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I. L’accident vasculaire cérébral

A. Aux origines du mal : de l’apoplexie...

Durant l’Antiquité, le Corpus hippocratique, recueil de livres de médecine

traditionnellement attribué au médecin grec Hippocrate (v. 460-377 av. J.-C.) décrit pour la

première fois l’accident vasculaire cérébral (AVC). Le mot alors employé est « apoplexie »,

terme clinique signifiant en grec ancien « frapper de stupeur » ou « renverser » pour décrire

des malades sidérés d’une douleur subite accompagnée d’une perte de la vue, de connaissance

et de mouvement. L’anatomiste Erasistrate (v. 310 - v. 250 av. J.-C.) attribue ensuite cette

apoplexie à une brusque abondance de sang dans le cerveau. Cette explication s’avèrera

suffisante pour traverser les âges et les civilisations jusqu’au Bas-Moyen Âge (Figure 1).

Figure 1 : Illustration dumédecin grec Hippocrates et de son corpus hippocratique. Dans cet ouvrage est décrit pour la première
fois l’accident vasculaire cérébral sous le terme d’apoplexie.

Au XVIIème siècle, grâce à la récente autorisation d’autopsier, le pathologiste suisse J.J.

Wepfer (1620 -1695) confirme un saignement encéphalique dans certains cas d’apoplexie, mais

avance également que les symptômes présentés par d’autres patients pourraient être

provoqués par l’obstruction d’une artère cérébrale (Engelhardt, 2017). Pourtant, cette

hypothèse d’une dichotomie de la maladie tardera à faire des émules car, au cours des XVII et

XVIIIème siècles, le terme d’apoplexie est principalement utilisé pour expliquer une hémorragie

du système nerveux central (SNC). A tel point que ce mot devienne synonyme d’hémorragie

tout court, pouvant survenir dans n’importe quel organe. Cette confusion est beaucoup

critiquée dans la deuxième moitié du XIXème, pour que finalement en 1914, le neurologue
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français J. Dejerine (1849-1917) conclut que l'apoplexie peut survenir en dehors de toute

hémorragie cérébrale, et que le terme ne devrait désigner qu'un syndrome clinique : « la perte

soudaine et simultanée de plusieurs fonctions cérébrales » (Poirier and Derouesné, 1993).

Depuis la fin de la seconde guerremondiale, le renversant terme d’apoplexie est devenu

scientifiquement obsolète au profit du terme « Accident vasculaire cérébral » mais garde son

équivalent populaire avec l’attaque cérébrale. Cette origine étymologique se retrouve

littéralement dans la langue anglaise avec l’emploi médical du mot stroke.

B. ... à l’accident vasculaire cérébral

L’AVC est donc une attaque neurologique soudaine ayant pour origine soit l’obstruction,

soit la rupture d’un vaisseau sanguin dans le cerveau. Les termes accident, attaque et stroke

soulignent uniquement l'aspect brutal de la survenue des symptômes ; car dans la plupart des

cas, les causes de cette affection restent internes (liées à l'âge, l'alimentation, l'hygiène de vie,

etc.). Les premiers symptômes, déjà décrits dans l’antique Corpus hippocratique varient en

fonction de la zone cérébrale impactée (zone focale), et du type d’AVC :maux de tête, perte de

motricité, perte de sensibilité, trouble du langage, trouble de la vision, perte de connaissance

et dans les cas extrêmes, un décès.

A plus long-terme, la gravité et les séquelles résultent des premiers symptômes focaux

et de la prise en charge du patient. Ces handicaps peuvent comprendre des déficiences

motrices telles que l'hémiparésie (faiblesse latéralisée du corps), l'hémiplégie (paralysie d’un

côté du corps) et la parésie faciale centrale (Amarenco et al., 2009). Les troubles du langage et

de la parole sont également courants, tels que l'aphasie (troubles de la compréhension du

langage) et la dysarthrie (troubles de l’articulation de la parole ; Beal, 2010). Nous pouvons

ajouter à cette liste non-exhaustive d'autres handicaps tels que des déficits de l’attention et de

la mémoire, des troubles émotionnels et visuels, ainsi que des niveaux de conscience altérés

(Khoshnam et al., 2017).

Il est à noter que dans certains cas, les premiers symptômes peuvent disparaitre assez

rapidement (moins d’une heure après l’occlusion d’une artère) ; dans ce cas on parle d’accident

ischémique transitoire (AIT). La baisse de la perfusion sanguine locale momentanée est alors

insuffisante pour causer la mort cellulaire. De ce fait, ces patients ne subissent pas de handicap
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à moyen-terme (Clissold et al., 2020), à l’inverse des personnes souffrant d’un AVC qui voient

leur qualité de vie drastiquement impactée par l’accumulation des handicaps cités plus haut.

C. Un peu d’épidémiologie des AVC

En France, on dénombre chaque année plus de 140 000 nouveaux cas d’AVC, soit un

toutes les quatre minutes (données INSERM). A l’échelle mondiale, l’AVC a provoqué 6 millions

de décès et a touché au total 13 millions de personnes dans le monde en 2019 (données OMS).

En 2030, ces chiffres pourraient être multipliés par 2 (Feigin et al., 2014). De fait, la prévalence

et le coût de cette pathologie s’accroissent à mesure que la population globale grandit mais

surtout vieillit. Au cours des 4 dernières décennies, l’incidence de l’AVC a plus que doublé dans

les pays à revenus faibles et moyens, tandis qu’elle a diminué de 42% dans les pays à revenu

élevé dans lesquels le niveau de vie et le systèmemédical progresse d’années en années (Figure

2).

Figure 2 : Incidence de l'AVC dans le monde, normalisée pour 100 000 habitants/an. L’incidence la plus élevée est observée en
Asie orientale, en particulier en Chine (354 pour 100 000 habitants/an), suivi par l’Europe de l’est (200 pour 100 000
habitants/an). Tandis que l’incidence la plus faible est retrouvée dans les pays d’Amérique centrale, notamment au Salvador
(97 pour 100 000 habitants/an). On peut noter que l’incidence de l’AVC, normalisée selon l’âge, est similaire entre hommes et
femmes en dessous de 55 ans. Elle est cependant plus élevée chez les hommes entre 55 et 75 ans (Johnson et al., 2019).

L’AVC est la première cause de handicap acquis chez l’adulte, la deuxième cause de

démence dans les pays industrialisés après la maladie d’Alzheimer et la deuxième cause de

mortalité dans le monde avec 20% des personnes qui décèdent dans l’année suivant l’AVC,

posant un problème majeur de Santé Publique (données INSERM et du Ministère de la Santé).



4

D. Etiologie des AVC

Les AVC existent principalement sous deux formes selon la nature du désordre

vasculaire : les infarctus ischémiques dans 80 % à 85% des cas et les accidents hémorragiques

dans 15% à 20% des cas (données Inserm).

Les AVC hémorragiques sont causés par la rupture d’une artère cérébrale, souvent

abîmée, située dans le cortex ou dans lesméninges qui l’entourent. Les principales causes sont

la rupture d’un anévrisme (dilatation anormale de la paroi artérielle), un traumatisme crânien,

des malformations vasculaires, ou encore une tumeur. Dans le cas où ces différentes causes

sont associées à de l’hypertension artérielle, le diagnostic est alors sérieusement alourdi chez

les patients. Le sang déversé hors du compartiment vasculaire va rapidement engendrer un

hématome cérébral, qui occasionnera des signes neurologiques focaux brutaux en rapport avec

les structures détruites ou comprimées par la lésion. Par ailleurs, il se constitue un œdème

autour de l'hématome, ce qui aggrave la compression du cerveau dans la boîte crânienne,

entraînant ou aggravant l’hypertension intracrânienne. Ce type d’accident est le plus

dangereux en termes de mortalité et de séquelles (Unnithan, M Das and Mehta, 2022 ; Figure

3).

Quant aux AVC ischémiques, ils sont causés par l’obstruction du flux sanguin par un

caillot sanguin ou thrombus. Ce blocage peut concerner une artère du SNC, comme l’artère

cérébrale moyenne (ACM), ou un vaisseau à destination cérébrale, par exemple la carotide

interne. La privation des apports sanguins entraînera un infarctus cérébral (lésion due à la mort

cellulaire) au niveau de la zone normalement irriguée. Environ un quart de ces thrombi est dû

à une arythmie cardiaque, un deuxième quart est causé par la rupture d’une plaque d’athérome

(dépôt graisseux dans les artères), le troisième quart à une maladie des petites artères (elle-

même pouvant être causée par l’hypertension et le diabète) et le quart restant à d’autres

dommages vasculaires comme des lésions artérielles. Pour simplifier, retenons que l’AVC

ischémique est divisé en deux sous-catégories : l’AVC thrombotique, lorsque le caillot se forme

dans une artère cérébrale, et l’AVC embolique quand le caillot se forme en dehors du SNC et

vient se loger dans une artère cérébrale via la circulation sanguine. Notons également que dans

de très rare cas, l’infarctus cérébral présente une origine veineuse : on parle de thrombose

veineuse cérébrale, qui représente moins de 1% des AVC (Meschia and Brott, 2018 ; Figure 3).
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Figure 3 : Principaux types d'AVC - l'AVC hémorragique et l'AVC ischémique. L’AVC hémorragique est dû à la rupture d’un
vaisseau sanguin du cerveau et à l’écoulement du sang dans le tissu cérébral tandis que l’AVC ischémique est dû à l’obstruction
d’un vaisseau cérébral par un caillot sanguin.

Il existe une complication majeure survenant après un AVC mettant en cause cette

classification étiologique binomiale. En effet dans certains cas un AVC d’origine ischémique va

devenir hémorragique, on parle alors d’une transformation hémorragique (TH). Cette

complication sévère survient dans 18% des AVC ischémiques d’origine thrombotique (Fiorelli

et al., 1999) et dans 40% des AVC ischémiques emboliques (Molina et al., 2001). Le pronostic

des patients diffère cependant de celui de l’AVC hémorragique qui induit les déficits les plus

grave et reste le plus mortel (12% de mortalité après TH comparativement aux 40% causés par

une hémorragie intracérébrale ; Dennis, 2003). Car bien que la complication hémorragique soit

fréquente, elle est rarement symptomatique.

Dans ce manuscrit et pour ce projet, nous nous intéressons essentiellement aux AVC

ischémiques et leurs complications hémorragiques.

E. Physiopathologie de l’AVC ischémique

Nous allons tenter ici de retracer succinctement la pathologie dans sa chronologie de

l’AVC ischémique thrombotique. Nous parcourerons la formation du thrombus accompagnée

des atteintes vasculaires, en passant par l’altération de la barrière hématoencéphalique

jusqu’aux phénomènes d’excitotoxicité et d’inflammations correspondant aux dommages

tissulaires.



6

1. Composition du thrombus

La formation du thrombus naît d’un déséquilibre au niveau des mécanismes normaux

de réparation des vaisseaux, appelés hémostase et coagulation, et évolue jusqu’à l’obstruction

partielle ou totale du vaisseau sanguin.

Les thrombi peuvent être constitués entre autres d’une partie dense riche en fibrine et

plaquettes, de globules rouges, de cellules immunitaires comme les neutrophiles et de

collagène (Liebeskind et al., 2011). La composition précise des thrombi obstruant les artères

cérébrales est relativement difficile à déterminer, pour plusieurs raisons. Elle varie en fonction

du type d’AVC, plutôt plaquettaire dans le cas d’un AVC d’origine athéromateuse et plutôt

fibrineux dans le cas d’un AVC d’origine cardio-embolique. La composition diffère également

en fonction du temps : plutôt plaquettaire au départ (dans les trois premières heures) pour

devenir fibrineux par la suite. Les stratégies de développement médicamenteuses doivent

prendre en considération cette grande variabilité dans la composition des thrombi (Figure 4).

Figure 4 : Comparaison de la composition des thrombi artériels et veineux. Les caillots issus des artères (A) ont une composition
riche en plaquettes, et sont aussi appelés « thrombi blancs ». Ils sont principalement dus à l’athérosclérose. Plusieurs voies de
signalisation sont à l’origine de l’activation des cellules endothéliales impliquées dans la formation de thrombi. Les LDL pénètre
le tissu, provoquant une inflammation locale et le recrutement de cellules inflammatoires circulantes. Le détachement de la
plaque d’athérome déclenche le recrutement de cellules des muscles lisses pour prévenir la rupture de la paroi. Parfois, les
plaquettes s’agrègent sur la paroi du vaisseau lésé provoquant la formation consécutive d’un réseau de fibrine. Les caillots de
fibrines (B) sont eux d’origine veineuse et sont aussi appelés « thrombi rouges ». Ils contiennent des érythrocytes, un dense
réseau de fibrine et quelques plaquettes. La formation du thrombus s’opère en réponse à différents signaux : une lésion de la
paroi des vaisseaux, une stase du flux sanguin ou encore à une hypercoagulation du sang (Zenych, Fournier and Chauvierre,
2020).
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Voici les deux mécanismes principaux induisant la formation d’un thrombus pouvant

conduire à un AVC ischémique :

1- La formation du thrombus artériel peut faire suite à l’endommagement de la paroi

artérielle interne (endothélium), d’origine purement mécanique ou athéromateuse. Alors, les

composants de l’endothélium (notamment le collagène IV, la fibronectine, la laminine) et le

facteur tissulaire (FT) exprimé également par les cellules musculaires lisses des vaisseaux vont

être exposés à la circulation sanguine (Furie and Furie, 2008). Les plaquettes sanguines (ou

thrombocytes) disposent à leur surface des récepteurs permettant d’adhérer à ces

composants, ce qui entraîne leur activation conformationnelle (Jackson, Nesbitt and Westein,

2009). Le facteur von Willebrand (VWF) est une protéine sécrétée notamment par

l’endothélium lésé et va se lier au collagène et aux plaquettes. Le neo-thrombus, riche en VWF

et en plaquettes, est capable de se lier au fibrinogène (facteur de coagulation circulant).

En parallèle, l’activation plaquettaire entraîne une activation de la cascade de

coagulation aboutissant à la génération de thrombine au niveau du thrombus. Cette protéine

induit la transformation du fibrinogène en fibrine, protéine devenue fibreuse et qui entraîne

un maillage solide du thrombus à la paroi vasculaire. Tout au long de ce processus

d’accroissement du thrombus, ce dernier peut emboliser et obstruer une artère en aval de plus

petit calibre. Ou bien si son ancrage à la paroi est suffisant et les interactions entre les

plaquettes et autres composants sont suffisamment fortes, le thrombus se stabilise et continue

sa croissance jusqu’à obstruer complètement l’artère dans laquelle il se forme (Kim et al., 2016

; Figure 4).

2- Les arythmies cardiaques comme les fibrillations auriculaires vont être plutôt

responsables de la formation d’un thrombus dit « de stase » engendré par des mécanismes

distincts de ceux des thrombi artériels. Ils dépendent moins de l’agrégation plaquettaire que

des voies intrinsèques et extrinsèques de la coagulation. La stase sanguine favorise

l’accumulation de thrombine sanguine et active l’endothélium local, ce qui entraîne la sécrétion

par ces derniers de P-sélectine et de VWF. Ces protéines vont favoriser l’adhésion de leucocytes

(monocytes et neutrophiles) et de plaquettes. Les monocytes vont synthétiser le FT qui initie la

voie extrinsèque de la coagulation et forme finalement de la thrombine. Les leucocytes vont
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eux aussi favoriser la formation de thrombine par activation de la voie intrinsèque de la

coagulation. In fine, cette importante quantité de thrombine va massivement participer au

clivage du fibrinogène en fibrine. Nous pouvons ajouter que la thrombine est également

capable d’activer le facteur XIII qui va stabiliser le réseau de fibrine et donc stabiliser le

thrombus. Dans ce cas, nous comprenons que le thrombus est richement constitué de fibrine

mais pauvre en plaquettes, comparativement à un thrombus d’origine athéromateuse (López

and Chen, 2009 ; Figure 5).

Figure 5 : Cascade de la coagulation. La voie intrinsèque de la coagulation commence par l’activation du facteur XII en XIIa après
exposition au collagène endothélial, présent uniquement en cas de lésion endothéliale. Le facteur XIIa agit alors comme un
catalyseur afin d’activer le facteur XI en XIa. Le facteur XIa active à son tour le facteur IX en IXa. Ce facteur IXa catalyse ensuite
la réaction de transformation du facteur X en Xa. La voie extrinsèque débute par la libération d’un facteur tissulaire par les
cellules endothéliales après un dommage externe. Ce facteur tissulaire va ensuite activer le facteur VII en VIIa. Le facteur VIIa
active à son tour le facteur X en Xa. La voie commune débute au facteur X, activé en facteur Xa via la voie intrinsèque ou
extrinsèque. Le facteur Xa une fois activé, en combinaison avec le facteur V, peut alors activer la prothrombine (facteur II) en
thrombine (facteur IIa). Le facteur IIa peut alors activer le fibrinogène en fibrine. Le facteur XIII agit ensuite sur les brins de
fibrine formés pour créer un maillage de fibrine. Ce processus aide à la stabilisation du clou plaquettaire. La thrombine est
également capable d’activer d’autres facteurs (XI et XIII) et cofacteur (V et VIII).

Lorsqu’un caillot est présent, les mécanismes endogènes de la fibrinolyse vont se

déclencher afin de le dégrader et rétablir une circulation sanguine normale. Cependant, il arrive

que ce mécanisme ne soit pas en mesure de pallier la formation du thrombus. Ce qui mène,

dans les cas les plus graves, à une ischémie cérébrale.
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2. Atteintes vasculaires

a. Réduction hétérogène du débit sanguin cérébral (DSC)

Après le blocage partiel ou total par un caillot d’une artère cérébrale s’en suit la

diminution ou l’interruption du flux sanguin dans les branches alimentant la zone en aval. Ainsi,

l’aire cérébrale en question voit sa population cellulaire privée soudainement d’oxygène et de

glucose, ce qui provoque en quelques minutes sa mort. Chaque minute qui passe entraîne la

destruction de deux millions de neurones en moyenne (Saver, 2006).

L’AVC ischémique est donc caractérisé par un cœur ischémique tissulaire, résultant de

la mort cellulaire précoce débutant lors de la phase aigüe (quelques minutes après l'occlusion).

Cette région est généralement considérée comme irrécupérable. La région entourant ce cœur

est appelée pénombre. Elle subit dans un premier temps une réduction uniquement partielle

de l'apport sanguin grâce à la présence de vaisseaux collatéraux qui maintiennent cette zone à

flot. Cette zone également dite « à risque » est à fort enjeu car sa reperfusion rapide et

suffisante sera corrélée avec de meilleurs résultats neurologiques chez les patients victimes

d'un AVC. Cette zone tissulaire d’importance majeure est la cible principale pour le

développement de médicaments thrombolytiques pour la phase aigüe de l’AVC ischémique

(Candelario-Jalil and Paul, 2021). La dernière zone, la plus éloignée du cœur ischémique est

l’oligémie bénigne, tissu hypoperfusé ne présentant cependant aucune mort cellulaire (Furlan

et al., 1996 ; Figure 6).
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Figure 6 : Atteintes tissulaires lors d'un AVC ischémique. Suite à un AVC ischémique, on distingue 3 régions : le cœur ischémique,
qui correspond à la zone de dommages irréversibles, la pénombre ischémique, tissu à risque où les dommages sont réversibles,
et l’oligémie bégnine, zone d’hypoperfusion qui ne présente cependant pas de mort cellulaire. La pénombre ischémique va
progressivement nécroser et former des dommages irréversibles en quelques heures.

b. Mécanismes compensatoires face aux atteintes vasculaires

Deux importants mécanismes vont être mis en jeu pour contrebalancer cette chute de

débit sanguin cérébral (DSC).

✓ L’augmentation de la fraction d’extraction de l’oxygène sanguin par le cerveau

(CEO) permise par l’anastomose artérielle dans le SNC :

Les valeurs de CEO sont physiologiquement comprises entre 24 et 42 % mais peuvent

aller jusqu'à 100% en condition ischémique (Audibert, Charpentier and Mertes, 2007). Ce

mécanisme compensatoire est supporté grâce à un réseau anastomotique artériel cérébral

primordial, le polygone de Willis. De plus, au niveau du SNC, les artères postérieures

(vertébrales et tronc basilaire notamment) et antérieures (carotides internes) étant reliées, une

réduction du DSC dans l’un de ces vaisseaux (ou de leurs collatérales) peut être rapidement

compensé par une vasodilatation des autres (Fang et al., 2016).

De plus, la circulation collatérale en aval des grandes artères cérébrales va former de

nombreuses anastomoses dans le cerveau, ce qui permettra la suppléance temporaire des

apports sanguins dans les régions ischémiques encore sauvables (la pénombre). Cependant,

ces réseaux vasculaires collatéraux varient considérablement d'un individu à l'autre et le succès
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de la reperfusion spontanée après un AVC ischémique varie en fonction des individus (El Amki

and Wegener, 2017). On peut donc raisonnablement penser que les trois zones décrites plus

haut (cœur, pénombre et oligémie) sont directement dépendantes de la « qualité » des

anastomoses collatérales (Figure 7).

Figure 7 : Importance du débit collatéral sur la reperfusion après un AVC ischémique. (a) Réseau collatéral présentant des
anastomoses entre l’artère cérébrale moyenne (MCA) et l’artère cérébrale antérieure (ACA). (b) Lors d’un AVC ischémique, si
le réseau collatéral n’est pas suffisamment développé, le flux sanguin n’est pas suffisant pour compenser la réduction du débit
sanguin cérébral liée à l’occlusion de l’artère. (c) Lors d’un AVC ischémique, si le réseau collatéral est suffisamment développé,
alors la réduction du débit sanguin liée à l’occlusion de l’artère peut être temporairement compensée (El Amki and Wegener,
2017).

✓ La réaction de la pression artérielle (PA) systémique :

L’altération après ischémie, même très focale, du DSC entraîne dans certains cas la

baisse de la PA systémique, ce qui peut ensuite réduire davantage la perfusion du tissu affecté.

En conséquence, ce phénomène serait délétère pour les patients (Ahmed, Näsman and

Wahlgren, 2000). Paradoxalement, l'observation des cas d’hypertension systémique post-AVC

n’est pas forcément signe de meilleurs résultats. En effet, il est suggéré que l’hyperperfusion

focale associée à l’augmentation de la PA au niveau du tissu nécrotique favorise le

développement d'un gonflementmalin, unœdème cérébral (Marchal, Young and Baron, 1999).

Il est donc difficile de déterminer la prise en charge optimale de PA changeante en phase aiguë

de l’AVC. L'essai CHHIPS basé au Royaume-Uni (Potter et al., 2009) conclut en faveur de la

réduction thérapeutique de la PA post-AVC. Et l’étude sur 306 patients de Hong et

collaborateurs (Hong et al., 2019) conclut qu’une PA élevée peut être nocive chez les patients
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sans reperfusion focale, mais protectrice chez ceux qui ont préalablement reperfusé

localement.

3. Atteintes tissulaires

La durée entre l’occlusion artérielle, la mort cellulaire puis la nécrose tissulaire dépend

de multiples facteurs dont l’intensité du DSC résiduel et le type cellulaire considéré (du plus au

moins sensible à l’ischémie : les neurones, les cellules gliales et les cellules endothéliales).

Plusieurs phénomènes vont participer à la dégradation tissulaire et sont discutés dans cette

partie. La privation énergétique entraînant les dépolarisations envahissantes des neurones,

l’excitotoxicité, l’apoptose et l’inflammation participent à la mort neuronale. Ces phénomènes

ne se déroulent pas exactement en même temps, chacun ayant une cinétique propre (Dirnagl,

Iadecola and Moskowitz, 1999 ; Figure 8).

