, les pneumonies, les septicémies et les troubles respiratoires et
digestifs (Masel & DeWitt, 2010). Ce phénoméne pourrait expliquer le taux de mortalité
plus élevé chez les patients ayant subi un TC que pour le reste de la population (McMillan
et al., 2014), jusqu’a 6 fois dans les 13 ans qui suivent le TC (McMillan et al., 2011). Le
TC a par ailleurs été montré responsable d’'une diminution de I'espérance de vie de 6 ans
(Ventura et al., 2010).

2.6.Colts

Le TC représente un fardeau économique a la fois pour les victimes de TC, leurs
familles et les sociétés entiéres. Le TC représente un coldt mondial annuel d’environ
400 milliards de dollars, ce qui représente 0,5% de I'économie mondiale (Maas et al.,
2017).



En Europe, le colt estimé (direct et indirect) des TC est de 33 milliards de dollars
pour la seule année 2017, et de 221 milliards aux Etats-Unis en 2009 (Maas et al., 2017).
Environ 74% des années de vie perdues a cause des déces par TC touchent les individus

en capacité de travailler (de 15 a 64 ans) (Majdan et al., 2017).

Cependant, il est tres difficile d’estimer le colt exact des TC, a cause de
'hétérogénéité de ses manifestations et conséquences cliniques, ce qui donne une
variabilité importante des estimations en fonction des études. De plus, la plupart des

études évaluant I'impact économique du TC ne prennent en compte que les TC sévéres.

3. Symptomes et consequences

Le tableau clinique du TC est assez hétérogéne, et dépend notamment de sa
sévérité, de son étiologie, de la localisation des Iésions, de I'age et du sexe du patient.
Ainsi, chaque tableau clinique pourra varier sensiblement d’'un patient a I'autre en termes

de sévérité, de durée et de type de symptéme.

3.1. Symptbmes de la phase aigué

lls peuvent inclure des symptémes physiques, des troubles cognitifs et des troubles

psychiques (Blennow et al., 2012 ; Lozano et al., 2015).

Dans les secondes voire les minutes aprées I'impact, une perte ou une diminution
du niveau de conscience peut étre présente et peut aller jusqu’au coma dans les formes
les plus graves; une altération des capacités cognitives (confusion, désorientation,
ralentissement de la pensée...) ; une amnésie concernant des événements ayant précédé
ou survenus juste aprés le TC ; et des déficits neurologiques transitoires, qui peuvent se
prolonger pendant quelques semaines (troubles de la vision, troubles sensoriels, fatigue,
perte de I'équilibre, parésie, plégie...). Ces symptdémes peuvent s’accompagner de

Iésions intracraniennes, mais qui ne sont pas systématiques.

3.2.Symptdébmes a plus long terme

A plus long terme, le TC pourrait étre responsable de l'augmentation de la
survenue de troubles comportementaux tels que dépression, agitation et irritabilité (Sayed
et al., 2013), de démences et de pathologies neurodégénératives, renforcant la notion de
pathologie d’évolution chronique (Wilson et al., 2017). En effet, des études ont mis en

evidence une augmentation de I'incidence des pathologies relatives a 'accumulation des
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protéines tau et amyloide, marqueurs notamment de la maladie d’Alzheimer, chez un tiers
des patients ayant subi un TC plusieurs décennies apres (Johnson et al., 2012). De méme
aprés 55 ans, un TC est responsable d’'une augmentation de 44% de I'apparition de
maladie de Parkinson dans les 5 a 7 ans (Gardner et al., 2015). Il a également été estimé
gue 5 a 15% des démences dans la population générale pourraient étre dues a un TC
(Shively et al., 2012).

La répétition de TC légers, caractéristique de la pratique de certains sports violents,
est a l'origine d’'une ECPT qui provoque des changements métaboliques et cellulaires au
niveau cérébral et qui serait responsable de la survenue a long terme de troubles
neuropsychiatriques (Martland, 1928 ; Hay et al., 2016), tels que des troubles cognitifs,
de '’humeur et du comportement (Stern et al., 2013 ; Mez et al., 2017).

Cependant, méme les personnes exposeées a un seul TC peuvent souffrir & moyen
et long terme d’'une augmentation de la survenue de déficits cognitifs (Li et al., 2016),
d’'ischémie cérébrale (risque multiplié par 2 ; Burke et al., 2013 ; Liao et al., 2014),
d’épilepsie (risque multiplié par 1,5 a 17 fois; Christensen, 2012) et de troubles
neurologiques (Perry et al., 2016).

Ces conséquences du TC seront abordées plus en détail dans le 8§6. du chapitre 2

des rappels bibliographiques.

4. Prise en charge du TC

Etant donné 'hétérogénéité du tableau clinique des patients ayant subi un TC, leur

prise en charge est complexe et doit étre individualisée.

Les recommandations concernant la prise en charge du patient traumatisé cranien
ont peu évolué depuis les recommandations de 1999 (Société Francaise d’Anesthésie et
de Réanimation, 1999). Une récente mise a jour de ces recommandations est parue, bien
gu’elle ne modifie pas les grandes lignes de la prise en charge (Geeraerts et al., 2018).

Les éléments cités ci-apres sont tirés de ces recommandations.



4.1. Diagnostic et évaluation de la gravité

Evaluation clinique et anamnése

L’évaluation clinique d’'un TC repose sur I'anamnése, I'étude du niveau de
conscience, 'examen des yeux et du reflexe pupillaire et la répétition dans le temps de
cet examen, a intervalles réguliers qui permettront de surveiller I'évolution neurologique

du patient et d’anticiper d’éventuelles complications neurochirurgicales.

L’anamnése va permettre de situer le contexte clinique (age, sexe, étiologie et
circonstance, pathologies associées, alcoolémie, traitements sédatifs associés, etc...) et
ainsi évaluer les facteurs pronostiques de gravité. Elle permet, en outre, une premiere
évaluation de la sévérité du TC par la durée de la perte de conscience, la présence ou
non de crises d’épilepsie et la progression des déficits neurologiques depuis le début de

la prise en charge.

Ensuite, le GCS permet une description analytique simple et quantifiable des
troubles observés et permet d’estimer la sévérité du TC. L'examen des yeux (pupilles et
mouvements oculaires) et des fonctions motrices permettent d’évaluer plus précisément
le degré de lésions cérébrales, d’atteinte du tronc cérébral et d’atteintes neurologiques,

notamment la compression des nerfs craniens.

Les examens d’imagerie

La radiographie n’est pas recommandée car si elle permet de visualiser une
fracture du crane, elle ne permet pas de prédire I'existence, ou non, d’'une Iésion
cérébrale. En revanche, un examen tomodensitométrique sans injection (scanner) doit
étre réalisé pour tout patient victime d’'un TC grave afin d’évaluer anatomiquement les
lésions primaires et les indications neurochirurgicales. Il doit étre réalisé sans délai en cas
de coma ou d’anomalie de I'examen radiologique. |l doit &tre renouvelé dans les 24 heures
si 'examen initial a été réalisé dans les trois heures suivant le TC, en cas de contusion
cérébrale, lors d’absence d’amélioration ou de détérioration clinique, ou lors
d’augmentation des valeurs de la pression intracranienne. L’'imagerie par résonance
magnétique (IRM), quant a elle, n’a pas fait preuve de son intérét dans la phase aigue du
TC. Enfin, I'exploration vasculaire (angiographie) peut étre envisagée lors de TC sévere

avec des facteurs de risque.



L’utilisation de biomarqueurs

L’utilisation de biomarqueurs a été proposée ces dernieres années pour améliorer
le diagnostic et la classification des TC sévéres et palier aux limites de I'imagerie et du
GCS. Ainsi, si une corrélation a été retrouvee entre le taux plasmatique de certains
biomarqueurs de lésions cérébrales ou de neuro-inflammation, les anomalies détectées
en imagerie, le GCS et le pronostic neurologique, ces marqueurs ne sont pas encore
suffisamment performants a I'heure actuelle pour étre utilisés en routine, car ils manquent
de spécificité et de sensibilité (Geeraerts, et al., 2018). Les différents marqueurs étudiés

sont détaillés dans le 82 du chapitre 3 des rappels bibliographiques.
4.2.Prise en charge

4.2.1. Pré-hospitaliere

La prise en charge initiale du TC va consister a prévenir les agressions cérébrales
secondaires d’origine systémique en maintenant ou en restaurant immédiatement les
fonctions ventilatoires et cardiocirculatoires notamment par l'intubation, la ventilation
artificielle et le maintien d’'une pression artérielle systolique = 110 mmHg : NaCl 0,9%,
solutés de remplissage vasculaire et mannitol & 20% en cas de signes évocateurs

d’hypertension intracranienne (HTIC).

Aprés avoir assuré les fonctions ventilatoires et cardiocirculatoires, une sédation

est préconisée lors d’un TC séveére.

La prise en charge doit ensuite s’effectuer dans un service de réanimation avec un
plateau technique adapté voire, si possible, un service de neurochirurgie accessible

facilement.

4.2.2. A l'hopital

Suite au résultat du scanner, une intervention neurochirurgicale peut se réveéler
nécessaire, durant la phase précoce du TC, afin de drainer un hématome ou une
hydrocéphalie, ou de retirer un éventuel fragment osseux qui compresserait ou léserait le

parenchyme cérébral.

L’HTIC étant un critere majeur de mauvais pronostic en cas de TC, en I'absence
d’indication neurochirurgicale urgente le traitement doit étre centré sur le contréle de

'HTIC. Pour ce faire, une administration de mannitol 20 % ou un drainage du liquide
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céphalorachidien (LCR) peuvent étre réalisés si besoin, et la pression artérielle systolique
doit étre maintenue a une valeur = 110 mmHg. La mesure de la pression intracranienne
peut étre une aide a la prise de décision d’intervention neurochirurgicale. En cas d’'HTIC

réfractaire, une craniectomie décompressive pourra étre envisagée.

4.3. Prévention

Le TC est tres souvent évitable, et sa prévention permet déja de sauver des vies
et de réduire les colts de sa prise en charge pour la société. Des mesures simples, telles
que le port d’'un casque dans les activités quotidiennes a risque (trajets en deux roues,

sports a risque, etc...), ont une efficacité avérée dans la diminution de survenue de TC.

Des mesures ont été mises en place et ont montré leur efficacité, comme les
mesures réglementaires et les campagnes de prévention dans le cadre de la sécurité
routiére et de la réduction des accidents de la route. A titre d’exemple, l'introduction a
Taiwan de I'obligation de porter un casque lors de I'utilisation de deux roues a diminué de
33% le nombre de blessures a la téte chez les motards (Chiu et al., 2000). Cependant,
en dépit des bénéfices averés de ces réglementations, elles ne sont pas appliquées dans
tous les pays, méme développés, et de nombreux efforts sont encore a faire dans les

pays en voie de développement (Maas et al., 2017).

Des mesures éducatives pourraient également étre mises en place plus largement,
notamment a I'égard des enfants et adolescents, population particulierement vulnérable
au TC, concernant les pratiques a risques et le port du casque dans les différentes

activités le nécessitant.

Enfin, chez les personnes agées, le risque lié au TC est de plus en plus pris en
compte dans les services de gériatrie. Grace a I'accompagnement des patients par
I'éducation thérapeutique, ces derniers sont sensibilisés au fait d’avoir un environnement
de vie adapté (éviter les tapis, escaliers, etc...). De méme, les médecins sont de plus en
plus sensibilisés a cette problématique et il leur est recommandé d’éviter la prescription
de médicaments altérant la vigilance et I'équilibre (comme les benzodiazépines) ou ceux
pouvant provoquer des réveils nocturnes (diurétiques le soir) chez les patients agés a

risque de chute.
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4.4.Cas du milieu sportif

La publication de Gavett et ses collaborateurs (2011) a propos de I'ECPT a
provoqué une prise de conscience du milieu sportif au niveau mondial concernant les
risques liés aux CC. Le rugby est le premier sport en France a s’étre emparé du sujet. La
Fédération Francaise de Rugby a ainsi mis en place en 2012 un protocole « commotion
cérébrale » : lors de présence de signes évidents de CC (perte de connaissance,
convulsion, crise tonique posturale), le joueur doit quitter immédiatement et définitivement
le terrain. Lors de signes évocateurs (troubles du comportement, de la mémoire, de
I'équilibre ou de la vue, s’il se sent « dans le brouillard » ou s'il est obnubilé), I'arbitre ou
le médecin d’équipe décide d’appliquer le protocole « commotion cérébrale ». Le joueur
est alors obligé de sortir 5 minutes pour une évaluation neurologique de son état, afin de
confirmer ou d’infirmer la CC. En cas de confirmation, le joueur est remplacé
définitivement, arréte toute activité sportive, physique ou intellectuelle pendant 48 heures
et doit consulter un neurologue dans ce délai. Il ne pourra reprendre son activité qu’aprés

un délai fixé par une classification en fonction des symptémes, et par paliers progressifs.

Cependant, si la dangerosité de reprendre une pratique sportive dans la phase
aigle post-traumatique a cause du syndrome de second impact est bien connue, aucune
étude scientifique n'a démontré de durée minimale a attendre avant la reprise de la
pratiqgue sportive. Ces durées ne sont fixées que de maniére empirique. En effet, en
'absence de méthode clinique scientifiquement prouvée permettant le diagnostic ou le
suivi du TC, il n’est pas certain que le repos soit une prise en charge suffisante des CC et
gue le délai préconisé pour ce repos soit suffisant pour obtenir la disparition de tous les
effets immédiats post-commotionnels. De plus, aucune étude n’a, a ce jour, recherché le
délai nécessaire pour permettre la diminution de I'incidence des ECPT. Compte-tenu de
'importance du probléme clinique, des études a I'aide de modeéles animaux de TC répétés
se multiplient pour décrire les conséquences cellulaires et moléculaires dans le but de

proposer des stratégies thérapeutiques (Kochanek et al., 2017 ; Vil & Atkinson, 2017).

Malheureusement, si certaines mesures préventives sont devenues obligatoires au
niveau professionnel dans de nombreuses disciplines, telles que le port du casque dans
le cyclisme ou le ski par exemple, le rugby est un des rares sports a avoir adopté une
réelle politique préventive et de prise en charge de la CC. De plus, si les mesures prises
le sont dans le milieu professionnel, elles ne sont pas forcément appliquées dans la
pratique amateur, qui touche un nombre beaucoup plus important de personnes.
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5. Physiopathologie

L’intensité des lésions engendrées par le TC a court ou long terme, leur
localisation, et les tissus touchés vont dépendre de la sévérité et du type de TC. Au
préalable et pour comprendre les types de lésions induites par un TC, il convient de

comprendre les phénoménes mécaniques a I'origine de ces Iésions.

5.1.Lésions primaires et physiques

Lors d’'un TC avec contact, le cerveau va subir un phénomene de décélération et
sa surface va venir heurter la partie interne de la boite cranienne. Cela va provoquer des
|ésions au niveau du point d'impact (Iésions dites de « coup »), mais également du c6té
oppose lorsque le cerveau reprendra sa position initiale et heurtera la partie opposée de
la boite cranienne (Iésions dites de « contrecoup ») (Mckee & Daneshvar, 2015 ; McGinn
et Povlishock, 2016).

Cependant, les lésions post-traumatigues peuvent également survenir en
I'absence de contact (Greve et Zink, 2009 ; Finnie, 2013). En effet, une accélération de la
téte, sa décélération ou sa rotation peuvent provoquer la propagation a travers le
parenchyme cérébral d’un gradient intracranien de pression. Il va en résulter un étirement
puis une destruction des constituants vasculaires, cellulaires et axonaux du cerveau
(Finnie, 2013 ; Ling et al., 2015 ; Blennow et al., 2016).

Enfin, le TC peut également résulter d’objet pénétrant dans la boite cranienne qui
va directement léser le parenchyme cérébral. Cela peut-étre un morceau de la boite
cranienne suite a une fracture, ou un objet extérieur (balle ou autre projectile, ou morceau
de métal lors d’'un accident de voiture) (Blennow et al., 2016). En plus des Iésions directes
liées a la pénétration et au contact de 'objet, les tissus adjacents vont étre endommagés

du fait de la propagation de I'onde de choc (Greve et Zink, 2009).

L’impact mécanique du TC, qu’il soit associé a une lésion de boite cranienne ou
non, va provoquer des lésions immédiates au niveau du parenchyme cérébral et du
compartiment vasculaire (Algattas & Huang, 2014 ; Pearn et al., 2017 ; Kaur &
Sharma, 2017 ; Stocchetti et al., 2017) (Figure 1).
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Lésions de la boite cranienne

Les Iésions de la boite cranienne peuvent étre observées en cas de TC avec
contact. Si elles traduisent I'intensité de I'impact mécanique, elles ne sont pas prédictives
de la sévérité du TC. En effet, 20 & 30% des TC mortels ne sont pas associés a une
fracture du crane, et une fracture du créne n’induit pas systématiquement de Iésion

cérébrale ou d’hématome (Mckee & Daneshvar, 2015).

Lésions du parenchyme

Les lésions du parenchyme peuvent étre focales, multifocales ou diffuses
(Finnie, 2013). Elles peuvent prendre la forme de lacérations (destruction du parenchyme
le long de la surface cérébrale ; Mckee & Daneshvar, 2015) ou de destruction plus
profonde du parenchyme cérébral (Pearn et al., 2016 ; Stocchetti et al., 2017), au travers
de lésions axonales diffuses (LAD ; Finnie, 2013 ; McGinn & Povlishock, 2016). Le
phénomeéne d’accélération/décélération va propager un gradient de pression, et

I'étirement mécanique en résultant va provoquer ces LAD (Ling et al., 2015).

Lésions des vaisseaux sanguins

Les lésions du compartiment vasculaire se traduisent tout d’abord par des
contusions, qui résultent d’'une destruction de petits vaisseaux dans le cortex, sous I'effet
des forces compressives. Les contusions peuvent étre de coup et de contrecoup
(Mckee & Daneshvar, 2015 ; McGinn & Povlishock, 2016).

Une rupture vasculaire plus importante, notamment par étirement des capillaires,
va provoquer des pétéchies, qui, en se regroupant, vont provoquer des hématomes, voire
des hémorragies. Ces derniéres peuvent se produire entre le moment du TC et quelques
jours aprés. En fonction de leur localisation, elles pourront étre sous-arachnoidiennes,
responsables de la survenue de coma dans le cas des TC sévéres. Les hémorragies
intracraniennes peuvent étre a l'origine d’HTIC et d’'une diminution du débit sanguin
cérébral, favorisant la survenue d’une ischémie cérébrale (Greve & Zink, 2009 ;
Finnie, 2013 ; McGinn & Povlishock, 2016).
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Figure 1 : Lésions primaires et secondaires,
et symptomatologie post-traumatique.

5.2.Lésions secondaires

Les Iésions primaires vont étre le point de départ de la cascade physiopathologique
du TC, et engendrer, dés quelques heures jusqu’a plusieurs années apres le TC, des
Iésions dites secondaires qui vont aggraver les dégats initiaux (Finnie et al., 2013) (Figure
1). Comme les lésions primaires, les Iésions secondaires peuvent se produire non
seulement dans la région de l'impact, mais également a distance de celle-ci (Lozano et
al., 2015).

5.2.1. Composantes moléculaires et cellulaires

L'étirement des membranes cellulaires et les contraintes physiques qu’elles
subissent induisent une perturbation des transports ioniques et du potentiel membranaire
(Prins et al., 2013 ; Pearn et al., 2017), avec un afflux de sodium, un efflux de potassium
et une accumulation de calcium intracellulaire, qui vont provoquer un dysfonctionnement
mitochondrial, une perturbation du métabolisme eénergétique cellulaire et la production de
radicaux libres (Prins et al., 2013 ; Pearn et al., 2017) (Figure 2).
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L'augmentation du calcium intracellulaire va également activer des enzymes
calcium-dépendantes, telles que la calpaine et les caspases, qui vont favoriser la
synthése de monoxyde d’azote et des dégénéréscences axonales (Besson, 2009 ;
Saatman et al., 2010 ; McGinn & Povlishock, 2016 ; Pearn et al., 2017) (Figure 2).

L’augmentation du calcium va également stimuler la libération de glutamate par les
terminaisons nerveuses (Prins et al., 2013 ; McGinn & Povlishock, 2016). Cet exces de
glutamate va induire une souffrance et une toxicité neuronales appelée excitotoxicité
(Stocchetti et al., 2017), qui va provoquer un gonflement neuronal et une mort cellulaire
par nécrose, aggravant ainsi l'augmentation de calcium intracellulaire et les destructions
cellulaires (McGinn & Povlishock, 2016 ; Su & Bell, 2016) (Figure 2). Des études ont
démontré que cette libération de glutamate est corrélée aux lésions post-TC (Enriquez &
Bullock, 2004 ; McGinn & Povlishock, 2016).

La séquestration du calcium dans les mitochondries entraine également un
gonflement, une dépolarisation et un dysfonctionnement de ces dernieres (Verweij et
al., 2000 ; Cheng et al. 2012 ; Prins et al., 2013 ; Stocchetti et al., 2017), qui vont
exacerber l'excitotoxicité et la diminution du métabolisme glucidique induit par la
diminution du débit sanguin cérébral (Cheng et al., 2012 ; Prins et al., 2013 ; McGinn &
Povlishock, 2016 ; Pearn et al., 2017 ; Morley 2018). Cette altération mitochondriale
entraine également la libération d'éléments apoptotigues dans le cytosol (Cheng et
al., 2012 ; McConeghy et al., 2012 ; Su & Bell, 2016) et une surproduction d’espéces
réactives de l'azote (ERN) et d'oxygéne (ERO) (Enriquez & Bullock, 2004 ; Cheng et
al., 2012 ; McConeghy et al., 2012 ; Prins et al., 2013 ; Pearn et al., 2017) conduisant a
la mort cellulaire par apoptose et nécrose (Robertson et al., 2007 ; Cheng et al., 2012 ;
Pearn et al., 2017). La nécrose va altérer la membrane plasmique cellulaire et le contenu
des cellules ainsi libéré va entrainer une inflammation (Edinger & Thompson, 2004)
(Figure 2).
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Figure 2 : Mécanismes induisant les Iésions secondaires
a partir des lésions primaires.
Abréviations : BHE : barriere hémato-encéphalique ; ERN : espéces réactives de 'azote ; ERO :
espéces réactives de 'oxygéne.

5.2.2. Composantes vasculaires

Les Iésions vasculaires et les hémorragies, en diminuant le débit sanguin cérébral,
vont diminuer I'apport en glucose et en oxygene des cellules, provoquant une ischémie
cérébrale (Mckee & Daneshvar, 2015) (Figure 2). L’ischémie, elle-méme, contribue de
maniére significative a la morbi/mortalité associée au TC (Mckee & Daneshvar, 2015).

Cette ischémie va également provoquer un cedéme ischémique, qui va s’ajouter a
'cedéme vasogénique engendré par I'extravasation de protéines suite a la dégradation
de la barriéere hémato-encéphalique (BHE), et a 'cedéme cytotoxique en réponse aux
Iésions neuronales. Ces trois composantes vont ainsi provoquer un cedéme cérébral
(Finnie, 2013). L'oedéme cérébral, associé a I'épanchement du sang en dehors du
compartiment vasculaire, va augmenter la pression intracranienne et provoquer une HTIC
(Finnie, 2013) (Figure 2). L’'HTIC, entrainant une diminution progressive de la perfusion
cérébrale, va favoriser les Iésions ischémiques et constituer la premiére cause de décées
aprés un TC (Finnie, 2013). De plus, 'cedéme va compresser le parenchyme et les

by

différents compartiments intracraniens ce qui va mécaniquement aboutir a des
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compressions nerveuses (ll, Ill, VI), vasculaires, ventriculaires (hydrocéphalie) et axiale
du tronc cérébral, pouvant contribuer a Il'apparition de modifications rapides et

irréversibles du tableau clinique (Figure 2).

Les lIésions de la BHE vont provoquer le passage de composés sanguins dans le
parenchyme cérébral. Cette diffusion, associée a la libération du contenu cellulaire dans
le parenchyme provoquée par I'apoptose et la nécrose cellulaire, va déclencher une
cascade d’événements cellulaire et moléculaire qui va initier une réponse inflammatoire
appelée neuro-inflammation (NI). Bien que physiologique, cette NI peut, a terme, aggraver
les lésions primaires et secondaires consécutives au TC et amener, directement ou
indirectement, a des Iésions de la substance blanche (LSB) (Morganti-Kossmann et al.,
2002 ; Finnie, 2013 ; Lozano et al., 2015 ; Chiu et al., 2016 ; McGinn & Povlishock, 2016 ;
Stocchetti & Zanier, 2016 ; Pearn et al., 2017 ; Kaur & Sharma, 2017 ; Stocchetti et al.,
2017).

Les mécanismes précis de la NI et de son implication dans les LSB sont étudiés

plus en détail dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE 2 : LANEURO-INFLAMMATION
1. Définition

La neuro-inflammation (NI) est la réponse inflammatoire du systéme nerveux
central (SNC), qui peut étre déclenchée par différentes causes (ischémie cérébrale,
hémorragie cérébrale, TC, épilepsie, etc...). C’est une réaction inflammatoire complexe,
non spécifique et coordonnée, qui est parfois qualifiée de « stérile » car non causée par
des agents pathogenes (Nizamutdinov & Shapiro, 2017 ; Simon et al.,, 2017). La NI
apparait pendant la phase aigué du TC, dés les premiéres minutes qui suivent I'impact,
et peut durer pendant des jours, des mois, voire méme des années. Ayant initialement
pour réle la protection du SNC par I'élimination de pathogénes et par une action
neuroprotectrice, la NI peut, dans certaines conditions, se déréguler, devenir pathologique

et avoir des effets délétéres sur I'environnement cellulaire du SNC.

2. Mécanisme général

La NI se caractérise par une cascade d'événements moléculaires consécutifs aux
Iésions tissulaires primaires, qui vont (1) activer certaines populations cellulaires,
(2) provoquer une libération massive de médiateurs pro- et anti-inflammatoires et
favoriser I'expression de molécules d'adhésion et (3) induire linfiltration de cellules
sanguines a travers une BHE potentiellement déja lésée (Helmy et al., 2011a ; Finnie,
2013 ; Karve et al., 2016 ; Nizamutdinov & Shapiro, 2017).

3. Initiation

Les lésions tissulaires et les dysfonctionnements mitochondriaux consécutifs aux
lésions primaires (cf. 85.2 du chapitre 1 et Figure 2) entrainent la libération passive par
les cellules nécrotiques de glutamate et de molécules endogenes appelées « motifs
moléculaires associés aux dégats » (« damage-associated molecular patern » ; DAMP),
telles que la protéine HMGB1 (« high mobility group box 1 »), les protéines S-100, les
protéines de choc thermique (« heat shock protein », HSP), l'adénosine triphosphate
(ATP), l'acide urigue et I'acide désoxyribonucléique (ADN). Ces molécules vont activer les
cellules gliales en stimulant les récepteurs appelés « pattern recognition receptor »
(PRR ; Manson et al., 2012 ; Walko et al., 2014 ; Banjara & Ghosh, 2017) (Figure 3).
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De plus, I'ATP et I'adénosine diphosphate (ADP) libérés dans le compartiment
extracellulaire par les cellules en souffrance vont se lier aux récepteurs purinergiques P2
et les activer (Corps et al., 2015), en particulier le P2X7 exprimé par la microglie et dont
le réle est central (Figure 3). Expérimentalement, l'activation de ce récepteur, en
favorisant la libération de cytokines qui stimulent les terminaisons nerveuses sensorielles,
conduit a lI'induction et au maintien de la douleur inflammatoire et neuropathique. De plus,
I'activation des récepteurs P2X7 contribue & la libération d'interleukine (IL) 18 (Hughes et
al., 2007 ; Tsuda et al., 2012).
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Figure 3 : Mécanismes d'initiation de la NI.
Abréviations : AA : acide arachidonique ; ADN : acide désoxyribonucléique ; ADP : adénosine
diphosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; BHE : barriere hémato-encéphalique ; DAMP :
motifs moléculaires associés aux dégats ; HMGBL : high mobility group box 1 ; HSP : heat shock
protein ; MMP : métalloprotéinases ; PLA2 : phospholipase A2 ; PNN : polynucléaire neutrophile.

D'autres substances, telles que les métalloprotéinases de la matrice extracellulaire
(MMP), sont impliquées dans l'initiation de la NI. Au cours d'une Iésion du SNC, la
synthese de MMP est augmentée pour favoriser la réparation neuronale. Cependant, les
MMP vont également dégrader les protéines de la BHE, contribuer a l'activation des

cellules gliales et ainsi participer au maintien de l'inflammation (Mayer et al., 2013).
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Les dysfonctionnements mitochondriaux induisent également l'externalisation de
la cardiolipine, qui va activer I'inflammasome cytosolique et entrainer la production et la

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1B et IL-8) (Lyer et al., 2013).

Les lésions de la BHE vont, pour leur part, induire I'infiltration dans le parenchyme
cérébral d’éléments figurés du sang et de composants potentiellement pro-inflammatoires
tels que 'hémoglobine et les facteurs du complément (Bellander et al., 2001 ; Walko et
al., 2014 ; Rich et al., 2016) (Figure 3).

Enfin, le choc mécanique et les modifications biochimiques qu’il entraine, telles que
laugmentation de la production de calcium intracellulaire et de radicaux libres
(cf. 85.2.1 du chapitre 1), induisent la libération de lipases et de phospholipases. Ces
enzymes vont hydrolyser des lipides membranaires. Ainsi, la phospholipase A2 (PLA2)
va hydrolyser les phospholipides membranaires pour produire de l'acide arachidonique
qui va a son tour produire des éicosanoides : prostaglandines et thromboxanes par
I'action de cyclooxygénases (COX) et leucotrieénes par I'action de lipoxygénases. L'acide
arachidonique et ses produits, les éicosanoides, sont neurotoxiques. Leur synthése induit
€également la production de radicaux libres et participent a l'augmentation de la
perméabilité vasculaire et a l'infiltration leucocytaire (Figure 3). Le facteur d'activation
plaquettaire, un médiateur lipidigue également impliqué dans l'inflammation cérébrale,
augmente l'agrégation plaquettaire, I'adhésion des polynucléaires neutrophiles (PNN) aux

cellules endothéliales et la perméabilité vasculaire (Finnie, 2013).
4. Les élements cellulaires

4.1.Les cellules gliales

Le terme de cellule gliale regroupe toutes les cellules non-neuronales du cerveau,
qui forment I'environnement neuronal. Elles représentent 50 % de la population cellulaire

totale du SNC (Azevedo et al., 2009), et comprennent :

- la microglie, principale cellule immunitaire du cerveau ;

- lastrocyte, impliqué dans la neurotransmission, ’homéostasie du SNC et dans le
maintien de la BHE ;

- l'oligodendrocyte (OL), responsable de la formation de la gaine de myéline dans le
SNC;
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- la cellule épendymaire, cellule épithéliale assurant I'interface entre le SNC et le

LCR, gu’elles produisent.