Figure 8 : Mécanismes cellulaires survenant après l'AVC ischémique. La survenue d’un AVC est à l’origine d’une excitotoxicité
induite par l’activation excessive des récepteurs glutamatergiques par le NMDA entraîne une entrée massive de Ca2+ dans les
cellules de la zone ischémiée. Cette excitotoxcicité peut induire des dépolarisations neuronales autour de la zone ischémiée
ainsi qu’une inflammation. Ces phénomènes sont à l’origine de la mort des cellules par apoptose, initiée quelques minutes
après l’AVC et perdurant plusieurs heures après sa survenue (Dirnagl et al., 1999 ; Zaleska et al., 2009).

a. Privation énergétique

Durant les premières minutes après l’occlusion, la chaîne respiratoire mitochondriale,

l’usine énergétique cellulaire, est perturbée par le manque d’oxygène et l’Adénosine

Triphosphate (ATP) n’est plus synthétisée. En l’absence de ce carburant cellulaire, les pompes

transmembranaires Na+/K+ ATPases ne fonctionnent plus, et le potentiel de membrane des

neurones n’est pas rétabli à son niveau basal. Les neurones présynaptiques restent alors
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dépolarisés, ce qui engendre une entrée massive de Na+ et Ca2+ dans les cellules et une

libération de K+ et de glutamate (acteur majeur de l’excitotoxicité) dans l’espace extracellulaire.

Alors l’homéostasie ionique entre milieu extra et intracellulaire n’est plus respectée, la cellule

gonfle et finit par éclater, causant l’apparition d’un œdème cytotoxique (Martin, Lloyd and

Cowan, 1994).

b. Excitotoxicité

L’excitotoxicité fût le premier mécanisme moléculaire impliqué dans les lésions

ischémiques à être identifié puis étudié en détails. L’excitotoxicité débute par la libération

rapide et massive de glutamate, le principal acide aminé excitateur du cerveau, dans le milieu

extracellulaire à la suite du déficit énergétique (Chamorro et al., 2016).

Les récepteurs au glutamate :

Plusieurs types de récepteurs au glutamate ont été identifiés. Nous allons nous focaliser

sur les récepteurs ionotropes (munis d’un canal ionique en opposition aux récepteurs

métabotropes) largement impliqués dans ces processus d’excitotoxicité. Ils en existent trois

types et sont nommés en fonction des agonistes qui les activent : les récepteurs NMDA

(NMDAR), les récepteurs AMPA (AMPAR) et les récepteurs kaïnate. L’ensemble de ces

récepteurs ionotropes du glutamate sont donc des canaux laissant passer les cations de façon

non sélective, le Na+, le K+ et le Ca2+, et produisent toujours des réponses post-synaptiques

excitatrices (PPSE ; Figure 9).
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Figure 9 : Mécanismes moléculaires et cellulaires de l’AVC ischémique. Le déficit énergétique lié à la défaillance de la pompe
Na+/K+ induit une entrée massive de Ca2+ au sein du neurone ainsi qu’une libération de glutamate au niveau de la fente
synaptique. Ce glutamate peut alors activer les récepteurs post-synaptiques AMPA, NMDA et kaïnate engendrant une entrée
de Ca2+, Na+ et Cl- dans la cellule, tandis que le K+ sort de la cellule. La sortie du K+ de la cellule est responsable de la propagation
de la dépolarisation neuronale jusqu’à la pénombre. La génération de radicaux libre par l’activation de voies enzymatiques
médiées par le Ca2+ va provoquer l’activation microgliale et l’infiltration des leucocytes dans le parenchyme. Ce déséquilibre
ionique est également à l’origine d’un œdème cytotoxique (Thiebaut et al., 2018).

Trois familles de sous-unités des NMDAR ont été identifiées : les sous-unités GluN1,

GluN2 et GluN3 (anciennement NR1, NR2 et NR3 ; Paoletti, 2011). GluN1 est présent de

manière ubiquitaire dans le SNC et se montre essentiel à la fonctionnalité des NMDAR tandis

que les deux autres sont spécifiques à certaines zones cérébrales.

Le NMDAR nous intéressera particulièrement dans ce projet. Il est composé de quatre

sous-unités formant le canal ionique et doit comprendre obligatoirement deux sous-unités

GluN1, associées à deux autres sous-unités GluN2 et/ou GluN3. On retrouve le NMDAR de

manière ubiquitaire dans le SNC, sur les astrocytes (Krebs et al., 2003), au sein des

oligodendrocytes (Káradóttir et al., 2005), à la surface des lymphocytes (Tuneva, Bychkova and

Boldyrev, 2003), dans les cellules neuro-épithéliales (Sharp et al., 2003) et bien sûr au niveau

des neurones pré et postsynaptiques. De manière intéressante, les NMDAR sont également

retrouvés à la surface des cellules endothéliales cérébrales, aussi bien chez la souris que chez

l’humain (Macrez et al., 2016).
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Les mécanismes excitotoxiques :

Le glutamate (ainsi que des composés apparentés) peut devenir toxique pour les

neurones lors d’une transmission synaptique excitatrice de longue durée. Dans les conditions

normales, la concentration du glutamate libérée dans la fente synaptique atteint certes des

niveaux élevés (environ 1 mM), mais ces valeurs ne sont maintenues que pendant quelques

millisecondes. Les conditions ischémiques avec le dysfonctionnement de la chaîne respiratoire

mitochondriale, entraînent des concentrations anormalement hautes de glutamate

s'accumulant dans l'espace intercellulaire (Gouix et al., 2009). Ce glutamate en excès dans la

fente synaptique va activer en masse ses récepteurs ce qui entraîne une dépolarisation

membranaire et donc l’entrée massive de Ca2+ dans les neurones. La stimulation des NMDAR

seulemène à l’activation de la protéine RhoA, qui elle-même contribue à la mort neuronale en

activant certaines kinases spécifiques du stress excitotoxique (lipases et autres DNases ;

Stankiewicz and Linseman, 2014). Et l’invasion invasion calcique cellulaire va aboutir à la mort

cellulaire par différentes voies :

1- En changeant l’osmolarité cellulaire, ce qui provoque une entrée d’eau dans le

cytoplasme, induisant un œdème cytoplasmique.

2- En engendrant la dépolarisation de la membrane mitochondriale, la faisant rompre.

L’ATP n’est alors plus synthétisée et des déchets issus de la chaîne respiratoire enrayée

sont libérés dans le cytoplasme comme des dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) et le

cytochrome C déclenchant ainsi les mécanismes de mort tardive d’apoptose (décrit ci-

après).

3- En activant l’oxyde nitrique synthase neuronale (neuronal nitric oxide synthase, nNOS),

qui va produire du monoxyde d’azote en quantité et qui va ainsi participer au stress

oxydatif jouant également un rôle délétère dans l’AVC (Chamorro et al., 2016).

4- En aboutissant à un cercle vicieux car cette entrée d’ions Ca2+ dans les neurones

provoque également une nouvelle libération de glutamate.

Les dépolarisations péri-infarcts (PID) :

Les PID sont observées depuis longtemps dans les modèles d’AVC expérimentaux

(Branston, Strong and Symon, 1977), et ont depuis été détectées chez les patients à la suite

d'un AVC ischémique (Dohmen et al., 2008). Le glutamate relargué en excès dans le tissu lésé
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peut activer les neurones voisins, devenant hyperactifs, et produisant eux-mêmes du

glutamate. Ce phénomène peut se propager au-delà du tissu ischémié, qui s’avèrera lui aussi

en souffrance. Ainsi, ces PID entraînent une expansion progressive de l'infarctus (Kudo, Zhao

andNowak, 2016) et peuventmême être responsables de la formation de l’œdème cytotoxique

(Dreier and Reiffurth, 2015).

c. Apoptose

L’apoptose ou mort cellulaire programmée, indispensable au développement et au

maintien de la vie d’un organisme, a elle aussi sa part de responsabilité quant à la

physiopathologie de l’AVC (Kerr, Wyllie and Currie, 1972).

Pendant l’ischémie, l’activation des NMDAR accompagnée de l’accumulation de Ca2+

intracellulaire provoque (entre autres, voir ci-dessus) le clivage de la protéine pro-apoptotique

Bcl-2, au niveau de la membranemitochondriale. Bcl-2 tronquée interagit ensuite avec d’autres

protéines pro-apoptotiques afin d’ouvrir les pores mitochondriaux. L’ouverture des pores

favorise la libération du cytochrome C mitochondrial et du facteur d’induction de l’apoptose

(AIF, apoptosis-inducing factor). La cascade d’activation des caspases se déclenche alors,

provoquant des dommages de l’acide désoxyribonucléique (ADN) et donc la mort cellulaire

(Nikoletopoulou et al., 2013). Il a été rapporté que les protéines caspases sont particulièrement

activées dans la zone péri-lésionnelle de l’ischémie et que leur inhibition pourrait protéger le

tissu cérébral (Li et al., 2000 ; Figure 10).
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Figure 10 : Mécanismes moléculaires conduisant à la mort cellulaire après un AVC ischémique. L’entrée excessive de Ca2+ dans
les neurones, liée à l’activation des récepteurs au glutamate par le NMDA induit l’activation de cascades enzymatiques
provoquant le dysfonctionnement des mitochondries, un stress oxydatif et l’oxydation de macromolécules. Ces évènements
sont à l’origine de la mort des cellules (Belov Kirdajova et al., 2020).

L’apoptose se distingue de la nécrose avec des stimuli déclencheurs, des voies

biochimiques sollicitées, des modifications structurelles et des modes d’éliminations cellulaires

très différents (Radak et al., 2017). Cette précision permet d’aboutir à la théorie répandue

suivante. Dans les premiers temps de l’AVC les processus de mort cellulaire surviennent par

nécrose au sein du cœur ischémique tandis que les phénomènes apoptotiques surviennent

dans un second temps en périphérie de ce cœur et dans la zone péri-lésionnelle. Toutefois,

cette doctrine a du plomb dans l’aile depuis que des marqueurs d’apoptose ont été identifiés

au sein du foyer ischémique (Benchoua et al., 2001). Ce qui tend depuis à adopter une vision

moins compartimentée des processus de mort cellulaire au cours de l’ischémie et permettrait

aux stratégies anti-apoptotiques précoces de cibler des cellules au sein même du foyer

ischémique.

4. Altération de la barrière hémato-encéphalique (BHE)

La BHE, composée des cellules endothéliales cérébrales, des péricytes, de la glie et des

neurones, participe au maintien de l’homéostasie cérébrale en contrôlant les échanges entre

le sang et le parenchyme cérébral (Weiss et al., 2009 ; Figure 11).
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Figure 11 : Schématisation de la BHE. La BHE est constituée de cellules endothéliales, de péricytes, d’une lame basale et de
pieds astrocytaires.

En condition ischémique, la perméabilité de la BHE est attribuée, en partie, aux

métalloprotéinases matricielles (MMP) responsables de la dégradation des jonctions serrées

entre cellules endothéliales et de la lame basale (Yang et al., 2007).

Lors d’un AVC ischémique l’ouverture de la BHE est biphasique (Kuroiwa et al., 1985).

C’est-à-dire qu’une première altération a lieu durant les premières heures de la phase aigüe de

l’ischémie (Rosenberg, Estrada and Dencoff, 1998). Cette primo-ouverture, réversible, est

attribuée à une augmentation de l’expression de MMP-2 en particulier (Nakaji et al., 2006).

Puis dans un second temps, entre 24 et 48 heures, arrive une infiltration leucocytaire et une

activation de MMP-9, conduisant cette fois à une rupture complète de la BHE et à des

dommages tissulaires sévères (Pun, Lu and Moochhala, 2009).

La conséquence principale de la rupture de la BHE est l’apparition d’un œdème

vasogénique caractérisé par un passage d’eau du compartiment vasculaire vers le parenchyme

cérébral (Yang et al., 2007). A l’instar des autres œdèmes cérébraux, celui-ci va être

responsable d’une augmentation du volume cérébral associé à une élévation de la pression

intracrânienne. De plus, les patients présentant une ouverture de la BHE après un AVC

ischémique ont un plus grand risque de TH et un pronostic à long terme empiré (Hjort et al.,

2008).

5. Inflammation et AVC



19

L’inflammation est la réaction du système immunitaire à une agression externe ou

interne. En condition physiologique, les lymphocytes et les monocytes patrouillent dans la

circulation cérébrale tandis que la microglie résidente est située dans le parenchyme cérébral.

Ces deux populations sont séparées par la BHE. Lors d’un AVC, la réaction inflammatoire peut

se décrire comme une cascade de réactions orchestrées qui s’initie immédiatement après

l’occlusion du vaisseau pour évoluer et perdurer durant les jours et les semaines suivantes

(Anrather and Iadecola, 2016). Dans les premiers instants, une rapide activation des cellules

résidentes, en particulier des cellules microgliales, est rapidement accompagnée par

l’infiltration dans le parenchyme des cellules inflammatoires circulantes telles que les

granulocytes, les neutrophiles, les lymphocytes T ainsi que les monocytes/macrophages

(Gerhard et al., 2000; Schilling et al., 2003). Après leur recrutement, les cellules s’activent et

participent à la sécrétion de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires impliquées dans le

recrutement spécifique de leucocytes au niveau des vaisseaux de la zone ischémiée (Chen et

al., 2003, 2021). Quelques heures après le début de l’ischémie, ces cellules immunitaires ont

commencé à libérer desmédiateurs pro-inflammatoires tels que des interleukines (Il) ou le TNF.

Ces médiateurs induisent l’expression de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales et

les leucocytes, permettant l’infiltration de ces derniers dans le parenchyme par diapédèse (del

Zoppo et al., 1991 ; Figure 12).

Figure 12 : Réactions immunitaires après la survenue d'un AVC ischémique. (a) En condition physiologiques, la BHE est formée
de cellules endothéliales reliées entre elles par des jonctions serrées, de péricytes, d’une lame basale et de pieds astrocytaires.
Cette BHE constitue une séparation entre le cerveau et le compartiment sanguin et assure une protection cérébrale contre les
agents pathogènes circulant dans le sang. Dans ces conditions, les cellules immunitaires circulent librement dans le sang tandis
que les cellules microgliales sont à l’état de repos dans le parenchyme. (b) A la suite d’un AVC ischémique, les cellules
endothéliales présentes au niveau du site de lésion sont activées, provoquant la disparition des jonctions serrées, et expriment
des molécules d’adhésion cellulaires. Ces dernières permettent le roulement et l’adhérence des leucocytes au niveau luminal
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du vaisseau sanguin, et ainsi leur migration du compartiment vasculaire vers le parenchyme cérébral. Les leucocytes infiltrés
sécrètent alors des facteurs pro-inflammatoires permettant le recrutement de monocytes/macrophages, puis de lymphocytes.
La microglie quant à elle devient activée et sécrète des molécules pro-inflammatoires tout en étant capable de phagocyter
(Drieu et al., 2018).

L’utilisation de microparticules de fer (micrometer-sized paramagnetic iron oxide,

MPIO) couplées à des anticorps anti-VCAM-1 (molécule d’adhésion exprimée par des cellules

endothéliales activées) permettent une imagerie ultrasensible de l’inflammation focale après

ischémie (Montagne et al., 2012). Ainsi, une étude réalisée au sein du laboratoire a utilisé cette

méthode pour mettre en évidence 24 heures après une occlusion transitoire de l’ACM, une

surexpression de VCAM-1, reflet de l’inflammation (Gauberti et al., 2013). Cette surexpression

subsiste jusqu’à cinq jours après l’ischémie et est particulièrement importante dans la

périphérie du cœur ischémique.

Le blocage, par l’utilisation d’un anticorps, de la molécule d’adhésion α4-intégrine

présente sur l’endothélium, inhibe la transmigration des lymphocytes vers le parenchyme et

réduit la taille de la lésion chez le rat (Becker et al., 2001). De la même manière, le blocage des

molécules d’adhésion leucocytaires et endothéliales telles que la molécule d’adhésion

intercellulaire (ICAM), la P-Sélectine ou la E-sélectine induit une diminution du volume de

l’infarctus (Zhang et al., 1994; Morikawa et al., 1996; Suzuki et al., 1999).

Dans la phase subaigüe de l’ischémie, les leucocytes infiltrés et les cellules résiduelles

activées participent à la sécrétion de molécules pro-inflammatoires (Il-1β, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-

α), de radicaux libres et de protéases telles que les MMP, prenant part ainsi à l’extension de la

zone ischémiée (Grilli et al., 2000). Il a été montré qu’une inactivation des cytokines pro-

inflammatoires, telles qu’IL-8 ou IL-1β, avait un effet neuroprotecteur et réduisait la taille de la

lésion tissulaire (Matsumoto et al., 1997).

F. Les transformations hémorragiques (TH)

La TH est caractérisée par une zone de saignement plus ou moins étendue dans et/ou

au-delà de la zone ischémiée associée à l’augmentation de la morbidité et de la mortalité

(Berger et al., 2001). Cette complication est relativement courante car surviendrait chez 10 à

40% des patients concernés par un AVC ischémique (Terruso et al., 2009). Chez l’Homme, la
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présence de certaines comorbidités (tel que le diabète) et l’utilisation de l’activateur tissulaire

du plasminogène (tPA) en tant que thrombolytique durant la phase aigüe de l’AVC (voir I.H.)

exacerbent la proportion et la gravité des TH (Thiebaut et al., 2018; Simats and Liesz, 2022). Il

s’agit bien là de la principale complication du tPA, le seul thérapeutique approuvé par la FDA

(Food and Drug Administration) pour traiter l’AVC ischémique aigu.

1. Classification des TH

La sévérité des TH varie d’un saignement microscopique à de grandes hémorragies

qui dépassent la taille de la lésion ischémique. Les études cliniques divisent fréquemment

cette complication en quatre groupes (Classification ECASS : European Cooperative Acute

Stroke Study) :

✓ Infarctus hémorragique de type 1 (HI1) : Pétéchies (ruptures de petits capillaires) isolées

au sein du tissu lésé, sans effet de masse et asymptomatiques

✓ Infarctus hémorragique de type 2 (HI2) : Pétéchies confluentes au sein du tissu lésé, sans

effet de masse attribuable au saignement.

✓ Hématome parenchymateux type 1 (PH1) : Lésion sanguine homogène occupant ≤ 30%

de la zone ischémiée, avec un effet de masse « minime » attribuable à l'hématome.

✓ Hématome parenchymateux type 2 (PH2) : Lésion homogène occupant > 30% de la zone

ischémiée, avec un effet de masse « substantiel » attribuable à l'hématome.

On retrouve régulièrement un autre type de classification dans les articles prenant en

compte l’état neurologique clinique du patient basé sur le score NIHSS (National Institutes of

Health Stroke Scale). Grâce à ce score très répandu, on peut simplement diviser la complication

en TH symptomatique (score NIHSS > 4 dans les 36 heures suivant l’AVC) ou asymptomatique

(Dzialowski et al., 2007).Notons qu’avec ce score, une TH dite « asymptomatique » peut malgré

tout aggraver l’état clinique du patient à plus long-terme si l’œdème continue de croître ou

dans le cas de TH plus tardives (Motto et al., 1999).

2. Etiologie des TH

Les causes d’apparition des TH ne sont pas parfaitement connues mais il existe une

explication consensuelle dans la littérature. La cause du saignement est la résultante de la
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physiopathologie de l’AVC ischémique expliquée précédemment ; notamment du fait de

l’altération et du remodelage des vaisseaux sanguins impactés. Pour simplifier, les TH résultent

de l’altération de la BHE. Elles se produisent surtout lors de la reperfusion du tissu cérébral,

c’est à dire après la recanalisation de l’artère endommagée bouchée (Jickling et al., 2014). On

comprend alors que l’action thrombolytique du tPA, seul traitement autorisé pour traiter la

phase aigüe de l’AVC, peut engendrer une fuite de sang dans le tissu nerveux. Cet effet post-

thrombolytique indésirable engendrant des TH sera discuté dans la partie II. de ce manuscrit,

consacrée au tPA.

A l’heure actuelle il est difficile de déterminer si les mécanismes étiologiques sont les

mêmes dans le cas des hémorragies pétéchiales (HI) ou lors des hémorragies

parenchymateuses (PH). En effet, les HI sont considérées dans certains cas comme marqueur

de bon pronostic en indiquant une reperfusion précoce du tissu ischémié, contrairement aux

PH (Thomalla et al., 2007).

a. Données précliniques et cliniques des TH

Les modèles précliniques d’AVC sur rongeur dans lesquels on peut contrôler la

recanalisation artérielle permettent de valider l’impact de la reperfusion sur les TH. Pour

exemple, après l’occlusion de l’ACM (MCAo) de manière mécanique chez le rat, 82% des

animaux souffrent de TH après reperfusion tardive (5 heures) tandis que le groupe sans

reperfusion a une proportion de TH de 18% (Lu et al., 2008, 2009). Cette augmentation de TH

après reperfusion est souvent corrélée avec une aggravation de la mortalité dans les modèles

murins (Jickling et al., 2014). Les études de ce type sur les rongeurs sont en adéquation avec ce

que l’on observe chez l'Homme chez qui la thrombectomie (recanalisation thérapeutique

mécanique ; voir I.I.) après AVC ischémique augmente le risque de TH (Dorado et al., 2013).

Notons également que dans différents modèles de MCAo murins et dans de nombreux

articles, plus la durée de l’occlusion artérielle est longue avant la reperfusion plus les taux et la

sévérité des TH augmente (Jickling et al., 2014). Chez l'Homme, l'allongement du délai entre le

début de l'ischémie et la reperfusion est également associé à une augmentation du risque et

de la sévérité de TH chez les patients non-traités au tPA ou à la thrombectomie mécanique

(Copin and Gasche, 2008). Cette notion de temporalité de reperfusion se complique quand on

sait qu’une recanalisation trop précoce est aussi associée à une élévation du risque de TH (Bang
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et al., 2011), bien que la sévérité des TH due à une reperfusion précoce est moins grâve que

celles dues à une reperfusion tardive (rappelons-nous des HI parfois marqueurs de bons

pronostics).

b. Axes de progression des modèles animaux dans l’étude des TH

Cependant les modèles animaux ne sont pas totalement transposables aux observations

cliniques en ce qui concerne les TH. En effet, les patients présentent souvent des comorbidités

modulant (souvent négativement) ce risque hémorragique ; et ces pathologies (comme le

diabète et l’hypertension) ne sont que trop rarement modélisées chez l’animal pour la

compréhension des phénomènes hémorragiques.

Chez l'Homme, la reperfusion post-AVC est également un processus dynamique et

parfois progressif avec des enchaînements de cycles de reperfusion plus ou moins importants

au cours du temps (Jickling et al., 2014). Les études précliniques qui utilisent beaucoup les

modèles mécaniques de MCAo ne sont donc pas représentatifs des subtilités vasculaires in situ

aboutissant aux TH. En d’autres termes, la reperfusion totale et brutale observée dans ces

modèles peut conduire à des TH et des atteintes tissulaires exacerbées par rapport aux

observations cliniques. Nous discuterons de l’importance du choix et de l’élaboration des

modèles précliniques d’AVC dans la partie IV. de ce manuscrit.

La dernière limite desmodèles murins est le timing d’observation des TH qui est souvent

compris entre la reperfusion et les premières 24 heures après l’AVC. Et bien souvent cette

observation n’a lieu qu’une fois. Nous soulevons ici un problème translationnel car chez les

patients ayant subi un AVC, plusieurs épisodes de TH peuvent survenir durant les 24 premières

heures mais au cours des jours et des semaines suivant l’AVC (Paciaroni et al., 2008).

Ainsi ces différents facteurs présents chez l’Homme méritent d’être retranscrits au

mieux chez les animaux pour améliorer la modélisation des phénomènes de TH dans les

modèles précliniques.

3. Physiopathologie des TH

Deux types de TH peuvent être distinguées en fonction du moment de leur apparition :

la TH précoce, qui survient dans les 24 heures suivant le début de l’AVC, et la TH retardée qui



24

apparait au-delà des 24 heures jusqu’à plusieurs jours après l’AVC. Dans les deux cas, le rôle

des MMP, des ROS et de l’inflammation est primordial mais l’action du remodelage vasculaire

concerne uniquement les TH retardées. (Jickling et al., 2014 ; Figure 13).

Figure 13 : Facteurs à l’origine des TH après un AVC. A la suite de l’AVC et de la reperfusion, l’augmentation de la production
de ROS, de peroxynitrite et des MMP-9 ainsi que l’activation et l’adhésion leucocytaire provoquent la perte d’intégrité de la
BHE à l’origine des TH. Les facteurs de risque tels que la diabète, l’hypertension et l’âge sont également à l’origine des TH
(Spronk et al., 2021).

a. Le rôle des MMP dans les TH

Bien que les MMP présentes dans le compartiment sanguin, commeMMP-9, jouent un

rôle majeur dans la perturbation précoce de la BHE, les protéases provenant du cerveau y

contribuent également, à l’instar deMMP-2. (Liu et al., 2012 ; Suofu et al., 2012 ; Figure 13).

MMP-2 est principalement sécrété par les astrocytes, les cellules endothéliales, et

potentiellement les leucocytes. Son expression ainsi que celle de ses activateurs augmente

dans le SNC dans les 1 à 3 heures suivant l'apparition de l'AVC chez le rongeur et reste élevée

pendant plusieurs jours (Heo et al., 1999; Liu et al., 2012). Ce taux élevé de MMP-2 est corrélé

à l'ouverture précoce de la BHE et à la dégradation des protéines des jonctions serrées

endothéliales, claudine-5 et occludine dans les modèles de MCAo chez le rongeur (Rosenberg,

Estrada and Dencoff, 1998; Yang et al., 2007; Liu et al., 2012). De plus, il a été démontré que
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l’injection directe de MMP-2 dans le cerveau des rongeurs perturbe la BHE et entraîne une

hémorragie, confirmant ainsi le rôle de MMP-2 dans la TH précoce.

Dans les premières 24 heures après le début de l’AVC, MMP-9 est principalement

exprimée par les cellules endothéliales (Zhao et al., 2006) tandis qu’elle est principalement

identifiée dans les cellules cérébrales tels que les neurones, les astrocytes et la microglie à

mesure que l’AVC évolue (Zhao et al., 2006; del Zoppo et al., 2012). Cela confirme l'idée que

les leucocytes circulants, y compris les neutrophiles, contribuent à la production de MMP-9 au

début de l'AVC, tandis que les cellules cérébrales sont la source prédominante de MMP-9 dans

une phase plus tardive de l'AVC. MMP-9 est impliquée dans la dégradation des protéines de

jonctions serrées (claudine-5, occludine et Zona occludens-1) et des protéines de la lame basale

(fibronectine, lamine et collagène ; Yang et al., 2007). Après un AVC ischémique, MMP-9

favorise la perméabilité de la BHE, aussi bien chez les animaux que chez l’Homme (Castellanos

et al., 2003; Yang et al., 2007). Chez les souris déficientes en MMP-9 ou traitées avec un

inhibiteur de MMP-9, une réduction de la taille de l'infarctus et de la dégradation des jonctions

serrées est observée après MCAo (M. Asahi et al., 2000; Lo, 2008) .

MMP-3 matricielle est produite par les péricytes (Jickling et al., 2014) et les cellules

endothéliales (Suzuki et al., 2007) après un AVC ischémique. Elle active la pro-MMP-9 enMMP-

9 active ce qui favorise l’altération de la BHE, notamment lorsqu’elle est associée au tPA. Une

étude menée chez la souris, a permis de montrer une augmentation des MMP-3 dans le

cerveau dans les 24 heures suivant le début de l'AVC (Suzuki et al., 2007). Cette élévation de

MMP-3 peut survenir à la suite de l’inflammation liée à l'AVC ou peut être induite par le tPA

(voir II.E.2.g.). Chez la souris, l'inflammation cérébrale induite par le lipopolysaccharide entraîne

une dégradation de la BHE, tandis que cet effet est réduit chez les souris déficientes en MMP-

3 diminuant ainsi le taux de TH à 24 heures (Gurney, Estrada and Rosenberg, 2006).

Les protéases cérébrales contribuent également aux TH retardée comme MMP-2 et

MMP-10, MMP-13, mais encore la plasmine, le tPA et l’urokinase (Suzuki et al., 1999; Wang et

al., 2003; Yepes et al., 2003).
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b. Le rôle des ROS dans les TH

La reperfusion des tissus ischémiques entraîne la production de ROS à partir de

plusieurs sources tels que les mitochondries intracellulaires, les récepteurs membranaires et

les médiateurs inflammatoires (Gürsoy-Ozdemir, Can and Dalkara, 2004; Fraser, 2011). Cette

augmentation permise par la reperfusion post-ischémie peut altérer la BHE en endommageant

les cellules endothéliales, les péricytes, les cellules musculaires lisses et les astrocytes. Tandis

que les dommages des ROS au niveau des petits capillaires prédisposent à l'hémorragie

pétéchiale, leurs lésions sur les cellules endothéliales et musculaires lisses des artères peuvent

produire des hémorragies parenchymateuses plus importantes (Jickling et al., 2014 ; Figure 13).

Il a par exemple été mis en évidence que le superoxyde et le peroxynitrite perturbent

l'intégritémicrovasculaire et sont donc susceptibles de contribuer à la TH. En effet, aprèsMCAo

et reperfusion chez le rat, ces ROS sont tous deux augmentés dans les microvaisseaux et les

pieds astrocytaires augmentant alors le taux de TH (Gürsoy-Ozdemir, Can and Dalkara, 2004).

Chez l'Homme, le marqueur de stress oxydatif F2-isoprostane est augmenté dans le sang six

heures après le début de l'AVC et les taux plasmatiques de 3-nitrotyrosine sont élevés à 3 et

24heures après l’ischémie (Bas et al., 2012).

Chez le rongeur, l'inhibition des ROS peut diminuer la perturbation de la BHE et réduire

le taux de TH (M. Asahi et al., 2000; Lapchak et al., 2002). Cependant, chez l'Homme, cette

inhibition des ROS ne s'est pas avérée utile pour réduire le taux ou la sévérité des TH, ou même

améliorer les résultats après AVC (Shuaib et al., 2007).

Les ROS ont également un rôle majeur dans les TH tardives puisqu’elles interviennent

en tant que molécules de signalisation dans le remodelage vasculaire et l'angiogenèse (Craige

et al., 2011). Elles ont des effets régulateurs sur de nombreux facteurs angiogéniques,

notamment le VEGF ou HIF-1α (hypoxia-inducible factor-1α ; Bir et al., 2012) et sur la

prolifération et la différenciation des progéniteurs endothéliaux (Jickling et al., 2014). La

NADPH oxydase (NOX) est une source importante d’ions superoxydes et de ROS. Il a été

démontré que les ROS induites par NOX4 favorisent la migration et la prolifération des cellules

endothéliales ainsi que la récupération du flux sanguin après une ischémie (Craige et al., 2011)

Autre exemple, lorsque NOX1 et NOX2 sont délétées chez la souris, l'activité angiogénique est

altérée (Garrido-Urbani et al., 2011).
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Finissons avec le fait que plusieurs facteurs cliniques associés aux TH chez les patients

peuvent favoriser la génération de ROS comme l’âge, la glycémie, le diabète, la sévérité de

l'infarctus ; Whiteley et al., 2016).

c. Le rôle de l’inflammation dans les TH

L’inflammation et l’activation du système immunitaire jouent un rôle important dans la

rupture de la BHE comme nous le verrons plus tard dans la partie II.E.g. Cette

neuroinflammation est majoritairement médiée par la production de ROS et de MMP par les

cellules du système immunitaires mais aussi par les astrocytes et les cellules endothéliales

(Spronk et al., 2021 ; Figure 14).

Après l’AVC, l’activation de la microglie constitue une source importante de MMP-9 qui

favorise la perturbation de la BHE (del Zoppo et al., 2012). Les interactions entre les monocytes

périphériques et les cellules endothéliales induisent également cette expression (Yamamoto et

al., 2012), et les monocytes pénétrant ensuite dans le cerveau pour se différencier en

macrophages produisent également des MMP (del Zoppo et al., 2012). L’infiltration des

monocytes dans le cerveau durant plusieurs jours après l’AVC contribue également aux TH

retardées.

Figure 14 : Mécanismes inflammatoires impliqués dans les TH. Après un AVC, la microglie activée sécrète des cytokines telles
que le TNF-α, l’IL-1β et les MMP. Le tPA intervient également dans l’activation de la microglie. Lors de l’AVC, le tPA active
également les neutrophiles via la protéolyse. Les neutrophiles adhèrent aux cellules endothéliales vasculaires et migrent dans
le cerveau à travers la BHE. LA dégranulation des neutrophiles infiltrés, la libération d’ADN et d’histones pour former des NETS
(Neutrophiles Extracellular Traps), l’augmentation du TNF-α, de l’IL-1β, des MMP et d’autres médiateurs de l’inflammation
provoquent la rupture de la BHE et augmentent le risque de TH. L’infiltration lymphocytaire dans parenchyme provoque la
libération de plusieurs cytokines pro- et anti-inflammatoires afin de réguler la BHE. Les monocytes se lient au CCR2 des cellules
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endothéliales et migrent dans le cerveau avant de se différencier en macrophages. Les macrophages promeuvent alors
l’expression de SMAD, BDNF et VEGF, protègent la BHE et empêchent l’apparition de TH. Les astrocytes sécrètent du VEGF
pour induire la detruction de la barrière endothéliale et libèrent des iNOS pour lésée la BHE. De plus, l’interaction astrocytes-
microglie provoque l’expression des MMP-9 dans le tissu ischémié et augmente le risque de TH (Ma et al., 2021).

d. Le rôle du remodelage vasculaire dans les TH retardées

Le remodelage vasculaire et l'angiogenèse sont des composantes importantes de la

récupération après un AVC, cependant, celles-ci peuvent également favoriser les TH. Un certain

nombre de facteurs de croissance, de MMP et d’autres molécules sont impliqués dans la

formation de nouveaux vaisseaux et de l'unité neurovasculaire. Au cours de ce remodelage

vasculaire, les vaisseaux sont davantages perméables et enclin aux TH (Durukan et al., 2009 ;

Figure 13).

Le VEGF joue un rôle important dans le remodelage vasculaire et l’angiogenèse. Après

l’ischémie cérébrale chez le rongeur, l’inhibition de l’activité du VEGF permet une réduction du

taux de TH (Chen et al., 2010), avec administration ou non de tPA (Kanazawa et al., 2011). En

revanche, lorsque le VEGF est administré dans les 24 heures suivant l'AVC, le taux et la sévérité

des TH sont augmentés (Abumiya et al., 2005) ainsi que la taille de la lésion ischémique (Zhang

et al., 2000). En revanche l’administration de VEGF plusieurs jours après l’AVC améliore la

récupération neurologique en favorisant l’angiogenèse. Plusieurs auteurs ont observé une

réduction de la perméabilité à la BHE et une augmentation du flux sanguin cérébral à long-

terme à la suite de ce traitement (Zhang et al., 2000; Zechariah, ElAli, Doeppner, et al., 2013).

Ainsi, le VEGF a un rôle biphasique dans les AVC : en administration précoce il favoriserait la

perturbation de la BHE et l’apparition des TH, et en injection tardive il améliorerait l’intégrité

du réseau artériel cérébral et de la BHE.

Les MMP contribuent également au remodelage vasculaire et à la néovascularisation

avec un rôle également biphasique (Yang and Rosenberg, 2011). L’inhibition précoce et

transitoire des MMP après un AVC réduit la taille de lésion et favorise la formation de nouveaux

vaisseaux à 3 semaines (Jickling et al., 2014). En revanche, un traitement retardé avec des

inhibiteurs deMMP, 7 jours après l’AVC, bloque le remodelage vasculaire, augmente les lésions

cérébrales, et entrave la récupération fonctionnelle à 14 jours (Zhao et al., 2006). Les

angiopoïétines pourraient également être impliquées dans la TH retardée. En effet, chez le
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rongeur, l’altération de l'angiopoïétine-1 dans le coeur ischémique provoque la perturbation

de la BHE d’après Zhang et collaborateurs (Zhang et al., 2002). Chez les patients victimes d'AVC,

l’augmentation du taux d'angiopoïétine-1 est associée à la TH symptomatique associée au

traitement thrombolytique permis par le tPA (Sobrino et al., 2010).

G. Les facteurs de risques et comorbidités de l’AVC

Un facteur de risque est défini comme « tout attribut, caractéristique ou exposition d’un

sujet qui augmente la probabilité de développer une maladie ou de souffrir d’un traumatisme

» (Source OMS). Un facteur ou marqueur de risque est dit modifiable lorsqu’il est dépendant

des choix de l’individu, à la différence du facteur non-modifiable.

1. Les facteurs de risques non-modifiables

Les facteurs de risque non-modifiables d'AVC sont nombreux et comprennent

notamment l'âge, le sexe, l'origine ethnique et la génétique.

Si l’âge moyen de survenue d’un AVC en France est de 74 ans, 25% des patients ont

moins de 65 ans et 10% moins de 45 ans (données INSERM). Tandis que dans la jeune

population, les femmes ont autant ou plus de risque d’être touchées que les hommes (du fait

des grossesses et de la prise de contraceptifs), le risque est légèrement plus élevé pour les

hommes pour les individus âgés (Kapral et al., 2005). En raison de leur durée de vie plus longue,

les femmes sont plus touchées que les hommes dans le monde (Cordonnier et al., 2017). Il

existe également des disparités « ethno-raciales » bien documentées. Par exemple, les

populations hispaniques, afro-américaines et latino-américaines sont davantage sujettes aux

AVC que les autres ethnies (Howard et al., 2016). Concernant les nombreuses disparités

génétiques associés aux AVC, nous pouvons citer les troubles monogéniques (par exemple

l'anémie falciforme altérant les globules rouges circulants) qui seraient responsables de moins

de 1% des causes de survenue d’AVC (Chauhan and Debette, 2016). Dans les faits, de très

nombreux variants issus de simples polymorphismes nucléotidiques (SNP) peuvent s’avérer

être des marqueurs de risque de l’AVC dans de très rares cas (Ekkert et al., 2021). Un exemple

parmi tant d’autres sont la survenue de SNP au niveau du chromosome 9p21 identifiés comme

facteur de risque de nombreuses maladies cardiovasculaires (Matarin et al., 2008).
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2. Les facteurs de risques modifiables

Les facteurs de risque sont de loin les plus importantes causes de survenue de toutes

les formes d’AVC. L’étude INTERSTROKE de 2010menée dans 22 pays amontré que 10 facteurs

de risques modifiables expliquaient 90% des cas d’AVC (O’Donnell et al., 2010, 2016), rendant

les stratégies de préventions envers ces pathologies essentielles. Une autre étude de ce genre,

s’étendant de 1990 à 2013 et regroupant 188 pays (Feigin et al., 2014), a subdivisé ces facteurs

de risques non-modifiables en trois sous catégories : les facteurs métaboliques (l’hypertension,

le diabète, le cholestérol), les facteurs comportementaux (le tabac, l’alimentation, l’alcool et

l’absence d’activité physique), et les facteurs environnementaux (la pollution de l’air,

l’exposition au plomb).

✓ L’hypertension artérielle (HTA) :

L’HTA est définie par une PA systolique supérieure à 140 mmHg et/ou une PA

diastolique supérieure à 90 mmHg. C’est le facteur de risque modifiable le plus important, avec

une corrélation directe entre une PA élevée du patient et l’AVC dans 52% des cas (Victoria E.

O’Collins et al., 2013). Les cardiopathies et notamment la fibrillation atriale multiplient par 4 le

risque de survenue d’un AVC. Le risque d’AVC dû à l’HTA ne varie ni avec l’âge, ni avec le sexe

(O’Donnell et al., 2016). Les traitements pharmacologiques de l’HTA ou sa régulation via des

changements de mode de vie sont donc les stratégies les plus efficaces pour réduire les risques

d'ischémie cérébrale. Selon l’étude PROGRESS, une diminution de la PA, grâce à des

antihypertenseurs, réduit le risque d’AVC de 43 % (PROGRESS Collaborative Group, 2001).

✓ Le diabète :

Le diabète est une maladie chronique caractérisée par la présence d’un excès de

glucose dans le sang, appelé hyperglycémie. On distingue deux sous-catégories : le diabète «

de type 1 », dû à un défaut génétique de sécrétion d'insuline (hormone qui métabolise le

glucose) et le diabète « de type 2 », dû à une insulino-résistance acquise de l’organisme (voir

I.H.).

Les patients diabétiques doublent (au minimum) le risque de survenue d’un AVC et 25

à 45% des patients victimes d'un AVC ischémique ont le diabète au moment du premier AVC
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(Zabala et al., 2020). En effet, l’hyperglycémie chronique contribue au durcissement

(athérosclérose) et à la modification structurale des artères, augmentant ainsi le risque de

formation de thrombus sanguin. Plusieurs études épidémiologiques montrent que la

prévalencemondiale du diabète augmente. On estime que celle-ci sera de 6,3% en 2025 contre

5,1% en 2003 (Données INSERM), représentant ainsi un véritable défi dans le cadre de la

prévention des AVC. Une étude anglaise a prouvé que le contrôle journalier de la glycémie via

l’alimentation et la prise d’insuline chez des patients insulino-résistants (Turner et al., 1999)

réduit le risque d’athérosclérose (et donc d’AVC). Plus généralement, le suivi thérapeutique

diminue l’incidence des AVC chez les patients insulino-résistants traités avec des

antidiabétiques tels que l’acarbose (Chiasson et al., 1998), le pioglitazone (Erdmann et al.,

2007) et l’insuline (Alloubani, Saleh and Abdelhafiz, 2018). Comme le diabète est bien souvent

associé à une hyperlipidémie, il a été montré qu’une diminution du taux de cholestérol chez les

patients diabétiques réduit de 28% le risque de développer un AVC ischémique (Collins et al.,

2003).

✓ La mauvaise alimentation et l’obésité :

Au cours des dernières années, le nombre d’AVC lié à une mauvaise alimentation et au

surpoids a significativement augmenté (Données INSERM). L’étude GBD (Global Burden of

Disease) considère la faible alimentation en fruit comme le deuxième facteur de risque majeur

des AVC après l’HTA, suivi de l’obésité et la junk-food riche en sodium (Feigin et al., 2021).

L’obésité, maladie chronique définie par un indice de masse corporelle supérieur à 30 kg/m2,

est associée à une augmentation du risque d’AVC chez l’homme (Kurth et al., 2002; Kernan et

al., 2013). Concernant la population féminine, les données de la littérature sont plutôt

contradictoires. Certaines études montrent l’association entre surpoids et développement

d’infarctus ischémiques chez les femmes (Rexrode et al., 1997; Antillon and Towfighi, 2011),

tandis que d’autres prouvent le contraire (Lindenstrøm, Boysen and Nyboe, 1993; Selmer and

Tverdal, 1995).Quoi qu’il en soit, et pour les deux sexes,manger cinq fruits et légumes par jour

diminuerait le risque de développer un AVC de 26% par rapport à des individus mangeant moins

de trois portions de ces produits (He, Nowson and MacGregor, 2006).

✓ Le tabac :
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Les fumeurs ont deux fois à quatre fois plus de risque de développer un AVC que les

non-fumeurs tant chez les hommes que chez les femmes (Shinton and Beevers, 1989). De plus,

il existe une importante relation dose-effet ; en ce sens que plus le nombre de cigarettes

fumées est grand, plus le risque d’AVC est élevé (Office of the Surgeon General (US) and Office

on Smoking and Health (US), 2004). Qui plus est, il existe un lien clair entre l’exposition à la

fumée secondaire (ou tabagisme passif) et l’AVC chez l’adulte (You et al., 1999; Office on

Smoking and Health (US), 2006). Bonne nouvelle, la renonciation au tabac et la non-exposition

au tabagisme passif réduisent sensiblement le risque d’AVC (Office of the Surgeon General (US)

and Office on Smoking and Health (US), 2004).

✓ L’alcool :

L’abus d’alcool, de manière régulière ou ponctuelle, peut dans certains cas augmenter

les risques d’AVC. En effet, l’alcool sans modération est lié à un certains nombres d’autres

maladies et facteurs de risques associés aux AVC tels que l’HTA, la fibrillation auriculaire, le

diabète et le surpoids. Au niveau mondial, la consommation excessive d’alcool est associée à

plus d’un million d’AVC chaque année. De manière intéressante, l’alcool peut avoir des effets à

la fois négatifs et positifs sur le système neuro et cardiovasculaire en fonction surtout de la

dose journalière et du type de boisson (de Gaetano et al., 2016; Scheen, 2019). Des chercheurs

anglo-suédois ont colligé 27 études cliniques prospectives pour aboutir à la conclusion qu’une

consommation modérée d’alcool, jusqu’à deux verres par jour, est associée à une réduction du

risque d’AVC ischémique, tandis que la consommation excessive est associée à un risque accru

de tous les types d'AVC (Larsson et al., 2016). Au-delà des deux verres quotidiens, chaque dose

d’alcool en plus élève le risque d’AVC. Il faut savoir qu’à consommation égale, l’accroissement

du risque est plus important pour les femmes que pour les hommes : en effet, les femmes

voient leur risque d’AVC augmenter au-delà de un verre par jour, tandis que c’est le cas au-delà

de deux verres pour les hommes (Larsson et al., 2016). Beaucoup d’articles discutent de cette

ambivalence et dualité de la prise d’alcool sur la santé cardiovasculaire et les doses limites sont

difficiles à déterminer donc rarement les mêmes. En raison des incertitudes quant à la dose

théorique optimale propre à chaque individu (variable en fonction de l’âge, du sexe, des

comorbidités, etc.), la limitation aux nombres de verres conseillées par les Autorité de Santé

semble offrir le meilleur compromis. Dix verres d'alcool standard maximum par semaine, sans

dépasser les 2 verres standard par jour (Données Ministère de la Santé).
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Concluons cette partie en soulignant le fait que les marqueurs de risques les plus

fréquents sont les facteurs dits modifiables, donc « évitables », grâce à un travail de Santé

Publique en termes de prévention qui doit être obligatoirement suivi d’un ajustement des

modes de vie collectifs et individuels.

H. Le diabète, une comorbidité majeure de l’AVC

Une comorbidité désigne un trouble ou une affection associée à unemaladie principale,

dans notre cas l’AVC ischémique. Elle est souvent responsable de l’aggravation des résultats

liés à cette maladie primaire. Le diabète est décrit comme un facteur de risque de l’AVC

puisqu’il augmente la probabilité de sa survenue et constitue également une comorbidité

susceptible d’aggraver la pathologie. Dans ces travaux de thèse nous nous sommes intéressés

à l’hyperglycémie chronique reflétant les effets du diabète en tant que comorbidité de l’AVC

ischémique.