Par ailleurs, il existe une derniére cellule gliale, mais qui n’est pas retrouvée au
niveau du SNC : la cellule de Schwann, qui constituent la gaine de myéline des axones

dans le systeme nerveux périphérique.

Dans un contexte inflammatoire, tel que suite a un TC, les microglies et astrocytes
vont étre activés, subir des modifications morphologiques et jouer un role crucial dans la
NI et ses conséquences. Les microglies et les astrocytes ainsi activés vont sécréter des
facteurs trophiques et des cytokines qui vont agir de maniere autocrine et paracrine sur
leurs propres récepteurs, les « Toll-Like Receptors » (TLR). Ces médiateurs vont initier la
réponse inflammatoire, I'amplifier puis la maintenir de maniére autonome (Mayer et
al., 2013 ; Cherry et al., 2014). Ainsi, les cellules gliales peuvent étre activées directement
par les Iésions cérébrales, mais également par les cellules gliales périvasculaires et les

cellules immunitaires infiltrantes (Mayer et al., 2013 ; Karve et al., 2016).

4.1.1. La microglie

La microglie est un acteur clé de la NI. Le développement des connaissances sur
la fonction des microglies suite aux Iésions cérébrales nous ont fait découvrir un role a la
fois bénéfique et délétére de ces cellules, se traduisant par des capacités a la fois de

réparation tissulaire et neurodégénérative (Loane & Kumar, 2016).
4.1.1.1. Origine et fonctions physiologiques

La microglie est la cellule immunitaire la plus abondante du SNC et représente
environ 10% de sa population cellulaire chez l'adulte (Colonna & Butovsky, 2017).
Souvent considérée comme le macrophage résidant du SNC, la microglie possede
cependant une lignée et une signature moléculaire différentes des monocytes circulants
(Loane & Kumar, 2016). La microglie adulte est issue des progéniteurs hématopoiétiques
primitifs qui quittent le sac vitellin au début de la grossesse, pénétrent dans le tube neural
via le flux sanguin primitif et se dirigent vers le SNC ou ils acquiérent I'expression de
genes speécifiqgues a la lignée microgliale puis se différencient en microglie mature
(Ginhoux et al., 2010).
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Dans les conditions physiologiques, la microglie ramifiée qui était qualifiée jusqu’a
récemment de « quiescente » et « inactive », apparait en fait trés dynamique, surveillant
en permanence son environnement. Ses ramifications « scannent » en permanence le
parenchyme cérébral a la recherche de débris tissulaires, de métabolites en exces ou de
tout autre composant susceptible de perturber I'homéostasie du SNC, pour les éliminer

par la phagocytose (Loane & Kumar, 2016 ; Colonna & Butovsky, 2017) (Figure 4).

Figure 4: Microglies observées au microscope
(visualisées en vert grace a un anticorps anti-lbal)
(image issue de Zhang et al., 2018)
La microglie joue par ailleurs un réle essentiel dans le développement cérébral, la
plasticité synaptique et les processus d’apprentissage. Elle participe en effet a la
régulation de la mort cellulaire, a I'élimination des synapses, a la neurogenése et a la

surveillance des neurones (Loane & Kumar, 2016).

A I'état physiologique, un certain nombre de médiateurs inflammatoires (cytokines,
prostaglandines, neurotrophines, etc.) sécrétés localement par les astrocytes, neurones
et microglies, entretiennent ces derniéres dans un état de surveillance (Orihuela et
al., 2016 ; Loane & Kumar, 2016).

A linverse, en réponse a une Iésion ou une infection et via la stimulation de
récepteurs spécifiques, la microglie va devenir activée et subir des modifications majeures

en termes de morphologie et d’expression génique.
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4.1.1.2. L’activation microgliale

Dans un contexte inflammatoire, la microglie va donc étre activée par ses
récepteurs PRR tels que les récepteurs TLR et NOD-like receptor (NLR). Ces récepteurs
sont stimulés par les DAMP sécrétés par les neurones et d’autres cellules du SNC, ainsi
que par d’autres facteurs libérés par les neurones endommages tels que le glutamate,

des facteurs de croissance et des cytokines (Loane & Kumar, 2016).

Au niveau morphologique, la microglie voit ses ramifications se raccourcir et son
corps cellulaire s’élargir. Elle adopte ainsi une morphologie hypertrophiée, une
morphologie amceboide ou « bushy » (pour « touffue » ; Colonna & Butovsky, 2017). La
microglie activée va gagner en mobilité, proliférer, coloniser le site de la lIésion, exprimer
des marqueurs de surface et libérer des médiateurs inflammatoires et potentiellement
cytotoxiques : glutamate, cytokines, chimiokines, enzymes protéolytiques (MMP-2 3 et 9),
ERO et ERN (Mayer et al., 2013 ; da Fonseca et al., 2014 ; Karve et al., 2016).

Jusqu’a récemment, la morphologie de la microglie était utilisée comme marqueur
pour déterminer son activation, mais des découvertes récentes sur des profils d'activation
variables ont remis en cause cette utilisation. D’une part, dans le cerveau du nouveau-né,
les microglies sont initialement amceboides, méme en l'absence de processus
inflammatoire (Zusso et al., 2012). D’autre part, en fonction des stimuli auxquels la
microglie est soumise, elle prendra différents états d'activation. On parle alors de la notion
de polarisation microgliale et de phénotypes microgliaux (Orihuela et al., 2016 ; Loane &
Kumar, 2016). Ces phénotypes semblent avoir des fonctions et des réles différents, voire
opposés. Ainsi, juger de I'activation des microglies par leur seule morphologie semble
aujourd’hui avoir atteint ses limites et il est préféré I'utilisation de I'expression des
marqueurs de surface et des médiateurs de l'inflammation pour évaluer de maniere plus

précise l'activation microgliale.
4.1.1.3. Les différents phénotypes

L'hétérogénéité de l'activation microgliale est décrite dans un grand nombre de
pathologies du SNC (David & Kroner, 2011 ; Loane & Kumar, 2016 ; Song & Suk, 2017).

La microglie est généralement classée en deux types: M1 considérée comme pro-
inflammatoire et pouvant favoriser la mort neuronale, et M2 considérée comme anti-

inflammatoire et neurorégénérative (Donat et al., 2017) (Figure 5).
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Figure 5 : Les différents phénotypes d’activation microgliale
(d’apres Karve et al., 2015 ; Walker & Lue, 2015 ;
Loane & Kumar, 2016 ; Simon et al., 2017).
Abréviations : ATP : adénosine triphosphate ; DAMP : motifs moléculaires associés aux dégats ;
ERN : espéces réactives de I'azote ; ERO : espéeces réactives de I'oxygene.
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Phénotype M1

L’activation classique, dite en phénotype M1, au profil pro-inflammatoire, va étre
induite  par l'action de molécules pro-inflammatoires, telles que Ile
lipopolysaccharide (LPS) bactérien, I'IL-1, linterferon-y (IFN-y) ou le tumor necrosis
factor-a (TNF-a) (Figure 5).

Ce phénotype va alors produire des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, I1L-1f,
IL-6, IL-12, IL-18, IL-23, IFN-y), des chimiokines (CCL2, 5 et 20; CXCL1, 9 et 10) et des
ERO (Loane et Kumar, 2016 ; Orihuela et al., 2016 ; Donat et al., 2017). Le phénotype
M1 se caractérise également par une augmentation des capacités de phagocytose
(Loane et Kumar, 2016). Cet état d'activation s'accompagne d'une augmentation de
I'expression d'un grand nombre de récepteurs, notamment ceux associés aux fonctions
de phagocytose ou de présentation d'antigénes tels que les clusters de différenciation
(CD) 16, 32 et 86, le complexe majeur d’histocompatibilité 11 (CMH 1l) et la NO-synthase
(NOS) inductible (NOSi ou NOS2), ainsi que d'enzymes intracellulaires telles que les
COX2 et nicotinamide adénine dinucléotide phosphate-oxydase (NADPH-oxydase ;
NOX ; Orihuela et al., 2016 ; Donat et al., 2017) (Figure 5).

Si la plupart du temps la réponse du phénotype M1 a une finalité protectrice et
diminue lorsque les Iésions ou les pathogénes diminuent, il arrive que cette réponse se
dérégule et que la production de facteurs pro-inflammatoires engendre un cercle vicieux

d’activation du phénotype M1 et de processus neurodégénératifs (Loane & Kumar, 2016).

Phénotype M2

A Tinverse, en réponse aux cytokines anti-inflammatoires (IL-4, 10 et 13,
tumor growth factor-B ; TGF-B), la microglie adopte un autre phénotype d'activation, dit

alternative aussi appelée M2 (Figure 5).

Ce phénotype a été identifié comme libérant des cytokines anti-inflammatoires
(IL- 4, 10, 13 et TGF-B), exprimant I'arginase 1 (Arg1), le CD206 et le Chitinase-3-like-3
(Ym1 chez le rongeur ; Orihuela et al., 2016). Le phénotype, dit M2, posseéde des
propriétés anti-inflammatoires et participe a la réparation et a la régénération tissulaire.
Des effets sur limmunomodulation, l'angiogenése et la progression tumorale ont

également été décrits avec ce phénotype d’activation (Orihuela et al., 2016) (Figure 5).
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Ces dernieres années, trois sous-phénotypes M2 ont été distingués: « alternatif »

M2a, « immunorégulateur » M2b et « désactivé » M2c (Colton, 2009) (Figure 6).

o Le phénotype alternatif M2a est activé par les cytokines anti-inflammatoires
IL-4 et IL-13 (Orihuela et al., 2016) et produit a son tour des cytokines anti-
inflammatoires (IL-4, IL-10, nerve growth factor (NGF), TGF-B) ainsi que des
facteurs de croissance tels que le brain-derived neurotrophic factor (BDNF).
Le phénotype M2a dit « alternatif » est impliqué dans I'immunité contre les
parasites et le recrutement de lymphocytes T helper Th2 et semble avoir
une action de réparation tissulaire et de stimulation de la croissance
cellulaire a long terme (Colton, 2009 ; Kigerl et al., 2009 ; Cao et al., 2012 ;
Chhor et al., 2013 ; Kumar et al., 2013, 2016).

o En réponse a la formation de complexes immuns et a la stimulation des
TLR, la microglie peut adopter le phénotype intermédiaire appelé M2b. Le
réle exact du phénotype M2b n'est pas encore clairement établi. Cependant,
il semble jouer un rbéle intermédiaire caractérisé comme
« immunorégulateur », avec l'expression de marqueurs de surface se
rapprochant du phénotype M1 plutdét que M2, un profil de sécrétion plus
proche de M2 et une activité a la fois pro- et anti-inflammatoire (Cherry et
al., 2014 ; Loane & Kumar, 2016 ; Bergold, 2016 ; Kumar et al., 2016).

o La microglie peut également adopter le phénotype M2c « inactivé » en
réponse a I'lL-10, au TGF-B ou aux glucocorticoides (Orihuela et al., 2016).
Ce phénotype semble impliqué dans le remodelage tissulaire consécutif a

la diminution de I'inflammation (Loane & Kumar, 2016).
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Un continuum d’états d’activation

Bien que cette polarisation microgliale soit bien décrite dans les modéles in vitro,
le principe de I'existence in vivo de deux populations bien distinctes M1 et M2, est discuté
(Ransohoff, 2016) et, au vu des dernieres publications scientifiques, les activités pro- et
anti-inflammatoires des deux phénotypes ne semblent pas aussi binaires (Loane &
Kumar, 2016). L'environnement simplifié dans les expériences in vitro est loin de celui qui
peut étre observé in vivo apres une Iésion cérébrale. Ainsi, apres une lésion du SNC, les
microglies présentent souvent des phénotypes meélangés, témoignant de leur plasticité et
de leur capacité a adopter différents phénotypes en adaptation aux signaux locaux et aux
changements d’environnement inflammatoire. Face a des signaux tissulaires tres
complexes, la microglie pourrait ainsi adopter un phénotype mixte appelé "Mtrans",
exprimant a la fois les marqueurs M1 et M2 (Kumar et al., 2016 ; Morganti et al., 2016).
Le paradigme des phénotypes bien différenciés M1 et M2 semble donc traduire deux états
extrémes d’activation, entre lesquels vont se trouver un continuum d’états d’activation
microgliale, avec la présence simultanée de marqueurs des différents phénotypes
(Morganti et al., 2016 ; Loane & Kumar, 2016 ; Donat et al., 2017) (Figure 6). Ces
différents phénotypes microgliaux semblent ainsi travailler de concert pour contrbler

l'inflammation, éliminer les débris, favoriser la réparation et le remodelage des tissus.
4.1.1.4. ROle et conséquence dans la NI

L'activation microgliale apparait tres précocement apres le TC, des les premiéres
heures, a la fois chez I'animal (Csuka et al., 2000) et chez ’'Homme (Ramlackhansingh et
al., 2011) et peut persister pendant des années (Johnson et al., 2013a). La localisation
de I'activation microgliale coincide souvent avec la dégénérescence neuronale et les
Iésions axonales (Maxwell et al., 2010 ; Giunta et al., 2012 ; Wang et al., 2013), ce qui
suggere un role délétere de cette activation et une implication dans la survenue des
pathologies neurodégénératives ultérieures. Cependant, le caractére neuroréparateur de
certains phénotypes nécessite une investigation plus poussée du schéma d’activation
microgliale avant de pouvoir envisager des approches thérapeutiques visant la

modulation de I'activation microgliale.
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4.1.2. Les astrocytes

Situés entre les cellules endothéliales et les neurones, les astrocytes contribuent
au maintien de l'intégrité de la BHE grace a leurs pieds astrocytaires qui entourent les
cellules endothéliales (Risau & Wolburg, 1990 ; Abbott et al., 2006) (Figure 7). lls
maintiennent également les neurones en bon état de fonctionnement en régulant les
concentrations de neurotransmetteurs tels que le glutamate et en participant a la
formation et au bon fonctionnement des synapses (Chen & Swanson, 2003 ; Mayer et al.,
2013 ; Karve et al., 2016 ; Burda et al., 2016).

Figure 7 : Astrocytes observés au microscope
interagissant avec les capillaires sanguins
(Image issue de Pekny & Pekna, 2014)
Les astrocytes sont visualisés en rouge grace a un anticorps anti-GFAP, les cellules endothéliales
et les péricytes sont visualisés en vert, grace a un anticorps anti-actine-a des muscles lisses

L'activation astrocytaire consécutive a une lésion cérébrale est désignée par le
terme « astrogliose » (Sofroniew & Vinters, 2010). Une fois activés, les astrocytes vont
proliférer, changer de morphologie pour devenir hypertrophiés (gonflement du corps
cellulaire et allongement des extensions) et produire des médiateurs inflammatoires et
des facteurs trophiques qui vont participer a la NI (Gorina et al., 2011 ; Zamanian et al.,
2012 ; Paintlia et al., 2013 ; Mayer et al., 2013 ; Pekny & Pekna, 2014). lIs vont également

étre capable de migrer vers le site Iésionnel pour former une cicatrice gliale, qui va
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empécher la diffusion des molécules pro-inflammatoires et cytotoxiques vers les tissus
sains environnants et ainsi limiter I'extension du processus inflammatoire en dehors de la

zone lésionnelle (Burda et al., 2016).

Par ailleurs, pendant la NI, la capacité de recapture du glutamate par les astrocytes
est fortement altérée, amplifiant I'excitotoxicité et les dommages neuronaux (Viviani et al.,
2014). Expérimentalement, I'excitotoxicité provoquée par un exces de glutamate stimule
la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que I'lL-13 et le TNF-a (Hagan et al.,
1996 ; Pearson et al., 1999 ; Jander et al., 2000 ; Viviani et al., 2014 ; Kochanek et
al., 2015).

Cependant, I'astrogliose apparait comme un phénoméne complexe, puisqu’a la fois
des effets bénéfiques et des effets déléteres lui ont été découverts (Mayer et al., 2013 ;
Burda et al., 2016). En effet, 'activation astrocytaire va induire la différenciation en deux
types différents d’astrocytes, qui peuvent étre nommés « Al » et « A2 » en suivant la
méme nomenclature que pour les macrophages et les microglies M1 et M2. Le phénotype
Al perd la plupart des fonctions physiologiques des astrocytes et acquiert une fonction
neurotoxique, induisant rapidement la mort des neurones et des OL, alors que le
phénotype A2 apparait comme neuroprotecteur (Liddelow et al., 2017). Si la présence
spécifigue du phénotype Al a été rapportée a la suite d'un TC (Clark et al., 2019), ses

phénotypes et leurs effets n'ont encore que trés peu été étudiés, notamment dans le TC.
4.2.Les autres cellules

4.2.1. Neurones

Les neurones ne sont pas uniquement figuratifs ou « victimes » dans la NI post-
traumatique, mais ont également un role actif, en régulant et en orientant la réaction

inflammatoire.

D’une part, lorsqu’'un neurone est en souffrance (augmentation de calcium
intracellulaire, manque d'ATP, stress oxydant, nécrose due a une rupture
membranaire,...), il va exposer a sa surface la phosphatidylsérine, un phospholipide
normalement confinée dans la partie interne de la membrane plasmique. Celui-ci va agir
comme un signal « eat-me » pour induire sa phagocytose par les microglies (Brown &
Neher, 2014).

31



D’autre part, lorsqu’'un neurone est endommagé ou exposé au glutamate, la
chimiokine CX3CL1 (également appelé fractalkine), présente sur leur membrane, va se
détacher et aller stimuler le récepteur CX3CR1 des microglies, ce qui va inhiber leurs
propriétés neurotoxiques (Suzumura 2013). Le CX3CL1l est donc appelé signal
« find me ». Les neurones peuvent également produire une cytokine IL-34 qui, en
agissant sur le récepteur au CSF de type 1 des microglies, va favoriser leur activation et
leur capacité d’élimination du peptide B-amyloide (AB ; Suzumura, 2013).

Inversement, a I'état physiologique, en I'absence de Iésion cérébrale, les microglies
sont maintenues dans un état quiescent par le biais d’un potentiel immunosuppresseur
du SNC attribuable a la sécrétion de protéines immunosuppressives (neurotrophines,
cytokines, prostaglandines) par les neurones, ou a I'expression de marqueurs a leur
surface (CD200, CD47, entre autres). Ces signaux « off », en agissant sur les récepteurs
des microglies, tendent a inhiber leur activation et a les maintenir dans un état non activé
(Luo & Chen, 2012 ; Loane & Kumar, 2016).

4.2.2. Cellules immunitaires périphériques

Le recrutement et l'activation des cellules gliales vont provoquer la libération de
facteurs trophiques, qui vont favoriser le passage dans le parenchyme cérébral de
leucocytes circulants, a travers une BHE déja potentiellement altérée et perméabilisée

par l'action mécanique du TC (Mayer et al. 2013).

Les leucocytes vont étre recrutés par les molécules chimiotactiques sécrétées par
les cellules gliales. lls vont alors rouler le long de I'endothélium, adhérer a ce dernier en
se liant a des molécules de la famille des sélectines (notamment P, E et L), ce qui va
activer les intégrines présentes a leur surface. Ces intégrines vont permettre aux
leucocytes de se lier a des molécules d’adhésion (notamment intercellular adhesion
molecule 1 ; ICAM-1), ce qui va entrainer le passage des leucocytes au travers de la BHE
(Rhodes, 2011) (Figure 8).

Une fois dans le cerveau, les cellules immunitaires circulantes vont renforcer et
stimuler l'activité inflammatoire des cellules résidentes du SNC et contribuer a leur tour
au recrutement de nouvelles cellules immunitaires centrales et périphériques (Mayer et
al., 2013). Ceci va renforcer la cytotoxicité, la mort neuronale, I'activation gliale et la

production de médiateurs inflammatoires qui modifient la perméabilité de la BHE.
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Figure 8 : Infiltration leucocytaire (d’aprés Lagarrigue et al., 2016).

Polynucléaires neutrophiles

Les PNN vont arriver rapidement sur le site Iésionnel, recrutés grace aux
chimiokines CXCL1 et 2 (Liao et al., 2013 ; Corps et al., 2015) et vont aider a préparer la
zone lésionnelle pour le remodelage tissulaire. Les PNN ont une activité phagocytaire et
sont capables de produire des facteurs de croissance et d’aider au recrutement des autres
cellules immunitaires circulantes. lls vont produire des médiateurs cytotoxiques
(myéloperoxydase, MMP, élastases, TNF-a, etc) et des ERO qui vont aggraver l'altération
de la BHE et la mort neuronale (Corps et al., 2015 ; Nizamutdinov & Shapiro, 2017). Le
réle des PNN varie en fonction de leur localisation et de leur état d’activation (Corps et
al., 2015). Cependant leur déplétion se traduit par une réduction de I'cedéme, de
I'activation de cellules gliales et des |ésions tissulaires (Kenne et al., 2012) démontrant

un role néfaste de ces cellules.

Monocytes et macrophages

Les monocytes sont des cellules circulantes qui sont capables de se différencier
en macrophages ou en cellules dendritiques aprés l'invasion d’un tissu infecté ou lésé
(Corps et al., 2015). Sous l'influence de la chimiokine CCL2, les monocytes vont traverser
la barriere hématoméningée, qui contréle et régule les échanges entre le sang et le LCR,
ainsi que la BHE, pour atteindre le site Iésionnel. lIs vont y avoir, entre autre, des fonctions
de phagocytose, de présentation d’antigéne, de sécrétion de médiateurs inflammatoires
et de réparation tissulaire. Cependant, bien que leur role précis dans le contexte du TC
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est assez peu connu, les travaux ayant étudié I'effet de leur inhibition semble leur attribuer

une activité plutét délétere (Corps et al., 2015).

Lymphocytes T

Aprées un TC, le recrutement des lymphocytes T sur le site Iésionnel pourrait étre
favorisé par les ERO produits par la NI (Corps et al., 2015). Les lymphocytes T sont
impliqués dans la réponse immunitaire adaptative et dans la régulation de 'inflammation,
mais leur rdle précis suite a un TC n’est, encore a I'heure actuelle, pas bien défini. S’ils
ne semblent pas avoir de role majeur dans l'initiation et I'entretien de la NI a court terme

(Wekbach et al., 2012), leur réle n’a pas été étudié a long terme.

Implication des cellules circulantes dans les dégats post-traumatigues

L'infiltration des cellules immunitaires circulantes joue un réle important dans la NI
et ses conséquences fonctionnelles (Corps et al., 2015). En effet, il a été démontré
expérimentalement que linhibition du chimiotactisme (Semple et al, 2010;
Rhodes, 2011) et la déplétion des PNN (Kenne et al., 2012), diminuent la production de
cytokines (Semple et al., 2010), l'activation microgliale et macrophagique (Kenne et
al., 2012). Cela va avoir pour conséquences la diminution de I'cedéme cérébral, du
volume Iésionnel et de la perte tissulaire, de la mort cellulaire et des déficits fonctionnels,
neurologiques et cognitifs (Semple et al., 2010 ; Rhodes, 2011 ; Kenne et al., 2012 ;
Morganti et al., 2015).

5. Les cytokines, médiateurs moléculaires

La NI va induire la production d’'une grande quantité de cytokines, des médiateurs
protéiques pro- et anti-inflammatoires, a la suite du TC (Yatsiv et al., 2002 ; Morganti-
Kossmann et al., 2007 ; Kumar & Loane, 2012). Les cytokines peuvent étre sécrétées par
tous les acteurs cellulaires de l'inflammation, ainsi que par les neurones, mais la microglie
reste leur source principale dans le SNC (Kumar & Loane, 2012). En plus de leur role
dans linflammation, les cytokines sont essentielles au développement et au
fonctionnement du SNC (Morganti-Kossmann et al., 2007). Les cytokines sont sécrétées
dans le cerveau, mais aussi dans le LCR et dans le sang (Woodcock & Morganti-
Kossmann, 2013 ; Chiu et al., 2016).
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Les chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques capables de réguler I'activation
et la migration des leucocytes, sécrétées par les microglies et les neurones (Ziebell &

Morganti-Kossmann, 2010).

Les chimiokines sont classées en 2 groupes : les C-X-C motif ligand (CXCL, ou
chimiokines a) pour les PNN et les lymphocytes, et C-C maotif ligand (CCL ou chimiokines
B) pour les monocytes, les macrophages et les lymphocytes T (Ziebell & Morganti-
Kossmann, 2010).

Cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines pro-inflammatoires incluent les IL-1B3, 6 et 18, TNF-a et IFN-y. Ces
cytokines sont d'abord libérées par les cellules gliales suite a une lésion tissulaire (Chiu et
al., 2016) et vont initier la réponse inflammatoire en augmentant I'expression des autres
cytokines, des molécules d'adhésion cellulaire et des chimiokines pour recruter des
cellules immunitaires périphériques (Finnie, 2013 ; Mayer et al., 2013 ; Chiu et al., 2016).

Les cytokines IL-1B8 et TNF-a augmentent la perméabilité de la BHE, contribuent
au recrutement des cellules immunitaires périphériques (Finnie, 2013 ; Mayer et al.,
2013 ; Chiu et al., 2016) et favorisent la formation d'cedéme et la mort neuronale (Finnie
2013 ; Mayer et al 2013). Expérimentalement, I'lL-1B aggrave les Iésions tissulaires post-
traumatiques et son inhibition permet de les réduire. L'IL-1B favorise en particulier
I'activation et la prolifération des astrocytes et des microglies, et I'apoptose des neurones.
L'IL-1B participe aux dommages post-TC par son propre effet pro-inflammatoire, mais
également en stimulant la production d'autres cytokines telles que le TNF-a ou des
enzymes telles que la PLA2 ou la COX2 (Morganti-Kossmann et al., 2007 ; Kumar &
Loane, 2012). Le TNF-a joue un role important dans l'inflammation et le processus auto-
immunitaire, l'immunomodulation, la croissance et la réparation cellulaire. Dans le
contexte de la NI, il contribue a Il'activation microgliale, au recrutement des leucocytes
circulants et a la perturbation de la BHE, et inhibe la régénération neuronale (Morganti-

Kossmann et al., 2007).

En outre, les cytokines pro-inflammatoires ont un impact délétere démontré in vitro
sur les OL, en provoquant leur apoptose ou en inhibant la différentiation des précurseurs
d'oligodendrocytaires (OPC) (Bradl & Lassmann, 2010 ; Shi et al., 2015). Elles vont
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egalement avoir un effet direct sur les neurones en inhibant la neurogenese et en
favorisant la mort neuronale (Luo & Chen, 2012 ; Suzumura et al., 2013) et vont ainsi
augmenter le volume Iésionnel et les dommages neuronaux post-TC (Yatsiv et al., 2002 ;
Yang et al., 2011 ; Helmy et al., 2011 ; Kumar & Loane, 2012).

Outre leurs effets délétéres directs, les cytokines vont provoquer la libération de
glutamate par les microglies via un mécanisme autocrine/paracrine, qui va avoir un effet
neurotoxique sur les neurones, synapses et dendrites (Takaki et al., 2012) et inhiber la

neurogenese (Monje et al., 2003).

Cytokines anti-inflammatoires

Les cytokines anti-inflammatoires, telles que les IL-4, -10, -13 et le TGF-j,
apparaissent chronologiqguement apres les cytokines pro-inflammatoires et ont pour réle
de moduler et réduire l'inflammation par des mécanismes encore mal compris et parfois
controversés (Finnie, 2013 ; Chiu et al., 2016). De maniére générale, ils inhibent la
production d'IL-1, IFN-y, ERO et de TNF-a ainsi que l'activation des lymphocytes T,
I'adhésion des leucocytes et la prolifération des astrocytes (Finnie, 2013).

Un réle complexe

Cependant, les effets des cytokines sont multiples ce qui participent ainsi a la
complexité de la NI. En effet, les cytokines pro-inflammatoires peuvent avoir des effets
protecteurs bénéfiques, notamment a long terme. Par exemple, l'inhibition de I'IL-1B par
l'administration d'anticorps anti-IL-13 s'est révélée neuroprotectrice dans des modeéles
expérimentaux de TC, mais I'lL-1B induit également la sécrétion de NGF par les

astrocytes, essentiels a la régénération neuronale (Morganti-Kossmann et al., 2007).

De méme, si la suppression du géne codant pour le TNF-a chez la souris s’est
montrée bénéfique pendant la phase aigué apres le TC, elle devient délétere a long terme

(Morganti-Kossmann et al., 2002 ; Kumar & Loane, 2012).

Ce double role est également décrit avec I'lL-6 pour laquelle des résultats
contradictoires ont été obtenus sur le plan clinique concernant la corrélation de son niveau
avec l'état neurologique de patients ayant subi un TC (Morganti-Kossmann et al., 2007).
En effet, cette cytokine va, d’une part, favoriser le recrutement des leucocytes et ainsi
participer a 'aggravation les dommages neuronaux, et d’autre part, exercer des propriétés

anti-inflammatoires qui résultent de plusieurs mécanismes, notamment la stimulation de
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la production d’antagoniste de I'lL-1 et la diminution de la synthése de TNF-a, de
I'excitotoxicité et du stress oxydant. L'IL-6 favorise également la survie et la différenciation
neuronale, en particulier en stimulant la production de NGF (Morganti-Kossmann et al.,
2002).

6. Conséquences

La NI post-traumatiqgue est souvent qualifiée « d’épée a double tranchant »
(Morganti-Kossmann et al., 2002) car en plus de son réle dans la résolution des lésions
primaires et secondaires post-traumatique, elle va amplifier ces mémes lésions, en
particulier la mort neuronale et les LSB. Cela a été mis en évidence par de nombreuses
études, in vitro et in vivo (Finnie, 2013 ; Lozano et al., 2015 ; Pearn et al., 2017 ;
Stocchetti et al., 2017).