1. L’impact du diabète et de l’hyperglycémie sanguine dans l’AVC en clinique

L'hyperglycémie sanguine est fréquemment rencontrée chez les patients admis à

l’hôpital pour un AVC ischémique. Elle résulte souvent du diabète insulino-résistant de type 2 ;

les patients atteints du diabète de type 1 (insulino-dépendant) étant habituellement sous

traitement régulateur de la glycémie (Mitsios et al., 2018). Le diabète, quel que soit son type,

est reconnu comme une comorbidité vasculaire cliniquement importante qui entraîne des taux

de recanalisation plus faibles et des risques accrus de TH chez les patients. Les facteurs

contribuant à l'exacerbation de la TH chez le diabétique comprennent majoritairement

l'hyperglycémie mais également le stress oxydatif vasculaire, l'inflammation et le déséquilibre

de la protéolyse extracellulaire. Elle affecte négativement le devenir des patients victimes

d'AVC en aboutissant par la suite à des résultats fonctionnels et cognitifs réduits ainsi qu’un

risque accru de mortalité (Tsivgoulis et al., 2019 ; Figure 15).
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Figure 15 : Représentation des évènements liés au diabète et à l’hyperglycémie post-AVC sur la rupture de la BHE et la TH. Après
un AVC ischémique, le diabète et l’hyperglycémie post-AVC sont à l’origine de l’augmentation du stress oxydatif, de
l’inflammation vasculaire et de la dysrégulation de la protéolyse extracellulaire. Ces évènements initieront la rupture de la BHE
qui mènera à la TH (Jiang, Liu, et al., 2021).

De manière intéressante, l’hyperglycémie est également fréquente chez les patients

non diabétiques. Dans ces cas, elle est liée aux réponses cellulaires face au stress aigu

(Christensen et al., 2004). Tsivgoulis et collaborateurs ne montrent aucune différence entre les

patients diabétiques et non diabétiques présentant une hyperglycémie lors de l’admission à

l’hôpital. Les patients diabétiques présentent cependant un taux de mortalité à 3 mois plus

élevés par rapport aux patients non-diabétiques (Tsivgoulis et al., 2019). Tziomalos et

collaborateurs ont même démontré que les patients présentant une hyperglycémie liée au

stress vasculaire deux jours après l’admission présentent un AVC plus sévère que les patients

diabétiques hyperglycémiques (Tziomalos et al., 2017).

Globalement, une étude montre que l'hyperglycémie persistante, 6 et 24 heures après

le début de l'AVC, est corrélée à un risque augmenté de TH et une augmentation de la mortalité

dans les 30 jours (Mi et al., 2018). Bevers et collaborateurs ont quant à eux démontré que
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l'hyperglycémie était associée à des lésions plus grandes observées à l’IRM, corrélées à une

détérioration du devenir des patients (Bevers et al., 2017). Les taux de glucose élevés sont

également responsables de résultats fonctionnels moins bons chez les patients après

thrombolyse pharmacologique entrainant une reperfusion précoce (Rosso et al., 2018).

Suissa et collaborateurs (Suissa et al., 2020) ont montré que l'hyperglycémie a des effets

délétères sur la pénombre ischémique des patients malgré de bons scores de recanalisation.

En fait, il a été rapporté que des niveaux de glucose élevés étaient davantage délétères chez

les patients dotés d’une arborisation artérielle terminale importante, tandis que ses effets sont

moins importants lorsque le nombre de collatérales est faible (Kim et al., 2018).

2. La prise en charge des patients diabétiques et/ou hyperglycémiques

Face à ces problématiques, la restauration de la glycémie en urgence pour les patients

atteints d’ischémie est depuis longtemps considérée comme bénéfique. Bien que, dans une

revue de 2019, Palaiodimou et collaborateurs nous expliquent que cette conclusion, issue de

résultats de plusieurs essais cliniques contrôlés randomisés, est discutable. Puisqu’un contrôle

glycémique strict comporte le risque non négligeable de moduler cette même glycémie,

induisant de fait des biais dans les résultats (Palaiodimou et al., 2019).

L'administration IV de tPA en tant que traitement thrombolytique a longtemps été

considérée comme un pilier de la prise en charge de l'AVC ischémique en phase aigüe.

Cependant, les patients ne sont pas tous égaux face au tPA : certains sous-groupes de patients

présentent des résultats aggravés après le traitement (Jiang, Han, et al., 2021). Le lecteur de ce

manuscirt l’a compris, les patients diabétiques appartiennent à cette catégorie.

Les facteurs pathologiques potentiels liés à la recanalisation sous-optimale du tPA dans

les AVC diabétiques comprennent un taux plasmatique plus élevé d'inhibiteur du tPA (PAI-1),

des lésions vasculaires athérogènes diabétiques, la glycation de l’annexine 2 du récepteur du

tPA, ou encore les altérations de la densité du caillot de fibrine. Ajoutons cela à la capacité du

tPA à engendrer des TH dans toutes les populations avec ou sans morbidités (voir II.). En outre,

les collatérales, vaisseaux altérés dans le diabète, compromettent également l'efficacité du

traitement par tPA (Jiang, Han, et al., 2021). De plus, suite à l’injection IV de tPA,

l'hyperglycémie provoque l’augmentation de l'acidose lactique dans le sang entraînant
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l’aggravation de l'œdème cytotoxique et la réduction de la pénombre. Cette acidose est

également impliquée dans la réduction de la réactivité vasomotrice cérébrale, la perturbation

de la BHE et donc l’augmentation du risque d'hémorragie intracrânienne symptomatique

(Dietrich, Alonso and Busto, 1993; Paciaroni et al., 2008).

Figure 16 : Représentation des évènements liés au diabète et à l’hyperglycémie post-AVC sur la reperfusion et la récupération du
tissu cérébral. Le diabète et l’hyperglycémie post-AVC sont à l’origine de l’élévation plasmatique de PAI-1, de la glycation de
l’annexine 2 du récepteur du tPA, de la formation de caillots et de l’inflammation systémique, et de la réduction du flux
collatéral. Ces évènements engendrent une mauvaise reperfusion du tissu cérébral après un AVC (Jiang, Liu, et al., 2021).

En conséquence de ses effets délétères après un AVC ischémique, le tPA n’est bien

entendu pas préconisé afin de traiter les patients diabétiques (Masrur et al., 2015). Ainsi, la

plupart des recherches sur les AVC aspirent à trouver de nouveaux traitements pour cette

population. Une des approches consiste à trouver de nouvelles cibles thérapeutiques efficaces,

tandis qu’un autre domaine de recherche consiste à optimiser l'utilisation du tPA enminimisant

son potentiel hémorragique. Ces deux approches exigent une compréhension à jour des

facteurs moléculaires et des voies responsables du maintien de l'intégrité de l’unité

neurovasculaire, qui peut être compromise par l'AVC lui-même, par l'hyperglycémie, par le

diabète ou par le tPA. L’utilisation du tPA et/ou de nouvelles cibles thérapeutiques via des

modèles précliniques sont donc nécessaires le sort des patients victimes d'un AVC ischémique

avec hyperglycémie/diabète (Elgebaly, Arreguin and Storke, 2019). Cette frange de la
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population est loin d’être négligeable, en effet des médecins de l’Ecole de médecine de

l’Université d’Indianapolis estiment que 40% des victimes d’AVC ischémiques pourraient être

concernés par cette hyperglycémie à l’admission (Williams et al., 2002).

3. L’effet de l’hyperglycémie et du diabète dans les modèles précliniques

Actuellement, et comme nous le verrons dans la dernière partie de ce manuscrit, la

majorité des études expérimentales sur l’AVC utilisent des modèles d'ischémies focales, qui

sont considérés comme plutôt pertinents sur le plan clinique (Rehni et al., 2017). L’ischémie

cérébrale induite par les modèles de MCAo impliquant une approche chirurgicale

endovasculaire et transcrânienne ont permis de mettre en évidence les effets néfastes du

diabète sur le cerveau, avec des modèles d’hyperglycémies aigues et chroniques. En effet, des

études rapportent une augmentation de la taille de l'infarctus cérébral chez le rongeur

(MacDougall and Muir, 2011; Navarro-Oviedo et al., 2019), une réduction du flux sanguin

cérébral, la formation d'œdèmes, une altération de la BHE associée à des TH (Dietrich, Alonso

and Busto, 1993) et plus grands déficits cognitifs (McBride et al., 2016).

Figure 17 : L'injection de tPA après un AVC ischémique chez des souris diabétiques peut augmenter le volume de lésion. (a)
Quantification du volume de lésion après un AVC ischémique chez des souris diabétiques, après injection de solution saline ou
de tPA. (b) Illustrations représentatives du volume cérébral de lésion chez des souris ayant reçu la solution saline ou un
traitement au tPA après un AVC ischémique (Navarro-Oviedo et al., 2019).

Après induction de la MCAo chez des rats, cette fois spontanément diabétiques, Li et

collaborateurs (W. Li et al., 2013) ont également mis en évidence l’augmentation des TH et de

la taille de l’œdème et une atteinte neurologique malgré une taille d'infarctus plus faible chez

les rats diabétiques par rapport aux rats témoins. Ces résultats sont retrouvés à 24 heures, mais
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pas à 7 jours, suggérant une mort neuronale retardée due au diabète dans leur modèle murin.

Globalement, il y a un véritable consensus expérimental sur le fait que des niveaux élevés de

glucose dans le cerveau augmentent les effets de l'ischémie entraînant une extension de

l'infarctus et une mauvaise récupération neurologique (W. A. Li et al., 2013).

Ces dernières années, de plus en plus de publications du domaine s’intéressent à

l’impact du diabète sur les déficits liés à l’AVC (Couret et al., 2018; Navarro-Oviedo et al., 2019;

Salman et al., 2022). L’ensemble de ces études précliniques montrent de nombreuses

similitudes en termes d’effets délétères obtenus chez l’Homme et chez le rongeur. Les modèles

murins d’hyperglycémie chronique ou de diabète pourrait donc être un bon modèle pour

étudier les TH, qui sont l’une des conséquences les plus fréquente et importante en termes de

dommages cérébraux, autant chez le rongeur que chez les patients. Il est donc intéressant de

pouvoir tester les nouveaux agents thrombolytiques dans ces modèles d’animaux

hyperglycémiques chroniques dans un but translationnel et pour déterminer l’innocuité (ou

non) de ces molécules.

4. Le lien entre le diabète, l’AVC et le tPA en préclinique

Malgré l'importance du tPA en milieu clinique, seul peu d'études expérimentales ont

été menées pour évaluer l’effet du tPA en tant que traitement dans le cadre de l’AVC

hyperglycémiques.

Dans un modèle d'hyperglycémie aiguë, le tPA a été infusé après MCAo mécanique sur

des rongeurs et les résultats ont été évalués 3 jours après. Les auteurs ont mis en évidence que

l’hyperglycémie exacerbe les lésions cérébrales chez les animaux traités au tPA en augmentant

la taille de l'infarctus, le taux et la sévérité des TH par rapport aux animaux non-traités (Won et

al., 2011). Il convient de mentionner que l'hémorragie cérébrale induite par le tPA est corrélée

à des niveaux élevés d'hyperglycémie et que dans ce modèle mécanique de MCAo (absence de

thrombi physiologiques), seul les effets délétères du tPA peuvent être observés (Won et al.,

2011).

Dans une autre étude, Ning et collaborateurs ont montré que l'administration de tPA

deux heures après un AVC embolique chez des rats diabétiques insulinodépendants augmente

de manière significative la proportion de TH. Ces dernières induisent ensuite le gonflement du
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cerveau à cause de la pression intracrânienne causée par la poussée de l’œdème (Ning et al.,

2012). Bien que la plupart des études concernant le traitement de l’AVC chez des animaux

diabétiques semble être en faveur d’un rôle délétère du tPA, une étude menée par Fan et

collaborateurs (Fan et al., 2012) montre une diminution de l'infarctus après administration de

tPA chez les rats diabétiques. Cependant, dans cette étude le tPA ne permet pas d’améliorer la

taille de l’œdème cérébral qui surviennent après les TH. Le tPA a également provoqué

l’augmentation significative des hémorragies intracérébrales chez les rats diabétiques par

rapport aux animaux contrôles (Fan et al., 2012).

5. Les stratégies précliniques pour bloquer les effets délétères du tPA

Plusieurs études sont intéressées à l’utilisation du tPA en tant que thrombolytique, en

combinaison avec d’autres molécules, qui pourraient réduire les effets délétères induits par le

tPA chez les animaux diabétiques.

Dans une étude en utilisant le même modèle d'AVC embolique sur des animaux

diabétiques, il a été montré que la co-administration deminocycline (antibiotique couramment

utilisé dans le traitement de l’acné et d’autres affections courantes) avec du tPA après un AVC

réduit de manière significative l'infarctus cérébral, le gonflement cérébral et la TH cérébrale

induite par le tPA (Fan et al., 2012). Lemodèle deMCAomécanique a été utilisé par cettemême

équipe pour évaluer les effets de l'insuline, en association avec le tPA, sur ces animaux

génétiquement diabétiques (Fan et al., 2013). L'insuline a été administrée 1 heure après l'AVC

tandis que le tPA a été administré une demi-heure après l’injection d’insuline. Les auteurs ont

montré que l’administration de l'insuline seule ou du tPA seul n'a aucun effet sur l'ischémie.

Cependant, la co-administration des deux traitements réduit significativement l'infarctus

cérébral, la taille de l’œdème et l'hémorragie induite par le tPA.

L’ensemble des résultats de ces quelques études précliniques concernant le traitement

de l’AVC par le tPA chez des animaux hyperglycémiques ou diabétiques ont permis de mettre

en évidence que l’administration seule du tPA aggrave le risque de TH déjà potentialisé par le

l’hyperglycémie. Il serait donc intéressant d’étudier les effets d’autres agents thérapeutiques

combinés ou non avec le tPA, dans le cadre du traitement de l’AVC ischémique chez des

animaux hyperglycémiques/diabétiques dans le but de proposer prochainement une
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alternative au tPA, dangereux pour une importante frange de la population. Nous nous y

sommes donc employé dans ces travaux de thèse.

I. Prise en charge de l’AVC

1. Aspects cliniques et diagnostiques

Chez l’Homme, la mort cellulaire post-AVC engendre donc des déficits neurologiques

plus ou moins importants correspondants à la zone cérébrale impactée. Nous avons vu que

plus la durée d’occlusion est longue, plus les dommages tissulaires sont importants : on parle

de corrélation anatomo-clinique. Ainsi, le temps entre le début des symptômes cliniques (et

leurs sévérités) jusqu’à la prise en charge du patient est déterminant pour le devenir dumalade.

Deux tests d’examen clinique sont exclusivement utilisés par les praticiens :

En 1989, Brott et ses collaborateurs ont proposé l’emploi de l’échelle National Institute

of Health (NIHSS) pour l’examen initial du patient, permettant une évaluation fiable et

compréhensible, aisément transposable entre les patients, et pouvant être régulièrement

répétée (Brott et al., 1989; Kasner, 2006). Désormais, l’échelle NIHSS permet la standardisation

de l’évaluation de la gravité de l’AVC et le suivi de la récupération clinique longitudinale.

Aujourd’hui, 14 à 15 fonctions sont évaluées (13 à l’origine) et chaque réponse est cotée de 0

à 3 aboutissants à un score total compris entre 0 à 36.

Cependant, force est de constater que le score modifié de Rankin (mRS) s’est imposé

comme l’échelle d’évaluation la plus fréquemment utilisée pour évaluer le pronostic des

patients atteints d’un infarctus cérébral. Cette échelle, créée par John Rankin en 1957, a connu

de nombreuses améliorations au cours des décennies pour évaluer au mieux le degré de

handicap ou de dépendance des patients dans les actes de la vie quotidienne. L’échelle

modifiée de Rankin se compose de 7 niveaux de gravité croissante allant de l’absence de tout

symptôme (mRS=0) et symptômes minimes sans handicap (mRS=1) au handicap sévère avec

grabatisation (mRS=5) et au décès (mRS=6 ; Quinn et al., 2009).

2. Imagerie à la phase aigüe

L'imagerie joue un rôle crucial dans l’identification et la sévérité de l’AVC des patients.

Elle est susceptible de déterminer le type de traitement dont le patient pourra bénéficier (voir
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I.I.). Un parcours d'imagerie et une interprétation rapide et efficace sont les clefs de la bonne

prise en charge clinique. L’IRM et la tomodensitométrie aux rayons X (TDM) sont les méthodes

multimodales de référence en neuro-imagerie d’urgence (Smith and Rowland Hill, 2017).

✓ La tomodensitométrie aux rayons X :

La TDM (parfois appelée scanographie, ou plus simplement scanner) a fait ses preuves

en matière d’évaluation de l’AVC ischémique aigu, en ayant été utilisée dans de nombreux

essais cliniques. Sommairement, elle consiste à mesurer l’absorption des rayons X par les tissus

puis, par traitement informatique, à numériser et reconstruire des images en 2 et 3D. Elle

permet d’exclure les principaux diagnostics différentiels (tumeurs cérébrales par exemple) et

dépister les contre-indications à la thrombolyse, avec une sensibilité élevée pour les

hémorragies aiguës. L’angio-TDM est une méthode efficace pour évaluer rapidement le

système vasculaire artériel intracrânien et ainsi détecter les thrombus. La TDM de perfusion

fournit, quant à elle, des données avec une résolution spatiale correcte sur le débit sanguin

cérébral afin de déterminer la zone ischémiée. La combinaison des deux modes permet donc

un diagnostic pertinent de la pathologie (Varadharajan et al., 2016 ; Figure 18).

Cependant, la capacité de résolution spatiale de la TDM classique est limitée, surtout

pour les petits AVC en phase précoce, ce qui rend parfois difficile le travail d’interprétation.

Mais sa disponibilité élevée, ainsi que sa relative facilitée d’utilisation font de la TDM l’examen

le plus souvent réalisé à la phase aiguë d’un infarctus cérébral. L’American Stroke Association

recommande sa réalisation dans les 25 minutes suivant l’arrivée du patient aux urgences (Jauch

et al., 2013).

✓ L’Imagerie par résonance magnétique (IRM) :

L'IRM est une technique multimodale d’imagerie médicale mettant en jeu un champ

magnétique puissant et stable qui crée une magnétisation des tissus biologiques par

alignement des protons présents dans lesmolécules d’eau. A l’instar de la TDM, l’IRM donne la

possibilité d’utiliser plusieurs séquences rapides apportant différentes informations cliniques.

L’avantage majeur de l’IRM par rapport au scanner est sans doute l’utilisation des séquences

dites de diffusion et de perfusion qui permettent de détecter après interprétation l’ischémie

cérébrale dès les premières minutes après l’ischémie. Tandis que l’imagerie de diffusion fournit
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des informations précises sur le volume de l'infarctus, l’imagerie de perfusion permet

l’observation du tissu sous-perfusé encore sauvable (zone péri-lésionnelle). En 2018, uneméta-

analyse a montré que l’IRM de diffusion est utilisée à raison dans l’identification des patients

éligibles au traitement pharmacologique (tPA) et ceci même quand l'heure d'apparition des

premiers symptômes est inconnue (Thomalla et al., 2018). Le TOF (Angiographie Time Of Flight)

est une séquence IRM permettant l’évaluation du système vasculaire intracrânien et donc la

détection de l’éventuel thrombus et la séquence T2* (ou écho de gradient) permet la

visualisation des hémorragies cérébrales, qu’elles soient bénignes ou non (Figure 18).

Le protocole séquentiel d’urgence pour un patient arrivant à l’hôpital comporte les

quatre séquences suivantes :

- Diffusion (DWI) : Cette séquence permet la visualisation de l’infarctus cérébral de

manière très précoce (quelques minutes après occlusion) sous la forme d’une hyper-

intensité systématisée à un territoire artériel. Elle permet le calcul du coefficient

apparent de diffusion (ADC) donnant une idée quantitative de la zone et l’intensité de

l’ischémie.

- T2/FLAIR : Cette séquence permet la visualisation de l’infarctus cérébral récent de

quelques heures et plus anciens

- T2* (ou écho de gradient) : Cette séquence permet de visualiser les lésions

hémorragiques cérébrales.

- Time of flight (« temps de vol », ou 3D-TOF) : Cette séquence angiographique, réalisée

sans injection de produit de contraste, est utile pour la visualisation d’une éventuelle

occlusion artérielle.

La séquence de perfusion, non obligatoire et réservée à quelques centres spécialisés,

visualise la zone hypo-perfusée. La soustraction entre perfusion et diffusion permet d’identifier

la zone ischémiée où les lésions sont réversibles ; zone qui constitue la cible des stratégies

thérapeutiques de reperfusion (González, 2012).

Notons que l’ensemble de ces séquences appliquées ou applicables en clinique sont

parfaitement réalisables en préclinique, et donc réalisées sur les modèles animaux dans le

cadre de mes travaux de thèse.
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Figure 18 : Séquences d'imagerie de l'AVC ischémique. La séquence CT montre une faible atténuation dan le putamen gauche,
l’insula et le cortex sylvien (flèches). Sur la séquence T2, la matière grise corticale montre un œdème modéré, confirmé pour
être de nature cytotoxique sur les images en DWI (diffusion weighted image) et en ADC (apparent diffusion coefficient). La
séquence FLAIR montre un œdème cortical dans l’ACM. Les séquences MTT (mean transit time) et CBV (cerebral blood flow)
montre une zone à risque (pénombre) plus étendue, allant jusqu’au lobe pariétal. La séquence de suivi CT-F/U montre
l’extension de la zone ischémiée dans la pénombre identifiée en MTT (https://myradnotes).

3. Les traitements actuels de l’AVC ischémique

Les traitements en phase aiguë de l’AVC ischémique ont pour objectif de réduire le

risque de décès ou de dépendance lorsque l’AVC sera davantage installé, et précèdent la

prévention secondaire individuelle qui a pour objectif de réduire le risque d’un nouvel

événement vasculaire. Il existe deux types de traitements actuellement : la thrombectomie

mécanique chirurgicale et la thrombolyse pharmacologique consistant en l’injection dans la

circulation sanguine de tPA. En fonction des données issues de l’imagerie d’urgence, le

praticien choisit le traitement adéquat en se basant sur les recommandations de la Haute

Autorité de Santé, sachant que les deux stratégies peuvent être combinées dans certains cas.

Développons.

a. La thrombectomie

La thrombectomie chirurgicale est une stratégie endovasculaire consistant en un retrait

mécanique du thrombus artériel in situ. Il est soit aspiré par succion, soit retiré à l’aide d’un

filament au bout duquel est fixé un stent. Le filament est inséré par voie fémorale, remonte

jusqu’au cœur afin de passer par l’aorte pour enfin arriver au niveau des principales artères qui

irriguent le cerveau (Raychev and Saver, 2012 ; Figure 19).
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En 2015, l’essai MR-CLEAN a révolutionné la prise en charge des AVC ischémiques en

prouvant les bénéfices de la thrombectomie, en association ou non avec la thrombolyse

pharmacologique (Broderick et al., 2015). Cette stratégie améliore considérablement

l’efficacité du tPA qui peut alors être injecté in situ jusqu’à 6 heures post- AVC ischémique (au

lieu de 4 heures 30 normalement, Berkhemer et al., 2015). Deux ans plus tard, l’essai clinique

THRACE a montré que le couplage des deux stratégies permettait effectivement une meilleure

récupération fonctionnelle tout en n’ayant aucun effet sur la mortalité post-traitement

(Bracard et al., 2016; Morelli et al., 2017). Pour finir, citons une méta-analyse qui a confirmé en

parallèle que ce double traitement permet une meilleure recanalisation de l’artère bouchée,

ainsi qu’une diminution significative de la mortalité comparée à la seule thrombolyse par tPA

(Mistry et al., 2017). La stratégie endovasculaire s’est donc implantée dans le paysage comme

un traitement de référence depuis 2016 (Bracard et al., 2016), améliorant nettement la prise

en charge des patients (Figure 19).

Figure 19 : Evaluation de la récupération fonctionnelle selon le traitement reçu (thrombolyse/thrombectomie) avec l’échelle
modifiée de Rankin. La thrombolyse utilisant le tPA (Actilyse) permet l’activation du plasminogène en plasmine qui pourra alors
dégrader le caillot. La thrombectomie permet de retirer mécaniquement le sanguin. La recanalisation induite dans les deux cas
permet la reperfusion du tissu et augmente la récupération fonctionnelle. Les scores fonctionnels indiqués proviennent de
l’essai MR CLEAN. Les scores inférieurs à 1 sont synonymes d’une bonne récupération fonctionnelle. On observe ici une
meilleure récupération chez les sujets ayant reçu une administration de tPA en comparaison avec leurs homologues ayant reçu
du placebo. Il en est de même pour les sujets ayant subi une thrombectomie en comparaison avec leur homologue n’ayant pas
subi d’intervention.
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Concernant la fenêtre thérapeutique, des effets bénéfiques jusqu’à 24 heures après la

survenue de l’AVC ont été reportés avec un meilleur pronostic des patients à 90 jours de l’AVC

(Nogueira et al., 2018).

Toutefois, il faut noter que cette intervention est relativement peu pratiquée pour le

moment. En effet, elle requiert des neuroradiologues interventionnels formés et des centres

adaptés associés (140 praticiens dans 37 centres en 2016 en France). Qui plus est, les patients

éligibles doivent obligatoirement voir l’occlusion artérielle se produire sur les grosses artères à

la base du cerveau par souci d’accessibilité (Lapergue et al., 2018). Il est donc absolument

nécessaire de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques pouvant couvrir un spectre plus large

de la population touchée par l’AVC ischémique.

b. La thrombolyse pharmacologique

Après les premiers symptômes, chaque minute compte. Cette phrase, certes

accrocheuse, reste néanmoins particulièrement vraie quand on parle de thrombolyse et de sa

fenêtre thérapeutique limitée (jusqu’à 4 heures 30 après l’AVC ou 6 heures si couplé à la

thrombectomie). Un patient reçu dans un délai court en unité neuro-vasculaire à l’hôpital

implique un diagnostic rapide ; il augmente alors ses chances de bénéficier de la thrombolyse

souvent accompagné d’un co-traitement anticoagulant ou antiagrégant plaquettaire. Cette

stratégie à la phase aiguë consiste en l’administration de tPA recombinant (rtPA) dans la

circulation sanguine des patients afin de promouvoir la fibrinolyse. A savoir qu’en clinique on

parle de tPA recombinant (rtPA) car la protéase est produite massivement sous cette forme

(donc recombinante) à partir d’une lignée cellulaire d’ovaires de hamster chinois. Comme nous

le verrons dans la partie II., le tPA active le plasminogène en plasmine, elle-même capable de

dégrader la fibrine, constituant majeur de la plupart des thrombi (Figure 19).

C’est en 1995, que l’étude du National Institute of Neurological Disorders and Stroke

(NINDS, 1995) a mis en évidence l’effet bénéfique du tPA. Les patients atteints d’AVC

ischémique de cette étude qui reçurent l’injection intraveineuse (IV) de rtPA à la dose de 0,9

mg/kg (10% en bolus et 90% en infusion pendant une heure) ont vu leurs déficits neurologiques

réduits de 11 à 13% comparés aux patients traités au placebo. N’oublions pas d’ajouter que

dans cette même étude, le tPA augmente le risque hémorragique de 6,4%, sans toutefois

modifier la mortalité à 3 mois. À la suite de cet essai clinique, le tPA a été autorisé comme
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traitement de la phase aiguë des AVC ischémiques dans la plupart des pays, en suivant cemême

mode d’administration et cette même dose dans les 3 heures après le début des symptômes.

Cette restriction temporelle permet de garder un ratio bénéfice/risque positif à l’instar des

critères restrictifs qui ont été mis en place (âges <80 ans, haute sévérité de l’AVC, haute PA,

glycémie élevée et autres paramètres biologiques).

L’étude European Cooperative Acute Stroke Study (ECASS) III de 2008 a ensuite permis

d’étendre la fenêtre thérapeutique jusqu’à 4 heures 30 après le début des symptômes (Hacke

et al., 2008). Bien que l’essai clinique récent EXTEND suggère l’utilisation sans danger du tPA

jusqu’à 9 heures après le début de l’AVC (Campbell et al., 2019), l’allongement de la fenêtre

thérapeutique est surtout limitée par les complications hémorragiques parfois

symptomatiques.

Ceci-dit, le traitement des AVC ischémiques par le tPA présente des limites importantes.

Le taux de recanalisation après traitement aigu au tPA est globalement assez faible : 66% pour

une occlusion distale de l’ACM, 35% pour une occlusion proximale et moins de 10% pour une

occlusion de la carotide interne). Car l’efficacité du tPA dépend directement du délai

d’administration, de l’état de la circulation collatérale, de la localisation, la nature et la taille

des thrombi et de l’état de santé du patient (Riedel et al., 2011; Berkhemer et al., 2015;

Coutinho et al., 2017). De plus, le risque de TH après tPA est multiplié jusqu’à 10 dans certaines

études cliniques (Zhang et al., 2014; Yaghi et al., 2017; guodon et al., 2021) et la mortalité́

augmente s’il est utilisé trop tardivement (Wardlaw et al., 2012). Le tPA est également pro-

excitotoxique par son interaction avec les NMDAR neuronaux (Lesept et al., 2016) et pro-

épileptique (Bentes et al., 2017). Les effets délétères du tPA, en particulier le risque de TH, sont

traités plus en détail dans la partie II de ce manuscrit.

Ainsi, malgré l’utilité clinique du tPA, moins de 20% des patients ayant subi un AVC

ischémique sont éligibles à la thrombolyse pharmacologique. Il existe donc un besoin essentiel

de prévenir les effets secondaires de ce thrombolytiques et/ou de déterminer de nouveaux

candidats thérapeutiques plus efficaces et moins dangereux dans le traitement de l’AVC

ischémique (voir III.).
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II. L’activateur tissulaire du plasminogène : le tPA

Il existe plusieurs enzymes endogènes, à l’instar du tPA, capables d’entraîner la cascade

fibrinolytique en « activant » le plasminogène en plasmine pour aboutir à la dégradation des

caillots riches en fibrine : citons la streptokinase et l’uPA (activateur du plasminogène de type

urokinase). Dans cette partie, nous allons nous intéresser au tPA car son rôle dans la

thrombolyse lui a conféré son rôle d’unique traitement pharmacologique de la phase aigüe des

AVC ischémiques (National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study

Group, 1995). Le tPA est donc une enzyme : une sérine protéase produite et libérée dans la

circulation sanguine par les cellules endothéliales.

Mais le compartiment vasculaire n'est pas le seul siège du tPA. Il est également retrouvé

dans le compartiment cérébral et plus spécifiquement dans les neurones, les oligodendrocytes,

les astrocytes et la microglie. Nous verrons ci-après que cette enzyme aux multiples facettes

est impliquée dans de nombreux processus cellulaires dépendants, ou non, de son activité

catalytique (Thiebaut et al., 2018).

A. Historique

Au beau milieu du siècle des lumières, l’anatomiste italien J-B. Morgagni (1682-1771)

s’intéresse, parmi tant d’autres choses, à l’apoplexie (ancien terme désignant l’AVC, rappelons-

nous). D’ailleurs au cours de cette période où la pathologie reste mal comprise, ce professeur

des universités est l’un des seuls à distinguer « l’apoplexie séreuse » de « l’apoplexie

sanguine ». Nous sommes tentés de voir ici les prémices de la dichotomie entre AVC

ischémique et hémorragique, acceptée deux siècles plus tard. Quoi qu’il en soit, il remarque

également au cours de ses nombreuses séances d’autopsies, des problèmes de coagulation

sanguine chez des patients décédés subitement, sans pour autant mettre en évidence les

mécanismes mis en jeu. Attendons le XIXème siècle pour que le médecin français P.S. Denis

(1799-1863) pousse l’investigation sur la « dissolution » spontanée du sang. Son compatriote

G. Andral (1797-1876), considéré comme le fondateur de l’hématologie, se base sur des

observations similaires pour apporter une première ébauche de la compréhension d’un

système protéolytique mis en jeu dans cette dissolution en 1843. La seconde moitié du XIXème

siècle verra alors l’explosion de nombreux articles scientifiques s’intéressant à ce sujet jusqu’à

ce que A. Dastre (1844-1917) introduise le terme de « fibrinolyse » sanguine pour expliquer le
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procédé de dissolution spontané des caillots sanguins (Marder, 2011). En 1902, Conradi

observe pour la première fois, la dégradation des caillots sanguins par l’ajout d’extrait de

différents organes ; il propose aumonde scientifique l’implication d’une enzyme sanguine dans

ce phénomène : la fibrikinase (Chevilley et al., 2015). Cette enzyme, capable d’activer le

plasminogène, sera appelée plus tard, tPA.

En parallèle, en 1903, Hedin révèle l’activité protéolytique de la plasmine, enzyme

principale de la dégradation de la fibrine, sans encore la nommer (Hedin, 1903). Christensen et

Macleod ont ensuite proposé que le plasminogène, précurseur de la plasmine, circulant et

inactif peut-être activé par la streptokinase (et la fibrikinase, nous l’avons compris ; Christensen

andMacleod, 1945) et c’est en 1948 que le schéma de la cascade d’activation du plasminogène

fût complétée (Macfarlane and Biggs, 1948).

La fibrikinase est isolée pour la première fois à partir d’un cœur de porc en 1952 (Astrup

and Stage, 1952) puis purifiée en 1979 à partir de vaisseaux sanguins humains (Binder, Spragg

and Austen, 1979; Rijken et al., 1979).

C’est en 1981, que la fibrikinase, rebaptisée pour l’occasion « activateur tissulaire du

plasminogène », fut purifiée à partir de cellules de mélanome humain grâce aux travaux

conjoints de Rijken et Collen, permettant ainsi sa caractérisation (Rijken and Collen, 1981). Fort

de toutes ces avancées scientifiques, en 1981, W. Weimar traite deux patients victimes de

thrombose de la veine rénale avec du tPA injecté par IV (Weimar et al., 1981). Deux ans plus

tard, D. Pennica parvient à cloner le gène du tPA, ouvrant la voie à la grande production de rtPA

par des cellules eucaryotes (Pennica et al., 1983). Grâce à cela fut menée la première étude

clinique sur des patients souffrant d’infarctus du myocarde et l’injection IV de tPA permit une

recanalisation complète des artères coronaires (Van de Werf, Nobuhara and Collen, 1986).

Pour finir, c’est en 1995 que l’étude NINDS a évalué avec succès la possibilité d’utilisation du

tPA comme agent thrombolytique dans le cadre de l’ischémie cérébrale (National Institute of

Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). Aujourd’hui le tPA est le

seul agent pharmacologique autorisé dans le traitement aigu des ischémies cérébrales, associé

ou non à la thrombectomie.
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B. Structure du tPA

Le tPA est une sérine protéase, codée par le gène PLasminogen Activator Tissue type

(PLAT), située sur le chromosome 8 (Yang-Feng et al., 1986), capable d’hydrolyser les liaisons

peptidiques d’autres protéines. Il a une masse moléculaire d’environ 69 kDa et est composé de

527 acides aminés (Pennica et al., 1983). Le tPA possède un site d’O-glycosylation (Harris et al.,

1991) ainsi que trois sites de N-glycosylations. On peut considérer qu’il existe alors deux types

de tPA : le tPA de type I avec trois N-glycosylations et le tPA de type II avec uniquement deux

N-glycosylations (Pohl et al., 1984; Mori et al., 1995). La structure tridimensionnelle de cette

protéine, maintenue par 17 ponts disulfures, peut être divisée en 5 domaines, répartis sur une

chaîne lourde A et légère B. Plusieurs fonctions ont été identifiées pour chacun des domaines

(Figure 20).

Figure 20 : Structure et fonctions du tPA. La séquence de 527 acides aminés de la protéine peut être subdivisée en cinq
domaines qui sont représentés comme suit : le « domaine Finger » en gris clair, le « domaine de type EGF » en vert foncé, le
domaine « Kringle 1 » en vert clair, le domaine « Kringle 2 » en bleu, et enfin le domaine « serine protease » en noir. Les 17
ponts disulfures sont représentés par des lignes grises. (B) Le tPA est composé de deux chaînes : la chaîne lourde (également
appelée chaîne A), commençant à l'extrémité amino-terminale de la protéine et contenant les chaînes « Finger », « EGF-like »,
« Kringle 1 » et « Kringle 2 » et la chaîne légère (également appelée chaîne B), se terminant à l'extrémité carbocyl-terminale
de la protéine et ne contenant que le domaine « sérine protéase ». La plasmine et les kallikréines peuvent cliver le tPA à la
jonction entre ces deux chaînes. (C) Rôles principaux des cinq domaines. (D) Le clivage du tPA par la plasmine et les kallikréines
permet la conversion de la forme « tPA à chaîne unique » (sc-tPA) en une forme « tPA à deux chaînes » (tc-tPA). Contrairement
aux autres sérine protéases, les deux formes de tPA sont protéolytiquement actives (Hébert et al., 2016).
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1. La chaîne lourde du tPA (chaîne A) :

✓ Le domaine finger (ou fibronectine) permet la liaison du tPA à la fibrine, formant un

complexe tertiaire avec le plasminogène (M. Hoylaerts et al., 1982; Kagitani et al., 1985).

C’est également via ce domaine que le tPA se lie aux lipoprotéines de faible densité (LRP),

induisant ainsi la clairance de la protéine par les cellules hépatiques ou les astrocytes

(Vivien et al., 2011). En outre, ce domaine active également diverses voies de signalisation

intracellulaire en interagissant avec des récepteurs membranaires, comme l’annexine II

aboutissant par exemple à l'activation microgliale, la fibrinolyse et la néoangiogenèse

(Zhu et al., 2019).

✓ Le domaine EGF, très conservé entre les espèces, est capable d'activer les récepteurs à

l’epidermal growth factor (EGFR) par phosphorylation (Hurtado et al., 2007; Correa et al.,

2011), potentialisant ainsi le système trophique et les voies mitogènes (Zhu et al., 2019).

✓ Le domaine Kringle 1 est caractérisé par la présence d’une zone active ayant une forte

affinité pour la lysine (lysine binding site, LBS) formant une poche dans la structure

tertiaire du tPA. Ce site LBS, assez peu étudié à l’instar du domaine Kringle 1, semble

néanmoins non-fonctionnel. Une étude suggère l’implication du domaine dans la

recapture du tPA via les récepteurs au mannose des cellules endothéliales hépatiques

(Smedsrød, Einarsson and Pertoft, 1988; Kuiper et al., 1996). Ce domaine pourrait

également être aussi impliqué dans l’inhibition de la prolifération des cellules

endothéliales (Kim et al., 2003).

✓ Le domaine Kringle 2 possède une haute affinité pour le plasminogène, stabilisant ainsi le

complexe tertiaire du tPA avec le plasminogène et la fibrine (lié au domaine Finger). Lui

aussi possède un LBS avec l’avantage d’être actif. Grâce à lui, le tPA peut se lier et activer

de nombreuses protéines, telles que le plasminogène, la sous-unité GluN1 des NMDAR

ou encore le facteur de croissance dérivé des plaquettes (platelet-derived growth factor,

PDGF) (Fredriksson et al., 2004; Lopez-Atalaya et al., 2008; Roussel et al., 2011).

2. La chaîne légère du tPA (chaîne B) :
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Cette chaîne ne comprend qu’un unique domaine catalytique, qui va assurer la

conversion du plasminogène en plasmine. C’est également le site de liaison de l'inhibiteur de

l'activateur du plasminogène 1 (PAI-1), l’un des inhibiteurs endogènes du tPA comme nous le

verrons (voir II.D. ; Pennica et al., 1983; Zhu et al., 2019).

Comme toutes les sérines protéases, le tPA existe sous deux formes : la forme

synthétisée simple chaîne (single-chain, sc-tPA) et une forme clivée double chaîne (two-chain,

tc-tPA ; Rijken, Hoylaerts and Collen, 1982). Les deux chaînes sont séparées au niveau d’un site

de clivage entre l’Arginine275 et l’Isoleucine276, souvent après l’interaction de la protéine avec

la plasmine. Une fois clivées, les deux chaînes du tc-tPA sont maintenues par un pont disulfure

entre la cystéine299 et la cystéine430. De manière étonnante, le tPA sous ses deux formes

présente la même activité protéolytique et fibrinolytique (Thelwell and Longstaff, 2007).

C. Expression du tPA

1. Dans la circulation sanguine

Comme nous l’avons vu dans l’historique du tPA, ce dernier a tout d’abord été décrit

dans le compartiment vasculaire au sein duquel il est produit et libéré par les cellules

endothéliales. Chez l’Homme, il est retrouvé dans la circulation sanguine à une concentration

d’environ 70 picomolaire (Rijken and Lijnen, 2009). Bien que sa localisation exacte au sein des

cellules endocytaire est difficile à déterminer, la protéine semble être stockée au sein des corps

de Weibel-Palade au plus près du VWF (Huber, 2002).

La libération du tPA par les cellules endothéliales peut se faire de façon constitutive ou

en réponse à un certain nombre de stimuli comme l’hypoxie ou l’activation par des facteurs de

la cascade de coagulation (Emeis et al., 1997; Knipe et al., 2010). Ce mécanisme physiologique

est un moyen naturel de lutter contre la formation de thrombi occlusifs.

La demi-vie du tPA dans la circulation est relativement courte, entre 5 et 10 minutes

chez l’Homme. Cette courte demi-vie s’explique d’une part par l’action constitutive de PAI-1 et

d’autre part grâce à l’absorption par le foie du tPA (Verstraete et al., 1985). La clairance

hépatique du tPA s’effectue par endocytose, grâce à des récepteurs membranaires situés sur

les hépatocytes et les cellules endothéliales hépatiques. Plusieurs récepteurs sont impliqués
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dans cette recapture : les récepteurs au mannose (Kuiper et al., 1988), les récepteurs LRP

(Yepes, Sandkvist, Elizabeth GMoore, et al., 2003), ainsi qu’une voie dépendante des galectines

(Nagaoka et al., 2002).

2. Dans le SNC

Dans le SNC, l’expression du tPA a d’abord été mise en évidence chez le rongeur au

début des années 1980 (Soreq and Miskin, 1981) puis confirmée dans le cerveau en

développement et adulte chez l’Homme. En somme, on retrouve une expression ubiquitaire du

tPA dans le SNC : dans les neurones (Soreq and Miskin, 1981; Sallés and Strickland, 2002), les

astrocytes (Cassé et al., 2012), les oligodendrocytes (Correa et al., 2011), les épendymocytes

(Ware, Dibenedetto and Pittman, 1995) et les cellules microgliales (Rogove et al., 1999 ; Figure

21).

Figure 21 : Expression du tPA dans les cellules du SNC. Le tPA, représenté ici en rouge, est exprimé par les mastocytes, les
épendymocytes, les péricytes, la microglie, les cellules endothéliales, les oligodendrocytes, les astrocytes et les neurones
(Louessard et al., 2016).

✓ Dans les neurones : le tPA est particulièrement présent dans les dendrites (Lenoir et al.,

2019) où il est stocké dans des vésicules présynaptiques et libéré dans les synapses lors

de l’activation neuronale (Janis E. Lochner et al., 2006). Une fois à la synapse, le tPA peut

interagir avec les NMDAR et moduler la potentialisation à long-terme (long-term

potentiation, LTP), un processus de renforcement synaptique essentiel dans les fonctions

d’apprentissage et de mémoire (D Baranes et al., 1998; Janis E Lochner et al., 2006). Il
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semble que tous les neurones ne soient pas capables d’exprimer du tPA, et que son

expression soit réduite aux neurones glutamatergiques excitateurs pyramidaux

(Louessard et al., 2016).

✓ Dans les astrocytes : ils vont capter une partie du tPA libéré dans la fente synaptique via

leurs récepteurs LRP et le domaine Kringle 1 protéique. Les astrocytes seraient capables

de relibérer ce tPA endocyté ; ce mécanisme pourrait être à l’origine de la clairance du

tPA au sein du SNC (Cassé et al., 2012).

✓ Dans les oligodendrocytes : le tPA est majoritairement présent dans les oligodendrocytes

matures dans lesquels son expression involue avec l’âge (Louessard et al., 2016; Leonetti

et al., 2017). De récents travaux ont montré que le tPA des oligodendrocytes est impliqué

dans la migration des précurseurs oligodendrocytaires au cours du développement et

durant la remyélinisation suite à une lésion de la substance blanche (Leonetti et al., 2017).

✓ Dans lamicroglie : Au sein de cette vaste population cellulaire, le tPA jouerait un rôle dans

l’activation microgliale lors des processus immunitaires ou de neurodégéneration (Siao

and Tsirka, 2002).

Dans un souci d’exhaustivité, rajoutons que la présence du tPA a également été mise en

évidence au sein des péricytes, des mastocytes et des épendymocytes dans le SNC (Louessard

et al., 2016).

3. Dans la périphérie

Bien que l’expression du tPA ait été observée en premier lieu dans la circulation

sanguine, elle a ensuite été détectée dans de nombreux organes tels que les poumons, le cœur,

les testicules, l’utérus ou les muscles (Rouf, Moo-Young and Chisti, 1996). Son expression est

souvent associée à un remodelage des tissus et de leur vascularisation, par exemple lors de la

mise en place de l’endomètre utérin (Lockwood and Schatz, 1996).

D. Inhibition du tPA : les serpines

Les diverses fonctions du tPA, y compris la fibrinolyse endogène, sont notamment

régulées par certains membres appartenant à une superfamille de protéines, les serpines,
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connues historiquement pour leur capacité à inhiber les protéases à sérine. Ces dernières sont

des protéines monomériques glycosylées d’environ 350-400 acides aminés avec un poids

moléculaire de 40 à 60 kDa. La caractéristique principale des serpines est de posséder une

boucle spéciale, appelée boucle du centre réactif (Reactive Center Loop, RCL), permettant leur

fixation sur les protéases. Une fois fixées, les serpines circulantes possédant une activité de

type protéase clivent la RCL forgeant une liaison covalente entre les deux molécules. Ainsi, un

complexe stable se forme permettant l’inhibition de l’activité de la protéase. C’est pourquoi,

ces serpines sont des inhibiteurs dits « suicides » ou à usage unique car elles sont caractérisées

par cette transformation conformationnelle irréversible après leur action. Les serpines peuvent

aussi exister sous une forme latente, avec laquelle l’interaction avec la protéase n’est pas

possible (Huntington, Read and Carrell, 2000; Silverman et al., 2001 ; Figure 22).

Figure 22 : Mécanismes d'action des serpines. Les serpines interagissent avec le tPA au niveau de la boucle RCL (Reactive Chain
Loop). Le tPA peut alors cliver cette boucle et s’insérer au niveau du feuillet bêta de la serpine (a). Le tPA est amené au pôle
opposé, permettant la formation d’une liaison covalente entre la serpine et le tPA (b). Cette liaison covalente et la formation
d’un complexe irréversible entre ces deux protéines provoque l’inhibition du tPA.