6.1.In vitro

Des études de co-cultures cellulaires in vitro permettent de comprendre I'impact de
la NI, et plus précisément celle des microglies activées sur I'environnement cellulaire
cérébral. Cela a permis d’identifier les conséquences d’une activation microgliale de
maniére générale, et plus précisément des effets spécifiqgues des phénotypes M1 et M2,
grace a des milieux de culture conditionnés avec des médiateurs pro ou anti-

inflammatoires.

Phénotype M1

Lorsqu’elles sont pré-incubées avec du LPS, les microglies inhibent la
neurogenese (Monje et al. 2003 ; Ekdahl et al., 2003) et I'oligodendrogenese des cellules
souches neurales avec lesquelles elles sont mises en culture (Butovsky et al., 2006).
En condition pro-inflammatoire (LPS + IFN-y), les microglies favorisent la mort neuronale,
notamment par un mécanisme lié au monoxyde d’azote (Gibbons et al., 2006). De la
méme maniére, les microglies activées selon un phénotype M1 (par stimulation avec
'association LPS + IFN-y) vont exacerber la mort des OL et neurones mis en condition
de privation de glucose et d’'oxygéne (Hu et al., 2012 ; Girard et al., 2013 ; Wang et al.,
2013).
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Les microglies M1 vont également provoquer la mort des OL et des neurones par
l'intermédiaire de leur production de cytokines pro-inflammatoires (cf. 84.1.1.3 du présent

chapitre) et de glutamate (Suzumura et al., 2013).

Enfin, les microglies de type M1 entravent la régénération des axones en
augmentant I'expression de chrondroitine sulfate protéoglycane, un inhibiteur de la

régénaration axonale (Loane & Kumar, 2016).

Phénotype M2

A l'inverse du phénotype pro-inflammatoire, le phénotype M2 confirme in vitro ses
propriétés neuroprotectrices. En effet, les microglies conditionnées avec des facteurs anti-
inflammatoires vont favoriser la neurogenése par la différenciation des progéniteurs
neuraux (Butovsky et al., 2006 ; Luo et Chen, 2012 ; Loane et Kumar 2016). A l'inverse
du phénotype M1, les microglies M2, mises en co-culture avec des OL, vont ralentir la

mort cellulaire induite par une privation en glucose et en oxygene (Wang et al., 2013).

Les microglies M2 sécrétent du BDNF, facteur essentiel a la neurogenése (Loane
& Kumar 2016), ainsi que des facteurs impliqués dans I'angiogenése et la neurogenése
tels que le VEGF et le FGF-2 (Thau-Zuchman et al., 2012 ; Loane & Kumar 2016).

Enfin, les cytokines anti-inflammatoires produites par le phénotype M2 vont
également avoir un effet protecteur sur les OL soumis a une privation d'oxygéne et de

glucose (Wang et al., 2013).

Débris de myéline

Les débris de myéline provenant de la destruction des axones neuronaux
myélinisés sont produits a la suite du TC et traduisent une agression neuronale
(Armstrong et al., 2016). Or, il a été montré que ces débris de myéline inhibent la
différenciation des OPC (Robinson & Miller 1999 ; Baer et al., 2009) dans un contexte
pro-inflammatoire (Sun et al., 2010). Les débris de myéline inhibent la croissance
neuronale et la régénération axonale (Geoffroy & Zheng, 2014), alimentant la NI dans un
cercle vicieux. Cependant leur effet délétere est a nuancer, car suite a la phagocytose de
ces débris de myéline, les macrophages semblent adopter un profil plutbét anti-
inflammatoire (Boven et al.,, 2006). A I'heure actuelle, peu d’études ont porté sur

I'implication de débris de myéline dans le NI, en particulier aprés un TC.
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6.2.In vivo

6.2.1. Lésions de la substance blanche

La substance blanche (SB) est la partie du parenchyme cérébral constituée par les
axones alors que la substance grise est composée des dendrites et des corps cellulaires
des neurones. Le TC entraine des lésions de la SB, accompagnées d’'une atrophie
cérébrale (Ajao et al., 2012 ; Bigler et al., 2013 ; Laitinen et al., 2015 ; Harris et al., 2016 ;
Taib et al., 2017). Dans le corps calleux, I'atrophie est retrouvée dans 63 a 86% des TC
séveres jusqu’a 20 mois (Green et al., 2014) voire plusieurs années apres le TC (Johnson
et al.,, 2013a). Aujourd'hui, il est reconnu que les déficits cognitifs et émotionnels
associées au TC sont, en grande partie, dus a un dysfonctionnement cérébral induit par
les Iésions de la SB (Kinnunen et al., 2011 ; Flygt et al., 2016 ; Wang et al., 2018).

Les lésions de la SB sont classées en deux grands types : la démyélinisation et les
LAD.

6.2.1.1. Démyeélinisation

La myéline

La myéline est une substance qui forme une gaine autour des axones neuronaux
pour isoler et protéger les fibres nerveuses et accélérer la vitesse de propagation des
influx nerveux. Plus précisément, la myéline consiste en la membrane de cellules
spécifiques, qui vont s’enrouler autour des axones. Ces cellules sont les OL dans le SNC,
et les cellules de Schwann dans le systéeme nerveux périphériqgue. La myéline est
composée a 70% de lipides non spécifiques et a 30% de protéines comme la myelin basic
protein (MBP) qui, elle, ne se retrouve pas dans d’autres membranes cellulaires.
Par ailleurs, la myéline va également avoir un réle nutritif, en apportant des nutriments a
'axone (Nave, 2010).

La perte de myéline dans le TC

Différentes études ont mis en évidence une diminution globale de la quantité de
myéline a court terme (2 jours ; Mierzwa et al., 2015), moyen terme (14 jours ; Taib et al.,

2017) et long terme (2 mois ; Donovan et al., 2014) aprés un TC.

Cette démyeélinisation pourrait s’expliquer par la mort des OL observée a la suite
d'un TC (Bradl & Lassman 2010 ; Shi et al., 2015) dées 4 heures (Flygt et al., 2016) et
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jusqu’a 21 jours apres (Flygt et al., 2013). Les OL étant responsables de la synthése de
la myéline (Maki et al., 2013 ; Chang et al., 2016), leur destruction va induire une
diminution de la myélinisation qui va ralentir la conduction nerveuse, entrainer une
désynchronisation de la communication des circuits neuronaux et mener a une
dégénérescence axonale (Simons et al., 2014). Comme il a été démontré que les axones
non myélinisés sont plus sensibles que les axones myélinisés aux lésions post-TC
(Reeves et al., 2005; Johnson et al, 2013b.), la mort des OL va donc aggraver la perte
neuronale induite par les LAD (Mierzwa et al., 2015) et la dégénérescence Wallerienne

provoquées par les hémorragies et les lésions tissulaires (Armstrong et al., 2016).

Implication des microglies

La mort des OL pourrait étre imputable aux microglies, et notamment au phénotype
M1, comme retrouvé dans les études in vitro (cf. 86.1 du présent chapitre). La corrélation
entre le nombre de microglies et la sévérité de la démyélinisation et des Iésions axonales
(Wang et al., 2013), ainsi que la préservation de l'intégrité de la SB lors de l'inhibition de
l'activation de M1 semblent confirmer cette hypothése (Wang et al., 2015a). Des études
expérimentales dans un contexte de TC ont révélé une activation microgliale associée a
la présence de débris de myéline (Israelsson et al., 2014 ; Kelley et al., 2007 ; Mierzwa et
al., 2015). Les microglies activées aggravant la mort des OL et la démyélinisation, elles
vont donc indirectement induire la production de débris de myéline, qui vont a leur tour
favoriser I'activation microgliale et créer un cercle vicieux, maintenant et amplifiant la NI
délétere (Pinteaux-Jones et al., 2008 ; Jeon et al.,, 2008 ; Sun et al., 2010 ; Yang et
al., 2011 ; Wang et al., 2015b).

Cependant, I'implication des microglies doit étre nuancée en raison de la grande
vulnérabilité des OL au stress oxydant, a l'excitotoxicité et a I'hypoxie consécutives aux
Iésions cérébrales primaires du TC, qui vont induire leur apoptose (Bradl &
Lassmann, 2010 ; Dent et al., 2015 ; Shi et al., 2015). Ainsi, dans le contexte biochimique
du TC, la microglie M1 ne serait pas seule responsable de la mort des OL et de la
neurodégénerescence, mais serait peut-étre une potentialisatrice de leur mort (Loane &
Kumar 2016).
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La remyélinisation

La démyélinisation n'est toutefois pas un phénomene irréversible, car une
remyeélinisation et une prolifération des OPC ont été observées a la suite d'un TC (Lotocki
etal., 2011 ; Flygtet al., 2013 ; Dent et al., 2015 ; Mierzwa et al., 2015 ; Flygt et al., 2016 ;
Armstrong et al., 2016). Le début de ce phénomene coincide avec la transition du
phénotype M1 au phénotype M2 (Miron et al., 2013). Ce déroulement est cohérent avec
les effets du phénotype M2 retrouvés in vitro (cf. 86.1 du présent chapitre), sur la
préservation de l'intégrité de la SB, la diminution de la démyélinisation des axones et
'amélioration de la transmission nerveuse (Wang et al., 2015a). Ceci explique que les
déplétions indifférenciées de tous les phénotypes microgliaux, en empéchant la
régénération tissulaire et la récupération fonctionnelle induits par les phénotypes M2,
n‘’engendrent pas systématiquement d’effets bénéfiques, notamment a long terme
(Bennet & Brody, 2014 ; Febinger et al., 2015).

6.2.1.2. Les lésions axonales diffuses

Quelle que soit la seévérité du TC, les LAD sont retrouvees quasi-
systématiquement. Elles correspondent a la rupture (axotomie) ou a la lésion partielle de
'axone. Les LAD proviennent des contraintes physiques appliquées au parenchyme
cérébral lors du TC (pression, accélération/décélération, étirements, etc.) (Johnson et
al., 2013b). Ces contraintes mécaniques vont altérer le transport moléculaire, provoquer
une cascade biochimique et une accumulation de métabolites dans I'axone, qui va
également gonfler. Ce gonflement peut entrainer une déformation du cytosquelette et une
fragmentation de la partie distale a la I1ésion de I'axone, et une séparation de I'axone et
du corps neuronal (Johnson et al., 2013b). Si'axone n’est pas réparé, il va étre phagocytée
par les cellules immunitaires, avec la gaine de myéline. Ce phénoméne est appelé
dégénérescence Wallérienne (Johnson et al., 2013b ; Hill et al., 2016). Une des voies de
la cascade biochimique subie par 'axone va notamment résulter en 'accumulation de
meétabolites tels que le précurseur du peptide AB, dont les dépdts sont caractéristiques de
la maladie d’Alzheimer (Johnson et al., 2013b ; Hill et al., 2016).

Sur le plan clinique, les LAD sont a l'origine de perte de conscience pendant la
phase aigué du TC. L’étendue des LAD est d’ailleurs corrélée a la durée de la perte de
conscience (Smith et al., 2000). Les LAD contribuent également aux séquelles chroniques

cognitives et motrices, voire méme a la survenue de pathologies neurodégénératives
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(Johnson et al., 2013b). Ces lésions sont visualisées dés les premieres heures apres le
TC, et peuvent persister des mois voire des années aprés, et sont dans ce cas
annonciatrices de lésions de la SB (Johnson et al., 2013a,b).

6.2.1.3. Implications de la microglie

En raison de la corrélation spatio-temporelle entre (1) I'activation microgliale et les
Iésions axonales (Kelley et al., 2007), (2) 'augmentation précoce du taux d’IL-1 dans le
LCR et le parenchyme cérébral et la sévérité clinique du TC (Morganti-Kossmann et al.,
2007 ; Ziebell & Morganti-Kossmann, 2010 ; Kumar & Loane, 2012), et (3) l'association
fréquente entre 'activation microgliale chronique et la dégénérescence de la SB et grise
(Johnson et al., 2013 ; Aungst et al., 2014 ; Loane et al., 2014 ; Faden & Loane 2015), la
NI chronique de maniére générale et l'activation microgliale en particulier, semblent
largement contribuer a la neurodégénérescence post-TC (Faden & Loane, 2015, Faden
et al., 2016).

6.2.2. Conséquences au long terme

Les lésions de la SB et la neurodégénérescence post-TC (Smith et al., 1997 ;
Loane et al., 2014) vont se traduire, a long terme, par 'augmentation de l'incidence de
troubles neuropsychiatriques et de pathologies neurodégénératives (Gardner &
Yaffe, 2015).

6.2.2.1. L’encéphalopathie chronique post-traumatique

L’ECPT est une pathologie neurodégénérative causée par I'exposition répétée a

des TC, mémes légers (Gavett et al., 2011).

Le TC va provoquer une accumulation de plaques AB, retrouvée chez environ
30% des patients ayant subi un TC (Roberts et al., 1994) et dans les tissus entourant les
Iésions traumatiques retirés lors d’interventions chirurgicales (Donat et al., 2017).
Ces plagues peuvent étre retrouvées des années apres le TC (Johnson et al., 2012).
Une accumulation anormale de protéines tau-phosphorylées est également retrouvée a
la suite d’'un TC (Makinde et al., 2017).

De multiples études suggérent que les microglies, en promouvant une NI
chronique, vont favoriser la phosphorylation des protéines tau et I'accumulation de

plaques AB a long terme (Makinde et al., 2017). Le nombre de TC est ainsi corrélé a la
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présence de microglies activées et de tauopathies, et ce, méme plusieurs années apres
le TC (Cherry et al., 2016). Par ailleurs, I'incidence des ECPT est corrélée a la durée de

la pratique de sports a risque et donc au nombre de TC subis (McKee et al., 2013).

L’ECPT se traduit cliniquement par une perte de mémoire a courte terme, et par
une irritabilité, une impulsivité, une agressivité, une dépression et une augmentation du

taux de suicide dans les 8 a 10 ans suivant la survenue des TC (McKee et al., 2009).

De maniére expérimentale, il a été montré que I'activation microgliale est décelable
a 7 jours et 1 mois aprés un TC léger unique chez des souris, mais a disparu a 6 mois,
alors qu’elle est toujours présente et associée a la présence de protéines tau
phosphorylées chez les souris ayant subi des TC légers répétés pendant une semaine
(Ojo et al., 2013 ; Petraglia et al., 2014).

6.2.2.2. La maladie d’Alzheimer

Les plaques AB vont avoir une action toxique directe sur les neurones, mais vont
également favoriser I'activation et la toxicité microgliale, laissant supposer un réle majeur

de la microglie dans la maladie d’Alzheimer (Block et al., 2007).

La répartition des plaques AP est semblable dans le TC et la maladie d’Alzheimer
(Scott et al., 2016), de méme que I'augmentation de protéines tau phosphorylées et le

déficit en acétylcholine post-TC (Donat et al., 2017).

Le TC est historiquement considéré comme associé a une augmentation de la
survenue de maladie d’Alzheimer, cependant, les résultats des différentes études sont
discordants (Faden & Loane, 2015). Si certaines rapportent une augmentation de la
survenue de la maladie d’Alzheimer suite a un TC (Fleminger et al., 2003) et un taux de
mortalité par maladie d’Alzheimer multiplié par 4 chez les joueurs de football américains
(Lehman et al., 2012), d’autres ne retrouvent pas le TC comme facteur de risque (Dams-
O’Connor et al., 2013).

Cette discordance a également été retrouvée expérimentalement avec des études
qui ont initialement mis en évidence par imagerie une activation microgliale corrélée aux
déficits cognitifs et neurologiques, de maniére plus importante que la quantité de plaques
AB chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Edison et al., 2008 ; Yokokura
et al., 2011), alors que des études ultérieures ont montré l'inverse (Schuitemaker et al.,
2013).
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6.2.2.3. La maladie de Parkinson

Pour la maladie de Parkinson également, les liens de causalité du TC ne sont pas
clairement établis. Si de nombreuses études rapportent une augmentation d’environ
1,5 fois du risque de survenue de maladie de Parkinson suite & un TC (Jafari et al., 2013 ;
Gardner et al., 2015) d’autres ne retrouvent pas ces résultats (Raj et al., 2017). Le(s)
meécanisme(s) sous-jacent(s) a 'augmentation de la maladie de Parkinson suite a un TC
n’est (ne sont) pas encore connu(s). Cependant, certaines études émettent I'hypothése
de l'implication de la NI et de I'activation microgliale dans la survenue de cette pathologie
(Block et al., 2007 ; Qian et al. 2010).

6.2.2.4. Autres pathologies neurodégénératives

L’activation microgliale a également été associée a la survenue d’autres
pathologies neurodégénératives, telles que la sclérose en plaque (Kutzelnigg et al., 2005),
la sclérose latérale amyotrophique (McGeer & McGeer, 2002 ; Chen et al., 2007) et la
maladie de Huntington (Sapp et al., 2001).

6.2.2.5. Autres conséquences cliniques

Il a été démontré que le degré de Iésions de SB est souvent corrélé au degré de
déficit comportemental plusieurs mois aprés une blessure (Mayer et al., 2013 ; Bartnik-
Olson et al., 2014 ; Dennis et al., 2015).

Les personnes ayant subi un TC ont entre 1,5 et 17 fois plus de probabilité d’étre
atteint d’épilepsie, principalement lors de TC pénétrant (Masel et al., 2010). De méme,
70% des patients ayant subi un TC rencontreront des troubles du sommeil (Masel et al.,
2010).

Enfin, les personnes ayant subi un TC sont a plus haut risque de développer des
troubles psychiatriques tels que les psychoses, la dépression, les troubles obsessionnels

compulsifs, I'anxiété chronique, I'addiction, etc (Masel et al., 2010).
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La physiopathologie de la NI post-traumatique est complexe. Elle implique de
nombreux mécanismes biochimiques et de multiples acteurs cellulaires. Parmi ces
derniers, la microglie apparait comme centrale dans l'initiation et la régulation de la NI.
Différentes études expérimentales in vivo et in vitro ont mis en avant le réle de la microglie,
notamment activée, dans les conséquences pathologiques du TC, en termes de mort
cellulaire et de LSB. De ce fait, la microglie apparait aujourd’hui comme un sujet de
recherche majeur, que ce soit a visée diagnostique ou thérapeutique, dans le contexte

des LSB post-traumatiques.
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CHAPITRE 3 : VISUALISATION ET SUIVI DE LA NEURO-
INFLAMMATION ET DE L’'ACTIVATION MICROGLIALE

Comme nous venons de le voir, la NI est un élément clé dans la survenue des LSB
et des conséquences cliniques post-TC, et la microglie en est un acteur cellulaire central.
Pouvoir étudier, quantifier et suivre la NI et l'activation microgliale sont donc
indispensables pour (1) mieux comprendre la physiopathologie des complications
cliniues du TC et (2) envisager a terme des stratégies thérapeutiques préventives de la

survenue de ces complications.

Dans ce chapitre, nous allons donc aborder les différentes méthodes de suivi de
la NI et/ou de I'activation microgliale étudiées en clinique, et celles de références utilisées

en préclinique.

1. Techniques d’imagerie

En clinique, les techniques d’'imageries sont les plus adaptées pour le suivi de
I'activation microgliale et de la NI. La tomographie par émission de positons (TEP),
notamment, est la technique qui fait aujourd’hui référence en matiére d’évaluation de
I'activation microgliale. Elle permet un suivi longitudinal de I'activation microgliale et ainsi

un suivi de son évolution et de I'efficacité de sa modulation.

1.1.Méthode par tomographie par émission de positons

La TEP est une technique d’imagerie fonctionnelle, largement utilisée en clinique
dans diverses pathologies. Cette technique repose sur l'utilisation d’un radioligand qui va
se fixer a un récepteur spécifique ou mimer une molécule biologique d’intérét. La
répartition du radioligand, et donc la présence de la cible, va ainsi étre évaluée

gualitativement et quantitativement.

En recherche expérimentale, I'utilisation de la micro-TEP adaptée aux modéles de
petits animaux est relativement récente. Le développement d’appareils adaptés a leur
taille ainsi que la découverte de radiotraceurs adaptés a leur métabolisme et capables de
cibler de plus en plus de marqueurs biologiques ont permis d’étendre I'utilisation de la
micro-TEP a de multiples domaines de la recherche, dont la NI. En outre, la facilité pour
transposer les résultats chez 'lHomme fait de la micro-TEP une méthode de choix en

recherche préclinique.
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Dans le cadre du TC, un certain nombre de cibles ont été identifiées et de ligand

mis au point pour suivre la NI et ses conséquences (Figure 9).
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Police bleue — méthode par TEP
Police rouge — méthode par RM

Activation des cellules immunitaires résidentes
TSPO — [MC]PK11195, ['C]PBR28, [''CIDPAT714,
[*FIFEPPA

MAO-B - ["'C]D2-deprenyl

Acide arachidonique — [''Clacide arachidonique
Récepteur Azs — [''CJTMSX
Récepteur ad4f2 — [11C]2-FA
COX-1 - ["'C]kétoprofene
Lactate — SRM
Myo-inositol — SRM

Conséquence de la neuro-inflammation

Récepteur GABA, — ["'Clflumazénil

Apoptose — [*™Tc]Annexine V (PS), ['®F]JCP-18 (caspase-3)
Myélinisation — ["/CJPIB

Lésion de la BHE
Glycoprotéine-P — ["'C]vérapamil

Perméabilité — IRM T
Débit sanguin — IRM

Accumulation de fer — IRM
(Edéme — IRM de contraste

/\ TSPO
@ MAO-B
o SPIO Microglie 6
© Gadolinium

W Récepteur a4p2
Y Récepteur A2A

i GABA,

3¢ vérapamil

P-Glycoprotéine Macrophage

M cox-1

@) Annexine V Infiltration de cellules circulantes
Cellules immunitaires — ['In], ™ Tc], [**F]-FDG

.Myo-inositol Monocytes — SPIO

*Lactate

Démyélinisation

Figure 9 : Principaux marqueurs et cibles utilisés dans le suivi des conséquences du TC par imagerie
(TEP et résonance magnétique, RM) (d’aprés Albrecht et al., 2016).

Perte cellulaire/atrophie — IRM de contraste, NAA (SRM), épaisseur corticale

Abréviations : BHE : barriere hémato-encéphalique ; COX-1 : cyclo-oxygénase de type 1; IRM: imagerie par résonance magnétique ; MAO-B :
monoamine oxydase de type B ; NAA : N-acétyl-aspartate ; PS : phosphatidylsérine ; RM : résonance magnétique ; SPIO : particule d’ion oxyde
supramagnétique ; SRM : spectroscopie par résonance magnétique ; TEP : tomographie par émission de positons ; TSPO : translocator protein.
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1.1.1. Marqueurs de la microglie
1.1.1.1. Translocator protein

Le récepteur translocator protein

Le récepteur «translocator protein » (TSPO) est un récepteur a 5 hélices
transmembranaires de 18kDa situé dans la membrane externe de la mitochondrie, décrit
comme spécifique de la microglie (Bribes et al., 2004 ; Figure 10). Découvert en 1977 lors
de recherches de site de liaison au diazépam dans les tissus périphériques (Braestrup et
al., 1977 ; Gavish et al., 1999 ; Lacapére & Papadopoulos 2003), le récepteur TSPO a
longtemps été dénommé « peripheral benzodiazepine receptor » (PBR) (Papadopoulos
et al., 2006). Retrouvé dans la majorité des especes du régne animal (Veenman &
Gavish, 2006), sa découverte en dehors du SNC lui a valu sa qualification de périphérique
pour le différencier du « central benzodiazepine receptor » qui est le récepteur a I'acide
y-aminobutyrique de type A (GABAa) comprenant un site de fixation pour les
benzodiazépines. TSPO est répandu dans de nombreux tissus et organes (surrénales,
gonades, reins, poumons, cceur et foie) mais aussi dans le cerveau, dans une moindre
mesure (Galiegue et al., 2003 ; Veenman & Gavish, 2006). Au niveau du SNC, diverses
études ont révélé sa présence principalement dans les cellules gliales (astrocytes et
surtout microglies ; Gallager et al., 1981 ; Schoemaker et al., 1982 ; Zisterer &
Williams 1997 ; Cosenza-Nashat et al., 2009 ; Scarf et Kassiou, 2011 ; Hillmer et
al., 2017) et de maniere moins importante dans les neurones du bulbe olfactif, les
neuroblastes et glioblastes, ainsi que dans les cellules endothéliales (Tomasi et al., 2008 ;
Rupprecht et al., 2010). Cependant, a I'état physiologique, TSPO est faiblement exprimé
dans le SNC, contrairement aux situations neuro-inflammatoires, ou son expression est
augmentée, quasi exclusivement par les cellules gliales activées, notamment les
microglies. Pour cette raison, certains I'utilisent et le qualifient de marqueur de référence
de NI (Chen & Guilarte, 2008 ; Ramlackhansingh et al., 2011 ; Folkersma et al., 2011 ;
Sandiego et al., 2015).

TSPO forme un complexe protéique avec un canal ioniqgue voltage-
dépendant (VDAC ; 32 kDa) situé sur la membrane mitochondriale externe et une
translocase ATP/ADP (ANT ; 30 kDa) située sur la membrane interne de la mitochondrie
(Veenman & Gavish, 2006). Bien que son role physiologique ne soit pas encore

clairement élucidé a I'heure actuelle, TSPO semble impliqué dans plusieurs fonctions
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cellulaires importantes. Sa principale fonction est liée au transport du cholestérol et a la
biosynthése des stéroides. Il est également impliqgué dans le transport des protéines, le
transport des porphyrines et la biosynthese de 'héme, le transport ionique, la prolifération
et la différenciation cellulaire, 'immunomodulation, la respiration cellulaire et le processus
oxydatif, la régulation du métabolisme mitochondrial et I'apoptose (Papadopoulos et
al., 2006).

Cytosol

Membrane mitochondriale externe

Membrane mitochondriale interne

Matrice mitochondriale
/ \ ANT
[Transport du cholestérol] [Biosynthése des stéro'r'des]
[Transport des protéines] Immunomodulation
[ Prolifération et différenciation cellulaire ]
[Transpon des porphyrines] [Respiration cellulaire et processus oxydatif]

(Régulation du métabolisme mitochondrial)

(Biosynthese de 'heme ] (Fransport ionique

Figure 10 : Structure et r6le du récepteur TSPO.
Abréviations : ANT : translocase ATP/ADP ; TSPO : translocator protein ; VDAC : canal ionique
voltage-dépendant.

Les radioligands de TSPO

Les radioligands de TSPO existent depuis les années 80. Le [''C]PK11195, a été
pendant des années le ligand le plus utilisé en TEP pour visualiser TSPO, dont il est un
antagoniste (Venneti et al., 2006) (Figure 11). Initialement utilisé comme marqueur de
TSPO au niveau cardiaque, il a depuis été couramment utilisé pour visualiser I'activation
microgliale. Il est ainsi devenu un marqueur de référence pour visualiser la NI in vivo dans
des situations pathologiques telles que I'ischémie, le TC, la sclérose en plaques et les

maladies d’Alzheimer et Parkinson (Turkheimer et al., 2015).

Ces dernieres années, une nouvelle génération de ligands de TSPO a été
activement développée et diverses molécules ont été mises au point, dont certaines
prometteuses : ['!C|DAA1106, ['®F]FE-DAA1106, [*C]DPA-713, [*®F]DPA-714,

50



[18F]FEPPA, ['8F]PBR28, [18F]PBR111 et [8F]PBRO6 (Best et al., 2019) (Figure 11). Cette
deuxiéme génération de radiotraceurs de TSPO présente une meilleure diffusion
cérébrale, un moindre marquage non spécifique et une meilleure affinité pour le récepteur
(Jacobs & Tavitian, 2012).

[MC]PK11195
o
18
NS N OCH, \/Q /O’ O(CHy)31F
® 0 Yoo *jf‘
OCH; NEt,
11C.]PBR28 ['*F]PBR0O6 13F]FEF’PA ['*F]PBR111

OCH; OCH4
OY Onpr 2

Me /Jl\-f
~y-N -N |
S o''cH % O(CH,),"*F ; N I
P = 3 P = 22 11 \/”\ -
Me” "N Me” "N 5 O"'CHy o Oc~usp

o]

Dt\) O¥ =
NEt, NEt, |

[MC]DPA-713 ['*F]DPA-714 [""C]DAA1106 ['*F]JFEDAA1106

Figure 11 : Les différents radioligands de TSPO utilisés en TEP
(d’aprés Wang et al., 2012 et Zanotti-Fregonara et al., 2014).

Cependant, il a recemment été découvert deux sites différents de fixations des
ligands a TSPO, l'un avec une forte affinité et 'autre avec une faible affinité, dont
I'expression de chacun varie d’un individu a l'autre (Owen et al., 2010). Par exemple, dans
la population caucasienne, 50% des individus expriment uniqguement le site a forte affinité,
10% uniquement le site a faible affinité et 40% une part égale les deux (Kreisl et al., 2013 ;
Owen et al., 2015). Cette variabilité interindividuelle a ainsi pu biaiser I'interprétation des
études ayant évalué jusqu’ici la fixation a TSPO, en attribuant potentiellement une
différence entre 2 groupes a l'activation microgliale alors qu’elle était en réalité due a une
différence d’affinité pour le récepteur. Si cette variation d’affinité peut étre prédite par
I'étude du polymorphisme du géne codant pour TSPO, il n’en reste pas moins que (1) elle
a pu biaiser les précédentes études, (2) elle complique lourdement le recrutement de

patients pour les prochaines études et (3) elle remet en question son utilité en routine
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clinigue (Owen et al., 2015 ; Albrecht et al., 2016). Il est a noter que ce polymorphisme

génétique est absent chez I'animal.

Utilisation des radioligands de TSPO

Les premieres études en TEP ont rapporté une augmentation de I'expression de
TSPO au niveau cérébral, en réponse a des dommages neuronaux ou a des stimuli pro-
inflammatoires, et dans des contextes de NI (Banati et al., 2000 ; Herranz et al., 2016).
De nombreuses études ont ensuite démontré que I'expression de TSPO est directement
proportionnelle a I'activation microgliale, et potentiellement astrocytaire, a la fois chez
'animal (Imaizumi et al. 2007 ; Chauveau et al. 2011 ; Boutin & Pinborg 2015 ; Serriere
et al. 2015 ; Thomas et al. 2016 ; Sridharan et al. 2017) et chez 'lHomme (Gulyas et
al., 2009 ; Cosenza-Nashat et al., 2009 ; Su et al., 2013 ; Owen et al., 2017). De plus, la
fixation de radiotraceurs de TSPO a été rapportée comme colocalisée avec les microglies
chez I'animal (Altar et Baudry, 1990 ; Stephenson et al., 1995 ; Banati et al.,, 1997 ;
Gehlert et al., 1997) et chez 'Homme (Banati et al., 2000 ; Sauvageau et al., 2002 ;
Edison et al., 2008 ; Cosenza-Nashat et al., 2009).