Quatre serpines sont connues pour inhiber le tPA : PAI-1, PAI-2, la neuroserpine (NS) et

la protéase nexine-1 (PN-1). Dans la circulation sanguine PAI-1 est le principal inhibiteur du tPA

tandis que dans le parenchyme cérébral, PAI-1 occupe également cette fonction mais cette fois

accompagné par la NS peu ou pas présente dans le compartiment vasculaire (Miranda and
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Lomas, 2006). Dans le SNC, la NS est massivement exprimée de manière constitutive par les

neurones et les astrocytes, alors que PAI-1 est exprimé par ces cellules seulement dans

certaines conditions de stress par les astrocytes réactifs (Docagne et al., 1999; Hino et al.,

2001).

Dans la circulation, PAI-1 est physiologiquement présent en excès par rapport au tPA.

La majorité du tPA vasculaire (aussi bien sc-tPA que tc-tPA) est ainsi complexé à cette serpine,

ce qui inhibe son activité (Rijken and Lijnen, 2009). Les complexes formés entre le tPA et PAI-1

étant très stables, l’inhibition du tPA capturé semble quasiment définitive et cette

complexation ne gêne aucunement la clairance du tPA (Zhou et al., 2001; Nagaoka et al., 2002).

De par sa grande expression et efficacité, PAI-1 est le principal inhibiteur physiologique du tPA.

La NS et le tPA (sc-tPA et tc-tPA) sont également très souvent co-exprimés (donc

complexés) dans le SNC (Teesalu et al., 2004). Mais contrairement à PAI-1, l’inhibition du tPA

par la NS est peu stable. Par conséquent, il est tout à fait possible que le tPA, après sa libération,

puisse retrouver son activité (Barker-Carlson, Lawrence and Schwartz, 2002).

E. Les rôles du tPA

1. Le tPA vasculaire

a. L’activité thrombolytique du tPA et la résistance plaquettaire

Le système fibrinolytique, ou la fibrinolyse, est la mise en place d’une cascade

enzymatique capable de dégrader les caillots ou thrombi riches en fibrine formés dans la

circulation sanguine. L’enzyme clef de ce processus est la plasmine en mesure de dégrader

directement la fibrine. La plasmine est sécrétée au niveau hépatique sous la forme d’une pro-

enzyme, le plasminogène. Ce précurseur protéique est inactif et requiert l’intervention d’un

activateur extérieur pour remplir sa fonction thrombolytique. Chez l’Homme, il existe deux

activateurs du plasminogène : le tPA et l’uPA (M Hoylaerts et al., 1982). Une fois activée après

le clivage protéolytique de son précurseur, le plasminogène, la plasmine est rapidement

inhibée par des serpines présentes en grande quantité dans le plasma : l’a2-antiplasmine, l’a2-

macroglobuline et PN-1 (celui-ci étant également un inhibiteur du tPA) (Collen and Lijnen,

1991). C’est pourquoi, l’injection IV de plasmine pour induire une thrombolyse, n’a jamais
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prouvé son efficacité car la protéine est immédiatement neutralisée par ses inhibiteurs

endogènes avant même d’atteindre le thrombus. C’est pour cela que beaucoup de

fibrinolytiques utilisés en clinique ou en développement ont le même principe d’action : ils

activent le plasminogène à proximité des thrombi (Figure 23).

Figure 23 : Mécanisme d'action de la fibrinolyse endogène. Le tPA, sécrété par les cellules endothéliales dans la circulation
sanguine, est capable de d’activer le plasminogène afin de permettre sa conversion en plasmine, à proximité d’un caillot de
fibrine. La plasmine peut alors dégrader la fibrine, permettant la lyse du caillot. Cette fibrinolyse peut être régulée par inhibition
de la plasmine (via α2-antiplasmine) ou du tPA (via PAI-1).

Comme nous l’avons vu, le tPA est habituellement complexé avec un de ses inhibiteurs

et ne semble donc pas être un activateur du plasminogène très efficace. C’est sans compter la

présence du co-facteur indispensable du tPA : lorsqu’il est à proximité de fibrine, son activité

est alors multipliée par 100 (M Hoylaerts et al., 1982). En effet, les domaines Finger et Kringle

2 du tPA ont été identifié comme les principaux sites de liaison avec la fibrine. Cette interaction

permet alors la formation d’un complexe tertiaire, au sein duquel la capacité du tPA à cliver son

ligand est nettement augmentée. On comprend également que cette nouvelle conformation

va également protéger le tPA de ses inhibiteurs. De ces faits, le plasminogène va être converti

en plasmine spécifiquement au niveau du thrombus (Medved and Nieuwenhuizen, 2003).

Toutefois, rappelons que dans le contexte de la thrombolyse thérapeutique, le taux de

recanalisation est assez faible soulevant les mêmes limites que le tPA endogène. Comme

discuté précédemment, la composition des thrombi varie beaucoup entre les patients et

notamment en fonction de l’origine de l’AVC ischémique : globalement fibrineux dans le cas

d’un AVC d’origine cardioembolique et plutôt plaquettaire dans le cas d’un AVC d’origine

athéromateuse. Les caillots ne sont pas uniquement constitués de cette partie dense en fibrine
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et en plaquettes mais également de globules rouges et de cellules immunitaires parfois en

grande proportion. Ainsi, la composition du thrombus conditionne la capacité thrombolytique

du tPA. Un caillot pauvre en fibrine et riche en plaquette explique bien souvent la résistance

des thrombi au tPA, et ce par plusieurs mécanismes (Jang et al., 1989).

Premièrement, la capacité du tPA à activer le plasminogène est directement

dépendante de sa capacité à se complexer avec la fibrine. Lorsque qu’un caillot présente

beaucoup de plaquettes, le tPA peut peiner à se lier avec son cofacteur préférentiel moins

disponible à la surface du thrombus. On peut donc observer cette « résistance » même si le

thrombus est riche en fibrine (et encore plus si le thrombus est pauvre ou dépourvu de fibrine).

Deuxièmement, les plaquettes sécrètent des serpines en grande quantité (PAI-1 et PN-1

notamment) qui vont réduire drastiquement l’activité locale du tPA et celle de la plasmine

(Boulaftali et al., 2011). En présence de fibrine ou non, l’efficacité de la fibrinolyse au sein des

caillots plaquettaires est souvent faible, circonstanciant ainsi la grande limite de la fibrinolyse

identifiée depuis longtemps (Coller, 1990). Pire, dans le cas des thrombi plaquettaires de

l’infarctus du myocarde, la fibrinolyse thérapeutique entraîne une diminution de la perfusion

tissulaire distale (Zalewski and Nessler, 2011). L’embolisation des fragments insolubles du

thrombus, constitués de plaquettes agrégées, pourrait être à l’origine de la baisse de perfusion

observée et donc de cet effet délétère des fibrinolytiques.

Nous discuterons de l’utilisation, des bénéfices et des risques du rtPA utilisé en clinique

pour traiter l’AVC ischémique dans la partie II.F.

b. L’activité du tPA sur la BHE et les TH

La BHE constitue une barrière physiologique sélective formant un manchon autour des

vaisseaux du SNC. Elle est formée par les cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées,

des péricytes, des pieds astrocytaires et une lame basale composée majoritairement de

collagène IV, de laminine et de fibronectine. La BHE empêche le passage des molécules du sang

vers le tissu cérébral, à l’exception de celles nécessaires au fonctionnement du SNC. Cette

barrière permet également l’élimination des molécules délétères du cerveau tels que les

déchets métaboliques et les toxines (Obermeier, Verma and Ransohoff, 2016).



58

Dans le contexte de l’AVC ischémique, le tPA va induire une altération de cette BHE de

3 façons principales :

✓ En interagissant avec les récepteurs LRP à la surface des cellules endothéliales. Cette

interaction tPA/LRP va provoquer une rétraction des pieds astrocytaires accolés à la lame

basale provoquant in fine ainsi l’ouverture de la BHE (D’Souza et al., 2021). Le fait que

l’expression des récepteurs LRP augmente rapidement après le début de l’ischémie

explique en partie l’altération de la BHE et le risque de TH, menant alors de surcroît, au

passage du tPA vasculaire vers le parenchyme cérébral (Yepes, Sandkvist, Elizabeth G

Moore, et al., 2003).

✓ Via l’activation de MMPs, notamment MMP-9, 2 et 3 (Lijnen, 2001). Différents modèles

expérimentaux d’ischémie cérébrale ont montré que l’injection IV de tPA induit une

extravasation plus importante de sang dans le parenchyme et ceci accompagné d’une

surexpression/suractivation de MMP (Wang et al., 2003; Suzuki, Nagai and Umemura,

2016). Ces dernières participent à la dégradation de la matrice extracellulaire (MEC),

fragilisent les jonctions serrées des cellules endothéliales, altèrent les lames basales de

la BHE favorisant ainsi son ouverture. En accord avec cela, les animaux déficients en

MMP-9 et MMP-3 sont protégés de l’ouverture de la BHE post-thrombolyse (Minoru

Asahi et al., 2000; Cheng et al., 2006; Suzuki et al., 2007).

✓ En activant ce facteur de croissance présent dans le SNC, le PDGF, via le domaines

catalytique et Kringle 2 de la protéase. Le facteur de croissance peut ensuite stimuler ses

récepteurs (PDGFR) localisés à la surface des péricytes et astrocytes de la BHE, altérant

ainsi sa perméabilité et le risque hémorragique (Fredriksson et al., 2004; Su et al., 2008).

De fait, la co-injection de tPA et d’un inhibiteur des PDGFR diminue les effets pro-

hémorragiques du tPA chez la souris (Fang et al., 2007; Lewandowski et al., 2016 ; Figure

24).
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Figure 24 : Implication du tPA dans les TH. Le tPA exogène est capable d’agir sur les récepteurs LRP des cellules endothéliales
afin de permettre l’augmentation de MMP-3 et sur les neutrophiles, à l’origine de la production de MMP-9. Il agit également
sur les PDGF-CC afin d’augmenter MMP-2 via les récepteurs des astrocytes PDGFRα. AREG, amphiréguline; CCR2, récepteur de
chimiokine C-C de type 2 ; EPC, cellule progénitrice endothéliale; HMGB1, boîte-groupe-haute-mobilité-1 ; INPP5D,
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate 5-phosphatase 1 ; IRAK3, kinase 3 associée au récepteur de l'interleukine-1 ; MARS7,
annulaire associé à la membrane (C3HC4) 7 ; MCFD2, facteur de coagulation multiple D2 ; PDGF-CC, facteur de croissance
dérivé des plaquettes CC; PDGFRα, récepteur alpha du facteur de croissance dérivé des plaquettes; ROS, espèces réactives de
l'oxygène ; SMAD, mères contre homologues décapentaplégiques ; TGFβ1, facteur de croissance transformant β1 ; VEGI,
inhibiteur de la croissance endothéliale vasculaire (Jickling et al., 2014).

En réalité, une simple injection de tPA dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) en

condition physiologique suffit à augmenter la perméabilité vasculaire cérébrale, corroborant le

fait que le tPA est un régulateur naturel du tonus et de la perméabilité vasculaire (Benchenane

et al., 2005; Fredriksson, Lawrence and Medcalf, 2016; Mehra et al., 2016).

2. Le tPA dans le SNC

En parallèle de ses fonctions vasculaires, le très largement exprimé tPA présente de

nombreux rôles dans le SNC (Tsirka et al., 1995; Hultman et al., 2008; Louessard et al., 2016).

Nous allons dans cette partie de décrire au mieux les principales fonctions du tPA.

a. Le rôle du tPA dans le développement cérébral

La génération de neurones et de cellules gliales matures résulte d’un processus

développemental complexe que nous ne souhaitons pas voir développer dans ce manuscrit.
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Sommairement, le développement neural embryonnaire consiste en une succession quasi-

chronométrée de différentes phases cellulaires : prolifération, différenciation, migration, pour

finir par la mise en place de connexions et d’interactions entre les différents types cellulaires

(van den Ameele et al., 2014). Bien qu’il soit certain que le tPA ait un rôle dans chacune de ses

phases, il reste encore beaucoup à découvrir et à comprendre quant à la fonction du tPA dans

le développement. Discutons succinctement d’exemples fonctionnels.

Citons son influence certaine dans différentes migrations cellulaires neurales avec

l’observation d’un retard de cette migration chez les souris déficientes en tPA. Il a été postulé

que cet effet serait dû à l’activation de la plasmine (Seeds, Basham and Haffke, 1999; Basham

and Seeds, 2001) qui dégraderait la MEC influençant, par ce biais, les processus de

développement dynamique et de remodelage tissulaire (Lu et al., 2011). Des études menées

dans notre laboratoire montrent par exemple que le tPA est impliqué dans la migration des

futurs neurones et dans la migration des progéniteurs d’oligodendrocytes au cours du

développement (Leonetti et al., 2017; Pasquet et al., 2019 ; Figure 25).

Le tPA est également impliqué dans la pousse neuritique des neurones. Au cours du

développement, les cônes de croissance, situés à l’extrémité des futurs axones et dendrites,

forment des structures mobiles et transitoires explorant l’environnement extracellulaire afin

de chercher de futures connexions synaptiques. L'inhibition ou l’absence de tPA bloque cette

croissance axonale dans des cultures de neurones, tandis que sa surexpression engendre une

augmentation de la pousse neuritique (Pittman, Ivins and Buettner, 1989; D Baranes et al.,

1998; Minor, Phillips and Seeds, 2009). Le mécanisme d’action semble être le mêmemis en jeu

lors de la migration neurale régie par le tPA. Également exprimé au niveau de ces cônes de

croissance, la protéase permet la libération locale de MMP après avoir activé le plasminogène.

La dégradation locale de la MEC facilite la pousse neuritique aboutissant ainsi à la formation

des synapses (Zhuo Qian et al., 1993; Huang et al., 1996). Une autre hypothèse sur le rôle du

tPA dans la pousse neuritique implique l’activation du facteur de croissance hépatocytaire

(hepatocyte growth factor ou HGF). Le tPA serait capable d’activer l’HGF participant à

l’élongation des axones (Thewke and Seeds, 1999).
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Figure 25 : Le tPA est impliqué dans la corticogenèse. Les images à gauche, obtenues en microscopie confocale, représentent
les cellules neuronales électroporées (en rouge) dans le cortex de souris sauvages (tPA-WT) et déficientes en tPA (tPA-KO) à
E16. Le tPA est produit et libéré par les progéniteurs neuraux et favorise la migration des cellules de la glie radiaire via
l’activation des NMDAR. En l’absence de tPA, on observe un retard de migration des cellules de la glie radiaire. Ce retard de
migration observée en l'absence de tPA neuronal a conduit à une stratification altérée des couches corticales II – IV et V chez
l'adulte (Pasquet et al., 2019).

b. Le tPA et la modulation glutamatergique

Comme nous l’avons vu précédemment, le glutamate est le principal

neurotransmetteur excitateur du cerveau. Ainsi, à la majorité des synapses excitatrices, le

glutamate diffuse dans la fente synaptique après sa libération vésiculaire par le neurone

présynaptique via un mécanisme dépendant des ions Ca2+ (Birnbaumer et al., 1994).

Lors de l’activité neuronale glutamatergique, la libération du glutamate dans la fente

synaptique est suivie voire synchrone avec l’exocytose du tPA provenant des neurones

présynaptiques (Fernández-Monreal et al., 2004; Echeverry et al., 2010). Le tPA libéré module

alors la signalisation du récepteur glutamatergique de type NMDA. En effet, la fixation du tPA

via son domaine Kringle 2 à la sous-unité GluN1 du récepteur va cliver le fragment N-terminal

des NMDAR (Lopez-Atalaya et al., 2008). A savoir que seule la forme simple chaîne du tPA est
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capable d’induire ce clivage (Parcq et al., 2012). Ce clivage accompagné de la présence de

glutamate va potentialiser l’influx calcique permis par les NMDAR renforçant l’influx nerveux

(O. Nicole et al., 2001). Le tPA se comporte alors comme un neuromodulateur.

De plus, certaines études montrent que la libération de tPA dans la fente synaptique

déclenche également le cycle vésiculaire synaptique en favorisant l'exocytose du glutamate

(Wu et al., 2015) ainsi que sa recapture et intégration dans les vésicules synaptiques (Yepes et

al., 2016).

Pour finir sur ce point, le tPA a également un rôle de « gliotransmetteur » au niveau de

la synapse. Il peut être capturé par les astrocytes via les récepteurs LRP, puis exocyté de

manière régulée dans la synapse toujours dans un but de modulation de la transmission

synaptique liée au glutamate (Cassé et al., 2012). La modulation glutamatergique des NMDAR

par le tPA va être mise en jeu dans des processus physiologiques comme la mémoire,

l’apprentissage (Benchenane et al., 2007; Obiang et al., 2012) mais également pathologiques

comme l’excitotoxicité et l’épilepsie (Zhuo Qian et al., 1993; O. Nicole et al., 2001; Obiang et

al., 2012; Parcq et al., 2012). Développons.

c. Le tPA responsable de l’excitotoxicité ?

La suractivation des récepteurs au glutamate et en conséquence l’entrée massive de

Ca2+ dans les neurones provoque un gonflement puis la mort neuronale postsynaptique, dite

excitotoxique (voir I.E.3.b.). Prouvons ici la responsabilité du tPA dans ce phénomène délétère.

Tsirka et collaborateurs en 1995 ont observé la résistance accrue face à la neurotoxicité

glutamatergique après suractivation des NMDAR cérébraux chez des souris déficientes en tPA,

en comparaison avec le phénotype sauvage (Tsirka et al., 1995). La réduction des volumes de

lésion après l’occlusion intraluminale mécanique de la MCA fut ensuite observée chez des

souris déficientes en tPA par Wang et collaborateurs en 1998 (Wang et al., 1998). Dans cette

dernière étude, les auteurs nous montrent également qu’une injection de tPA dans la

circulation après l’AVC fait augmenter le volume de lésion cérébrale. Dans ce modèle de MCAo

mécanique, l’effet thrombolytique du tPA ne peut être attendu, bien entendu par rapport à

l’absence de thrombus (voir 5.B.1.). Toujours chez des souris déficientes en tPA, soumises cette

fois à des modèles thromboemboliques d’ischémie cérébrale, l’absence de tPA est bénéfique
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au regard de l’excitotoxicité, mais délétère pour la fibrinolyse endogène. Ainsi, la diminution de

l’efficacité de la fibrinolyse provoque une augmentation du volume de lésion (Nagai et al.,

1999). Pour résumé, lors d’une ischémie cérébrale, le tPA est plutôt bénéfique dans le

compartiment vasculaire mais délétère dans le parenchyme cérébral.

L'effet pro-excitotoxique du tPA endogène et exogène est bien documenté, toutefois

ses mécanismes d'actions restent parfois discutés. En effet la capacité du tPA à activer le

plasminogène et la microglie aurait directement des effets excitotoxiques (Wang et al., 1998;

Rogove et al., 1999). Certains auteurs mettent plutôt en cause la capacité du tPA à se lier aux

récepteurs LRP des neurones post-synaptiques et ainsi augmenter le flux calcique (Martin et

al., 2008; Samson et al., 2008). Et bien sûr, comme vu juste avant, la capacité du sc-tPA à activer

les NMDAR explique en grande partie ces phénomènes d’excitotoxicité (Z Qian et al., 1993; O

Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012; T Bertrand et al., 2015).

De nombreuses études sur ce sujet ont été réalisées dans notre laboratoire et ont

toutes montré l’aptitude du sc-tPA à se lier aux NMDAR pour promouvoir l’excitotoxicité (O.

Nicole et al., 2001; Parcq et al., 2012; Lesept et al., 2016; Macrez et al., 2016 ; Figure 26). Pour

cela, le tPA se lie à l’extrémité N-terminal (distal N-terminal domain, NTD) de la sous-unité

GluN1 des NMDAR, au niveau de la lysine178. Cette interaction est donc responsable de l’influx

calcique délétère dans les neurones (Lesept et al., 2016). L’anticorps Glunomab élaboré dans

notre laboratoire cible la NTD des sous-unités GluN1 ; il a pour but de bloquer l’effet pro-

excitotoxique du tPA (Lesept et al., 2016; Macrez et al., 2016) sans affecter l’effet basal des

NMDAR ni l’effet thrombolytique recherché du tPA. Nous parlerons plus amplement du

Glunomab dans la partie III.D., les résultats et la discussion de ce manuscrit.
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Figure 26 : Le tPA est impliqué dans l'excitotoxicité. Représentation de l’injection striatale de NMDA (gauche) et coupes
histologiques de cerveau représentant les lésions excitotoxiques dans plusieurs conditions (Lesept et al., 2016).

Après cela, nous n’avons aucun doute sur la pro-excitotoxicité du tPA mais de récentes

recherches démontrent que dans certaines circonstances le tPA endogène est également anti-

excitotoxique. L’explication est relativement simple. En réalité le tPA n’augmente

l'excitotoxicité qu'à des concentrations anormalement élevées (dans des conditions où l’on

injecterait du rtPA par exemple) (Wu et al., 2013). Mais à une faible concentration (5 à 10 nM,

concentration physiologique du tPA dans le SNC), le sc-tPA ainsi que le tc-tPA protègent les

neurones corticaux en culture de l'excitotoxicité induite par la suractivation des NMDAR (Wu

et al., 2013; T. Bertrand et al., 2015; Yepes, 2015). Est-il possible de conclure que le tPA

endogène protègerait les neurones de l'excitotoxicité lors d'un AVC ischémique ? En tout cas

on peut le penser.

Cet effet anti-excitotoxique du tPA serait indépendant de l’activité enzymatique du tPA

et ferait intervenir les NMDAR extra-synaptiques contenant la sous-unité Glun2A. Ces

récepteurs sont responsables de l’activation la voie Erk1/2-CREB-ATF3 (extracellular signal-

regulated kinases 1/2 - cAMP response element binding protein - activating transcription factor

3 ; Wu et al., 2013). Cette voie de signalisation favorise la neuroprotection durable contre une

activité synaptique prolongée (Papadia et al., 2005).

De plus, à l’inverse des nombreuses études prouvant les effets toxiques du tPA,

certaines études prônent les effets bénéfiques du tPA pouvant contrecarrer les phénomènes

d’excitotoxicité (en partie causé par lui-même, nous l’avons compris). Le tPA favoriserait

l'adaptation au stress métabolique (Wu et al., 2012), régulerait les mécanismes gérant la

transmission synaptique excitatrice et inhibitrice (Jeanneret et al., 2016) et protègerait la
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population post-synaptique des effets délétères des lésions ischémiques (Jeanneret et al.,

2018).

Comment conclure cette partie ? Les effets opposés du tPA sur l’excitotoxicité

pourraient être expliqués par une multitude de facteurs qui diffèrent dans les études citées

dans cette partie : le type de neurones étudiés, le modèle de mort ou la dose de tPA (Thiebaut

et al., 2018). De plus, il semble bien que le sc-tPA et le tc-tPA ont des effets opposés ; le sc-tPA

serait plutôt pro-excitotoxique contrairement au tc-tPA. Ce dernier, par sa capacité à diminuer

l’influx calcique neuronal via son interaction avec le récepteur à l’EGF, jouerait un rôle

neuroprotecteur (Parcq et al., 2012; T. Bertrand et al., 2015).

d. tPA et plasticité synaptique

La plasticité synaptique est la capacité des synapses à faire et défaire des connexions

cellulaires avec le temps, et ceci en fonction de l’activité neuronale. Dans les processus de

mémoire et d’apprentissage, le processus de renforcement de l’efficacité synaptique durable

est également appelé potentialisation à long terme (LTP ; Nabavi et al., 2014). La LTP survient

après des stimulations excitatrices répétées et a particulièrement lieu dans l’hippocampe et

l’amygdale, régions centrales de la mémorisation et de l’apprentissage. La LTP se divise en deux

phases : la phase précoce qui dure quelques heures et implique des mécanismes enzymatiques

modulant l’efficacité synaptique et la phase tardive. Cette dernière persiste plusieurs jours et

contribue à l’amélioration de l’efficacité synaptique en se reposant sur la synthèse de protéines

de novo (Bliss and Lomo, 1973; Nicoll, 2017).

Le système glutamatergique a un rôle central dans la LTP, impliquant tout

particulièrement les NMDAR. Suite à une stimulation neuronale à haute fréquence, le neurone

présynaptique libère une grande quantité de glutamate allant ensuite activer les récepteurs

glutamatergiques postsynaptiques. Les AMPAR sont les premiers activés, induisant une

dépolarisation locale ayant pour résultat l’expulsion des ions Mg2+ bloquant le canal des

NMDAR. Ainsi activés à leur tour, s’en suit logiquement l’entrée de Ca2+ dans les neurones

postsynaptiques, responsables du renforcement synaptique (Collingridge, Kehl and McLennan,

1983).
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Demanière intéressante, le tPA est fortement exprimé dans l’hippocampe et l’amygdale

(Teesalu et al., 2004). Une augmentation rapide des ARNmessagers (ARNm) codant pour le tPA

est observée suite à l’activation des neurones hippocampiques (Qian et al., 1993 ; Figure 27) et

dans les neurones du cervelet lors de l’apprentissage de tâches motrices (Seeds, Williams and

Bickford, 1995). Des études in vitro ont égalementmontré que l’ajout d’inhibiteurs du tPA (PAI-

1 par exemple) interfère avec la phase tardive de la LTP tandis que l’ajout de tPA potentialise

le processus (Danny Baranes et al., 1998). Des travaux menés au laboratoire ont montré que

les effets du tPA sur la LTP sont davantage médiés par le sc-tPA que par le tc-tPA (Parcq et al.,

2012). L’implication du tPA dans la LTP transparaît sur le plan comportemental dans les études

précliniques. Chez la souris, l’augmentation de la LTP par surexpression du tPA dans les

neurones augmente les performances d’apprentissage (Madani et al., 1999). À l’inverse, les

souris déficientes en tPA présentent un déficit d’apprentissage, réversible par infusion de tPA

dans la circulation (Pawlak et al., 2002).

Figure 27 : Expression des ARNm du tPA dans l’hippocampe de rat, avant et après stimulation neuronale. Le niveau d’expression
des ARNm du tPA augmente chez le rat 1 heure après stimulation des neurones du gyrus denté (Zhuo Qian et al., 1993).

Très rapidement, l’impact du tPA sur la LTP peut se justifier par différents mécanismes :

✓ Comme souvent, par son interaction avec les NMDAR, activant davantage ceux-ci (Zhuo

Qian et al., 1993).

✓ Par son interaction avec les récepteurs LRP, facilitant la pousse neuritique et la formation

de nouvelles synapses (Zhuo et al., 2000; Lee et al., 2014).

✓ Par la dégradation de la MEC, favorisant indirectement la formation de nouvelles

synapses (Danny Baranes et al., 1998).
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✓ Par sa capacité à activer le facteur neurotrophique issu du cerveau (Brain Derived

Neurotrophic Factor, BDNF) essentiel à la LTP (Pang and Lu, 2004).

✓ Par sa capacité à cliver la rééline, une protéine importante dans la régulation des

fonctions synaptiques (Trotter et al., 2014).

e. L’importance du tPA dans des exemples de processus cognitifs

La fonction du tPA dans la plasticité synaptique est bien documentée in vitro et ex vivo

et est en lien direct avec le précèdent paragraphe sur la plasticité synaptique. En effet le tPA,

en agissant sur la LTP de l'hippocampe, via les mécanismes expliqués juste au-dessus, a un

impact sur les processus de mémoire et d’apprentissage (Teesalu et al., 2004). De fait, des

souris déficientes en tPA présentent des altérations de la mémoire spatiale (Calabresi et al.,

2000), une tâche impliquant à la fois l'hippocampe et le cortex entorhinal (Parron and Save,

2004). Restons toutefois prudent car d'autres études utilisant uneméthodologie similaire n'ont

pas observé de phénotypes particuliers (Huang et al., 1996; Pawlak et al., 2002). Nous faisons

probablement face ici à des soucis (bien connus) de translations et de reproductibilités des

tests comportementaux précliniques.

Une étude réalisée au sein de notre laboratoire (Hébert et al., 2017) a montré que le

blocage sélectif de l’interaction entre tPA et NMDAR dans le cortex entorhinal pour mettre en

évidence le mécanisme utilisé par le tPA dans la mémorisation et l’encodage d’informations

spatiales. Cette étude parmi d’autres permet d’affirmer l’implication du tPA dans

l'apprentissage et la mémoire spatiale (Madani et al., 1999; Obiang et al., 2011, 2012; Nabavi

et al., 2014).

Le tPA est également exprimé dans l’amygdale et dans le noyau de la strie terminale qui

sont des régions régissant les processus de stress et de peur (Pawlak et al., 2003; Matys et al.,

2004 ; Figure 28). Plusieurs études ont prouvé son importance dans l’acquisition et le rappel au

contexte de peur (Huang et al., 1996; Calabresi et al., 2000; Barnes and Thomas, 2008). En effet,

les souris déficientes en tPA ont un comportement moins anxieux que les souris sauvages

(Pawlak et al., 2003; Matys et al., 2004).
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Figure 28 : Expression du tPA dans le noyau de la strie terminale. Le tPA (en rouge) est exprimé dans le noyau de la strie
terminale, région régissant les processus de peur et de stress. BNST : bed nucleus of stria terminalis ; LV : lateral ventricles ; ic :
internal capsule ; aca : anterior comissure ; f : fornix (Pawlak et al., 2003).

f. Le tPA : davantage anti que pro-apoptotique

L'apoptose est la mort cellulaire programmée caractérisée par l’autodestruction des

cellules en réponse à un signal. Elle est, entre autres, essentielle dans le développement

neuronal et au cours de nombreuses pathologies cérébrales (notamment dans la formation de

la lésion ischémique ; voir I.E.).

Tandis que certaines études suggèrent un effet pro-apoptotique du tPA sur les cellules

endothéliales humaines et les neurones corticaux de souris (M. P. Flavin, Zhao and Ho, 2000;

Liu et al., 2004), d’autres avancent le contraire. Par exemple, Liot et collaborateurs dans une

étude du laboratoire, montrent un effet anti-apoptotique du tPA sur des cultures de neurones

corticaux en privation de sérum (Liot et al., 2006). Cet effet se traduit par une réduction de

l’activité de la caspase 3, Bad et Bax, acteurs de la cascade apoptotique tout en augmentant

l’expression des marqueurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bcl-XL (Correa et al., 2011). Les

auteurs mettent plutôt en cause la capacité de la protéase à activer les voies neuroprotectrices

intracellulaires PI3K/Akt (Siao and Tsirka, 2002 ; Lee et al., 2007). Cet effet serait dépendant de

l’interaction du tPA avec les récepteurs à l’EGF (T. Bertrand et al., 2015; Lemarchand et al.,

2016), avec l’annexine II (Lee et al., 2007b) et les NMDAR (Echeverry et al., 2010).
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Pour finir, la capacité du tPA à cliver le plasminogène en plasmine, jouerait également

un rôle contre l’apoptose. La plasmine est capable à son tour d’activer le pro-BDNF en BDNF

mature ; ce qui engendre une activation du récepteur Kinase à la tropomyosine B (Tropomyosin

receptor kinase B, Trk-B) et une diminution de l’apoptose (Head et al., 2009).

g. Le lien entre tPA et inflammation

Comme nous l’avons vu dans la partie I.E, la réaction inflammatoire joue un rôle

prépondérant dans l'apparition et la progression de l'AVC. Pendant l'occlusion vasculaire

cérébrale, à l’instar du tPA, l'inflammation participe à la dégradation de la BHE, favorisant alors

la survenue des TH (Minoru Asahi et al., 2000; Polavarapu et al., 2007 ; Figure 24). La microglie

est la population immunitaire la plus importante du SNC et ces cellules résidentes sont les

premières à répondre aux modifications physiopathologiques induites par l’AVC ischémique.

Bien qu’il soit admis que cette activation microgliale lors de la phase aigüe de l’AVC ischémique

est délétère (Hu et al., 2015), de récentes études mettent en avant les bénéfices plus tardifs de

cette activation. En effet, en permettant la neurogenèse, l’angiogenèse et le remodelage

synaptique, la microglie favoriserait à moyen terme la récupération fonctionnelle après une

ischémie cérébrale (Qin et al., 2019).

Plusieurs études montrent l’implication directe du tPA dans les réponses immunitaires

lors d’un AVC ischémique grâce à l’interaction avec la microglie (Hickey, Vass and Lassmann,

1992; Kreutzberg, 1996; Vivien et al., 2011; Lenglet et al., 2014). En effet, lors d’une lésion

excitotoxique, le tPA est sécrété par les neurones mais également par la microglie à l’échelle

locale. A ce moment, la protéase agirait comme une cytokine pour continuer à activer la

microglie (M P Flavin, Zhao and Ho, 2000; Siao and Stella E Tsirka, 2002). Le tPA est donc capable

d’amplifier la réaction immunitaire lorsque l’inflammation est présente (Rogove et al., 1999;

Lenglet et al., 2014) mais serait également capable d’activer la microglie en condition

physiologique (Siao and Stella E. Tsirka, 2002). Ce recrutement microgliale serait permis par la

liaison entre le domaine Finger du tPA avec l'annexine II membranaire de la microglie (Siao and

Stella E. Tsirka, 2002) ou le LRP (Zhang et al., 2009). Cette suractivation microgliale au cours

des phases précoces de l’AVC serait impliqué dans les processus neurodégénératifs et dans la

dégradation de la MEC et de la BHE (Siao, Fernandez and Tsirka, 2003; Qin et al., 2019). Dans

une étude de préclinique de 2009, les auteurs ont observé, après l’occlusion mécanique de la



70

MCA, que les souris ne possédant pas de récepteurs LRP sur leurs cellules microgliales ont un

œdème cérébral réduit et une élévation du taux de MMP-9 moins importante. De plus,

l’injection de tPA chez ces souris n’induit aucune augmentation de l’activation microgliale

comparativement aux souris sauvages (Zhang et al., 2009).

Les astrocytes jouent également un rôle clé dans la réponse inflammatoire post-AVC. La

gliose est un processus au cours duquel les astrocytes vont s'activer en réponse à un

événement pathologique (Pekny and Nilsson, 2005). Le tPA favoriserait la gliose dans des

conditions d’ischémie (Yip et al., 2016).

En réalité, Le tPA est capable de mobiliser de nombreux types cellulaires du système

immunitaire lors d’un AVC ischémique. Dans une étude de 2021, les auteurs ont démontré que

le tPA est capable demobiliser rapidement sur site ischémié les neutrophiles et les lymphocytes

T circulants chez le rongeur et chez l’Homme, augmentant significativement l’apparition de TH

(Shi et al., 2021). Ce recrutement est encore permis par l’interaction du domaine Finger du tPA

avec l’Annexine II porté par une large proportion de cellules immunitaires. Le ciblage

pharmacologique de l’Annexine II atténue ces TH et améliore les scores neurologiques des

individus s’il est associé à l’administration de tPA en tant que thrombolytique.

La recherche dans le domaine de l’AVC ischémique s’intéresse depuis quelques années

de plus en plus massivement à ces mécanismes inflammatoires et à son lien avec le tPA. Nul

doute que ce pan de la connaissance sur les fonctions du tPA est probablement celui qui

évoluera le plus dans les prochaines années. D’ailleurs de nombreux médicaments ayant pour

but de moduler l’inflammation exacerbée par le tPA ont atteint le stade d’essai clinique de

phase II ou de phase III en 2022 ; bien que pour l’instant aucun n’a prouvé son efficacité

clinique. Probablement juste une question de temps.

h. Le tPA et la substance blanche

La substance blanche du SNC est principalement constituée d’axones myélinisés,

d’astrocytes, de cellules endothéliales et, surtout, d’oligodendrocytes. Ces derniers sont les

cellules responsables de la formation de la gaine de myéline autour des axones, permettant

ainsi l’accélération de l’influx nerveux. La mort des oligodendrocytes survient lors des atteintes
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du SNC, lors d’une ischémie cérébrale ou dans le cadre de la sclérose en plaques (SEP) par

exemple.

Après atteintes de la substance blanche, le tPA est impliqué dans les processus de

remyélinisation et de régénération axonale. Prenons l’exemple de la SEP, avec ses dépôts

caractéristiques de fibrine qui se forment au niveau des lésions cérébrales. Ces plaques

aggravent la réponse inflammatoire et accentuent la dégénération axonale. Le tPA, par son

action pro-fibrinolytique, est alors capable de réduire les dommages axonaux (Akassoglou et

al., 2000; Gveric et al., 2001, 2003). Dans des modèles animaux de SEP, les souris déficientes

en tPA ont des symptômes plus sévères et une moins bonne récupération (Lu, Bhasin and

Tsirka, 2002; East et al., 2005) tandis que la déficience en PAI-1 permet de meilleurs résultats

précliniques (East et al., 2008).

Pour être complet sur ce sujet, le tPA est aussi impliqué dans la dégradation des

protéoglycanes de type chondroïtine sulfate (CSPG), protéines de la MEC ayant un effet

inhibiteur sur la repousse axonale (Bukhari et al., 2011). Une étude réalisée au laboratoire

montre que le tPA est capable d’activer ADAMTS-4 (A Desintegrin And Metalloproteinase With

Thrombospondin Motifs), une protéase capable de dégrader les CSPG, et ainsi d’améliorer la

repousse axonale et la récupération fonctionnelle après un traumatisme de la moelle épinière

(Lemarchant et al., 2014).

Enfin, le tPA promeut la migration et la survie des oligodendrocytes en cas de lésion de

la substance blanche, via son domaine EGF (Correa et al., 2011; Leonetti et al., 2017 ; Figure

29).

Figure 29 : Le tPA est impliqué dans la remyélinisation de la substance blanche chez l’adulte. La zone de remyélinisation
(représentée en rouge avec laMBP et délimitée en pointillés) est plus importante 14 jours après injection de lisolécithine (agent
démyélinisant) dans l’hémisphère contralatéral (à gauche) des animaux sauvages (WT) en comparaison avec les animaux
déficients en tPA (-/- ; Leonetti et al., 2017).
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i. Le tPA et le couplage neurovasculaire

L'activité cérébrale entraîne des modifications hémodynamiques ; c’est le couplage

neurovasculaire (CNV). Ce phénomène est essentiel pour assurer un apport énergétique

suffisant au cerveau, qui consomme 20% de l’énergie corporelle totale. Le CNV met en jeu

plusieurs types cellulaires qui communiquent entres eux tels que les neurones, les astrocytes,

les cellules endothéliales ou bien les péricytes (Iadecola, 2017). Le tPA circulant a la capacité

de moduler ces changements hémodynamiques. En effet, une étude du laboratoire a mis en

évidence la diminution de la réponse hémodynamique lors de l’activation du cortex

somatosensoriel chez les souris déficientes en tPA en comparaison avec des souris au

phénotype sauvage (Anfray et al., 2019). Ce déficit peut être compensé par l’application de tPA

directement au niveau du cortex sensoriel (Park et al., 2008). Park et collaborateurs ont conclu

que ce phénomène était dépendant de l’interaction du tPA avec les NMDAR post-synaptiques

résultant (entre autres donc) en la production de monoxyde d’azote par la nNOS (Park et al.,

2008).

Dans la circulation sanguine, Nasser et collaborateurs ont montré que le tPA peut

induire soit une vasoconstriction, soit une vasodilatation selon son site d’interaction avec les

cellules endothéliales (Nassar et al., 2004). Il a été montré que lors d’une ischémie cérébrale

chez le rat, l’interaction du tPA circulant avec les NMDAR diminue la réactivité vasculaire,

pouvant contribuer aux effets délétères de la reperfusion post-ischémie (Cipolla et al., 2000).

Le tPA interagirait avec les NMDAR des cellules endothéliales pour activer la voie MAPK/ERK

(Armstead, 2003; Armstead et al., 2011, 2016).

F. Le tPA comme traitement de l’AVC

La polyvalence de ce tPA pléiotrope ne doit pas cependant pas éclipser sa qualité

première qui lui confère le rôle d’unique traitement autorisé dans la phase aigüe des AVC

ischémiques chez l’Homme, sa capacité thrombolytique (voir I.H.3. et II.E.1.).Nous n’exagérons

aucunement en soulignant le caractère rare du tPA qui contraste tant avec la multitude de

neuroprotecteurs prometteurs chez l’animal, décevants chez l’Homme (Neuhaus et al., 2017).

Selon la revue systématique Cochrane, 27 études cliniques ont testé des agents

thrombolytiques dans le but de traiter des AVC ischémiques (Wardlaw et al., 2014) parmi

lesquels des activateurs du plasminogène comme le rtPA, l’urokinase, la streptokinase, et la
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desmoteplase. Force est de constater qu’à l’heure actuelle, seule l’administration de tPA (0,9

mg/kg) par injection IV (10% en bolus intraveineux puis infusion pendant au moins 30 minutes)

est autorisée comme intervention médicamenteuse (National Institute of Neurological

Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). Sur la base de ce seul succès, et de

manière assez peu surprenante, de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur

l’optimisation du tPA sont en cours d’étude dans le monde de l’AVC comme nous le verrons ci-

après. Ces tentatives font également suite aux principales limites de l’utilisation du tPA dans les

AVC ischémiques que l’on rappellera ici :

✓ La fenêtre thérapeutique étroite : 4 à 5 heures après le début des symptômes de l’AVC

(Hacke et al., 2008).

✓ Le faible taux de recanalisation du tPA (Bhatia et al., 2010).

✓ Le risque de d’altération de la BHE et donc d’hémorragie parenchymateuse

symptomatique (National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke

Study Group, 1995).

Attardons-nous sur ce dernier point d’une importance capitale car les TH

symptomatiques après AVC ischémiques sont considérées comme la complication la plus

sévère d’un traitement thrombolytique, avec une plus forte incidence dans les premières 24

heures et un taux de mortalité supérieure à 50% (Yaghi, Willey, Cucchiara, Goldstein, Gonzales,

Khatri, Kim, Mayer, Sheth and Schwamm, 2017). Nous pouvons de nouveau citer la méta-

analyse de 27 études de Wardlaw et collaborateurs dans le but de souligner le fait que les

patients thrombolysés après un AVC ischémique développe quatre fois plus d’hémorragies

cérébrales que les patients n’ayant reçu aucun traitement (Wardlaw et al., 2014). La capacité

du tPA et des autres activateurs du plasminogène à induire des TH est dose-dépendante

(Anderson et al., 2016). L’étude TARGET-STROKE, impliquant 71 169 patients victimes d’un AVC

ischémique traités par infusion intraveineuse de tPA, montre qu’une réduction du délai de

traitement entraîne une baisse de la prévalence de la transformation hémorragique (Fonarow

et al., 2014). Il faut cependant se montrer prudent sur l’importance de la fenêtre thérapeutique

du tPA dans les TH car, selon une méta-analyse de grande envergure, le délai de traitement

n’est significativement pas associé au risque de TH (Demchuk et al., 2012).
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Les nouvelles stratégies pharmacologiques basées sur le tPA font suite à l’accumulation

de nouvelles connaissances sur la structure et les fonctions du tPA couplé aux progrès du génie

génétique. Il a été montré dans les laboratoires et en clinique que certaines protéines

apparentées au tPA, présentant des mutations ont des caractéristiques pharmacologiques plus

avantageuses que la molécule de base. Aujourd’hui, on dispose d’activateurs du plasminogène

encore plus spécifiques pour la fibrine que le tPA. Prenons l’exemple du desmoteplase ayant

échoué en essai clinique et du prometteur tenecteplase, objet de plusieurs essais cliniques

depuis quelques années (Figure 30).

Figure 30 : Exemples d’activateur du plasminogène. Le tPA, l’uPA et le desmoteplase sont des formes eucaryotes tandis que le
tenecteplase est une forme recombinante d’activateur du plasminogène. Ces activateurs du plasminogène présentent des
caractéristiques différentes (structure, inhibiteurs, spécificité de la fibrine) c’est pourquoi leur voie d’administration et leur
demi-vie diffèrent. EACA = acide ε-aminocaproïque. EGF = facteur de croissance épithélial. Finger = domaine finger. FS =
spécificité de la fibrine. K = domaine de Kringle. TXA = acide tranexamique. * L'activateur du plasminogène n'a pas de spécificité
pour la fibrine (-), une faible (+), une modérée (++) ou une forte (+++) spécificité pour la fibrine. † L'activateur du plasminogène
a (+) ou n'a pas la forme (-) sc. ‡ L'activateur du plasminogène a (+) ou n'a pas (-) une forme tc. § Substitution d'acide aminé
dans le domaine de la sérine protéase : Lys296Ala, Hys297Ala, Arg298Ala, Arg299Ala. (adapté de Thiebaut et al., 2018)

✓ Le desmoteplase :

Cette forme particulière du tPA est isolée à partir de de la chauve-souris vampire

mexicaine, qui l’utilise pour fluidifier le sang de ses proies. On a ici un analogue du tPA ne

possédant pas le domaine Kringle 2 à la demi-vie plasmatique de près de 4 heures (contre 5

minutes pour le tPA) et avec une plus forte affinité pour la fibrine (Elmaraezy et al., 2017).

Plusieurs essais cliniques ont été réalisés dans une fenêtre thérapeutique de 3 à 9 heures, en

comparaison avec un placebo, après sélection des patients par IRM de perfusion (Figure 31).
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Figure 31 : Comparaison de la structure du tPA avec celle du Desmoteplase. Le desmoteplase est composé de domaines Finger,
EGF-like, Kringle 1 et sérine protéase à l’instar du tPA mais ne possède pas le domain Kringle 2 présent dans la structure du tPA
(Mican et al., 2019).

Les premiers essais cliniques de phase II (DIAS et DEDAS) au début des années 2000 ont

montré une association entre le traitement et un taux plus élevé de reperfusion accompagné

de meilleurs scores neurologiques et d’un faible taux de TH symptomatiques à des doses

importantes allant jusqu’à 125 μg/kg (Hacke et al., 2005; Furlan et al., 2006, 2006). Cependant,

l’étude suivante DIAS II n’a pas retrouvé ces résultats bénéfiques et a conclu que le

thrombolytique à la dose maximale de 125 μg/kg augmentait l’apparition des TH

symptomatiques de 30% (Hacke et al., 2008, 2009). Les auteurs ont expliqué cette différence

par des soucis méthodologiques et d’admission des patients. Ainsi en 2009 ont eu lieu deux

nouveaux tests cliniques (DIAS-3 et DIAS-4) dans lesquels les patients soigneusement admis ont

été traités à une dose de 90 μg/kg de desmoteplase ou au placebo, toujours dans une fenêtre

temporelle de 3 à 9 heures. En 2014, les résultats de DIAS-3 se sont avérés « neutres » ; c’est-

à-dire sans bénéfices du desmoteplase. Ces résultats décevants ont été rapidement suivi par

l’arrêt prématuré de l’étude DIAS-4 en raison de l’absence d’améliorations fonctionnelles des

patients 3 mois après l’AVC malgré une meilleure recanalisation artérielle permise par le

thrombolytique lors de la phase aigüe de l’ischémie (von Kummer et al., 2016).