Chez 'Homme, I'augmentation de I'expression cérébrale de TSPO a été décrite
dans de multiples pathologies neuro-inflammatoires ces dernieres années (Schweitzer et
al., 2010 ; Garden & Campbell, 2016). Ainsi, une surexpression de TSPO dans le SNC a
notamment été mise en évidence a 'aide de la TEP dans l'ischémie cérébrale (Pappata
et al.,, 2000), les maladies d’Alzheimer (Cagnin et al., 2001a ; Suridjan et al., 2015 ;
Chaney et al., 2019), de Parkinson (Gerhard et al., 2006) et d’'Huntington (Tai et al., 2007),
la sclérose latérale amyotrophique (Turner et al., 2004), la sclérose en plaques (Vas et
al., 2008), I'épilepsie (Goerres et al., 2001) les encéphalopathies herpétiques (Cagnin et
al., 2001b) et a VIH (Hammoud et al., 2005), et la schizophrénie (van Berckel et al., 2008).

Dans le contexte du TC, I'expression de TSPO est globalement augmentée,
reflétant une NI plusieurs mois, voire plusieurs années apres le TC (Ramlackhansingh et
al., 2011 ; Folkersma et al., 2011 ; Coughlin et al., 2015, 2017).

Cependant, l'interprétation de la fixation de TSPO comme traduisant uniquement
I'activation microgliale reste limitée par son expression par les autres cellules, notamment

les astrocytes et les cellules endothéliales. Sa spécificité fait donc débat au sein de la

52



communauté scientifique (Thelin et al., 2017). Malgré cela, jusqu’aujourd’hui, I'analyse de
TSPO en TEP reste la seule méthode d’évaluation de la NI et de 'activation microgliale

in vivo chez ’lHomme (Thelin et al., 2017 ; Chaney et al., 2019).
1.1.1.2. Autres marqueurs

Du fait de la non spécificité de TSPO évoquée precédemment, d’autres marqueurs
microgliaux sont actuellement étudiés. Cependant, aucun n’a pour le moment

suffisamment d’arguments pour devenir un marqueur de référence de la microglie.

Récepteur aux cannabinoides de type 2 (CB2)

Si le récepteur aux cannabinoides de type 1 (CB1) est présent en abondance dans
le SNC, son isoforme inductible, le CB2, en est quasiment absent a I'état physiologique.
Une faible expression du récepteur CB2 a été mise en évidence dans la microglie, les
astrocytes feetaux, et les cellules endothéliales cérébrales microvasculaires (Tronel et al.,
2017).

Plusieurs études ont rapporté une augmentation de I'expression de ce récepteur
par les microglies activées en conditions inflammatoires, a la fois in vitro et in vivo (Benito
et al., 2008 ; Stella, 2010), notamment suite a un TC (Lopez-Rodriguez et al., 2015).

Cependant, jusqu’a présent, les études cliniques de radiotraceurs de CB2 n’ont
pas réussi a faire leurs preuves pour identifier 'activation microgliale dans des pathologies
connues pour l'induire (Vandeputte et al., 2012 ; Ahmad et al., 2013 ; Tronel et al., 2017).
Néanmoins, des radiotraceurs de CB2 nouvellement développés sont en cours d’étude
préclinique et pourraient s’avérer efficaces pour le suivi de I'expression du récepteur CB2
(Tronel et al., 2017).

Cyclo-oxygénases (COX)

L’enzyme COX-1 est exprimée dans le cerveau sain par les microglies. A l'inverse,
'enzyme COX-2 est exprimée par les neurones et les cellules endothéliales (Deininger &
Schluesener, 1999). L’augmentation de I'expression de la COX-1 observée en condition
inflammatoire, notamment a la suite d'un TC (Aid & Bosetti, 2011), semble due aux

microglies d’apres les études immunohistochimiques (Schwab et al., 2002).
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Plusieurs études ont rapporté une bonne efficacité de ces radiotraceurs dans le
suivi de I'activation microgliale en conditions pathologiques (Tronel et al., 2017), mais des
doutes subsistent encore sur la spécificité microgliale de COX-1, puisque d’autres études
ont rapporté une augmentation de son expression par les astrocytes activés (Takashima-
Hirano et al., 2010). Par ailleurs, ces ligands n'ont pas encore été expérimentés chez

I'Homme en conditions pathologiques (Albrecht et al., 2016).

Récepteurs purinergiques

Récemment, certains sous-types de récepteurs purinergiques ont été identifiés
comme des marqueurs spécifiques des phénotypes M1 et M2. Le P2X7, spécifique du
phénotype M1, et le P2Y12, spécifigue du phénotype M2, apparaissent comme des
candidats intéressant pour I'analyse en TEP. Cependant, un radiotraceur de P2X7 venant
seulement d’étre développé, I'étude de ces marqueurs en TEP n’en est qu’a ses débuts
(Shen et al., 2018).

1.1.2. Marqueurs d’autres éléments liés a la NI

L’acide arachidonique

Comme vu précédemment, I'acide arachidonique est un élément clé de la NI, et
donc un candidat intéressant pour son suivi, en dépit de son manque de spécificité
cellulaire. Une étude a mis en évidence une augmentation du métabolisme de I'acide
arachidonique dans un contexte de maladie d’Alzheimer (Esposito et al., 2008), qui
pourrait étre attribuable a la NI. Cependant, du fait de [limplication de [l'acide
arachidonique dans une grande quantité de mécanismes physiologiques, il est difficile, a
'heure actuelle et au vu des études disponibles, de conclure sur l'utilisation de ce

marqueur dans le suivi de la NI (Albrecht et al., 2016).

Le récepteur nicotinique a I'acétylcholine a42

Le récepteur nicotinique a récemment été associé au processus de NI depuis
gu’une équipe a mis en évidence un schéma d’augmentation d’expression similaire entre
TSPO et le récepteur nicotiniqgue a4p2 dans les microglies et les astrocytes activés dans
un modéle expérimental d’ischémie (Martin et al., 2015 ; Sabri et al., 2015). Ces résultats
encourageants restent isolés, et I'étude de ce récepteur sur davantage de modeles est

nécessaire (Albrecht et al., 2016).
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Récepteur a 'adénosine A2AR

Plusieurs récepteurs a lI'adénosine sont impliqués dans le phénomeéne de NI,
méme si leur action spécifique n’est pas tres claire. Le récepteur A2A, en particulier,
pourrait étre un marqueur de NI, puisque I'imagerie en TEP I'a montré colocalisé avec des
Iésions de la SB, et localisé dans des régions connues pour étre riches en microglies
(Albrecht et al., 2016).

1.2. Méthode par résonance magnétique

1.2.1. L’imagerie par résonance magnétique

L’IRM est une technique d’imagerie basée sur la composition en hydrogéne et les
propriétés magnétiques et quantiques des tissus analysés. Le principe de base est qu’un
noyau atomique soumis a une impulsion de radiofréquence va réémettre I'énergie regue
sous forme d’onde électromagnétique dont la fréquence dépend de l'intensité du champ
magneétique et de I'environnement moléculaire du proton. Les atomes d’hydrogéne
présents dans l'eau, les lipides et les autres molécules émettent donc des signaux de
fréquence différente (Galanaud et al., 2008). L’IRM permet ainsi la visualisation des tissus
par contraste d’intensité suite a I'application d’'un champ magnétique. L’IRM permet une
bonne visualisation des tissus mous, en revanche, elle ne permet pas un bon contraste

des tissus osseux, trop pauvres en hydrogene.

Dans le contexte du TC et de la NI, ses utilisations sont restreintes comparées aux
autres méthodes d’imagerie, et s’en tiennent principalement aux conséquences de la NI,
par la visualisation de 'cedéme, de la perte tissulaire, de la démyélinisation, et des lésions
de la BHE et de la SB (Albrecht et al., 2016). Si 'lRM est ainsi la méthode de référence
pour I'évaluation de l'atrophie cérébrale, des lésions des SB et grises, et des lésions de
la BHE en clinique, elle est peu utile a I'évaluation et au suivi de I'activation microgliale

et/ou de la NI en comparaison a la TEP (Albrecht et al., 2016).

La présence de microglie n’a pu étre identifiée en IRM que dans un contexte de
maladie d’Alzheimer, par I'intermédiaire de la visualisation de 'accumulation de ferritine.
En effet, dans la maladie d’Alzheimer, la microglie est connue pour étre colocalisée avec
la ferritine et les sites de lésions cérébrales. L'IRM, en visualisant 'accumulation de

ferritine, permet ainsi de détecter la présence de microglies (Zeineh et al., 2015).
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Cependant, cette méthode reste trés expérimentale et semble difficile a transposer a

d’autres modéles (Shen et al., 2018).

1.2.2. Spectroscopie par résonance magnétique

La spectrométrie par résonance magnétique (SRM) est une technique analytique
permettant 'étude de macromolécules, sur la base de leurs propriétés magnétiques, sur
le méme principe que I'IRM. Alors que I'IRM utilise ce principe pour cartographier les
protons de I'eau et de leurs conditions locales, la SRM cherche a quantifier les molécules
présentes dans un tissu, notamment cérébral (Galanaud et al., 2008). Grace a un champ
magnétique puissant appliqué de maniere tridimensionnelle, la SRM va permettre de
déterminer de maniére non invasive la composition qualitative et quantitative en protéine
d’un tissu ou d’une zone cérébrale définie par I'étendue des trois champs magnétiques

appliqués.

Elle permet ainsi d’étudier des protéines et des acides nucléiques a des
concentrations millimolaires, ce qui va permettre d’identifier et de suivre les changements
biochimiques sous-jacents a la survenue ou a [I'évolution de phénoménes

physiopathologiques (Chaney et al., 2019).

Cependant, la SRM a ses limites dans le suivi de la NI, notamment du fait que les
concentrations de métabolites mesurés sont rapportées a la créatine, qui fait office de
référence interne, et qui pourrait étre altérée lors de la NI (Chang et al., 2013). Par ailleurs,
la définition de la SRM est moins bonne que celle de I'IRM, rendant imprécise I'analyse
de petites régions et ne permettant pas de distinguer les compartiments intra- et
extracellulaires. Les futurs développements technologiques de la SRM pourraient palier
a ces problemes dans les années qui viennent et potentialiser son utilisation dans le suivi
de la NI (Albrecht et al., 2016).

1.2.2.1. Evaluation de I'activation microgliale

Couplé a I'IRM, une étude en SRM a permis de détecter une augmentation de
certaines macromolécules et classes de lipides liées a I'activation microgliale dans un
contexte pro-inflammatoire (Pardon et al., 2016), qui pourrait permettre de suivre
I'activation microgliale in vivo. Cependant, cette méthode nécessite d’étre confirmée par

de plus amples études (Shen et al., 2018).
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1.2.2.2. Evaluation de la neuro-inflammation

La SRM, couplée a I'IRM, permet de quantifier certains métabolites cérébraux,
impliqués dans les processus immunitaire et inflammatoire. C’est notamment le cas du

myo-inositol (ml), du lactate et de la choline.

Myo-inositol

Le ml est un métabolite ayant des fonctions de second messager, d’osmolyte et
de précurseur de la membrane phospholipidique (Woodcock et al., 2019). Rapporté
comme un marqueur spécifique des cellules gliales puisqu’il a été retrouvé dans les
astrocytes et associé a la microglie en culture cellulaire (Brand et al., 1993), il est
considéré comme un biomarqueur de la réponse immunitaire du SNC (Woodcock et
al., 2019).

Une augmentation du ml a ainsi été rapportée lors de I'activation du systéme
immunitaire dans le SNC, associée a I'hypertrophie et la prolifération des cellules gliales
(Bitsch et al., 1999). Cliniquement, une augmentation de ml a été retrouvée chez des

patients souffrant de pathologies inflammatoires (Chang et al., 2013).

Cependant, le ml n’est pas encore validé comme un marqueur de la NI a cause de
son manque de spécificité, puisqu’une augmentation de ml n’est pas systématiquement
rapportée (Foy et al., 2011), et que les augmentations du ml ont également été retrouvées
dans des pathologies connues pour ne pas étre associées a une NI (Fisher et al., 2002).
De plus, peu d’études récentes ont établi le lien direct entre le ml et les cellules gliales.
Des études plus poussées sont donc nécessaires avant de considérer le ml comme un
marqueur fiable de la NI, notamment associé avec d’autres marqueurs de la NI (Albrecht
et al., 2016 ; Chaney et al., 2019).

Lactate et choline

Le lactate augmente dans des conditions hypoxique ou ischémique et est
considéré comme un bon marqueur de ces conditions. Sa spécificité cellulaire est a
'heure actuelle mal définie, et des études in vivo et d'immunohistochimie (IHC) sont

nécessaires pour mieux comprendre son implication dans la NI (Albrecht et al., 2016).

De méme, la choline est impliquée dans le processus d’activation gliale et dans
linflammation, et a été rapportée comme augmentée suite & un TC (Maudsley et
al., 2009 ; Govind et al., 2010 ; Babikian et al., 2018 ; Holshouser et al., 2019). Son
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augmentation reflete cependant de multiples phénoménes (activation microgliale, déficit
énergeétique, infiltration macrophagique, démyélinisation) la rendant difficilement utilisable
dans le suivi de la NI (Albrecht et al., 2016). De méme, une récente étude clinique n’a pas
retrouvé de différence dans les taux de ces métabolites chez des militaires ayant subi un
TC modéré, en comparaison a des témoins sains, remettant en cause I'utilité de ces

marqueurs dans le suivi de la NI (Cartwright et al., 2019).

2. Analyse des fluides

En marge des techniques d’'imagerie, les chercheurs s’intéressent depuis plusieurs
années a des moyens d’évaluer, explorer et suivre la NI par I'analyse de fluides corporels,
comme le LCR et le sang. Ces fluides étant facile d’accés par rapport aux tissus
cérébraux, des analyses basées sur de tels échantillons permettraient, tout comme la
TEP, un suivi longitudinal de la NI, et représenteraient une méthode diagnostique et
pronostique trés utile en routine clinique, en évitant les difficultés logistiques liées aux

passages en TEP ou IRM.

Un grand nombre de marqueurs diagnostics de la gravité des TC et pronostics des
conséquences cliniques a venir ont été étudiés dans le contexte de TC, en protéomique,
lipidomique et transcriptomique. En revanche, les marqueurs de NI ont été jusqu’ici peu
étudiés, et ils souffrent tous a I'heure actuelle d’'un important manque de spécificité
(Kornguth & Rutledge, 2018).

2.1. Techniques d’analyse

L’analyse des fluides corporels utilise des méthodes immunologiques ELISA (de
'anglais « enzyme-linked immunosorbent assay ») ou la spectrométrie de masse. La
spectrométrie de masse permet I'analyse de petites molécules telles que les acides
aminés, hormones et vitamines, n’impliquant pas de réaction antigéne-anticorps
(Strathmann & Hoofnagle, 2011).

2.2.Marqueurs microgliaux

Il n’existe pas a I'’heure actuelle de marqueurs microgliaux spécifiques exploitables
pour le suivi de leur activation par dosage dans le LCR ou le sang. Des biomarqueurs
potentiels de l'activation microgliale telles que les cytokines, les chimiokines ou les

produits du métabolisme microglial de la kynurénine (kynurénine, tryptophane, acide
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guinolénique) peuvent étre retrouvés dans le sang et/ou le LCR. Cependant, ces
marqueurs manquent de spécificité, et les métabolites de la kynurénine n’ont été que trés

peu étudiés jusqu’a présent (Garden & Campbell, 2016).
2.3.Marqueurs généraux de la NI

Cytokines

Une augmentation des cytokines dans le LCR et/ou le sang est également
observée a la suite d'un TC. La cinétique des cytokines varie a la fois de I'une a 'autre et
entre le sang et le LCR (Kossmann et al., 1995 ; Csuka et al., 1999 ; Gruber et al., 2000 ;
Stein et al., 2011 ; Garden & Campbell, 2016 ; Thelin et al., 2017). Parmi les différentes
cytokines, TNF-q, IL-6 et IL-10 sont celles qui ont été le plus retrouvées aprés un TC
(Kwon et al., 2010 ; Stockhammer et al., 2000) (Tableau 2).

Cependant, en dehors du SNC, les cytokines peuvent étre produites par de
nombreuses cellules ou tissus. Si 'augmentation des cytokines sériques est bien la
preuve d'un déréglement de la réponse inflammatoire (Garden & Campbell, 2016), la
guestion est d’'identifier la part de la NI dans cette augmentation de cytokines sériques.
En effet, une partie des cytokines pourrait provenir des cellules périphériques suite au TC
(1) lorsque d’autres traumatismes physiques sont associés au TC et (2) du fait du
recrutement des cellules immunitaires périphériques observé apres le TC. Ainsi, le
déséquilibre inflammatoire observé est probablement a la fois un reflet et un contributeur
de I'altération de la régulation du systéme inflammatoire du SNC (Liu et al., 2014), ce qui
pourrait expliquer la divergence des résultats des études ayant étudié la corrélation des
cytokines sériques avec les conséquences cliniques (Woodcock & Morganti-Kaussmann,
2013).

Ces marqueurs n’ont jusqu’ici jamais été utilisés en routine clinique, et seulement
certains ont été utilisés pour évaluer l'efficacité de nouveaux traitements dans le cadre

d’essais cliniques (Garden & Campbell, 2016).

Autres marqueurs inflammatoires

D’autres molécules comme les prostaglandines, I'acide arachidonique et les ERO
ont été étudiés dans le sang et le LCR lors de dommages cérébraux (Clausen etal., 2012 ;

Bjork et al., 2013 ; Yu et al., 2014 ; Hu et al., 2015). Mais ici encore, ces margueurs ne

59



sont actuellement que des outils expérimentaux qui doivent démontrer leur validité
(Garden & Campbell, 2016).

2.4. Autres fluides

Il est possible que certaines protéines dérivées du SNC puissent étre excrétées
dans d’autres liquides biologiques tels que les larmes, la salive ou les urines. Si plusieurs

marqueurs de Iésions y ont été identifiés (Zetterberg & Blennow, 2016), seul le S100B a

été retrouvé dans les urines suite a un TC (Berger & Kochanek, 2006 ; Rodriguez-
Rodriguez et al., 2012 ; Adrian et al., 2016).

.. Origine Pic de Temps de retour a
Protéine : .
cellulaire concentration la normale

S100B Astrocyte 12-27 heures 96 h
GFAP Astrocyte 3-20 heures >24 h

TNFa Multiple

IL-6 Multiple 2 heures a 2 jours

IL-10 Multiple 2 heures a 2 jours

Tableau 2 : Marqueurs les plus prometteurs pour le suivi de la NI
par des dosages dans le sang et/ou le LCR
(d’aprés Kornguth et al., 2018).

3. Méthodes classiqguement utilisées en préclinique

Les techniques utilisées en clinique pour suivre la NI et I'activation microgliale sont
de développement relativement récent. Elles ont pu étre mises au point grace aux
méthodes précliniques qui sont, encore aujourd’hui, les méthodes de référence.
Malheureusement, si ces méthodes ne sont pas transposées en clinique, c’est parce
gu’elles impliquent la mort du sujet, et ne peuvent donc étre utilisées chez ’'Homme qu’en

post-mortem. En outre, elles ne permettent pas un suivi longitudinal de la NI.

3.1.Techniques d’analyse

Les techniques utilisées en laboratoire se basent sur deux principes d’identification
cellulaire : directe ou indirecte. Dans les deux cas l'identification cellulaire est liée a la
spécificité d’'une cellule donnée concernant I'expression de protéines (médiateurs,
enzymes, récepteurs, etc.), qui la différencie des autres types cellulaires qui ne produisent
pas ces protéines. Les protéines spécifiques de la microglie seront utilisées pour le suivi

de son activation, et les protéines communes aux différentes cellules impliquées dans le
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processus inflammatoire seront utilisées pour le suivi de la NI. La protéomique étudiera
la présence des protéines, et la transcriptomique étudiera la présence d’acide

ribonucléiqgue messager (ARNm) codant pour ces protéines.
Ainsi, les cellules peuvent étre identifiées :

- en identifiant directement les cellules par ciblage de leurs protéines constitutives
spécifiques, soit membranaires, soit intracellulaires,

- en mesurant I'expression dans un homogénat tissulaire de protéines produites
(sécrétées ou non) ou de leur ARNm qui vont indirectement refléter la présence

des cellules recherchées.

3.1.1. Techniques d’analyse directes

Le ciblage de protéines constitutives passe par des méthodes immunochimiques,
dans lesquelles un anticorps primaire (Ac 1) va se fixer spécifiquement a un antigéne, et
dont la présence sera révélée par la fixation d’'un anticorps secondaire (Ac Il) couplé a un
fluorochrome. Cela permet d’évaluer qualitativement et semi-quantitativement
I'expression de I'antigéne, et in fine, la présence de la cellule, dans I'’échantillon (Figure
12).

Immunomarquage Immunomarquage
direct indirect

Fluorochrome
Fluorochrome Anticorps secondaire
= “ conjugué

Anticorps primaire
conjugué

/ \ Anticorps primaire

’ / non conjugué

/A Antigéne /\ Antigéne

Tissu/cellule

Figure 12 : lllustration du principe des techniques immunochimiques.

Les méthodes varient en fonction de I'échantillon, qui pourra étre un tissu, tel que
le cerveau, (immunohistochimie ; IHC), une culture cellulaire (immunocytochimie) ou une

suspension cellulaire (cytométrie en flux ; CF). Ces techniques sont actuellement parmi
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les plus répandues dans la recherche expérimentale sur le TC car en plus d’avoir fait leurs
preuves depuis de nombreuses années, elles impliquent du matériel et un co(t

relativement faible par rapport a d’autres méthodes.

L’immunohistochimie

L’analyse en IHC va permettre d’évaluer la présence, ainsi que la répartition et la
localisation des cellules dans un tissu, au moment précis ou I'animal aura été mis a mort.
Si les antigénes ciblés sont membranaires, I'lHC permettra également une évaluation de

la morphologie de la cellule.

L’immunocytochimie

L’analyse en immunocytochimie suit le méme principe que I'lHC, mais I'échantillon
différe. Les marquages sont ainsi pratiqués sur une culture cellulaire au lieu d’un tissu, et
permettent d’identifier la présence d’un type cellulaire dans la culture et de préciser son

profil d’expression des protéines étudiées.

La cytométrie en flux

La CF va permettre I'analyse individuelle de cellules contenues dans une
suspension cellulaire, provenant soit de fluides corporels, soit de tissu dissocié et mis en
suspension, soit de cultures cellulaires mises en suspension. Les cellules vont passer une
par une devant une succession de lasers et capteurs, permettant de déterminer la
présence, ou non, des marqueurs sur chaque cellule de I'échantillon (Figure 13). La CF
va ainsi permettre une analyse qualitative et quantitative des cellules exprimant le (ou les)
antigéne(s) ciblé(s), présent(s) dans I'échantillon. Cette méthode présente I'avantage de
pouvoir discriminer avec plus de spécificité les populations cellulaires, puisqu’elle permet
d’analyser jusqu’a 18 longueurs d’onde (et donc marqueurs) différents sur un méme
échantillon pour les appareils les plus récents. Ainsi un co-marquage de différents
antigénes permet I'identification plus précise des cellules ne possédant pas de marqueurs
totalement spécifiques, comme c’est le cas pour les microglies. De plus, elle permet de
quantifier le niveau d’expression de I'antigene par les cellules ce qui permet de différencier
des populations cellulaires exprimant le méme antigene, mais a des niveaux d’expression

différents.
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Principe de fonctionnement

2. Gaine de fluide
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Figure 13 : Principe de fonctionnement des analyses par cytométrie en flux.
(image tirée de « principe de la cytométrie en flux et tri cellulaire », CNRS UMR 8251,
http://bfa.univ-paris-diderot.fr/cytometrie-en-flux-et-tri-cellulaire/)

3.1.2. Techniques d’analyse indirectes

La présence des microglies peut également étre évaluée indirectement par la
quantification de I'expression globale d’'une protéine (protéomique), ou de I'’ARNm
correspondant (transcriptomique), dans un fluide ou un tissu dissocié (tel qu’un
homogénat de cerveau ou de région cellulaire). La présence d’une protéine spécifique de
la microglie ou d’'un de ses phénotypes d’activation permettra de mettre en évidence la

présence de microglie ou de ses phénotypes.

Le suivi général de I'évolution de la NI et des types cellulaires impliqués peut par
ailleurs se faire en identifiant des médiateurs inflammatoires généraux communs a
plusieurs cellules ou des éléments impliqués dans le processus et le métabolisme

inflammatoire.
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Protéomique

L’analyse des protéines d’un échantillon se fait principalement par Western Blot
(WB) ou par ELISA.

Le WB consiste a séparer des protéines d’un échantillon en fonction de leur taille,
par électrophorese sur gel de polyacrylamide, puis a réaliser un immunomarquage

permettant de révéler et de quantifier la présence de la protéine.

La méthode ELISA est quant a elle une méthode immuno-enzymatique dans
laquelle la fixation de I'Ac | a I'antigene cible sera révélée a l'aide d’'une enzyme portée
par I Ac Il (et non un fluorochrome comme en IHC et CF) qui va catalyser une réaction

libérant un composé coloré mesuré par spectroscopie.

Transcriptomique

Ce type d’approche a vu le jour plus récemment, grace au développement des
nouvelles technologies d’analyses. Les ARNm, transcription de génes nécessaires a la
production de protéines, peuvent étre identifiés par transcriptase inverse (rt-PCR, pour
« reverse transcriptase polymerase chain reaction ») dans un homogénat tissulaire. La
transcriptase inverse est une technique d’amplification génique in vitro qui permet de
dupliquer un grand nombre de séquences d’acide ribonucléique (ARN) connue. Elle
permet ainsi de détecter et de quantifier les ARNm présents dans un échantillon, qui
refletent l'activité de transcription d’'un géne donné et d’en déduire la traduction de la

protéine correspondante.

En connaissant les ARNm correspondant a des genes spécifiqgues des microglies,
il est ainsi possible d’identifier leur présence dans un tissu. De la méme maniéere, en
connaissant les ARNm correspondant aux différents médiateurs de l'inflammation, il est

possible de suivre I'évolution de la NI.
3.2.Marqueurs de suivi

3.2.1. Marqueurs microgliaux

Peu de marqueurs totalement spécifiques des microglies ont été identifiés a I’heure
actuelle. Les marqueurs de références utilisés depuis des années et encore
communément employés sont des marqueurs communs a la lignée monocytaire. La

microglie étant le macrophage du SNC, l'utilisation de ces marqueurs est efficace en
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conditions physiologiques. Cependant lors d’'un TC, linfiltration de macrophages
circulants altére la spécificité de ces marqueurs pour la microglie. Si leur utilisation est
toujours possible di a la faible proportion d’infiltration macrophagique en comparaison de
la présence constitutive des microglies, ce manque de spécificité représente un biais dont

il faut tenir compte et pousse a la recherche de nouveaux marqueurs, plus spécifiques.

La présence de marqueurs utilisables en IHC et CF pour cibler ou différencier les

microglies est résumée dans la Figure 14.
3.2.1.1. Marqueurs de référence

Association de marqueurs

Les microglies expriment CD11b, comme toutes les cellules immunitaires, et
expriment faiblement CD45, au contraire des macrophages qui I'expriment fortement.
Elles pourront ainsi étre différenciées grace a leur profil CD11b positif/CD45 faible, des
macrophages CD11b positiffCD45 fort et de toutes les autres cellules
(CD11b négatives/CD45 négatives) (Ford et al., 1995 ; Becher & Antel, 1996 ; Li et
al., 2018).

Cependant, cette discrimination nécessitant un comarquage et une quantification
précise du CD45, elle n’est pas utilisable en IHC. De plus, la frontiére entre I'expression
forte et I'expression faible de CD45 est parfois imprécise et est fixée arbitrairement par le

manipulateur, ce qui peut conduire a un biais.

Marqueurs des lignées macrophagiques

Les microglies présentent les mémes caractéristiques d’expression que les
macrophages et, a ce titre, peuvent étre identifiées par les marqueurs de la lignée

monocytaire (Figure 14).

La protéine Ibal (pour « ionazide calcium-binding adapter molecule 1 »), aussi
appelée AlF-1 (pour « allograft inflammatory factor-1 ») est une protéine cytoplasmique
spécifigue des microglies et macrophages, qui augmente lors de leur activation (Ito et

al., 1998). Iba1 est I'antigéne le plus utilisé jusqu’a présent pour cibler la microglie en IHC.

D’autres marqueurs de la lignée monocytaire sont utilisés pour marquer les
microglies. Le CD68, fortement exprimé par la microglie activée, I'est assez peu par la

microglie a I'état quiescent. Le récepteur a la fractalkine, CX3CR1 exprimé a la surface
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cellulaire, la glycoprotéine F4/80 et le CMH Il également appelé HLA-DR, sont plus
fortement exprimés par les microglies activées que par les microglies quiescentes. Le
récepteur au CSF1 (le CD115) et le récepteur au Fcy (CD64) ne sont présents qu’a I'état
guiescent (Greter et al., 2015 ; Hendrickx et al., 2017 ; Prinz et al., 2017) (Figure 14).

hY
[ cD4so CMHIle
' CD11b MerTK |
I CD68P P2RY12 |
| FCRLS Siglec-h 1
! CcD64 TMEM119 |
| CX3CR1M F4/80 .
' Iba1 ,

e e e e

Microglie quiescente

Macrophage Microglie activée
——————————————— /..-_--_-____-_-_“\
e h I lo int 1
CD45N CMH Il v CD45 CMH I
| | | CD11b  P2RY12° |
' cD11b Lysc ! ! b |
I CX3CR1"® P2RY12 | I CDe68 . TMEM119 |
| CDe4 Siglec-h | ! CXIIZCEH F4/80 !
: CCR27? TMEM119 : !\ a /v
I CcD68 F4/80 b e
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Figure 14 : Marqueurs protéiques utilisables expérimentalement pour mettre en
évidence les microglies et leurs différents phénotypes en immunofluorescence
(d’apres Greter et al., 2015 et Walker & Lue, 2015).

Abréviations : ": forte expression du marqueur ; ™: expression intermédiaire du marqueur ;

o: faible expression du marqueur
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A I'état physiologique, ces marqueurs permettent donc de cibler spécifiquement les
microglies. Cependant, leur présence dans les macrophages, qui vont infiltrer le
parenchyme suite au TC, pousse a la recherche de marqueurs totalement spécifiques de

la microglie et de ses différents états d’activation.

Margueurs des phénotypes

Les difféerents phénotypes microgliaux peuvent également étre identifiés par les
cytokines qu’elles expriment, soit en protéomique, soit en transcriptomique. En effet, et
comme dit précédemment, les phénotypes microgliaux expriment plus spécifiquement
différentes cytokines, qui sont regroupées dans le Tableau 3. Cependant, au vu du
nombre de cellules capable de produire des cytokines, cette identification phénotypique

doit préalablement passer par I'isolement des microglies d’'un échantillon.

Médiateur | Expression microgliale
Facteurs anti-inflammatoires
TGF-B M2 ; M2a
IL-4 M2 ; M2a
IL-10 M2 ; M2a ; M2b ; M2c
IL-13 M2
Facteurs pro-inflammatoires
IFN-y M1
TNF-a M1
IL-1B M1
IL-6 M1
IL-12 M1
IL-18 M1
IL-23 M1

Tableau 3 : Cytokines sécretées par les phénotypes microgliaux.
(d’apres Greter et al., 2015 ; Walker & Lue, 2015).

3.2.1.2. Margueurs expérimentaux

Marqueurs de microglie quiescente

Récemment, il a été identifié des marqueurs de surface exprimés spécifiguement
par la microglie quiescente. C’est ainsi le cas de la protéine sialic acid-binding
immunoglobulin-type lectin H (siglec-h) exprimée a I'état physiologique (Chiu et al., 2013 ;
Konishi et al., 2017) mais qui est diminuée dans un contexte inflammatoire (Sousa et
al., 2018), du récepteur purinergique P2RY12, diminué par I'administration de LPS

(Sousa et al.,, 2018) et du récepteur MerTK (pour « myeloid-epithelial-reproductive
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tyrosine kinase ») exprimé a I'état physiologique et dont I'expression varie dans un

contexte inflammatoire (Greter et al., 2015 ; Narayanaswami et al., 2018 ).

Enfin, la protéine transmembranaire Tmem119, dont les fonctions sont encore
méconnues, apparait comme prometteuse car semble hautement spécifigue de la
microglie (Bennett et al., 2016 ; Satoh et al., 2016). Elle semble cependant diminuée lors
d’administration de LPS (Sousa et al., 2018), et n'apparait qu’au cours du développement
cérébral, au 7¢™¢ jour post-natal pour étre totalement exprimé au 14¢™¢ jour post-natal

chez la souris (Bennett et al., 2016).

Marqueurs des phénotypes inflammatoires

Encore assez peu d’études se sont intéressées et ont réussi a identifier des
marqueurs des phénotypes d’activation microgliaux. Cependant, il semblerait que le
phénotype M1 exprime spécifiguement les marqueurs CD80, CD86 et CCR7, alors que
le phénotype M2 exprime plutbt les marqueurs CD163, CD206 et CD209 (Jin et al., 2012 ;
Butovsky et al., 2014 ; Satoh et al., 2016) (cf. 84.1.1.3. du chapitre 2 et Figure 5).

Walker et Lue (2015) ont tenté de résumer les études in vivo et in vitro de
marqueurs de phénotypes microgliaux (Tableau 4), mais ces résultats restent parcellaires
et isolés, et des études expérimentales exhaustives de I'expression des marqueurs de

chaque phénotype sont nécessaires.

Désignation M1 M2
CD14 ++ —

CD45 ++ +

TLR2 ++ +

Ferritine ++ Incertain
CD16, CD32, CD64 Incertain ++
CD36 Incertain ++
TREM2 — +
CDs33 — +
CD163 — ++
CD209 — ++
CCL22 — ++
Cyclo-oxygenase-1 — ++
Tableau 4 : Expression des marqueurs immunitaires spécifiques des microglies
humaines

(d’aprés Walker & Lue, 2015).
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3.2.2. Marqueurs de NI

La NI peut donc étre suivie par l'intermédiaire des médiateurs de l'inflammations
produits par les différentes cellules impliquées dans ce processus. Au premier rang de
ces marqueurs, les cytokines apparaissent comme des marqueurs de référence du suivi
de la NI. Du fait des propriétés pro- ou anti-inflammatoires des différentes cytokines, leur
identification et leur dosage a travers le temps, ou celui de leurs ARNm codants, permet

de suivre I'évolution de la NI, a la fois quantitativement et qualitativement.

Il existe de nombreuses cytokines différentes, mais les plus utilisées dans le suivi
de linflammation sont les cytokines anti-inflammatoires TGF-3, IL-4, IL-10 et les pro-
inflammatoires IL-1pB, IL-6, IL-12, IFN-y et TNF-a.

3.2.3. Genes spécifiques de la microglie

Au-dela des genes codant pour les protéines spécifiques des microglies décrites
précédemment, le développement des méthodes de séquencage ont permis d’identifier
des génes spécifigues aux microglies. La premiére base de données de séquencage
(la « signature ») des génes de microglies a I'état physiologique permettant de les
différencier des autres cellules du SNC et des autres macrophages, a été mise au point
en 2012 (Gautier et al., 2012). Depuis, 7 autres études majeures ont été menées (Chiu et
al., 2013 ; Hickman et al., 2013 ; Gosselin et al., 2014 ; Lavin et al., 2014 ; Butovsky et
al., 2014 ; Bennett et al., 2016 ; Kim et al., 2016), permettant d’établir avec précision la
signature génétique des microglies. Ainsi, il est maintenant connu qu’elles contiennent
entre autre les génes Salll, Hexb, Fcrls, Gpr43, Cx3crl, Tmem119, Trem2, P2ry12,
Mertk, Prosl et SiglecH, qui sont exprimés seulement ou de maniére plus importante par
les microglies, et pas ou peu par les autres cellules cérébrales et de la lignée myéloide
(Dubbelaar et al., 2018).

Des études menées chez 'Homme ont ensuite montré une signature génétique
semblable entre les microglies murines et humaines, avec quelgues genes exprimés
uniguement chez 'Homme, tels que les génes Apocl, Mpzl1, Sorll, CD58, Erap2, Gnly
et S100al12 (Dubbelaar et al., 2018).

Il est a noter que la signature génétique des microglies semble évoluer avec I'age

le sexe, le temps et les facteurs environnementaux (Dubbelaar et al., 2018).
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Bien qu’ayant fait leurs preuves et étant communément utilisées en laboratoire,
ces dernieres méthodes présentent le désavantage majeur de nécessiter de travailler sur
des échantillons de cerveaux. Elles ne peuvent donc étre mises en ceuvre qu’en pré-
clinique ou en post-mortem chez 'Homme Cette impossibilité d’extension a la clinique

représente un frein majeur a la recherche sur la NI post-traumatique.
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BUT DU TRAVAIL

Ces derniéres années, les études s’intéressant aux conséquences du TC ont mis
en évidence une corrélation entre la NI et les séquelles post-traumatiques a long terme.
Plus précisément, les études in vivo et in vitro ont révélé le rdle majeur de la microglie
dans la régulation de la NI, et son implication dans les LSB. Cependant, la microglie a un
réle complexe puisqu’elle se révele a la fois neurotoxique et neuroprotectrice, en fonction
de son phénotype d’activation. Les mécanismes influant sur I'activation microgliale ne
sont pas encore entierement connus. Cependant, les débris de myéline produits a la suite
d’'un TC pourraient participer a 'activation microgliale. Il apparait aujourd’hui nécessaire
de disposer de méthodes suffisamment spécifiques et sensibles pour la détermination et
le suivi de I'évolution de son activation afin (1) de mieux comprendre le role de la microglie
dans la NI et les mécanismes a lorigine de son activation, et (2) d’évaluer les

conséquences de sa modulation.

La protéine TSPO étant décrite dans la littérature comme spécifique de la
microglie, I'objectif principal de ces travaux a été d’évaluer I'utilisation de cette protéine
pour le suivi de 'activation microgliale dans le TC. Pour cela, un modéle de TC chez la
souris a été utilisé car le laboratoire a précédemment décrit la présence de phénotypes
microgliaux (Taib et al., 2017). Dans un premier temps, ce marqueur a donc été étudié en
TEP afin d’évaluer son utilisation sur ce modéle et sa potentielle transposabilité en
clinique. Dans un second temps, afin de valider sa spécificité pour la microglie, des études
immunohistochimiques, immunocytochimiques et de CF ont ensuite été menées avec une
multitude de marqueurs pour identifier précisément les types cellulaires a l'origine de
I'expression de TSPO. Enfin, le dernier objectif a été d’étudier I'effet de la phagocytose
des débris de myéline sur I'activation microgliale et sa différenciation, dans ce modéle de

TC chez la souris.
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MATERIELS ET METHODES

1. Ethique et animaux

Toutes les expérimentations utilisant 'animal ont été approuvées par le comité
d’éthique de I'Université Paris Descartes (CEEA34) et le Ministére de 'Enseignement
Supérieur et de la Recherche (APAFiS#4765) en accord avec la directive européenne
relative a la protection des animaux a des fins scientifigues (2010/63/UE). Elles ont été
réalisées sur des souris males Swiss d’environ 30 g (Janvier Labs ; Le Genest St-Isle),
stabulées au sein de l'animalerie satellite du laboratoire dans un environnement a
température contrdlée (22 + 2°C) en alternance jour/nuit par cycle de 12 heures, avec

acces a l'eau et a la nourriture ad libitum.
2. Modele de traumatisme cranien

2.1.Principe, réglages et procédure chirurgicale

Le modeéle de TC est induit par un impact cortical contrélé (ICC). Précédemment
développé au sein du laboratoire (Taib et al., 2017), il a été réalisé suivant le modeéle décrit
dans la littérature (Smith et al., 1995 ; Hall et al., 2005). Les premiers TC ont été réalisés

par le doctorant Toufik Taib, le temps que je prenne en main ce modele.

L’anesthésie a été réalisée par inhalation d’isoflurane, a une concentration de
3,5%/100% air pendant 2 minutes pour I'induction de I'anesthésie, puis de 1,5%/100% air
pour son maintien pendant la chirurgie. Placé en contention stéréotaxique a l'aide de
barres d’oreilles, 'animal est maintenu a une température corporelle de 37,5°C £ 0,5°C
grace a une couverture chauffante. La peau a été incisée afin de dégager la boite
cranienne et une craniotomie d’'un diamétre de 4 mm a été réalisée au niveau de
I’hémisphére gauche, entre le bregma et le lambda (Figure 15), en prenant soin de ne pas
endommager la dure-mére. L’impact cortical a ensuite été réalisé a l'aide d’'un piston
pneumatique d’'un diametre de 3 mm délivrant un impact direct sur la dure-mere avec un
angle de 15°, une vitesse de 3,5 m/s, une profondeur de 1 mm et un temps de contact de
50 ms. La craniotomie a ensuite été rebouchée par de la cire de Horsley puis la plaie a
été suturée. Les animaux ont ensuite été maintenus en couveuse thermostatée a 26-28°C

jusqu’a leur réveil, puis remis dans leurs cages initiales.
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Les souris ayant subi toutes ces étapes ont été appelées TC. Les témoins opérés
(TO) ont subi les mémes étapes (y compris la craniotomie), a I'exception de I'impact. Ces
animaux ont servi de témoins pour dissocier I'effet de I'impact de celui de la craniotomie.

Les animaux non opérés (NO) n’ont subi aucune manipulation.

Bien que chez 'Homme, la sévérité d'un TC est évalué a l'aide du GCS non
transposable aux rongeurs, nous avons considéré que notre modeéle de TC est de sévérité
légeére au regard des paramétres d’impact des autres modéles de TC retrouvés dans la
littérature (Washington et al., 2012). Les faibles déficits neurologiques induits dans notre

modéle (Taib et al., 2017) permettent également de définir ce TC d’une sévérité légere.

Figure 15 : lllustration de la zone de la craniotomie et du site d'impact

2.2.Evaluation de la prise en main du modele

2.2.1. Evaluation de 'cedéme cérébral

L’cedéme cérébral a été évalué par la mesure du contenu cortical en eau, qui a été
obtenue par la différence entre le poids humide et le poids sec du cortex (Hellal et al.,
2003). A 1 et 2 jours apres la chirurgie (respectivement J1 et J2), les animaux ont été
euthanasiés, les cerveaux ont été préleves et les hémispheres séparés. Sur une tranche
coronale de 3 mm centrée sur le site d'impact, chaque demi-cortex a été préleve, peseé et
déposé a I'étuve pendant 24 heures. Les échantillons ont ensuite été, a nouveau, pesés

pour obtenir le poids sec. Le pourcentage d’eau contenue dans le cortex au moment du
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prélevement, utilisé comme témoin d’un cedéme cérébral, a été calculé de la fagon

suivante :

poids sec

0, —_ —_—
% eneau = (1 poids humide

)><1oo

2.2.2. Evaluation des déficits neurologiques

Les déficits neurologiques ont été évalués a 'aide d’un score neurologique sur 20
points. Le score neurologique chez I'animal est inspiré des échelles utilisées chez
'homme pour évaluer les déficits neurologiques. Ce score permet d’évaluer différents
réflexes et réactions sensorimotrices. Cette version de score neurologique est une version
modifiée de celle décrite par Bederson et collaborateurs (1986). Il consiste a attribuer un
grade allant de 0 a 2 suivant la réponse de I'animal (0 : pas de réponse; 1 : réponse
anormale, c’est-a-dire peu intense ou différée ; 2 : réponse normale), évaluée par les

items suivants (Tableau 5 ; Leconte et al., 2009):

- lasymétrie et la perte du réflexe postural mesurées lorsque la souris est
suspendue par la queue par I'expérimentateur; la souris saine ne présente pas
de flexion du corps avec pour référence I'axe vertical, et pas de flexion des
pattes également;

- larésistance a la poussée vers le cété gauche ou droit;

- le comportement rotatoire;

- la sensibilité de l'oreille gauche ou droite par stimulation tactile a I'aide d’'un

pinceau.
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. . Score
Parametres mesureés Score .
maximal
2 points : pas de retournement
Torsion du corps 1 point : retournement partiel 2 points
A " 0 point : retournement complet
symetrie et Avant droite
perte du
! Avant gauche L .
réflexe Flexion des Arriere droit 2 points : pas de flexion
postural I€re drote | 1 point : Iégére flexion 8 points
pattes " L :
Arriére 0 point : flexion
gauche
Résistance a Poussée vers le coté gauche 2 points : résistance
la poussée P , le coté droi 1 point : faible résistance 4 points
latérale oussee vers le cote droit 0 point : pas de résistance
2 points : ne tourne pas
Comportement rotatoire 1 point : tendance a tourner 2 points
0 point : tourne sur elle-méme
Sensibilité de Oreille gauche 2 po!nts_ : ’ret‘ournement de’l ammal '
o 1 point : 1égere flexion de l'oreille 4 points
I'oreille . . L L
Oreille droite 0 point : ne réagit pas
TOTAL | 20 points

Tableau 5 : Score attribué pour chaque paramétre du score neurologique sur 20 points

3. Imagerie par tomographie par émission de positon

3.1. Définition et principe

La TEP est une technique d’imagerie fonctionnelle permettant d’évaluer in vivo la
distribution d’'une molécule marquée par un émetteur de positons (ex : *8F, 1C, 180). La
TEP permet ainsi une analyse fonctionnelle d’'un organe si la molécule est un substrat
métabolique, mais également une analyse qualitative et quantitative de la distribution
d’'une cible si la molécule est un ligand spécifique d’'une cible, telle qu'un récepteur par

exemple (cf. 83 du chapitre 3 des Rappels Bibliographiques).

L’émetteur de positon consiste en un atome radio-actif possédant un exces de
charge positive dans son noyau, qui va subir une réaction 3+ et émettre un positon (e*).
Le positon parcourt quelques millimétres dans le tissu jusqu’a rencontrer un électron
(e’), provoquant une réaction d’annihilation. Deux photons de 511 keV sont alors émis
dans des directions opposées et détectés en coincidence par les anneaux diSposés
autour du sujet, ce qui permet la localisation précise de leur émission. La mesure du
nombre d’impacts et de leur provenance permet de déterminer la concentration du ligand,
et donc de la cible, en chaque point de I'organisme, et d’établir ainsi une modélisation en

trois dimensions de I'activité métabolique ou moléculaire d’'un organe.

75




3.2.Marqueur utilisé

Pour I'imagerie en TEP, nous avons utilisé un radiotraceur de TSPO de
2¢me génération, le  N-(2-(2-fluoroéthoxy)benzyl)-N-(4-phénoxypyridin-3-yl)acétamide
(FEPPA) marqué au fluor 18.

La radiosynthése du [®F]JFEPPA a été réalisée au sein de l'unité Claude
Kellershohn a I'hépital Saint-Louis (AP-HP) a Paris par les Drs Hosten et Vignal.
L’émetteur de positons a été fabriqué a I'aide d’un cyclotron a I'’hépital Saint-Louis, puis
assemblé au ligand sur place, le matin de chaque jour d’analyse, suivant le protocole

décrit par Vignal et collaborateurs (2018).

Pour chaque souris, une dose de radiotraceur correspondant a une activité de 11 a
12 MBq a été prélevée, puis complétée par du NaCl 0,9% afin d’atteindre un volume

d’injection de 1 mL.

3.3.Protocole

L’acquisition a été lancée, 1h30 aprés l'injection du radiotraceur, pour une durée

totale de 30 minutes.
L’étude a été effectuée sur 3 groupes de souris :
- le premier groupe (G1) est passé en TEP a J1 puis J3 apres la chirurgie ;
- le deuxiéme groupe (G2) est passé a J3 puis J7 ;
- le troisieme groupe (G3) est passé a J7 puis J14.

Dans la mesure du possible, les analyses ont été effectuées sur les mémes souris
entre J1 et J3, J3 et J7, et J7 et J14 (Figure 16). Cependant, l'injection intraveineuse chez
les souris s’effectuant par la veine caudale dont I'accés parfois difficile, a rendu impossible
2 injections a quelques jours d’intervalle chez quelques souris. Ainsi, certaines n’ont pas
pu étre injectées deux fois. Dans ces cas-la, une souris différente, mais opérée le méme

jour et conservée dans la méme cage a été utilisée.
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Chirurgie

. TEP TEP Perfusion puis
' 1¢" passage 2°™¢ passage IHC
1 \l/ \l/ 1
L L
G1 — .
E TEP TEP Perfusion puis
! 1°" passage 28me passage IHC
' 1
G2 : v v >
1
| ' - .
| TEP TEP Perfusion puis
I &me IHC
: 1er passage 2¢me passage
1
G3 — ) |
: o
1
Jo U1 J3 J7 J14

Figure 16 : Protocole expérimental de I'étude statique en TEP
Huit souris ont pu étre passées en TEP chaque jour.

Au total, 48 analyses TEP ont ainsi été effectuées (Tableau 6). Le nombre de souris

a été volontairement augmenté pour les passages a J3 et J7 du fait de la NI plus

importante a ces temps (Taib et al., 2017).

Souris J1 Js J7 NEP! Total
Non 1 2 2 1 6
opérées (dont celle passée (dont celle passée (dont 2 passées
aJil) aJ7) 2 fois)
Témoins 3 6 6 3 18
opérées (dont 1 passée (dont 3 passées (toutes passées (dont 7 passées
aJl) a J3) a J7) 2 fois)
TC 4 8 8 4 24
(dont 3 passées (dont 4 passées (toutes passées (dont 11 passées
aJl) a J3) a J7) 2 fois)

Tableau 6: Nombre de souris analysées en TEP
en fonction du groupe et du temps étudié.

Pour des raisons de sécurité lors des manipulations, les souris ont été perfusées

le lendemain du 2°™e jour de passage en TEP, le temps pour I'émetteur de perdre toute

activité radioactive.

Les animaux ayant servi pour la TEP ont ensuite été utilisés pour I'lHC (cf. §4 de

la partie Matériel et Méthodes).
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3.4. Matériel et logiciels utilisés

Les manipulations de TEP ont été effectuées avec un appareil « INVEON uPET/CT
scanner » de la marque Siemens. Les images ont été acquises a l'aide du logiciel
INVEON Research Workplace®, puis traitées et quantifiées par le logiciel PMOD
technologies LLC® version 3.806.

3.5. Quantification

Apres une évaluation visuelle de la bonne qualité de l'imagerie, les images
obtenues en TEP ont été couplées a celles obtenues par le scanner, et rognées pour ne
conserver que limage de la téte de l'animal. Les images du scanner ont été
automatiqguement ajustées pour correspondre a un atlas de cerveau de souris (modele
« M. Mirrione », inclus dans PMOD). Cet ajustement a été appliqué aux images TEP
correspondantes. Cet atlas de cerveau de souris contient 20 régions d’intéréts (ROI)
prédéfinies et permet de mesurer les valeurs de fixation du radiotraceur en fonction des
différentes régions du cerveau (Figure 17). Cet atlas a permis de dissocier 6 régions
(cortex, striatum, hippocampe, amygdale, mésencéphale et colliculus inférieur) dans les
hémispheres gauche (ipsilatéral) et droit (controlatéral), et 8 régions non différenciées
latéralement (thalamus, cervelet, septum basal cerveau antérieur, bulbe olfactif,

hypothalamus, tronc cérébral, noyaux gris centraux et colliculus supérieur).

La valeur du pourcentage de dose injectée par gramme de tissu (%ID/g) a été
calculée pour évaluer la qualité de la diffusion et de la fixation du radiotraceur dans
'organisme de I'animal et pour traiter les images (Figure 17), a l'aide de la formule

suivante :

ID activité mesurée (kBq)/dose injectée (kBq)
% —= . x 100
g masse de tissu (g)

La valeur de fixation standardisée (Standard Uptake Value : SUV), qui permet de
normaliser les valeurs de radioactivité mesurées par la dose injectée et le poids de la
souris, a été utilisée pour les quantifications et les comparaisons statistiques. La SUV a
été calculée de la maniére suivante (le poids de la souris est considéré selon
'équivalence: 1g=1mL):

fixation (kBg/mL)

SUV = dose injectée (kBq)/poids de la souris (g)
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En considérant que le radiotraceur se répartit de maniere homogene dans le corps
de l'animal, une SUV supérieure a 1 exprime une surfixation du traceur dans la zone
définie.

Axe antéropostérieur

Antérieur Postérieur
Coupe coronale

6 % ID/g

ROI
Striatum droit
Striatum gauche
Cortex droit
Hippocampe droit

Thalamus
Cervelet
Septum basal cerveau antérieur
Hypothalamus
Amygdale droite
Amygdale gauche
Coupe sagittale Tronc cerébral
Noyaux gris centraux
Colliculus supérieur
Bulbe olfactif
Mésencéphale droit
Mésencéphale gauche
Colliculus inférieur droit
ﬂr_‘-‘-ll Colliculus inférieur gauche

4 ey
 h

Y
: T e
E ' 0 % ID/g
- g

-

L
)

Figure 17 : Application des ROI, prédéfinies par le logiciel PMOD, sur les images d’un
cerveau de souris obtenues en TEP aprés traitement.

3.6. Comparaisons statistiques

Les valeurs moyenne (SUVmean) et maximale (SUVmax) des SUV au sein de

chaque ROI ont été relevées, ainsi que la somme totale et les variances des SUV.

Malgré la standardisation des mesures de SUV, il persistait une grande variabilité
des résultats au sein des groupes, ce qui empéchait les comparaisons directes entre les
groupes de souris. Par conséquent, nous avons calculé un ratio de SUV
ipsilatéral/controlatéral pour 1) étudier la variation induite par le TC et 2) pouvoir effectuer

les comparaisons statistiques.

Les moyennes des ratios des valeurs moyennes et maximales de SUV des

différents groupes de souris ont été comparées a I'aide d’'une ANOVA a un facteur suivi
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d’un test de Bonferroni. Les valeurs de probabilité inférieures a 5 % (p < 0,05) ont été

jugées significatives.
4. Immunohistochimie

4.1.Principe

L’immunohistochimie (IHC) est une technique d'immunomarquage permettant de
révéler la présence d'une protéine au sein de coupes tissulaires, grace a sa
reconnaissance par un Ac | spécifiguement dirigé contre cette cible. Par la suite, un Ac Il
couplé a un fluorochrome marque la présence de I'Ac |. L’émission de la fluorescence par
le fluorochrome de I’ Ac Il permet de visualiser la fixation de I'Ac | et donc la présence et
la localisation de la protéine cible. L'IHC permet ainsi une analyse qualitative et semi-

quantitative de la présence d’'une protéine sur une coupe de tissu ou organe.
4.2.Préparation des coupes de cerveaux

4.2.1. Mise a mort des animaux

Les animaux, ayant été passé pour I'imagerie en TEP, ont ensuite été mis a mort
pour réaliser des études IHC de la protéine TSPO. Afin d’obtenir des résultats d'IHC a J1,
une série supplémentaire de souris a été opérée puis perfusée a J1 sans avoir subi

d’'imagerie par TEP.

Les animaux anesthésiés ont été perfusés par voie intracardiaque par du
NaCl 0,9% pendant 2 minutes puis par du paraformaldéhyde (PFA) a 4% pendant
4 minutes, avec une pression constante de 100 mm Hg. Les cerveaux ont ensuite été
prélevés et placés dans une solution de sucrose a 30% pendant 72 heures a 4°C. Aprés
avoir été égouttés, les cerveaux ont été placés pendant 5 minutes dans du 2-
méthylbutane a -40°C pour les congeler rapidement, mis en sachets puis laissés

48 heures a -40°C, avant d’étre stockés a -80°C jusqu’a leur utilisation.

4.2.2. Coupe des cerveaux

Avant de procéder a leur coupe au cryostat, les cerveaux ont été placés a -20°C
pendant au moins une heure. lls ont été ensuite coupés a l'aide d’'un cryostat (JUNG
CM3000, Leica Microsystems). Les coupes de 20 um d’épaisseur ont été déposées sur

des lames gélatinées stockées a -20°C jusqu’a leur utilisation.
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4.3.Protocole de marquage

Préparation des lames

Des le retour a température ambiante, les coupes ont été fixées dans un bain
d’acétone sur glace pendant 5 minutes. Elles ont ensuite été réhydratées dans une
solution de tampon phosphate (phosphate-buffered saline — PBS) (NaCl a 137 mM,
KCl a 2,7 mM, NazHPO4 a 8,1 mM, KH2PO4 a 1,5 mM) pendant 15 minutes a température
ambiante. Les lames ont ensuite été entourées de Dakopen® pour maintenir les solutions

d’anticorps sur la lame pendant l'incubation.

Incubation des anticorps primaires

Les Ac | ont été dilués dans une solution de PBS- gélatine (0,2%) —
triton X- 100 (0,25%). La gélatine, en saturant les sites de fixation non spécifiques, permet
de diminuer la fixation non spécifique des Ac | et ainsi le bruit de fond. Le triton X-100
perméabilise les membranes cellulaires et ainsi permet la fixation des Ac | dont la cible

est intracellulaire.

Pour le marquage avec l'anticorps anti-dMBP, du sérum d’ane (5%) a été utilisé a
la place de la gélatine, pour une saturation des sites non spécifiques plus efficace a cause
de la faible présence de débris de myéline dans le cerveau. Une fois I'incubation terminée,
les lames ont été lavées avec du PBS (1 x 5 minutes) puis avec un mélange de PBS-
Tween 0,1% (3 x 5 min).

Incubation des anticorps secondaires

Les coupes ont ensuite été incubées avec les Ac Il dilués dans une solution de
PBS-gélatine (0,2%)-triton-X100 (0,25%), pendant 1h30 a température ambiante et dans
'obscurité. Pour le marquage avec I'anticorps anti-dMBP, du sérum d’ane (5%) a été
utilisé a la place de la gélatine. A la fin de l'incubation, les lames ont été lavées dans du
PBS-Tween 0,1% (3 x 5 minutes) puis dans du PBS seul (1 x 5 minutes) et incubées avec
du DAPI (Calbiochem; 268298; 1:20 000) pendant 10 minutes a température ambiante. A
la fin de cette incubation, les lames ont été lavées avec du PBS (3 x 5 minutes). Les lames
ont ensuite été montées avec du Fluoromount-G (Southern Biotech) puis lutées avec du

vernis a ongle transparent.

Pour le marquage de l'isolectine B4, suite aux 3 ringages aprés l'incubation avec
le DAPI, les lames ont été incubées avec une Isolectine B4 de Bandeiraea simplicifolia
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(Griffonia simplicifolia) couplé a du FITC (Sigma, L2895, 1:100) pendant 90 minutes a

température ambiante.

Pour le marquage réalisé avec I'anticorps anti-AQP4, seul un Ac | réalisé chez la
souris était disponible, il a donc été nécessaire de bloquer les anticorps de souris
naturellement présents sur la coupe, préalablement a l'incubation avec I'Ac | Un kit de
blocage Klear Mouse HRP® a été utilisé selon les recommandations du fournisseur
(GBI Labs ; D52-6). Les lames ont été recouvertes par 3 gouttes de réactif 1 MS Blocking
A (250 pL par lame environ) pendant 30 minutes puis rincées 3 x 2 minutes avec du PBS.
Elles ont ensuite été recouvertes par 3 gouttes de réactif 2 MS Blocking B (250 uL par

lame environ) pendant 5 minutes puis rincées 3 x 2 minutes avec du PBS.

A chaque manipulation, un témoin négatif a été réalisé sur une lame identique a
'une de celle déja utilisée dans la manipulation. Les lames « témoin négatif » ont suivi le
méme protocole que les autres lames a I'exception de l'incubation avec les Ac |, pendant
laquelle elles ont été incubées avec le mélange PBS-gélatine (0,2%)-triton X-100 (0,25%)

seul.

4.4. Analyse et quantification des images

Les coupes marquées ont été étudiées avec un microscope confocal SP8 (Leica
Microsystems, Nanterre, Nanterre) sur la plateforme d’Imagerie Cellulaire et Moléculaire
(UMS 3612 CNRS — US25 Inserm) de la Faculté de Pharmacie de Paris.

Pour la quantification des marquages de TSPO et Ibal, les cerveaux de 4 souris
TO et 11 souris TC a J14 ont été photographiés en mosaique pour obtenir une image de
I'ensemble de la moitié inférieure du cerveau (Figure 18), sur une coupe a environ —2 mm
du bregma (d’aprés l'atlas de Paxinos et Watson, 2001), afin d’avoir les deux amygdales
sur la méme image. Deux ROI de 0,5 x 0,5 mm, correspondant aux amygdales droite et
gauche (Figure 18), ont ensuite été définis avec Leica Application Suite (v3.3.0.0.16799,
Leica Microsystems, Nanterre, France). La surface d’expression de TSPO (mm?) et le
nombre de cellules Ibal* ont été quantifiés dans les deux ROI aprés application d'un filtre

meédian (rayon : 5, itération : 1) et d'un seuil pour supprimer le bruit de fond.
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Ipsilatéral’

Figure 18 : Régions de quantification des marquages de TSPO et d'lba1

4.5. Anticorps utilisés

Les Ac | et secondaires utilisés dans les différents marquages d’IHC sont listés

dans le Tableau 7.
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Anticorps primaire Anticorps secondaire

Espéce Espeéece

Cible hote Dilution  Fournisseur Référence hote Fluorochrome Dilution Fournisseur Référence
Ibal Chévre  1:500 Abcam ab5076 Ane Cy3 1:1 000 Jackson 705-165-147
Etude de I’expression ' ' ImmunoResearch
microgliale de TSPO TSPO Lapin 1:500 Abcam ab109497  Ane AF488 1:1000 Molecular Probes  A21206
Vérification de . . . Jackson
Pexpression de TSPO Ibal Chévre 1:500 Abcam ab5076 Ane Cy3 1:1 000 ImmunoResearch 705-165-147
TAe second clone TSPO Lapin 1:150 Invitrogen SA90-03  Ane AF488 1:1000 Molecular Probes  A21206
TSPO Lapin 1:500 Abcam ab109497 Ane Cy3 1:400 Jackson 711-165-152
' ' ImmunoResearch
Collagéne N . Southern A . Jackson
Etude de la localisation \Y Chévre 1:200 Biotech 1340-1 Ane Cy5 1400\ munoResearch (9% 175-147
vasculaire de TSPO Bandeiraea :
IB4 smplicifolia 11100 Abcam ab9512 FITC
; . A ) Jackson
AQP4 Souris 1:100 Abcam ab9512 Ane AF647 1:400 715-605-140
ImmunoResearch
dMBP Lapin 1:500 Abcam ab5864 Ane AF488 1:1 000  Molecular Probes A21206
Etude de la
filagecyioseicesiceniiay |, Chévre  1:500 Abcam ab5076 Ane Cy3 1:1 000 Jackson 705-165-147
de myéline par les ImmunoResearch
L CD68 Rat 1:200 Abcam ab53444 Ane cys 1:800 Jackson 712-175-150
ImmunoResearch
Immunocytochimie
Etude de I'expression TSPO Lapin 1:200 Abcam ab109497  Ane AF488 1:1000 Molecular Probes  A21206
de TSPO sur une lignée
decellules = ICAM-1  Chévre 1:20  R&D Systems  AF796 Ane Cy3 1:1 000 Jackson 705-165-147
endothéliales cérébrales ImmunoResearch
Etude de I’expression TSPO Lapin 1:200 Abcam ab109497 Ane AF488 1:1 000 Molecular Probes A21206
212 175 P10 B U e Arginase Santa Cruz A Jackson
primaire de microglie 1 (M-20) Chévre 1:200 Biotechnology Sc-18355 Ane Cy3 1:1 000 ImmunoResearch 705-165-147

Tableau 7 : Anticorps primaires et secondaires utilisés pour les études immunohisto- et cytochimiques.
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5. Immunocytochimie

L’imunocytochimie est une technique d’immunomarquage semblable a I'lHC
décrite au paragraphe §3., la différence se faisant sur le substrat du marquage, qui n’est
pas un tissu mais une culture cellulaire placée au fonds de puits de plaque de culture.
L’immunocytochimie permet donc d’évaluer I'expression d’'une protéine par un type

cellulaire bien défini, dans différentes conditions de culture.

5.1. Cultures de lignées de cellules endothéliales cérébrales murines (Bend3)

La culture des cellules endothéliales cérébrales de souris a été réalisée au
laboratoire par le Dr Khacef. Des lignées cellulaires endothéliales de cerveau de souris
bEnd.3 (ATCC® CRL-2299™  Manassas, Virginie, Etats-Unis) ont été mises en culture
dans un tampon (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; DMEM) supplémenté a 2 mM de
L-glutamine, 10% de sérum de veau feetal (SVF), 1mM de pyruvate de sodium,
1% d'acides aminés non essentiels, 50 U/mL de pénicilline et 50 pg/mL de streptomycine
dans un incubateur humidifié a 37°C et 5% de CO.. Les cellules ont été cultivées sur des
lamelles de verre préalablement traitées a la poly-D-lysine dans des plaques a 24 puits a
une densité de 200 000 cellules/mL. Certains puits de cellules ont été traitées avec du
LPS (5 pg/mL) ou du TNF-a (20 ng/mL) pendant 24 heures, afin de les placer dans un
contexte inflammatoire. Les autres cellules ont été utilisées comme contréle. Apres
24 heures, les cellules ont été lavées dans 500 pL de PBS puis fixées avec 400 L de
PFA a 4% pendant 12 minutes a température ambiante, puis rincées 3 x 5 minutes avec
500 pL de PBS.

5.2. Cultures primaires de cellules microgliales

Le protocole de culture primaire de cellules microgliales a été mis au point au
laboratoire par les Drs Lerouet et Mamma sur la base des travaux préliminaires du Dr
Leconte et de protocoles de la littérature (Ni et Aschner, 2010; Chhor et al., 2013, Yang
et al., 2014). Le Dr Mamma a réalisé les cultures primaires de microglies ayant servi aux

marquages immunocytochimiques de mes travaux de these.

Les cultures primaires de cellules microgliales ont été obtenues a partir de culture
mixte de cellules gliales préparée a partir de cortex de souriceaux Swiss nouveaux-nes
(jour post-natal PO a P3 ; Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France). Aprés dissection,
les cortex ont été mis en culture dans un milieu DMEM High Glucose (DMEM HG 4,5 g/L,
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Sigma-Aldrich, D5796, St Quentin Fallavier, France) supplémenté avec 10% de SVF
(le SVF est préalablement décomplémenté par incubation dans un bain-marie a 56°C
pendant 45 minutes, puis filtré), 2 mM de glutamine (Sigma-Aldrich, G3126) et
0,01% (V/V) d’'un mélange de streptomycine a 10 mg/mL et pénicilline a 10 000 U/mL
(Sigma-Aldrich, P4333). Apres dissociation mécanique, les cortex sont ensemenceés, a
raison de 2 a 3 cortex/15 mL de milieu de culture 10/1, dans un incubateur (SANYO,
Panasonic group, MCO-19AIC, Bonneuil sur Marne, France) a 37°C sous une
atmosphere a 5% de COa.

Apres 14 jours de culture, les microglies ont été isolées par agitation orbitale, dans
un incubateur-agitateur (INFORS HT, Massy, France), a 140 rpm (rotations par minute)
pendant 30 minutes a 37°C. Le surnageant contenant la microglie a ensuite été récupéré,
centrifugé (1 200 g, 10 minutes, 4°C) puis ensemencé dans des puits préalablement
traités a la poly-D-lysine, a raison de 400 000 cellules/mL. Apres 24 heures a 37°C sous
5% de COz, le milieu de culture 10/1 était remplacé par du milieu DMEM HG supplémenté
avec 2mM de glutamine et 0,01% (V/V) du volume de mélange streptomycine/pénicilline.
A ce moment, certaines cellules ont été incubées simultanément pendant 24 heures avec
du LPS (E. coli 0127:B8, Sigma-Aldrich, L3129) a la concentration de 100 ng/mL afin de
les placer dans un environnement pro-inflammatoire. Les autres cellules, traitées
normalement, ont servi de contréle. Vingt-quatre heures apres ce changement de milieu,
soit 2 jours aprés I'ensemencement, les cellules ont été lavées dans 500 uL de PBS puis
fixées avec 400 puL de PFA a 4% pendant 15 minutes a température ambiante, puis

rincées 3 x 5 minutes avec 500 uL de PBS.

5.3. Protocole de marquage

Le protocole de marquage d'immunocytochimie a été identique au protocole de
marquage utilisé pour I'lHC et décrit au §4.3, a I'exception de la fixation a 'acétone qui

n’est pas nécessaire pour 'immunocytochimie.

5.4. Anticorps utilisés

Les difféerents anticorps utilisés avec les cultures cellulaires sont regroupés et
détaillés dans le Tableau 7 du 84.5.
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6. Cytométrie en flux

6.1. Principe

La CF est une technique d’analyse permettant de caractériser les cellules en
suspension dans un liquide, en les faisant passer individuellement devant le faisceau d’'un
laser. Les signaux émis, lorsque les cellules coupent le laser, permettent d’obtenir des
informations relatives a leurs propriétés physiques telles que leur dimension et leur
granulosité, ainsi que des informations liées aux marquages dimmunofluorescence
spécifiqgues de protéines. La CF permet ainsi une analyse quantitative et qualitative des
cellules issues d'une culture ou d'un tissu (cf. 86. du chapitre 3 des rappels

bibliographiques).
6.2.Protocole

Pour les analyses en CF, les hémisphéres des cerveaux de souris ont été séparés

et chaque hémisphere a été analysé séparément, constituant un échantillon.

6.2.1. Titration

Afin de procéder a la titration des anticorps et définir leur dilution optimale pour les
analyses, 4 échantillons ont été préparés séparément, a partir de souris non opérées,
puis regroupés pour étre incubés avec une gamme de chaque anticorps dilué au 1/2, 1/5¢
et 1/10¢ selon les recommandations du fabricant. La concentration retenue était celle la
plus faible pour laquelle le signal était suffisamment intense pour pouvoir discriminer les

différentes populations cellulaires.

6.2.2. Passage des échantillons

L’objectif de la manipulation a été d’évaluer I'expression de TSPO par les
microglies et les autres types cellulaires, a I'état physiologique ainsi que dans un contexte
de TC. Que linflammation proviennent de la chirurgie, ou du TC lui-méme, ne nous

important pas, I'analyse de souris TO n’a donc pas été réalisée.

6.3. Préparation des échantillons

Le protocole de dissociation tissulaire et d'immunomarquage est synthétisé dans
la Figure 19.
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Anesthésie des souris

l Perfusion intracardiague; NaCl 0,9% 4 minutes

Extraction des cerveaux

Séparation des hémisphéres
Découpe en 4 morceaux

»  Digestion avec des enzymes

40 minutes; 37°C
+ Trituration mécanique

Suspension cellulaire

Centrifugation 1 000 g — 10 minutes — 4°C
Reprise du culot dans PES

Filtration 70 pm

g Cenfrifugation 1 000 g — 10 minutes — 4°C
Reprise du culot dans PBES

»  Ajout de solution d’élimination des débris

Centrifugation 3 000 g — 10 minutes — 4°C
Reprise du culot dans PBES

Elimination des débris

b Cenfrifugation 1 000 g — 10 minutes — 4°C
Reprise du culot dans PES

Ajustement & 50 a 100 109 cellules/mL

y  Marquage cellules mortes [Zombie NIRS 1-5000)

30 minutes, TA
500 pL tampon FACS; centrifugation 800 g; 6 minutes

Blocage sites non spécifiques (TruStain Fox® 1:10)
l 2 minutes, TA

Marquage anticorps membranaires (CD744 1:160; Ly-8C 1:200; CO45 1:160; Ly-6G 1:120; CD11b 1:3000)

30 minutes, TA
1 mL tampon FACS; centrifugation 800 g; 6 minutes | x2

Fixation : 500 pL tampon de fixation

20 minutes, TA
centrifugation 1 800 g; 6,5 minutes Possibilité de conserver les

Perméabilisation: 500 pL de tampon de perméabilisation cellules au lendemain & ce stade

l centrifugation 1 800 g; 6,5 minutes

Marquage anticorps intracellulaire (ant-TSP0 1:1000)

30 minutes, TA
500 pL tampon perméabilisation; centrifugation 1 200 g; 6,5 minutes | x2

Reprise dans 150 pL de tampon FACS pour échantillonnage

Figure 19 : Protocoles de dissociation tissulaire et d'immunomarquage.
Abréviation : TA : température ambiante.
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Euthanasie des souris

Les souris anesthésiées ont été perfusées par voie intracardiaque par du
NaCl 0,9% a une pression constante de 100 mmHg pendant 4 minutes. Les cerveaux ont
ensuite été prélevés et les hémisphéres séparés I'un de I'autre. Chaque hémispheére a été
découpé en 4 morceaux et placé dans une solution de tampon HBSS (Hanks’ Balanced
Salt Solution ; Gibco ; 14185-052) sur de la glace, le temps que tous les cerveaux soient

préleves.

Digestion enzymatigue

Les échantillons ont été transférés dans des tubes contenant 1 980 pyL du mélange
de digestion enzymatique préparé a 'aide des solutions d’un kit commercial (Adult Brain
Dissociation Kit, Miltenyi Biotec, Allemagne) conformément aux instructions du fabricant.
La dissociation tissulaire a été réalisée a 37°C dans un bain-marie pendant 40 minutes
avec trituration mécanique manuelle a l'aide de pipettes P5000 puis P1000 (10 allers-
retours toutes les 5 minutes). Les échantillons ont été centrifugés (1 000 g, 10 minutes,
4°C), le culot repris dans du PBS (Gibco ; 70011-036) puis la suspension passée au filtre
de 70 um (MACS SmartStrainers ; Miltenyi Biotec ; 130-110-916) afin de retirer les

morceaux de tissus non dissociés.

Elimination des débris tissulaires

L’échantillon a été centrifugé (1 000 g, 10 minutes, 4°C) et le culot repris dans une
solution de PBS a 4°C et de solution d’élimination de débris tissulaire contenue dans le
« Adult Brain Dissociation Kit » (Miltenyi Biotec ; Allemagne). Quatre millilitres de PBS a
4°C ont été délicatement ajoutés a la surface puis I'’échantillon centrifugé (3 000 g,
10 minutes, 40°C), ce qui entraine la formation de 3 phases. Seule la phase inférieure,
contenant la suspension cellulaire, a été conservée, reprise dans du PBS a 4°C et
centrifugée (1 000 g, 10 minutes, 4°C).

Ajustement de la concentration cellulaire

Aprés avoir repris le culot dans 1 mL de PBS a 4°C, les cellules ont été comptées
a l'aide d’'une cellule de Malassez et du PBS a été ajouté de maniére a ajuster la
concentration a 50 a 100 millions de cellules par mL (soit 10 a 20 millions de cellules

gliales par mL).
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6.4.Immunomarquages
Controles

A chaque expérience, une suspension cellulaire a été préparée en mélangeant a
parts égales une partie des échantillons des souris NO. Cette suspension a servi a réaliser
une série de marquages qui sert de controle lors de l'analyse des données. Ces
échantillons ont donc suivi le méme traitement que les autres échantillons, mais ont été

incubés avec soit :

- aucun anticorps, afin d’avoir un témoin négatif,

- un seul des anticorps, afin d’évaluer les marquages non spécifiques de I'anticorps
et de s’en affranchir,

- tous les anticorps sauf un (Fluorescence minus one ; FMO), afin d’identifier les
effets du chevauchement spectral et d’affiner le positionnement des fenétres et la
discrimination. Ces FMO n’ont été effectués que lors du changement de la dilution

d’'un des anticorps.

Marquage des cellules vivantes

Pour chaque échantillon, 100 uL de suspension cellulaire ont été utilisés (soit 5 a
10 millions de cellules) pour procéder au marquage. Les échantillons ont d’abord été
incubés avec 10 pL de Zombie NIR® (Biolegend ; 423105 ; 1:500 dans PBS), marqueur
permettant le marquage des cellules mortes, (30 minutes ; température ambiante), puis
rincées avec 500 puL de tampon FACS composé de PBS, de sérum albumine bovine
(BSA ; Miltenyi Biotec ; 130-091-376) a 2% et d’éthyléene diamine tétraacétique (EDTA ;
Sigma ; ED4SS) a 5mM, et centrifugés (800 g ; 6 minutes). Les échantillons de contréle,

sans marquage de Zombie NIR®, ont été incubés avec 10 pL de PBS seul.

Blocage des sites non spécifiques

Une incubation avec 90 yL de TruStain FcX® (Biolegend ; 101320 ; 1:10 dans
tampon FACS ; 2 minutes ; température ambiante) a permis ensuite de bloguer les sites

de fixation non spécifiques.

Incubation des anticorps

Les échantillons ont ensuite été incubés avec 10 pL de solution contenant les
anticorps (30 minutes ; température ambiante) dilués dans du tampon FACS, dont les
concentrations et références sont précisées dans le Tableau 8. Dans les échantillons
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contrble, les anticorps absents ont été remplacés par le méme volume de tampon FACS.
Les échantillons ont ensuite été rincés avec 1 mL de tampon FACS puis centrifugés

(800 g ; 5 minutes), deux fois.

Fixation et perméabilisation

Afin de procéder au marquage intracellulaire, il a été nécessaire de perméabiliser
les membranes cellulaires et donc, au préalable, de fixer les marquages des anticorps
précédents, qu’'une perméabilisation risquait de défixer. Les échantillons ont ainsi été
incubés avec 500 uL de tampon de fixation (Biolegend; 420801 ; 20 minutes ;
température ambiante), centrifugés (1 800 g ; 6,5 minutes), repris dans 500 pL de tampon
de perméabilisation (Biolegend ; 421002) et a nouveau centrifugés (1800 g;

6,5 minutes).

Incubation de I’anticorps intracellulaire

Les échantillons ont alors été incubés avec 100 pL de solution d’anticorps anti-
TSPO (Abcam, ab199836; 1:1 000) dilué dans le tampon de perméabilisation
(30 minutes ; température ambiante). Les échantillons contrdles sans anticorps anti-
TSPO ont été incubés avec 100 pL de tampon de perméabilisation seul. Enfin, les
échantillons ont été rincés avec 500 puL de tampon de perméabilisation, centrifugés
(1 800 g, 6,5 minutes) puis repris dans 150 yuL de tampon FACS pour le passage au

cytomeétre.

Expression de la cible

par les cellules
(Buttgereit et al., 2016)

() <) Q
@ g > o
3 £ 5 3 5
= =8
9 E (@] o N (8}
3o 2 5 g 2
N B & © ; S
| Cible_ Fluorochrome Fournisseur | Référence | Dilution [kl e Wil e
Amines
intracellulaires  APC/Cy7 Biolegend 423105 1:5 000 Cellules mortes
(Zombie NIR®)
CD144 BV 421 Biolegend 129605 1:160 + - - - -
Ly-6C BV 605 Biolegend 128036 1:200 - + ++ +++
CD45 BV 785 Biolegend 103149 1:160 - + ++ ++ ++
Ly-6G PE/Cy7 Biolegend 127617 1:120 - - - - -
CD11b PE/Dazzle 594 @ Biolegend 101255 1:3 000 - + + - +
TSPO AF647 Abcam ab199836 1:1 000 ? ? ? ? ?

Tableau 8 : Références et dilutions des anticorps, et de leurs cibles,
utilisés pour la cytométrie en flux.
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6.5. Acquisition des données

6.5.1. Passage des échantillons

Les analyses ont été effectuées en étroite collaboration avec le Dr Coralie Guérin
sur un cytometre a 4 lasers BD LSRFortessa (BD Biosciences) au sein de la plateforme
d’Analyse Cellulaire Multidimensionnelle (UMS3612 CNRS — US25 Inserm) de la Faculté
de Pharmacie de Paris.

Les échantillons ont été analysés a la vitesse d’environ 12 uL par minute.

6.5.2. Analyse des données

Les données ont été enregistrées avec le logiciel BD FACSDiva (Becton Dickinson)

et analysées par le logiciel FlowJo® version 10.5.3 (Tree Star, Inc.).
6.5.2.1. Définition des populations cibles

Sélection des cellules

Les particules, qui ne sont pas des cellules, ont tout d’abord été rejetées sur les
criteres de granularité (Side Scatter ; SSC) et de taille (Forward Scatter ; FSC) (Figure
20A).

Sélection des cellules vivantes

Les cellules mortes ont été fixées par le Zombie NIR® et ont ainsi émis une
fluorescence via son fluorochrome. Les cellules ayant une intensité de fluorescence > 103

ont été ainsi rejetées (Figure 20A).

Exclusion des doublons

Lorsque plusieurs cellules passent simultanément devant le laser, elles sont
comptées comme une cellule uniqgue mais cumulent les émissions des deux cellules. Ces
doublons doivent ainsi étre écartés de I'analyse pour ne pas la biaiser. lls peuvent étre
identifiés par le fait qu’ils auront une aire sous courbe d’intensité de lumiere diffractée
multipliée par 2 (ou plus), mais une hauteur du pic d’intensité de lumiére diffractée

identigue. Nous les avons donc écartés en éliminant les éléments ayant des ratios

Aire FSC > Aire SSC

oY S .
Hauteur FSC Hauteur SSC 1 (Flgure ZOA).
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Sélection des différentes populations cellulaires

Les différentes cellules ont pu étre identifiées grace a leur profil d’'expression de
protéines spécifiques. Chaque cellule peut étre identifiée selon qu’elle exprime une
protéine (*), de maniere forte ("), intermédiaire (™) ou faible (°), ou bien qu’elle ne

I'exprime pas () (Tableau 8) :

- Monocytes : Ly-6GM/Ly-6C*;

- Polynucléaires neutrophiles : Ly-6G"/Ly-6C* ;
- Lymphocytes : CD11b/CD45";

- Macrophages : CD11b*/CD45" ;

- Microglies : CD11b*/CD45™;

- Cellules endothéliales : CD144*.

Elles ont ainsi pu étre sélectionnées et dénombrées en tracant des fenétres

correspondant a chaque profil d’expression (Figure 20B).
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Figure 20 : Stratégie de sélection des différentes populations cellulaires en CF.

A. Sélection des cellules sur les critéres de granularité (SSC) et de taille (FSC), puis
sélection des cellules vivantes non fixées au Zombie NIR et exclusion des doublons sur
la base de la granularité et de la taille. B. Sélection des différentes populations
cellulaires en fonction de leur expression de Ly-6C, Ly-6G, CD11b, CD45 et CD144. C.
Sélection des différentes populations cellulaires TSPO*. D. Mesure de I'expression
relative de TSPO dans les différents types cellulaires.
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6.5.2.2. Quantifications

Proportion de cellules immunitaires

La proportion de chaque population de cellule immunitaire a été calculée en faisant
le rapport du nombre de cellules de chaque population cellulaire sur le total du nombre
de cellules de toutes les populations cellulaires immunitaires identifiées grace aux
marqueurs énumérés au paragraphe 86.5.2.1 (monocytes, PNN, lymphocytes,

macrophages, microglies).

Répartition des cellules exprimant TSPO

Apres sélection des cellules TSPO*, les mémes fenétres que celles décrites au
paragraphe 86.5.2.1 ont été définies (Figure 20C). La proportion de cellules exprimant
TSPO a été établie en faisant le rapport du nombre de cellule de chaque type cellulaire
TSPO* sur le nombre total de cellules TSPO".

Expression relative de TSPO

Aprés sélection des cellules TSPO®, la moyenne géométrique de lintensité
d’expression de TSPO par chaque type cellulaire a été calculée, ainsi que la moyenne

géométrique d’expression de TSPO pour la totalité des cellules TSPO* (Figure 20D).

7. Données et analyses statistiques

Les données sont exprimées en valeur moyenne + ESM (écart standard a la

moyenne).

L'analyse statistique ainsi que les représentations graphiques ont été réalisées a
l'aide du logiciel GraphPadPrism® (GraphPad software, Etats-Unis). Chaque analyse
statistique est décrite dans la légende de chaque figure de résultats. Une différence a été

considérée significative pour une valeur de p < 0,05.
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RESULTATS

1. Prise en main du modeéele de TC chez la souris

Le modéle expérimental d’ICC utilisé au sein du laboratoire a fait ses preuves pour
induire un TC, une neuro-inflammation d’origine microgliale et des LSB (Taib et al., 2017).
Afin de pouvoir interpréter les expérimentations a venir dans la continuité des résultats
déja obtenus par I'équipe de recherche, il était nécessaire d’obtenir 'assurance (1) de la
bonne prise en main du modéle et (2) des conséquences qu’il provoque. Cela passait par

I’évaluation de I'cedéme et des troubles neurologiques post-traumatiques.

1.1.Evaluation de 'oedéme cérébral

Le contenu cérébral en eau a été évalué a 24 (J1) et 48 heures (J2) aprés le TC
afin d’évaluer si le TC entraine bien un cedéme cérébral, comme cela a précédemment

été décrit au laboratoire par le Dr Taib (Taib et al., 2017).

Le contenu en eau dans le cortex ipsilatéral est augmenté chez les souris TC a J1
(p<0,01 versus souris témoins opérées) et J2 (p<0,05 versus souris témoins opérées).
Il N’est pas observé de variation chez les souris témoins opérées comparativement aux
souris non opérées, ceci quel que soit le temps étudié (Figure 21). Ce résultat met en

évidence la présence d’'un cedéme cérébral di au TC, et non a la chirurgie préalable.
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Figure 21 : Etude de I'cedéme cérébral dans le cortex ipsilatéral
aJletJ2apresle TC.
Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne + ESM et ont été analysés a I'aide d’une
ANOVA a un facteur suivie d'un test de Dunnett. *p < 0,05 et ***p<0,001 versus non opéres.

En revanche, au niveau du cortex contralatéral, aucune modification du contenu
cérébral en eau n’est observée aux deux temps étudiés quel que soit le groupe, ce qui

témoigne de I'absence d’cedéme cérébral a distance de I'impact (Figure 22).

81+

80+

78+

Contenu cortical en eau (%)

774

76
73T| 1

3 Non opérés (n=9) Temoins opérés (n=7-10) @ TC (n=10)

Figure 22 : Etude de I'cedéme cérébral dans le cortex controlatéral
aJletJ2apresle TC.

Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne + ESM et ont été analysés a I'aide d’une
ANOVA a un facteur.
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1.2. Mesure du score neurologique

Le score neurologique a été évalué a 2 jours (J2) et 7 jours (J7) aprés le TC afin
d’évaluer si le TC entraine un Iéger déficit neurologique a J2 qui disparait a J7, comme

cela a précédemment été décrit au laboratoire par le Dr Taib (Taib et al., 2017).

Le score neurologique des souris ne varie pas de maniére significative entre les
différents groupes de souris, que ce soit a J2 ou a J7 (Figure 23), il 'y a donc pas de
déficit neurologique chez les souris TC. Ni I'impact cortical, ni la chirurgie ne semblent
donc altérer le score neurologique des souris a court terme, ce qui confirme que I'impact

est de sévérité « légere ».

201

19+
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Score neurologique (/20 points)
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3 Non opérés (n=6) EZ Témoins opérés (n=4) @M TC (n=5)

Figure 23 : Etude du score neurologique a J2 et J7 apres un TC.
Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne + ESM et ont été analysés a I'aide d’un test
de Kruskall-Wallis.

1.3.Bilan sur la prise en main du modele

Les résultats de mes premieres études permettent ainsi de montrer (1) que les
effets induits chez les souris TC sont uniquement dus a I'impact et non a la craniotomie,
et (2) que les paramétres d’impact de ce modéle permettent de reproduire un TC de
sévérité |égere. Mes résultats concordent avec ceux du précédent doctorant Toufik Taib

(Taib et al., 2017) et prouve que j'ai bien pris en main ce modele. Les résultats des études
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qui découleront pour la suite pourront donc étre interprétés en associant les résultats des

précédentes études du laboratoire.

2. Etude de I’expression de TSPO

Nous avons ensuite évalué de l'expression de TSPO dans notre modéle
expérimental de TC. Nous avons pour cela tout d’abord procédé a une analyse d’'imagerie
en TEP avec un radioligand de TSPO, le [*®F]JFEPPA. Nous avons ensuite réalisé des
études immunohistochimiques et immunocytochimiques puis des analyses par cytométrie

en flux.

Ces travaux font I'objet d’un article en préparation pour Journal of Neurotrauma.
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ABSTRACT:

Introduction: TBI is associated with neuroinflammation originating from microglial activation.
18 - kDa translocator protein (TSPO) is widely used as a reference marker for microglial activation
in different pathological context. However, the use of TSPO to specifically monitor the microglial

activation remains a point of contention in the literature.

Material and methods: TSPO expression was evaluated in brain of male Swiss mice following a

traumatic brain injury (TBI) induced by a controlled cortical impact. Positron emission tomography
(PET) imaging analysis with [*3F]FEPPA, a TSPO radiotracer, was performed at 1, 3, 7 and 14 days
after TBI. Immunostaining on brain slices of TBI mice, on microglia and endothelial cell culture

was performed. Flow cytometry analysis was performed on brain samples from TBI mice.

Results: PET analysis showed a significant increase of TSPO in the amygdala at 14 days after a
TBI (p=0.04). This increase was not observed in immunohistochemistry, which revealed a
vascular-like staining of TSPO. Immunocytochemistry confirmed endothelial expression of TSPO.
Moreover, flow cytometry analysis showed that microglia represents 58.3% of TSPO™ cells in the
CNS and that its expression is globally increased 3 days after a TBI, especially in microglia,

macrophages, lymphocytes and neutrophils.

Conclusion: Flow cytometry results point the lack of specificity of TSPO for microglia and
suggests that microglia contributes to the overall increase in TSPO in the CNS after TBI, but is not
its only contributor. Our work raises the question of its use as a target for PET imaging for specific
marker of microglial activation. Due to its resolution, PET analysis using TSPO radioligand do not

seem appropriate to monitor the microglial activation in mice brain after TBI.

Key words : translocator protein; traumatic brain injury; positon emission tomography;

microglia ; flow cytometry
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INTRODUCTION

Traumatic brain injury (TBI) is a growing public health concern for high-income countries, as a
leading cause of mortality and disability in the under 40.! TBI is estimated to cause
282 000 hospitalizations and 56 000 deaths in the USA each year,? and to cost between 60.4 and
221 billion dollars for one year only in the USA.! Moreover, TBI is responsible for important
sequelae to surviving patients. Indeed, several studies linked TBI to neuropsychological and
cognitive diseases.®> These last years, neuroinflammation (NI) consecutive to the TBI is

increasingly recognized as the source of these long-term neurological disorders.

NI is both a short and long term consequence of TBI, whether it is mild, moderate or severe, in
human or in animals model.*® NI has been shown to last for decades after the injury’ and many
studies linked its chronicity to white matter injuries and neurodegenerative diseases.®° Microglia,
as the main immune cell in the central nervous system (CNS), appears to be key cellular mediators
of NI, both as promoting and repressing it, through its 2 activation phenotypes : the classical one
(also called M1) leading to pro-inflammatory and detrimental effects!®2 and the alternative one

(also called M2) triggering anti-inflammatory, immunomodulatory and protective effects.!3-1°

There is currently no treatment for post-TBI long-term disorders. Pharmacological strategies
targeting modulatory or regulatory processes of NI could prevent development and progression of
long-term disorders and may appears promising therapeutic strategies. These last years, microglial
activation and its modulation has become a favorite target in the field of NI research. NI monitoring
and evaluation of the effects of microglia-targeted strategies need noninvasive technic using
specific marker, ideally by invivo imaging. The latter allows a longitudinal monitoring and is

transposable bench to bedside and conversely.

These last decades, the use of positron emission tomography (PET) for imaging microglial

activation appears as a promising noninvasive method to monitor NI. Among the possible targets
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for microglia, the 18-kDa translocator protein (TSPO) is the most studied in PET.'® TSPO is a five
transmembrane domain protein located in the outer mitochondrial membrane,!’ discovered in
1977*® and previously named as “peripheral benzodiazepine receptor”. TSPO is involved in
multiple physiological functions such as steroid biosynthesis, membrane biogenesis, heme
biosynthesis, cellular proliferation and differentiation, apoptosis.'® Although it is widely and
ubiquitously expressed, its expression in the CNS has been described as mostly restricted to glial
cells.?>2 |ts increased expression during NI, and its colocalization with markers of activated
microglia, put it as a reference marker of microglial activation.?-2° In humans, the increase of
TSPO expression has been observed with TEP in stroke, Alzheimer’s and Parkinson’s diseases,
amyotrophic lateral and multiple sclerosis, herpetic and HIV encephalopathy.®® Some studies

revealed a long-term increase of TSPO expression, from several months to years after TB|.27:28:31.32

The historical TSPO radiotracer used for preclinical studies was PK11195, a TSPO antagonist.>33*
But these last years, a new generation of TSPO ligands was developed : [Y!C]DAA1106,
[‘8F]FE- DAA1106, [C]DPA713, [‘|F]DPA714, [*|F]FEPPA, [‘|F]PBR28, [!F]PBR111,
[1!C]SSR18075, [**C]CLINME, [*?*I]CLINDE and [*C]vincopectine.®® These second generation
radioligands demonstrate a better brain diffusion, a better affinity for TSPO and a lesser nonspecific
binding.%® [*®F]FEPPA is one of the newest TSPO PET radiotracer with greater affinity for its
target®” and one of the two TSPO radioligand being the most advanced in clinical development
with [*8F]DPA714 for PET imaging of neuroinflammation. In addition, [*®F]FEPPA radiosynthesis
method is easier than that of [*®F]DPA714, its metabolism is lower than that of []F]DPA714,

which is more favorable for [*F]JFEPPA quantification in brain.3®

In this study, the use of [*F]JFEPPA with PET was evaluated to monitor microglial activation at
1, 3, 7 and 14 days after TBI in mice, as we already evidenced microglial activation in this model.*
Then, the specificity of TSPO for microglia was evaluated using immunohistochemistry on these

brains after TBI. Finally, we investigated and quantified TSPO expression by microglia and other
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CNS cells, especially infiltrating immune cells and endothelial cells, through
immunohistochemistry on brain slices, immunocytochemistry on endothelial and microglial

primary cell cultures, and flow cytometry in mice brain after TBI.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Male Swiss mice were supplied by Janvier labs (Le Genest St Isle, France), weighted 28 to 30 g.
All care and experiments were in accordance with the ethical approvals stipulated by the Animal
Ethics Committee of Paris Descartes University, the French regulations and the European Council
Directive of September 22, 2010 (2010/63/EEC) on the protection of animals for experimental use
(APAFIS#4765). Animals were housed under temperature (22 + 2 °C) and light (12h per day)

controlled conditions with access to food and water ad libitum.

Controlled cortical impact-induced brain injury

The Controlled Cortical Impact (CCI) model was performed as previously described.®® Mice were
anesthetized with isoflurane and placed in a stereotaxic frame. Body temperature was monitored
throughout surgery by a rectal probe and maintained at 37.0+0.5°C with a homeothermic blanket
control unit. A 4-mm craniotomy was performed onto the left temporo-parietal cortex centered
between the bregma and lambda (Figure 1 A), taking care to leave the dura mater intact. Injury
was delivered using a 3 mm diameter impactor by a pneumatically controlled device (TBI 0310
Impactor, Precision System Instruments) using the following parameters: diameter 3mm, velocity
3.5m/s, depth of cortical deformation 1.0mm and dwell time 50ms*. Following the injury, the
skullcap was replaced by applying bone wax and the skin sutured. Sham-operated (SO) mice
underwent the same surgery without impact. To recover from anesthesia and prevent post-surgery
hypothermia, animals were placed in an incubator set at 30°C for one hour. Mice were subsequently

returned to their home cage. Non-operated (NO) mice had neither surgery nor anesthesia.
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PET

Radiochemical synthesis of [18F]FEPPA

Radiosynthesis of [®F]JFEPPA was performed at the Unité Claude Kellershohn, in Saint-Louis
Hospital, Paris (France), as previously described.® Briefly, the radiosynthesis of [*®F]JFEPPA was
performed using an AllInOne® (Trasis, Ans, Belgium) synthesis module and a tosylated precursor

for a one-step fluorine nucleophilic aliphatic substitution.

All reagents and solvents were purchased from commercial suppliers (ABX, Radeberg, Germany
or Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) and were used without further purification. Sep-
Pak QMA were purchased from ABX. [*®F]fluoride ion was produced via the [*30(p,n)*8F] nuclear
reaction (IBA Cyclone 18/9 cyclotron). Radioactivity of the final product was measured with a

dose calibrator (PET DOSE 5 Ci, COMECER®, Castel Bolognese, Italy).

In Vivo PET/CT imaging

PET/CT imaging was performed using Inveon micro PET/CT scanner (Siemens Medical Solutions,
Erlangen, Germany) designed for small laboratory animals. Mice were anesthetized
(isoflurane/oxygen, 2.5% for induction at 0.8-1.5 L/min, and 1-1.5% at 0.4-0.8 L/min thereafter)
during injection of [*®FJFEPPA (9.9 + 1.5 MBq) in a volume of 0.15 mL (0.22 + 0.19 nmol of

FEPPA) through the tail vein, and during PET/CT acquisitions, as previously described.*

The spatial resolution of Inveon PET device was 1.4 mm full-width at half-maximum at the center
of the field of view. Images were reconstructed using a 3D ordered subset expectation

maximization method including corrections for scanner dead time, scatter radiations, and randoms.
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Protocol

In accordance with metabolism studies,® the [*®FJFEPPA concentration decreases rapidly in the
plasma, and get stabilized 90 minutes after the injection. At the opposite, brain concentration is
barely stable through the time. The static study was then performed 90 minutes after injection and

during 30 minutes.

PET/CT imaging was performed at 4 different times: 1, 3, 7 and 14 days after surgery or TBI. The
study comprised 3 groups of mice. The first group of mice have had PET at D1 and D3, the second
one at D3 and D7, and the third one at D7 and D14. For each one of these 6 acquisitions, 8 mice

were imaged: 1 NO, 3 SO and 4 TBI (Figure 2).

The acquisition started 90 minutes after injection of [*®F]JFEPPA, and lasted for 30 minutes.

Between the end of the injection and the start of the acquisition, anesthesia was stopped.

Data analysis and modeling

PET/CT images were visually assessed. Then quantitative analysis of PET/CT images was
performed by PMOD version 3.806 image analysis software (PMOD Technologies, Zurich,
Switzerland). All values of radioactivity concentrations were normalized by the injected dose and
the weight of the mouse, and expressed as percentage of the injected dose per g of tissue (% ID/g;
Figure 1 Ba) for the visualization and expressed as standard uptake value (SUV) maximum

(SUVmax) and mean (SUVmean) for the quantification.

PET images were automatically rigid matched with corresponding CT and then cropped to keep
only the brain images. CT were automatically rigid matched with a T2 MRI template (M. Mirrione,
included in PMOD software), and then the transformation applied to the PET image was cropped.
This method allowed us to use the atlas of the brain corresponding to the T2 MRI template. The
atlas allowed us to quantify 6 regions (cortex, striatum, hippocampus, amygdala, midbrain and

inferior colliculi) in left (ipsilateral) and right (contralateral) side, and 7 regions non laterally-
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differentiated (thalamus, cerebellum, basal forebrain septum, hypothalamus, brain stem, central

gray and superior colliculi) (Figure 1 Bb).

To compare mice, SUV values were normalized through a ratio with a SUV value of a reference
region, reflecting the radiotracer activity. As it was not possible to find any reference region in our
study, we used the ratio between left (ipsilateral) and right (contralateral) side of the 6 regions
(cortex, striatum, hippocampus, amygdala, midbrain and inferior colliculi), and the addition of all
these regions (total brain). The comparison of the 7 non side-differentiated brain regions (thalamus,
cerebellum, basal forebrain septum, hypothalamus, brain stem, central gray and superior colliculi)

was not possible.
Immunohistochemistry and immunocytochemistry

Brain preparation

The day after the last TEP acquisition (Figure 2), mice were anesthetized (150 mg/kg sodium
pentobarbital, i.p.) and transcardially perfused with 0.9% NaCl saline during 2 minutes, followed
by a fixative solution (4% paraformaldehyde) during 4 minutes. Brains were removed and post-
fixed during one hour, then standed in 20% sucrose during 48h at +4°C. Then, brains were snap
frozen during 5 minutes (in 2-methylbutan, 40°C) and kept frozen at -80°C. Coronal brain sections
(20 um thick), were taken from the rostral to caudal part of the brain, using a cryostat (JUNG
CM3000, Leica Microsystems), set on gelatinized slides and stored at —80°C. To process to the
immunostaining, sections were fixed in acetone on dry ice for 5 minutes, then rehydrated in

phosphate-buftered saline (PBS) for 15 minutes.
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Cell culture

bEnd 3 Endothelial cells

Transformed mouse brain endothelial cells bEnd.3 (ATCC® CRL-2299™, Manassas, Virginia,
USA) purchased from Sigma (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) were cultivated in
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 2 mM L-glutamine, 10% fetal
calf serum, 1 mM sodium pyruvate, 1% non-essential amino acids, 50 U/mL penicillin and
50 pg/mL streptomycin in a humidified 5% CO> incubator at 37°C. Cell line passages of < 30 were
used for all experiments. Cells were cultured on glass coverslips coated with poly-D-lysine in
24- well plates at a density of 200 000 cells/mL. They were treated with LPS (100ng/mL) or
phosphate-buffered saline (PBS 0.01 M, pH 7.4), and 24 h after treatments cells were washed with

PBS and fixed for 12 min using 4% paraformaldehyde in PBS.

Primary microglia cell culture

Primary mixed glial cell culture was prepared from cortices of postnatal (day PO to P3) mice as
previously described.2%4! Briefly, brains were harvested and dissected into ice-cold DMEM-High
Glucose (HG) medium supplemented with 2% of antibiotic solution (penicillin 10 000 U/mL -
streptomycin 10 mg/mL), and the meninges were gently removed. Cortices were collected, and
then mechanically dissociated and suspended in DMEM-HG medium supplemented with 10% of
heat-inactivated fetal bovine serum, 2 mM of L-glutamine and 0.01% of antibiotic solution. Glial
cells were cultured in poly-D-lysine coated flasks under humidified atmosphere containing

5% CO2 at 37°C.

Fourteen days later, microglia were isolated from the mixed glial population by an orbital shaking
(140 rpm, 37°C) of the flasks for 30 minutes. The supernatants containing microglia were collected
and centrifuged (1 200 g x 10 minutes, 4°C). The pellets were re-suspended in fresh DMEM-HG

medium supplemented with 10% of heat-inactivated fetal bovine serum, 2 mM of L-glutamine and
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0.01% of antibiotic solution. For immunofluorescence staining, cells were seeded on poly-D-lysine
coated coverslips placed in 24-well culture plates previously treated with poly-D-lysine, at a
density of 400 000 cells/mL. They were treated with LPS (100ng/mL) or phosphate-buffered saline
(PBS 0.01 M, pH 7.4), and 24 h after treatments cells were washed with PBS and fixed for
12 minutes using 4% paraformaldehyde in PBS. The culture purity, determined by
immunofluorescence labeling using ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba-1, a specific

marker of microglia) antibody (Abcam, ab5076), is about 98%.

Immunostaining

Slides were incubated overnight at 4°C with the following primary antibodies, diluted in a PBS —
gelatin (0.2%) — Triton X-100 (0.25%) to permeabilize and block non-specific binding: goat anti-
mouse Ibal (Abcam, ab5076, 1:500); rabbit anti-mouse TSPO (Abcam, ab109497, 1:500 and
Invitrogen; SA90-03; 1:150); goat anti-mouse collagen IV (SouthernBiotech, 1340-01, 1:200; goat
anti-mouse ICAM-1 (R&D Systems; AF796; 1:20); goat anti-mouse Argl (Santa Cruz
Biotechnologies; Sc-18355; 1:200). Following incubation in primary antibody, slices were washed
3 x 5 minutes with PBS-Tween 0.1%, then incubated with secondary antibodies diluted in a PBS
— gelatin (0.2%) — Triton X-100 (0.25%): donkey anti-rabbit AF 488 (Molecular Probs, A21206,
1:1 000) for TSPO; donkey anti-goat Cy3 (Jackson Immuno Research; 705-165-147; 1:1 000) for
Ibal, ICAM-1; Argl and collagen IV. After 90 min of incubation, slices were washed 3 X 5 minutes
with PBS, then incubated with DAPI (Calbiochem; 268298; 1:20 000) during 90 minutes at room

temperature. Finally, slices were washed 3 x 5 minutes with PBS.

For the DAPI/IB4/collagen IV/TSPO staining, a 90-minutes incubation with a FITC-marked
Isolectin B4 from Bandeiraea simplicifolia (Griffonia simplicifolia) (Sigma, L2895, 1:100) was
performed. Then, the slides were washed with PBS 3 x 5 minutes and mounted with Fluoromount-
G (SouthernBiotech) and examined under a SP8 laser scanning confocal microscope (Leica

Microsystems, Nanterre, France).
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For TSPO and Ibal quantification, 4 SO and 11 TBI at D14 were analyzed with tile scan to get an
image of the whole lower half brain, on a section at around - 2 mm from the bregma (from Paxinos
and Watson atlas, 2001). ROIs (0.5 x 0.5 mm) were defined with Leica Application Suite
(v3.3.0.16799, Leica Microsystems, Nanterre, France) on left (ipsilateral) and right (contralateral)
regions with increased TSPO expression measured in PET. TSPO stained area (m2?) and Ibal
stained cell count were quantified in both ROI after applying a median filter (radius: 5, iteration: 1)

and a threshold to delete the background.
Flow cytometry

Animals

The goal of this experiment was to evaluate the expression of TSPO by microglial cells, in the
inflammatory context of TBI. As inflammatory context was needed but it did not matter if the
inflammation was caused by the surgery or by the TBI, no sham-operated mice were then analysed.

Six NO, 8 TBI at 1 day and 8 TBI at 3 days were used for flow cytometry experiment.

Brain dissociation

At 1 and 3 days after TBI, or surgery, mice were anesthetized (150 mg/kg sodium pentobarbital,
i.p.) and transcardially perfused with 0.9% NaCl saline during 4 minutes. The brains were then
quickly removed and the hemispheres separated from each other. Each hemisphere represented a
sample and was cut into small pieces and placed in 2 mL ice-cold HBSS (Hanks' balanced salt

solution; Gibco; 14185-052) until all brains were removed.

Each sample was then dissociated in a mix from the Miltenyi Biotec’s Adult Brain Dissociation
Kit (130-107-677). The sample were then placed for 30 min at 37°C in a water bath, with manual
mechanical trituration every 5 minutes. Samples were then centrifuged (1 000g, 10 minutes, 4°C)
then re-suspended in cold PBS (Gibco, 70011-036), and filtered through a 70 pum filter (MACS

SmartStrainers, Miltenyi Biotec; 110-916) to remove undissociated tissue.
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Samples were centrifuged (1 000g, 10 minutes, 4°C) and cell pellets were re-suspended in cold
PBS and debris removal solution of Miltenyi Biotec’s Adult Brain Dissociation Kit according to
the manufacturer instructions. During centrifugation (3 000g, 10 minutes, 4°C) 3 phases were
formed and the lower phase, containing the cell suspension, was collected and re-suspended in cold
PBS. After centrifugation, (1 000g, 10 minutes, 4°C), cells were counted and the volume adjusted

to obtain 50 to 100.10° cells/mL.

Immunostaining

For each sample, 100uL were proceeded to immunostaining. Firstly, samples were incubated with
10 uL of Zombie NIR® (Biolegend, 423105, 1: 500 in PBS), then rinsed with 500 uL of FACS
buffer (2% bovine serum albumin, 5mM ethylenediaminetetraacetic acid in PBS; BSA, Miltenyi
Biotec; 130- 091- 376; EDTA, Sigma, ED4SS), and centrifuged at 800 g during 6 minutes. Control

samples without Zombie NIR® labeling were incubated with 10 uL of PBS.

For multicolour stainings, samples were incubated with 90 uL of TruStain FcX® (Biolegend,
101320, 1:10 in FACS buffer) 2 minutes to reduce non-specific bindings and then with 10 uL of
fluorochrome-conjugated antibodies solution or their corresponding isotopic controls diluted in
FACS buffer during 30 minutes. Samples were then washed with 1 mL of FACS buffer and
centrifuged (800g, 5 minutes) twice. Antibodies concentrations and references are listed

in Table 1.

For TSPO staining, cells were fixed through incubation with 500 pL of fixation buffer (Biolegend,
420801, 20 minutes), centrifuged (1 800g, 6.5 minutes), rinsed with 500 pL of staining perm wash
buffer (Biolegend, 421002) and centrifuged again (1 800g, 6.5 minutes). Samples were then
incubated with 100 uL of anti-TSPO antibody diluted in staining perm wash buffer during
30 minutes. Control samples without anti-TSPO antibodies were incubated with 100 pL of staining

perm wash buffer. Finally, the samples were washed with 500 uL of staining perm wash buffer,
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centrifuged (1 800g, 6.5 min) and re-suspended in 150 uL of FACS buffer for flow cytometry

analysis.

Data acquisition

Cells were analyzed with LSRFortessa® cell analyzer (BD Biosciences) and data were analyzed

with FACSDiva software (Becton Dickinson) and FlowJo software (version 10.5.3; Tree Star).

After isolating single living cells (Figure 3 A), monocytes and neutrophils were gated on their
Ly-6G and Ly-6C expression profile, lymphocytes, macrophages and microglia were gated on their
CD45 and CD11b expression profile, and endothelial cells were gated on their CD144 expression

profile (Figure 3 B).

After gating the TSPO" cells on single live cells, the same gating strategy than previously described
was applied to discriminate monocytes, neutrophils, lymphocytes, macrophages, microglia and
endothelial cells (Figure 3 C). This allowed us to quantify the distribution of the different immune
cells and endothelial cells in the cells expressing TSPO in the CNS, and its relative expression

level.

The number of each immune cell population (monocytes, neutrophils, macrophages, lymphocytes
and microglia) was counted and added to get the total number of immune cell. The repartition of
each immune cell was calculated by the ratio of the number of the specific immune cell population

over the total number of immune cells.

In each isolated cell population, the proportion of TSPO™ cells was calculated, and in each cellular

population, the TSPO expression was quantified using geometric mean intensity.
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Statistical analysis

Data were expressed as mean = SEM of n observations, where n represents the number of animals.
All figures and statistical analyses were created with GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA). Values of probability lower than 5% (p < 0.05) were considered significant.

To proceed to TEP data analysis, SUVmean and SUVmax were extracted from PMOD software

and converted into Microsoft Excel format (Microsoft, Seattle, WA, USA).

SUVmean and SUVmax of each of the 6 side-differentiable brain regions were compared between

the different mice group using one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test.

IHC quantification values were compared between SO and TBI mice with a Welsh t test as the

variance were significantly different.

The distribution of immune cells measured in flow cytometry, and the geometric mean of the TSPO

staining intensity were compared with a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test.
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RESULTS

PET imaging of TSPO expression after TBI

Ipsi/contralateral [*8F]JFEPPA SUVmean increased in the amygdala at 14 days post-TBI (p=0.0494
versus sham-operated) (Figure 4) reflecting an increase in TSPO expression in this region.
No significant variations of ipsi/contralateral [‘®F]JFEPPA SUVmean were observed in other
regions and at all studied time-points. Similarly, ipsi/contralateral [*3F]FEPPA SUVmax increased

in the amygdala at 14 days post-TBI (data not shown).

TSPO and microglia quantification in amygdala at 14 days after TBI

In order to confirm the increase of TSPO protein expression reflected microglia activation in the
amygdala 14 days after TBI, immunohistochemistry of TSPO and Ibal was performed on mice
brain in these regions (Figure 5 A). TSPO staining area quantification showed a non significant

(p = 0.1182) increase in ipsi/contralateral TSPO expression ratio (Figure 5 B).

Ipsi/contralateral Ibal* cells ratio was significantly increased in TBI mice (p = 0.0381), reflecting
an increase in ipsi/contralateral microglia ratio in amygdala 14 days after TBI (Figure 5 C).
However, when comparing independently the ipsi and contralateral regions, the number of Ibal*

cells did not differ between SO and TBI (Figure 5 D and E).

No colocalization was observed between Ibal and TSPO staining. Moreover, TSPO staining
revealed a vascular-like staining different from Ibal staining (Figure 6 A). This staining was

observed in all brain regions, whatever the group, NO, SO, TBI, and time-point studied.

To further investigate the vascular-like TSPO staining, immunohistochemistry staining of basal
lamina (collagen V) and endothelial cells (isolectin B4) were performed (Figure 6 B). These
staining detailed the localization of TSPO as under the basal lamina, revealing an endothelial

localization of TSPO (Figure 6 B).
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No staining of TSPO with AQP4, specific to astroglia, and the absence of basal-like staining of
TSPO revealed that the astrocyte endfeet surrounding the blood vessels did not expressed TSPO

(data not shown).

Finally, the same pattern of staining was observed with an anti-TSPO antibody from a different

clone targeting another TSPO epitope.

To evaluate the expression of TSPO by microglia and/or endothelial cells, immunocytochemistry
was performed using antibodies raised against TSPO and microglia (Argl) or endothelial cell
(ICAM-1) specific markers on primary microglial cell cultures and on brain endothelial cell
(bEnd3) culture. TSPO was clearly expressed by microglial cells, whether they were stimulated by
pro-inflammatory stimulus (LPS) or not (control condition; Figure 7 A). We also highlighted the
expression of TSPO by bEnd3 cell culture (Figure 7 B) showing that endothelial cells also

expressed TSPO.

Immune cells distribution after TBI

Under homeostatic conditions, microglia represented 94.6 + 1.1% of the total of immune cells,
macrophages 0.7 + 0.1%, monocytes 4.0 = 1.1%, neutrophils 0.3 £ 0.1% and lymphocytes
0.4 £ 0.1% (Table 2 and Figure 8). Microglia was not modified by TBI at one day (93.1 £ 1.9%)
and significantly decreased at three days (89.4 + 1.1%; p<0.05). Conversely, all the other immune
cell populations increased at one and three days after a TBI (Table 2), reflecting the peripheral

immune cell recruitment following TBI.#?

TSPO expression within immune cells and endothelial cells after TBI

In the homeostatic state, microglia were the main TSPO™ cells (58.3 + 2.7%) while macrophages
(0.4 £ 0.1%), monocytes (2.7 £ 0.7%), lymphocytes (0.2 = 0.1%), neutrophils (0.2 + 0.1%) and

endothelial cells (0.2 + 0.1%) counted less than 4% of all TSPO™ cells. The rest of TSPO* cells
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(37.9 £ 3.1%) were not identified (Figure 8 B and Table 3) and could be neurons, astrocytes and/or
oligodendrocytes. The proportion of microglia significantly decreased one day after TBI
(44.4 £ 3.6%; p<0.05) and got back to its homeostatic level at 3 days after TBI (57.5 £ 3.2%).
At three days, TBI increased the proportion of macrophages (1.6 + 0.3%, p<0.01), lymphocytes
(0.8 £ 0.2%, p<0.05) and neutrophils (1.3 £ 0.4%, p<0.01), demonstrating parenchyma infiltrating
blood cells. Finally, the proportion of unidentified cells in TSPO™ cells increased at one day
(52.0 £ 3.6%; p<0.01) and got back to its homeostatic level at three days (34.3 + 1.7%) (Table 3

and Figure 9A).

The geometric mean of TSPO relative expression intensity was higher in the peripheral immune
cells such as macrophages (34 036 + 3 314, p<0.001 versus microglia), monocytes (21 164 +1 814,
p<0.001 versus microglia), lymphocytes (28 231 + 4430, p<0.001 versus microglia) and
neutrophils (22 157 + 3508, p<0.001 versus microglia) than in microglia (4 110 + 310).
Conversely, the TSPO expression intensity was lower in endothelial cells (2 681 + 251) and in the
rest of unidentified TSPO* cells (3 677 £ 149) than in microglia. Following TBI, TSPO expression
of TSPO* cells (4 495 + 214) did not differ at one day (5 151 + 511) but was significantly increased
at three days after TBI (11 742 + 786.4; p<0.001). TSPO expression profile of endothelial cells
(2729 £ 431 at D1 and 3505+ 426 at D3) and monocytes (28 289 + 3594 at D1 and
26 405 + 1 771 at D3) was not modified by time after TBI. In neutrophils, TSPO expression was
significantly higher both at D1 (83 324 + 16 866, p<0.001) and D3 (59 408 + 5 214, p<0.05). In all
the rest of the cells, the increase was observed only at D3: microglia (5898 + 790 at D1 and
14 836 + 1 560 at D3; p<0.001), macrophages (35 742 + 4 425 at D1 and 82 585 + 6 329 at D3;
p<0.001), lymphocytes (26 629 + 3 800 at D1 and 49 301 £+ 3 990 at D3, p<0.01) and all the other

unidentified cells (3414 + 126 at D1 and 4 126 £+ 121 at D3; p<0.05) (Table 4 and Figure 9B).
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In immune cells, 94 to 100 % of the cells expressed TSPO (Table 5). Conversely, only 11.5 + 2.5%
of endothelial cells expressed TSPO in non-operated. These proportions did not significantly differ

after TBI (Table 5).
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DISCUSSION

Many studies linked NI, characterized by microglial activation, to WMI, after TBI.”#34* For more
than 20 years, TSPO has been described as specific for glial cells in the CNS and is widely used as
a reference marker for microglial activation in different pathological context.?5-?° However, the use
of TSPO to specifically monitor the microglial activation remains a matter of concern in the
literature?®. In this study, we evaluated the use of TSPO for microglial activation monitoring using
PET imaging in an experimental model of TBI in mice, and we explored the TSPO expression

profile of cells by flow cytometry.

Flow cytometry analysis showed increase of TSPO expression in microglia at three days after TBI.
As microglial activation has been previously described in our TBI model at this time-point,® we
can assume that TSPO is overexpressed by activated microglia, as previously described.*8
We also highlighted an increase of TSPO expression in the overall population of TSPO™ cells in
the CNS three days after TBI, consistently with the literature?”?®, However, the involvement of
microglia in the overall overexpression of TSPO in the CNS following TBI remains unclear.
Indeed, the expression of TSPO by non-microglial glial cells and endothelial cells is known for
long time but only recent studies reported a non-negligible expression of TSPO by activated
astrocytes**® and endothelial cells.>! Our results confirmed the importance of non-microglial
expression of TSPO, as microglia represent only 58% of the TSPO™ cells in the CNS in non-
operated mice, and 44 to 58% 1 and 3 days after TBI. This data points the lack of specificity of
TSPO for microglia and suggests that microglia contributes to the overall increase in TSPO in the
CNS after TBI, but is not its only contributor. The infiltrating immune cells appear to be strong
contributors to TSPO increase following TBI. A recent in vitro study reported an increased

expression of TSPO in macrophages in a pro-inflammatory context.® Flow cytometry analysis
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allowed us to confirm it in vivo and to highlight that all the immune cells express TSPO. They
accounted for only 3.5 to 7.9% of the TSPO™ cells, but they expressed TSPO in a stronger way than
microglia, both in homeostatic state (i.e. non-operated mice) and in an inflammatory context (i.e.
TBI mice). Moreover, 94 to 100% of the immune cells expressed TSPO and its expression

increased in lymphocytes, neutrophils and macrophages following TBI.

Staining confirmed the lack of specificity of TSPO expression as no colocalization of TSPO and
Ibal was observed. Moreover, more precise staining revealed an endothelial localization of TSPO
similarly to a recent study®2. Immunostainings on primary cell culture allowed us to confirm the
expression of TSPO by endothelial cells already reported by others.?35°¢ However, flow
cytometry analysis demonstrated that only 11.5% of the endothelial cells expressed TSPO, and

these cells represented 0.2% of TSPO™ cells, with a lower expression than other cell types.

The lack of specificity of TSPO does not explain the absence of increased expression by PET in
our TBI model, while an increase was observed in flow cytometry. PET analysis, using
[F]-FEPPA a second-generation TSPO radioligand, was not sufficiently resolutive to reveal an
increased expression of TSPO at 1 and 3 days after TBI, whereas we demonstrated microglial
activation and NI in this model.® Indeed, the spatial resolution of Inveon PET device is
1.4 mm full-width. With an impact zone of 3 mm width and compared to the mouse brain size, this
low resolution raises issue about sensitivity and specificity. To our knowledge, PET imaging has
never been used to target TSPO in a TBI mouse model. NI following TBI may not be important
enough to be detectable in TEP with current TSPO radiotracers and PET resolution. Given the
definition of PET device and the small size of the cerebral regions defined by the atlas VOIs, the
signals detected in a VOI might can originate from adjacent tissues, like skin and skull. This could
explain the increased expression of TSPO found in the amygdala at day 14 post-TBI, time and

location at which NI and microglial activation are not present.3® IHC analysis, which allows a better
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spatial sensitivity in a 0.25mm?3 area compared to the 1.4 mm full width resolution of PET, did not

revealed any TSPO overexpression in this area confirming our hypothesis.

In addition, it may be necessary to consider the endothelial expression of TSPO in the Kinetic

model, as proposed in a recent study.>!

Finally, the results of real time-quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR) processed on
microglial culture (supplemental data Figure S1) showed an increase of TSPO expression in
microglia submitted to a pro-inflammatory stimulus by TNFa (4.3 fold) but much lower than other
microglial markers (15 and 433 fold, respectively for TNFa and NOS2 mRNA expression).
Besides, TSPO expression was not modified under anti-inflammatory stimulus by IL-4 (data not

shown), demonstrating the expression of TSPO by pro-inflammatory M1 microglial phenotype.%>°

In the light of these results, the use of TSPO in NI context should be interpreted with caution.
Although they do not necessarily question the use of TSPO as a NI marker, these results question
its use as a specific marker of microglial activation. If microglia is the main cell expressing TSPO
and therefore the main contributor to its increase in the inflammatory context of TBI, its expression
by a broad array of cell population, some of which with higher expression level, must be taken into

account according to the type of analysis and the objective sought.

Limitations of the study

A static study was used to perform the PET analysis, with an acquisition time of 30 minutes for
each mouse. A dynamic study with a longer time of acquisition would have allowed to compare
the different groups with the volume of distribution, which might have been more accurate than
SUVmean. However, the shorter time of acquisition allowed us to have bigger samples, keeping
the same total time of acquisition. Moreover, the final goal of this study was to transpose this

method for a clinical use. We made the choice to perform acquisition with a duration compatible
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with clinical experiments, and to analyze them with SUVmean and max, as they are used in clinical
routine. Immunohistochemical on mice brain sections revealed an exclusive endothelial staining
for TSPO. No colocalization was found with microglia or other immune cells, which express TSPO
more importantly than endothelial cells, according to our flow cytometry results. The same staining
was obtained with 2 different anti-TSPO antibodies that had different clones. In addition, one of
the two antibodies was identical to the one we used in flow cytometry, which effectively labelled
the microglia. Finally, our immunocytochemical TSPO staining with this antibody was effective
on microglia cultures. Then, the quality of the antibody cannot be questioned. Finally, a number of
cells expressing TSPO were not identified by our experiments. These cells could be
oligodendrocytes, neurons or astrocytes. The non-identification of these cells is a limitation of our
study. However, the objective of our flow cytometry experiments was to quantify the proportion
of microglia in cells expressing TSPO, in order to evaluate its specificity for microglia in particular.
We therefore did not need to identify all the other cell types expressing TSPO, which was not the

objective of this work.
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SUPPLEMENTAL DATA

Real time-quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR) for TSPO expression in

primary microglial cell culture

Material and methods

Total RNA was isolated, from primary microglia culture, with the RNeasy® Micro Kit according
to the manufacturer’s instruction (Qiagen). RNA quality and concentration were assessed by
spectrophotometry with the NanodropTM1000 (Thermofischer Scientific). Total RNA was then
subjected to reverse transcription using the iScriptTM cDNA synthesis kit (Bio-Rad). Using
SYBER Green Super-mix (Biorad), RT-gPCR was performed in triplicate for each sample for
40 cycles with a two-step program (5 seconds of denaturation at 95°C and 10 seconds of annealing
at 60°C). Amplification specificity was evaluated with a melting curve analysis. Primers were
designed using Primer3 software. Sequence and their NCBI references are given in Table S1. The
relative expression of gene of interest was normalized to that of ribosomal protein L13A (Rpl13a),
used as a reference gene. For primary microglia culture, the data are presented as relative RNA

units with respect to the control group (normalized to 100%).

Results

TSPO expression significantly increased in microglia under pro-inflammatory stimulus (4.3 fold;
p<0.01) but to a lesser extent compared to NOS2 (433 fold; p<0.0001) and TNFa (15 fold; p<0.001)

(Figure S1).
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Figure 1. A. Area of the cortical impact; B. PET/CT image of [18F]FEPPA binding (a) expressed
in %ID/g and viewed in a coronal and sagittal plane, with (b) the atlas of the ROI used for

quantification.
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Figure 2. PET acquisition protocol. For each one of the 6 acquisitions, 8 mice were imaged: 1 NO,

3 SO and 4 TBI. After the second PET acquisition, mice were sacrificed for IHC analysis.

Abbreviations: D: Day; IHC: Immunohistochemistry; PET: Positron Emission Tomography; TBI:

Traumatic Brain Injury.
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Figure 3. Flow cytometry gating strategy to sort the different cellular populations. Cells were
distinguished (A) from debris using forward (FSC-A) and side (SSC-A) scatters, followed by cell
doublet and aggregate elimination (FSC-A/FSC-H and SSC-A/SSC-H). Dead cells were gated out by
strong positivity for the dead cell discrimination marker Zombie Dye®. (B) Monocytes
(Ly-6G/Ly-6C") and neutrophils (Ly-6G*/Ly-6C™) were gated. In the other cells (Ly-6C),

lymphocytes (CD11b/CD45"), macrophages (CD11b*/CD45™) and microglia (CD11b*/CD45™)
135



were gated. Finally, endothelial cells were gated with CD144", in the other cells (CD11b/CD45"). (C)
The same gating strategy was applied to TSPO* cells. (D) TSPO expression was quantified in each

cellular population using geometric mean intensity.
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Figure 4. PET ipsi/contralateral [*®F]FEPPA SUVmean for NO, SO, and TBI mice at 1, 3, 7 and
14 days, in (A) cortex, (B) striatum, (C) hippocampus, (D) amygdala, (E), midbrain, (F) inferior
colliculi and (G) the sum of the 6 regions. Data were expressed as means + S.E.M. Differences

were analyzed using a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test. *p<0.05.
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Figure 5. TSPO and microglial quantification 14 days after TBI in (A) ipsi- and contralateral
amygdala. (B) Ipsi/contralateral TSPO staining area, (C) ipsi/contralateral Ibal™ cells, (D) Ibal*
cells in contralateral amygdala, (E) Ibal® cells in ipsilateral amygdala. Data were expressed as
means + S.E.M. Differences were analyzed with a Mann Whitney test when variances were not
significantly different and with a Welsh t Test when variances were significantly different.

*p<0.05.
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Collagen IV

Figure 6. Immunohistochemistry on mouse brain slice 3 days post-TBI around ipsilateral cortical

area with (A) 1ba-1/TSPO staining and (B) DAPI/TSPO/IB4/Collagen IV staining.
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Figure 7. Immunohistochemistry on cell culture of (A) primary microglial cell culture with
DAPI/Argl/TSPO staining, treated with PBS (control condition) or LPS 100 ng/mL (LPS), at x40
lens and (B) brain endothelial cell strain (bEnd3) with DAPI/ICAM-1/TSPO staining, treated with

PBS (control condition) or LPS 100 ng/mL (LPS) at x40 lens.
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Figure 8. Distribution of (A) immune cells and (B) TSPO™ cells in the CNS at the homeostatic

state. Data were expressed as mean + SEM (n=10).
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Figure 9. (A) Relative percentage of TSPO™ cells and (B) TSPO expression by cell population in
non-operated mice, and at one day and three days after TBI. Data were expressed as mean £ SEM.
Differences were analyzed using a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test. *p<0.05,

**p<0.01 and ***p<0.001 versus non-operated.
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Figure S1. Microglial gene expression under pro-inflammatory stimulus (TNFa 50 ng/mL),
MRNA shown relative to control (CT; normalized to 100%). Data were expressed as
means + S.E.M. Differences were analyzed with paired t test with a Welsh’s correction. *p<0.05;

**p<0.01; ***p<0.001 and ****p<0.0001.
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Target/immunogen Fluorophore Supplier Reference Dilution

CD144 BV 421 Biolegend 129605 1:160

Ly-6C BV 605 Biolegend 128036 1:200

CD45 BV 785 Biolegend 103149 1:160

Ly-6G PE/Cy7 Biolegend 127617 1:120

CD11b PE/Dazzle 594 Biolegend 101255 1:3000

TSPO AF647 Abcam ab199836 1:1000

Table 1. Antibodies used in flow cytometry analysis.
Non-operated TBI
(n=10) D1 (n=6) D3 (n=8)

Microglia 946+ 1.1% 93.1+1.9% 89.4+11%*
Macrophages 0.7+0.1% 2.3+0.6% * 2.8 £0.5% **
Monaocytes 40+£1.1% 3.2+1.2% 45+ 1.0%
Neutrophils 0.3+0.1% 0.6 +0.1% 2.0 £ 0.5% ***
Lymphocytes 04+0.1% 0.8+0.1% 14+0,3%**

Table 2. Immune cells distribution in the CNS in non-operated mice and at one and three days after

TBI. Data were expressed as mean percentage of the total immune cell population + ESM.

Differences were analyzed using a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test. *p<0.05,

**p<0.01 and ***p<0.001 versus non-operated.
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Non-operated TBI

(n=10) D1 (n=6) D3 (n=8)

Microglia 58.3+2.7% 44.4 + 3.6% * 57.5+3.2%
Macrophages 0.4+0.1% 1.2+0.3% 1.6 £0.3% **

Monocytes 2.7+0.7% 1.6+0.6% 42+0.7%
Lymphocytes 0.2+0.1% 0.4+0.1% 0.8+0.2% *
Neutrophils 0.2+0.1% 0.3+0.1% 1.3+ 0.4% **

Endothelial cells 0.2+0.1% 0.2+0.1% 0.3+0.1%
Others 379+ 3.1% 52.0 £ 3.6% ** 3432 1.7%

Table 3. TSPO* cell distribution in ipsilateral brain of non-operated mice and at one day and three

days after TBI. Data were expressed as means of the percentage of cell population on total TSPO*

cells £ SEM. Differences were analyzed using a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test.

*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 versus non-operated.
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Non-operated

(n=10) D1 (n=6) D3 (n=8)
Total 4495+ 214 5151 +511 11 742 £ 786 ***
Microglia 4110 + 310 5898 = 790 14 836 = 1 560 ***
Macrophages 34 036 + 3 314 $$$ 35742 + 4 425 82 585 + 6 329 ***
Monocytes 21164 + 1 814 $$3$ 28 289 + 3 594 26405+1771
Lymphocytes 28 231 + 4 430 $$3$ 26 629 + 3 800 49 301 + 3990 **
Neutrophils 22 157 £ 3 508 $$$ 83 324 + 16 866 *** 59 408 + 5 214 ***
Endothelial cells 2681+ 251 2729 +431 3505 + 426
Others 3677 %149 3414+ 126 4126 £121*

Table 4. TSPO expression in each isolated TSPO™ cellular population in ipsilateral brain of non-
operated mice and at one day and three days after TBI. Data were expressed as means of the
percentage of cell population on total TSPO™ cells £ SEM. Differences were analyzed using a one-
way ANOVA followed by a Dunnett’s test. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 versus non-

operated. $$$<0.001 versus microglia of non-operated.
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Non-operated TBI

(n=10) D1 (n=6) D3 (n=8)
Microglia 98.7 £ 0.2% 97.8+0.4% 98.4+0.7%
Macrophages 100.0 = 0.0% 100.0 = 0.0% 100.0 £ 0.0%
Monocytes 98.1+0.7% 98.1+0.4% 99.6 £ 0.2%
Lymphocytes 94.0 £ 3.2% 98.6 + 0.6% 93.4 £3.9%
Neutrophils 95.3+2.1% 90.1+2.7% 99.6 £ 0.2%
Endothelial cells 11.5+2.5% 9.7+2.7% 17.2 £2.2%

Table 5. Relative percentage of TSPO* cell in ipsilateral brain of non-operated mice and at one

day and three days after TBI. Data were expressed as mean + SEM. Differences were analyzed

using a one-way ANOVA followed by a Dunnett’s test.
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Target gene

Forward

Reverse

NO synthase 2 (Nos2)

CCC TTC AAT GGT TGG TAC ATG G

ACATTG ATC TCC GTG ACAGCC

Translocator Protein (mTspo)

AGA GGA CGC TAT GGT TCCCTT

GCC ACC CCACTG ACAAGC

Tumor necrosis factor alpha (Tnfa)

GCCTCTTCTCATTCCTGCTT

AGG GTC TGG GCC ATAGAACT

Ribosomal protein L13 (Rpl13)

ACA GCC ACT CTG GAG GAG AA

GAG TCC GTT GGT CTT GAG GA

Table S1. Primer sequences
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3. Phagocytose des débris de myéline

Différentes études ont rapporté les débris de myéline comme étant capables
d’induire une réponse pro-inflammatoire (Pinteaux-Jones et al., 2008; Sun et al., 2010;
Clarner et al., 2012; Wang et al., 2015b) ou au contraire, anti-inflammatoire (Boven et al.,
2006; Liu et al., 2006; Kroner et al., 2014). Les débris de myéline ont été rapportés comme
pouvant favoriser I'activation des microglies vers le phénotype M1 dans un contexte de
NI post-traumatique (Yang et al., 2011). Cependant, aucun lien entre débris de myéline
et activation microgliale n’a pu étre mis en évidence jusqu’a présent dans le TC. Au
laboratoire, le Dr Taib a mis en évidence une démyélinisation présente des 3 jours apres
le TC. De plus, les travaux du Dr Mamma ont mis en évidence que les débris de myéline
n’induisent pas une activation des microglies dans un phénotype M1, mais agiraient au
contraire comme un potentiel composant anti-inflammatoire endogene. En effet, ses
études in vitro réalisées sur des cultures primaires de microglies mises en contact avec
des débris de myéline dans différents contextes inflammatoires ont révélé une capacité
de ces débris a favoriser le phénotype M2 et a diminuer le phénotype M1. De plus, ces
propriétés semblent liées a la phagocytose des débris de myéline par la microglie. Ainsi,
dans le but d’évaluer si les débris de myéline issus de la démyélinisation post-TC sont
phagocytés par les microglies, nous avons procédé a une étude immunohistochimique
des débris de myéline et des microglies sur des coupes de cerveaux de souris ayant subi

un TC ou non.

3.1.Phagocytose des débris de myéline

Les marquages de microglies par Ibal sur les coupes de cerveaux de souris TC
nous permettent de mettre en évidence les microglies ramifiées a distance du site
Iésionnel, qui deviennent amoeboides au fur et a mesure que I'on s’en rapproche (Figure
24). Par ailleurs, le marquage par dMBP en vert nous permet de visualiser la présence
de débris de myéline a proximité du site Iésionnel, reflétant la démyélinisation consécutive
au TC. L’activation des microglies semble ainsi associée a la présence de ces débris et a
leur phagocytose, au vu de leur présence importante a lintérieur des microglies

amceboides (Figure 24).
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Figure 24 : Photographies de cortex ipsilatéral de souris 3 jours apres un TC.
Les microglies (marquées en rouge par un anticorps anti-lbal) sont
amaeeboides a proximité du site Iésionnel et en cours de phagocytose de
débris de myéline (marqués en vert par des anticorps anti-dMBP) et ramifieées
a distance du site Iésionnel.




Afin d’objectiver ce phénomeéne, nous avons procédé a une quantification des
images obtenues en IHC, du nombre de microglies, de la quantité de débris de myéline
et de la proportion de microglies ayant phagocyté de débris de myéline, dans les cortex

ipsi- et controlatéraux de souris non opérées, témoins opérées et TC.

3.2.Nombre de microglies

Le ratio moyen du nombre de microglies ipsilatéral/contralatéral n’est pas
significativement différent entre les groupes de souris, que ce soit a J1 ou a J3 (Figure
25). Il n’y a donc pas d’augmentation du nombre de microglies au niveau du site Iésionnel

en comparaison du cortex droit suite a un TC, que ce soit a J1 ou a J3.
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Figure 25 : Ratio ipsi/controlateral du nombre de microglies (cellules ibal*)
dans le cortex
Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne + ESM et ont été analysés a I'aide d’une
ANOVA a un facteur.

3.3.Débris de myéline

Le ratio moyen des débris de myéline dans le cortex ipsilatéral/contralatéral n’est pas
significativement différent entre les groupes de souris, que ce soit a J1 ou J3 (Figure 26).
Il N’y a donc pas d’augmentation du nombre de débris de myéline suite a un TC dans le
cortex ipsilatéral par rapport au cortex contralatéral.
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Figure 26 : Ratio ipsi/contralatéral de la surface de marquage de débris de myéline
mesurée au niveau cortical.
Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne + ESM et ont été analysés a I'aide d’une
ANOVA a un facteur.

3.4. Microglies ayant phagocyté des débris de myéline

Le ratio du nombre de microglies ayant phagocyté des débris de myéline dans le cortex
ipsi/contralatéral augmente de maniére significative a J1 (p<0,05) (Figure 27A). La
proportion de microglies phagocytant des débris de myéline par rapport au nombre total
de microglie est également augmentée a J1, mais de maniere non significative (Figure
27B).
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Figure 27 : (A) Ratio ipsi/contralatéral du nombre de microglies ayant phagocyté des
débris de myéline dans le cortex. (B) Ratio ipsi/contralatéral du pourcentage de
microglies ayant phagocyté des débris de myéline rapporté au nombre total de

microglies dans chaque cortex.
Les résultats sont présentés sous la forme moyenne = ESM et ont été analysés a l'aide d'une
ANOVA a un facteur puis d’'un test de Bonferroni. *p<0,05.

3.5.Conclusion

Nous pouvons tirer de ces résultats plusieurs éléments sur les débris de myéline

et la microglie aprés un TC induit chez la souris.

Tout d’abord, il n'y a pas d’augmentation du nombre de microglies dans le cortex
ipsilatéral des souris suite a un TC, que ce soit a J1 ou a J3. Cependant, nous savons
que la NI et I'activation microgliale peuvent s’étendre a diverses structures cérébrales,
potentiellement distantes de la zone d’'impact, notamment a 'hémisphére controlatéral
(Zhang et al., 2015) méme si ce phénomeéne a peu été étudié jusqu’a présent. Or, la
comparaison des ratios ipsi/contralatéral dans le but de s’affranchir de la variabilité
expérimentale peut cacher une potentielle prolifération microgliale. Cependant, la
probabilité d’'une extension de la NI a 'hémispheére contralatéral est faible a des temps
aussi préecoces, auxquels seule [l'activation microgliale ipsilatérale est observée
(Koshinaga et al., 2000 ; Taib et al.,, 2017). De la méme maniére, il est peut-étre

simplement trop t6t pour pouvoir observer le phénoméne de prolifération microgliale, qui
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apparait a partir de 3 jours dans le contexte de la NI post-TC (Susarla et al., 2014), ce qui

expliquerait nos résultats.

En revanche, si le nombre de microglie ne semble pas augmenter au niveau du
site lésionnel, une augmentation du nombre de microglies phagocytant des débris de
myéline est observée dans le cortex ipsilatéral par rapport au cortex controlatéral. Cela
illustre bien le rdle qu’ont les microglies dans le nettoyage des débris qui peuvent survenir
dans le parenchyme cérébral suite a un TC. L’élimination de ces débris par les microglies
pourrait expliquer 'absence d’augmentation de débris de myéline entre les cortex ipsi- et
controlatéral. Les microglies, en remplissant leur role physiologique, éliminent les débris

de myéline au fur et a mesure qu’ils apparaissent.

Par ailleurs, I'activation microgliale semble corrélée a la phagocytose des débris
de myéline. En effet, il apparait clairement que prés du site lésionnel et lorsqu’elles
phagocytent les débris, les microglies adoptent une forme amceboide, traduisant leur
activation. A distance de la lésion, les microglies phagocytant les débris sont moins
nombreuses, et possedent majoritairement une forme ramifiée, traduisant leur caractére
inactivé. Ces résultats pourraient expliquer le mécanisme sous-jacent a la promotion de
la NI par les débris de myéline (Yang et al., 2011). En revanche, les marqueurs utilisés
ne permettent pas de mettre en évidence le phénotype d’activation microgliale, M1 et/ou

M2, vers lequel oriente la phagocytose des débris de myéline.

Ces résultats encourageants nécessitent néanmoins de plus amples
expérimentations, afin de savoir notamment d’'un point de vue chronologique, si
I'activation des microglies est provoquée par la phagocytose des débris de myéline, ou si
au contraire la phagocytose des débris de myéline est une conséquence de l'activation
microgliale. Par ailleurs, les marquages que nous avons utilisés ne permettent pas
d’identifier le phénotype d’activation des microglies phagocytant les débris de myéline.
Une telle identification sera indispensable pour comprendre le role in vivo des débris de

myéline dans l'activation microgliale.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce travail a été d’étudier la pertinence de I'utilisation de I'expression
de TSPO comme marqueur de suivi de la NI d’origine microgliale sur le modéle murin de
TC développé au laboratoire. Pour ce faire, nous avons tout d’abord procédé a des
analyses d’'imagerie en TEP, technique qui présente I'avantage de permettre un suivi
longitudinal de la NI et d’étre transposable en clinique. Nous avons ensuite procédé a des
analyses cellulaires plus précises au moyen de plusieurs techniques différentes. Le
dernier objectif de ces travaux a été d’étudier I'effet de la phagocytose des débris de
myéline sur I'activation microgliale et sa différenciation, dans ce modele de TC chez la

souris.

La premiére étape a été de valider ma prise en main du modele expérimental de
TC chez la souris, afin de pouvoir interpréter les résultats dans la continuité des travaux
du précédent doctorant, le Dr Taib (Taib et al., 2017). Le développement d’cedéme post-
traumatique a J1 et J2 a attesté de la présence de lésions secondaires provoquées par
le TC. L’absence de déficit neurologique a court terme (J2 et J7) a confirmé que le TC

provoqué était de séverité « légére ».

Nos travaux ont ensuite révélé que I'analyse en TEP en utilisant le [*®F]JFEPPA, un
radiotraceur de TSPO, ne permet pas de détecter I'activation microgliale dans notre
modele expérimental. L’activation microgliale n’a pas pu étre mise en évidence a 1, 3, 7
ou 14 jours apres le TC. Pourtant les études du laboratoire ont mis en évidence une
activation microgliale a ces temps par rt-qPCR (Taib et al., 2017). Les méthodes
immunohistochimiques n’ont également pas retrouvé de colocalisation de TSPO avec les
microglies mais ont révélé une importante expression endothéliale de TSPO, que les
souris aient subi, ou non, un TC. Les études immunocytochimiques sur des cultures
cellulaires ont confirmé I'expression de TSPO par les cellules endothéliales d’une part, et
par les microglies d’autre part. Enfin, les études de CF ont confirmé I'augmentation de
I'expression de TSPO dans les microglies suite a un TC. Cependant, elles ont également
révelé que les microglies représentent seulement 44 a 58% des cellules exprimant TSPO
selon I'état de la souris et le temps aprés le TC (entre 1 et 3 jours post-TC). La protéine
TSPO est notamment retrouvée dans toutes les cellules immunitaires infiltrantes et, pour

la plupart des cellules, elle est exprimée de maniere plus importante que dans la microglie.
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Il reste cependant des incertitudes quant a I'expression de TSPO au sein des cellules non
identifiées par nos analyses de CF. De nouvelles expérimentations de CF sont ainsi
prévues, avec des anticorps permettant d’identifier spécifiquement les autres populations
cellulaires cérébrales, telles que les neurones, les oligodendrocytes et les astrocytes. Ces
analyses permettront, d’'une part d’établir avec précision le profil d’expression de TSPO
par les différentes cellules du SNC, en condition physiologique et dans un contexte
inflammatoire post-TC, et d’autre part d’évaluer quantitativement I'évolution des différents

types cellulaires du SNC suite a un TC, notamment les oligodendrocytes et les neurones.

Pendant des années, la littérature a considéré la protéine TSPO comme spécifique
de la microglie, au point d’en faire le marqueur microglial de référence en clinique. Or,
aujourd’hui, le manque de spécificité de TSPO est relevé par des études de plus en plus
nombreuses (Wimberley et al., 2018 ; Pannell et al., 2019). Cependant, a ce jour, aucune
étude n’a quantifié la proportion de microglies parmi les cellules exprimant TSPO. Nos
travaux sont ainsi les premiers a déterminer avec précision cette proportion et a objectiver
le manque de spécificité de TSPO. Nos résultats remettent ainsi en question son
utilisation en tant que marqueur spécifique de la microglie. Outre le probleme de la
spécificité de TSPO, le polymorphisme de ce récepteur chez ’lHomme (Owen et al., 2010)
compromet également la transposition de cette méthode d’analyse en clinique, alors que
ce potentiel clinique était un des atouts majeurs de cette méthode d’imagerie qui justifiait
'intérét que nous lui portions. Avec une vision plus générale, une augmentation de
I'expression de TSPO pourrait toutefois étre considérée comme un potentiel marqueur de
NI globale, puisque nous avons retrouvé une augmentation de son expression dans le
SNC dans un contexte de NI. Cependant la encore, nous n’avons pas retrouvé cette
augmentation en TEP, quelle que soit son expression cellulaire. La faible intensité de la
NI provoquée par le TC dans notre modéle, par comparaison aux autres modéles de la
littérature, n’est probablement pas suffisante pour étre détectée en TEP. De plus, la
résolution de la TEP est de 1,4 mm, ce qui ne semble pas suffisant pour discerner une
faible augmentation de signal a l'intérieur de cerveaux dont la taille est de l'ordre de
guelques millimetres de largeur. Au-dela des problématiques liees a TSPO, ceci remet

donc en question I'intérét de la TEP de maniére générale dans les modéles murins.
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Nos résultats montrent ainsi les limites de l'utilisation de TSPO dans le suivi de la

NI d’origine microgliale. Il est donc aujourd’hui nécessaire de trouver un marqueur :

- totalement spécifique de la microglie

- dont I'expression augmenterait lors d’activation microgliale
- transposable chez 'Homme

- quantifiable a 'aide de méthodes d’analyses différentes,

- ciblé par des radioligands facilement synthétisables.

Malheureusement, a [I'heure actuelle, aucun autre marqueur d’activation

microgliale visualisable en TEP ne répond a ces critéres.

En attendant le développement de marqueurs TEP plus performants, et d’appareil
de TEP d’une résolution plus importante, un des futurs objectifs du laboratoire sera
d’identifier les différents phénotypes d’activation microgliaux par CF. En se basant sur les
protocoles de dissociation et de marquage mis au point durant nos travaux, et en testant
différents marqueurs spécifiques de I'un ou l'autre des phénotypes, nous serons en
capacité d’identifier les états d’activation de la microglie. Plus encore, cette méthode
présentant 'avantage de pouvoir déterminer la co-expression de marqueurs pro- ou anti-
inflammatoires de cellules présentes dans un échantillon, cellule par cellule, nous serons
en mesure de déterminer avec précision la présence in vivo de phénotype M1, M2 ou
mixtes suite a un TC. Ceci permettra ainsi d’achever I'étude de I'évolution de I'activation
microgliale post-TC débutée par le Dr Taib (Taib et al., 2017). En effet, il a mis en
évidence, apres isolement des microglies de souris ayant subi un TC, une augmentation
précoce de marqueurs de microglies M1 suivi d’'une augmentation de marqueurs de
microglies a la fois M1 et M2. Cependant, ces travaux se sont basés sur I'expression
d’ARNm dans la population totale des microglies isolées, ne permettant pas d’identifier
de phénotypes mixtes (M1/M2). L'utilisation de la CF permettra ainsi de conclure a la
présence de microglie de phénotype M1, M2 ou mixte ainsi que sur leur cinétique
d’apparition suite a un TC léger. A termes, cette méthode d’identification des différents
phénotypes permettra d’'une part de valider les méthodes de déplétion des différents
phénotypes microgliaux que nous expérimenterons au laboratoire, et d’autre part
d’évaluer leurs conséquences sur les autres types cellulaires, notamment les
oligodendrocytes et les neurones. En effet, plusieurs études ont rapporté une

démyélinisation consécutive au TC (Mierzwa et al., 2015) corrélée a la mort des OL (Taib
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et al., 2017), qui pourrait étre due au phénotype M1, comme rapporté par les études in
vitro (Hu et al., 2012). En combinant I'analyse de l'inhibition des différents phénotypes
microgliaux avec I'étude de la mort des OL, de la démyélinisation et de la mort neuronale,
nous pourrons confirmer in vivo I'hypothése de l'implication du phénotype microglial pro-

inflammatoire dans ces trois phénomenes.

Par ailleurs, un marqueur tel que décrit précédemment, spécifique de I'un ou l'autre
des phénotypes d’activation, permettrait de mieux comprendre le mécanisme d’activation
microgliale sous-jacent a la phagocytose des débris de myéline. Nos travaux d’IHC sont
les premiers a objectiver la phagocytose des débris de myéline par la microglie in vivo
suite a un TC. Cependant, ces marquages ne nous ont pas permis d’identifier le
phénotype d’activation microgliale suite a la phagocytose des débris de myéline.
L’amélioration de notre méthode d’analyse par CF et lidentification de marqueurs
spécifiques des différents phénotypes d’activation nous permettront de confirmer in vivo
les résultats du laboratoire obtenus par les Drs Mamma et Lerouet, qui ont mis en
évidence une activité anti-inflammatoire des débris de myéline sur les microglies. Le
mécanisme anti-inflammatoire impliquant la phagocytose des débris de myéline pourrait
ainsi représenter une cible thérapeutique de choix dans la modulation de I'activation

microgliale et in fine dans la diminution des LSB post-traumatiques.

En conclusion, 'ensemble de ce travail a permis de mettre en évidence le
manque de spécificité de TSPO pour la microglie, malgré salarge utilisation comme
marqueur de référence depuis plusieurs années, ainsi que l'inefficacité de la TEP
pour le suivi de la NI d’origine microgliale a I’heure actuelle, dans notre modeéle.
Cependant, ces travaux nous auront permis (1) de mettre en évidence la
phagocytose des débris de myéline par la microglie apres un TC, et (2) de mettre
au point une méthode d’analyse cellulaire qui nous permettra, a I’avenir, une
identification cellulaire précise, notamment des phénotypes d’activation
microgliaux, in vivo. Cette méthode ouvrira ainsi la possibilité d’évaluer avec
précision l'efficacité des méthodes de modulation des différents phénotypes
microgliaux, premiére étape d’évaluation des stratégies thérapeutiques ciblant la
microglie pour réduire les LSB et conséquences neurocomportemantales post-

traumatiques.
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