On a ici la preuve que l’amélioration des paramètres physiologiques lors de la phase

aigüe des AVC (meilleure reperfusion, recanalisation en particulier) n’est pas forcément

corrélée à une meilleure récupération fonctionnelle pour les patients. Cela rend encore plus

délicate la recherche sur les AVC, et la translation préclinique/clinique, à l’instar de la plupart

des maladies neurodégénératives.
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✓ Le tenecteplase (TNK) :

Ce mutant du tPA fût élaboré grâce au génie génétique. Deux mutations ponctuelles

dans le domaine Kringle 1 et une dans le domaine protéase donnent à cette protéase une

spécificité pour la fibrine 14 fois supérieure à celle du tPA. Le TNK a également une demi-vie

plasmatique plus longue (au-delà de 20 minutes) et une résistance 80 fois supérieure au tPA à

l’inhibition par PAI-1. Cette demi-vie allongée permet au tenecteplase d’être injecté sous la

forme d’un bolus unique, rendant le traitement clinique plus aisé qu’une longue infusion de

rtPA (Warach, Dula and Milling, 2020 ; Figure 32). Pour information, pour traiter en urgence

l'infarctus du myocarde, le TNK est préféré à l’Altéplase (rtPA) du fait de la commodité de son

administration car les effets engendrés par les deux thrombolytiques sont les mêmes pour

cette pathologie (Van de Werf, 1999). La pandémie de COVID-19 et les restrictions associées

ont encore plus mis en évidence l'importance de cet avantage pratique du TNK, en ce sens qu'il

réduit l'exposition du personnel à la contagion (Warach and Saver, 2020).

Figure 32 : Structure et effets du Tenecteplase. Le tableau sur la droite représente les mutations du TNK en comparaison avec
le tPA, et indique les différentes fonctions de ces mutations (https://www.stemi-care.com).

Dans le traitement de l’AVC ischémique, la spécificité améliorée pour la fibrine du TNK

permet théoriquement une lyse plus rapide qu’avec l’utilisation de tPA. C’est le seul

fibrinolytique a avoir fait l’objet d’essais cliniques randomisés en comparaison avec le rtPA

(Parsons et al., 2012). De très nombreuses études cliniques ont eu lieu dans le monde avec des



77

résultats parfois contradictoires. Par exemple Logallo et collaborateurs, dans une investigation

clinique norvégienne de phase III, concluent que le TNK n’est pas « supérieur » à l'Altéplase et

présente un profil d'innocuité similaire (Logallo et al., 2017). A contrario, une étude clinique

australienne a montré que le TNK injecté dans les 4,5 heures après AVC ischémique induit une

reperfusion plus élevée (22% versus 10%) et une meilleure récupération fonctionnelle par

rapport au groupe traité avec le rtPA (Campbell et al., 2018). De plus, cette étude nous montre

que le TNK ne change pas l’incidence des hémorragies intracérébrales.

Une méta-analyse récente portant sur 4 essais cliniques utilisant des doses de TNK

allant de 0.25 à 0.9 mg/kg, compare les deux thrombolytiques sur différents résultats :

l’amélioration neurologique majeure précoce, l’évaluation fonctionnelle à 3 mois, les taux de

TH symptomatiques et la mortalité à 3 mois ont été comparés (Thelengana et al., 2018). Dans

cette étude, comparativement au groupe traité au rtPA, le groupe avec tenecteplase présente

une amélioration neurologique précoce plus importante, sans différence dans la récupération

fonctionnelle à 90 jours, dans le taux d’hémorragie intracérébrale, et la mortalité.

Lors de l’ESOC (European Stroke Organisation Conference) 2022 à Lyon, de nombreux

résultats d’études cliniques (AcT, NOR-TEST 2, TASTE-A et TWIST ; Bivard et al., 2022; Kvistad

et al., 2022; Menon et al., 2022) ont souligné les bénéfices et l’innocuité du TNK à une dose de

0.25 mg/kg (dose recommandée dans les guidelines de l’ESOC 2021). L’organisation du congrès

a conclu que ces effets très prometteurs doivent encore être renforcés par les résultats

d’autres essais en cours pour 2023 avant de conclure en la faveur de l’utilisation du TNK comme

traitement de l’AVC ischémique aigu.

Afin d’essayer d’être complet sur les méthodes de potentialisation du tPA, on peut

également citer les stratégies basées sur l’inactivation des inhibiteurs du tPA. Pour favoriser la

fibrinolyse locale, des chercheurs ont proposé d'utiliser le « diabody », un anticorps ciblant PAI-

1, ainsi que l’inhibiteur de la fibrinolyse activable par la thrombine (thrombin-activatable

fibrinolysis inhibitors, TAFI ; Wyseure et al., 2015). Dans un modèle murin d’AVC ischémique,

l’administration de « diabody » améliore l'efficacité du tPA sans augmenter le risque de TH

(Wyseure et al., 2015). D’autres molécules inhibant PAI-1 ont été décrites comme

prometteuses sur des modèles animaux d’AVC ischémique (Vaughan, 2011; Frederik Denorme

et al., 2016) mais aucune de ces molécules n'a été testée chez des patients à ce jour.
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III. Les nouvelles stratégies basées sur la thrombolyse de l’AVC ischémique

Pour résumer en une phrase ; le faible taux d'efficacité du tPA et de ses dérivés, couplé

à leurs complications hémorragiques et la faible proportion de patients éligibles à la

thrombolyse constituent les limites majeures de l’utilisation des activateurs du plasminogène

dans l’AVC ischémique (Maïer, Desilles and Mazighi, 2020). Deux principales nécessités

découlent de ce constat et ont conduit aux choix stratégiques dans le traitement des AVC

précliniques de ce projet :

✓ Le besoin de développer d’autres thrombolytiques, potentiellement meilleurs que le tPA,

avec moins d’effets négatifs et pouvant être injectables à un plus large spectre de la

population touchée par l’AVC ischémique.

✓ En dépit de l’intérêt évident de développer des mutants du tPA, il sera toujours

nécessaire d’évaluer les effets secondaires des thrombolytiques, notamment les TH

symptomatiques.

Ainsi, nous avons testé deux stratégies thérapeutiques dans ce projet dans le but

d’augmenter l’utilisation et l’efficacité des traitements thrombolytiques en clinique auprès d'un

plus grand pourcentage de patients.

A. La stratégie basée sur la dégradation des autres constituants du thrombus : La N-

Acétylcystéine (NAC)

Comme vu bien plus haut dans ce manuscrit, la fibrine ne représente qu’une partie du

thrombus et le tPA n’a que très peu d’efficacité sur les thrombi riches en plaquettes. Dans les

années 2000, plusieurs essais cliniques ont cherché à déterminer l’efficacité et l’innocuité de la

co-administration du tPA avec des agents antiplaquettaires (Adams et al., 2008; Zinkstok and

Roos, 2012). Malheureusement, beaucoup de ces essais furent des échecs après avoir montré

la faible efficacité ainsi que le risque accru de TH de ces co-traitements. Certaines stratégies

antiplaquettaires semblent toutefois prometteuses. Citons pour exemple une stratégie

inhibitrice de GPVI, une glycoprotéine plaquettaire dont le ciblage par le glenzocimab amontré

son efficacité sur la reperfusion tissulaire et son innocuité en combinaison ou non avec le tPA
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dans un modèle murin d’AVC et dans un essai clinique de phase I (Voors-Pette et al., 2019;

Bieber et al., 2021).

Chez l’animal, il a été démontré que l’agrégation plaquettaire artérielle implique des

récepteurs et des protéines spécifiques, qui ne sont pas indispensables à l’hémostase dans le

cerveau, tels que le VWF et la glycoprotéine GpIb-α (Momi et al., 2013; Le Behot et al., 2014).

Par conséquent et en théorie, les stratégies ciblant spécifiquement ces composants peuvent

induire une recanalisation artérielle sans augmenter substantiellement le risque de TH (Le

Behot et al., 2014). Ainsi, les stratégies pharmacologiques qui ciblent le VWF, très présent dans

la majorité des thrombi à l’instar de ADAMTS-13, (F. Denorme et al., 2016) ou la NAC (Martinez

de Lizarrondo et al., 2017) sont prometteuses.

La NAC est un composé contenant des sulfhydryles aux propriétés mucolytiques,

breveté en 1960 et d’abord utilisé commemédicament contre la toux et la mucoviscidose dans

les années 60 (Lillibridge, Docter and Eidelman, 1967; Gracey, Burke and Anderson, 1969).

Depuis, l’utilisation de la NAC a été étendue pour traiter le surdosage au paracétamol et les

obstructions pulmonaires chroniques. Les champs de possibilités cliniques de cette molécule

continuent d’être explorés, avec un regain d’intérêt ces dernières années dans le domaines des

maladies neurodégénératives, psychiatriques, pulmonaires, gastrointestinales, entres autres

(Schwalfenberg, 2021). Parmi les nombreuses propriétés de ce composé, citons ses propriétés

antioxydantes, anti-inflammatoires, et sa capacité à réduire les ponts disulfure des protéines

(Schwalfenberg, 2021).

Il existe ainsi de très nombreuses évidences sur l’effet protecteur de la NAC face aux

maladies neurodégénératives comme Parkinson, la SEP et bien entendu l’AVC ischémique de

par ses propriétés thrombolytiques (Figure 33). Récemment, la NAC a été utilisée avec succès

comme agent de dégradation du VWF sur des patients présentant un purpura thrombotique

thrombocytopénique, maladie causant la formation de « microthrombi » riches en plaquettes

dans les petits vaisseaux chez l’Homme (Cabanillas and Popescu-Martinez, 2016). De plus, on

sait depuis presque 30 ans que la NAC a également des effets bénéfiques chez les patients

atteints d’un infarctus aigu dumyocarde. En effet, dans une étude clinique de 1995, les auteurs

avaient déjà observé une meilleure reperfusion coronarienne chez les patients traités avec la

NAC (Arstall et al., 1995). Plus récemment et pour cette même pathologie cardiaque, l’essai
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NACIAM a démontré que l’utilisation précoce de la NAC améliore effectivement la reperfusion

tissulaire et réduit la douleur et la taille de l’infarctus de 33% au cinquième jour par rapport aux

patients traités avec le placebo (Alexander, 2016). La capacité thrombolytique de la NAC

semble donc être la clef des bénéfices observés dans ces maladies.

Figure 33 : Mécanisme d'action de la NAC. La NAC agit comme agent de dégradation du VWF via sa capacité à réduire les
ponts disulfures et permet ainsi la lyse des caillots riches en plaquettes (Martinez de Lizarrondo et al., 2017).

En se basant sur ces travaux, des membres de notre laboratoire PhIND ont voulu tester

ce médicament dans l’AVC ischémique et ces travaux précliniques font l’objet d’un article paru

en 2017 dans Circulation. Journal dans lequel les auteurs ont démontré que la NAC (400mg/kg),

injectée en bolus 20 minutes après l’AVC, a la capacité de réduire la taille des multimères du

VWF structurant les plaquettes à l’intérieur des thrombi artériels. Cette réduction des

multimères du VWF a alors permis la dissolution de ces derniers et la recanalisation artérielle,

sans présenter de risque de TH (Martinez de Lizarrondo et al., 2017). Dans cette étude, la NAC

baisse significativement la taille de lésion ischémique à 24 heures dans des modèles de MCAo

induisant des thrombi riches en fibrines ou en plaquettes, contrairement au tPA efficace

uniquement face aux thrombi pauvres en plaquettes (Martinez de Lizarrondo et al., 2017). Il

est important de noter que la NAC n'aggrave pas l'expansion de l'hématome dans un modèle

d'hémorragie intracrânienne, suggérant davantage encore son rapport bénéfice-risque

favorable dans l’AVC ischémique. D’autres travaux sur les rongeurs montrent les bénéfices de

la NAC dans différents modèles deMCAo (Cuzzocrea et al., 2000; Khan et al., 2004; von Kummer

et al., 2016; Karuppagounder et al., 2018; Sabetghadam et al., 2020).

Un essai clinique est désormais en cours pour tenter de fournir la preuve définitive de

l’efficacité et l’innocuité de la NAC administrée en IV dans la phase aigüe de l’AVC ischémique

chez des patients (ClinicalTrials.gov Identifier : NCT04918719).



81

B. La stratégie basée sur la régulation des effets délétères du tPA : Le glunomab

Comme nous l’avons vu, au-delà de son activité fibrinolytique vasculaire, le tPA est

également connu pour influencer la survie et la mort neuronale dans des conditions

pathologiques, pour moduler les processus inflammatoires et l’intégrité de la BHE favorisant

alors les TH. Tous ces effets peuvent en partie être attribués à la capacité du tPA à moduler la

signalisation neuronale et endothéliale des NMDAR (Lesept et al., 2016; Macrez et al., 2016).

Pour cibler spécifiquement cette interaction sans affecter les autres fonctions (notamment la

fonction fibrinolytique), notre laboratoire a conçu et produit un anticorps monoclonal, le

Glunomab, qui bloque spécifiquement l’interaction du tPA avec les NMDAR à la fois dans les

neurones et les cellules endothéliales (Louet et al., 2022). Pour bloquer cette signalisation

tPA/NMDAR, le Glunomab concurrence le site de liaison du tPA au niveau domaine N-terminal

de la sous-unité GluN1 du NMDAR, sans jamais bloquer l’activité basale du récepteur (Macrez

et al., 2016 ; Figure 34).

Figure 34 : Mécanisme d'action du Glunomab. Le Glunomab est capable de se lier à la sous unité GluN1 des NMDAR présents à
la surface des cellules endothéliales et des neurones. La liaison Glunomab-NMDAR permet de concurrencer la liaison du tPA
aux NMDAR et ainsi d’inhiber l’interaction tPA-NMDAR probablement à l’origine des effets délétères induits par le tPA dans le
traitement de l’AVC ischémique (Seillier et al., 2022).
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Dans un article du laboratoire de 2016, Lesept et collaborateurs ont observé que

l’interaction du tPA avec les NMDAR favorisent l’influx de Ca2+ dans les neurones

postsynaptiques de souris en culture, influençant effectivement la plasticité synaptique et la

survie neuronale (Lesept et al., 2016). Les auteurs ont ensuite appliqué sur ces neurones du

Glunomab pour alors observer la réduction sélective de l’interaction tPA/NMDAR dans la

synapse entraînant une chute significative de la neurotoxicité in vitro. Cette étude a également

permis de montrer confirmer la diminution de la neurotoxicité du Glunomab in vivo.

L’utilisation de cet anticorps combat également l’ouverture pathologique de la BHE chez

la souris et l’Homme en conditions inflammatoires, limitant ainsi le passage des cellules

immunitaires dans le parenchyme cérébral. En effet, une équipe du laboratoire a prouvé que

le Glunomab réduisait la transmigration des leucocytes humains dans un modèle in vitro de

BHE (Macrez et al., 2011). Ainsi, cette même équipe a ensuite testé les effets du Glunomab

dans un modèle expérimental de SEP chez la souris (Macrez et al., 2016). Notons également

que dans cette pathologie, le tPA aurait un effet démyélinisant délétère de par son action

protéolytique mais également un rôle dans l’exacerbation de l’inflammation et l’altération de

la BHE à cause de son interaction avec les NMDAR (Lopes Pinheiro et al., 2016). Les auteurs ont

réalisé une injection IV contenant le Glunomab sur des animaux traités avec du tPA ou non et

ont observé que la progression des troubles moteurs est bloquée lorsqu’il est co-administré

avec du tPA. Chez les souris traitées avec le thrombolytique, cet effet est associé à une

diminution de l’infiltration des lymphocytes dans le tissu nerveux, et à une importante

réduction de la démyélinisation. En prévenant ainsi la destruction de la myéline par les cellules

immunitaires et en bloquant certains effets délétères du tPA endogène et exogène, cette

stratégie pourrait représenter une thérapie prometteuse pour lutter contre la SEP en clinique.

Ainsi et théoriquement, les propriétés du Glunomab semblent intéressantes dans le

cadre de l’AVC ischémique traité avec du tPA. Au cours de ma thèse, je me suis donc intéressé

aux effets du Glunomab, en administration seule ou couplé à un thrombolytique (tPA ou NAC),

sur des modèles de MCAo murins.
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IV. La recherche préclinique sur les AVC ischémiques

A. L’utilisation desmodèles animaux pour la recherche

Pour étudier une pathologie, plusieurs approches sont possibles. Pour simplifier, les

outils dont disposent la recherche biomédicale sont les tissus ou cellules cultivés in vitro, les

simulations informatiques, les modèles spontanés ou induits chez les animaux possédant des

similitudes avec l’Homme et bien entendu les échantillons prélevés chez les patients.

Aujourd’hui le développement et l’utilisation de méthodes alternatives à

l’expérimentation animale dans le monde sont fortement encouragés par les instances

universitaires et législatives, dans un souci du bien-être animal. Cependant de nombreuses

questions scientifiques ne peuvent, à l’heure actuelle, pas trouver de réponses sans étudier les

mécanismes physiopathologiques in vivo. Les maladies neurodégénératives, à l’instar des AVC,

ne dérrogent pas à la règle. Bien au contraire car et les atteintes sensori-motrices et la

récupération fonctionnelle des patients sont les axes d’amélioration les plus importants,

impossibles à évaluer in vitro.

En recherche biomédicale, un modèle animal doit permettre l'étude de données sur la

biologie, un comportement, ou un processus pathologique spontané ou induit, ayant un ou

plusieurs aspects communs avec un phénomène équivalent chez l'humain ou d'autres espèces

animales. Or, certaines pathologies, et particulièrement l'AVC, sont hétérogènes et

multifactorielles. De ce fait, bien que les modèles animaux aient fourni de précieuses

informations sur cette pathologie, les connaissances acquises lors des expérimentations

précliniques ne sont pas toujours transférables à la pratique clinique. Nous discuterons de la

valeur translationnelle des modèles murins d’AVC après les avoir décrits.

B. Modélisation de l’ischémie cérébrale chez le rongeur

On peut distinguer 3 différentes familles de modèles expérimentaux d’AVC

ischémiques :

✓ Les modèles d’occlusion permanente (électrocoagulation, filament intraluminal laissé en

place, caillots non fibrinolysés)
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✓ Les modèles d’occlusion transitoire mécanique (filament intraluminal, occlusion

mécanique par pression externe)

✓ Les modèles d’occlusion thrombotique (caillot autologue, micro-emboli, photo-

thrombose, stress oxydant, application d’endothéline, injection in situ de thrombine,

microsphères biodégradables)

Nous allons décrire ici uniquement les modèles utilisés pour ces travaux de thèses.

1. Modèle monofilament

L’occlusion par filament de l’ACM est probablement le modèle le plus fréquemment

utilisé en recherche expérimentale sur les AVC. C’est un modèle purement mécanique qui a

initialement été développé par Koizumi et collaborateurs en 1986 chez le rat (Koizumi et al.,

1986). En pratique, ce modèle consiste en l’insertion d’un filament en nylon dans la carotide

interne, que l’on fait remonter jusqu’au niveau de la bifurcation de l’ACM pour l’occlure à sa

base. Le temps d’occlusion peut être soit transitoire (variant souvent de 30 à 90 minutes), soit

le filament peut être laissé de manière permanente. L’importance de la lésion obtenue induit

des déficits fonctionnels chez les animaux qui peuvent être facilement visualisables par des

tests comportementaux (Belayev, Endres and Prinz, 2016). Dans l’ensemble, ce modèle

présente des éléments qui semblent modéliser la majorité des infarctus cérébraux provenant

de l’occlusion d’une artère proximale chez l’homme et a l’avantage du contrôle exact de la

reperfusion par l’expérimentateur. Ainsi, la connaissance de la physiopathologie des AVC

ischémiques chez l’animal est beaucoup basée sur ces modèles ; plus de la moitié des études

de traitements neuroprotecteurs ont été réalisées en utilisant exclusivement ce modèle

(Hossmann, 2012 ; Figure 35).
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Figure 35 : Modèle monofilament. Illustration technique du modèle filament et tableau descriptif des avantages et
inconvénients rencontrés dans ce modèle.

Il est cependant important de noter que dans ce protocole expérimental, la fibrinolyse

par tPA est uniquement délétère, ce qui ne correspond pas à la réalité clinique (Wang et al.,

1998). La taille des lésions ainsi que la mortalité sont plus élevées et plus variables que dans les

autres modèles que nous utilisons dans notre laboratoire (Lebrun et al., 2022). Il a été

démontré que 70% du volume de ces grandes lésions est dû en réalité à la formation de

microthrombi secondaires lors du retrait du monofilament (Gauberti et al., 2014; Pham et al.,

2010).

2. Modèle électrocoagulation

Laméthode d’AVC préclinique par électrocoagulation, développée par Akira Tamura et

collaborateurs à Glasgow en 1981, est devenue l’une des deux méthodes standard pour la

MCAo proximale permanente chez le rat et le souris (Tamura et al., 1981). L’approche sub-

temporale nécessite une craniotomie pour mettre en évidence la MCA puis une stimulation

électrique qui provoque l’électrocoagulation de l’artère isolée qui est ensuite coupée pour

éviter toute recanalisation éventuelle. Le succès de ce modèle repose sur une lésion

reproductible et une faible mortalité des animaux. La lésion est plus petite que dans le modèle

de monofilament et se cantonne, généralement, à la zone corticale. Dans ce modèle, une

injection précoce (30minutes) de tPA ne semble pas compromettre l'intégrité de la BHE comme

dans le modèle monofilament mais ne permet évidemment pas non plus la recanalisation

(Benchenane et al., 2005). Une occlusion par électrocoagulation de l’ACM d’une souris



86

modélise l’occlusion thrombotique permanente de l’ACM chez un patient, sans reperfusion

(Macrae,2016 ;Figure 36).

Figure 36 : Modèle électrocoagulation. Illustration technique du modèle électrocoagulation et tableau descriptif des avantages
et inconvénients rencontrés dans ce modèle.

Il est possible, par la même approche, d’induire une interruption du débit sanguin par

l’application d’un clip, ou par réalisation d’une suture autour de l’ACM. Ce modèle a l’avantage

d’être réversiblemais ne permet toujours pas d’étudier la fibrinolyse.

3. Modèles thromboemboliques

Plusieurs types de modèles thromboemboliques existent :

✓ Un caillot préalablement formé (par du sang autologue ou hétérologue) peut être dirigé

jusqu’à la base de l’ACM à l’aide d’un cathéter :

Le modèle thromboembolique par injection de caillot autologue a été développé chez

la souris par Krueger and Busch, 2002. Du sang est prélevé d’un animal (200μL par exemple

pour un rat Sprague-Dawley pesant 250 grammes) et est laissé deux heures dans un tube à

37°C jusqu’à coagulation. Le caillot est ensuite récupéré et placé dans une boite de pétri

contenant du sérum physiologique pendant 22 heures. Le lendemain, le même animal est

opéré sous anesthésie générale et le thrombus formé la veille est libéré dans l’artère carotide

interne via un cathéter.

✓ L’occlusion de l’ACM peut être réalisée par la formation d’un caillot en appliquant du

chlorure de fer (FeCl3) de manière focale ou distale (Karatas et al., 2011) :
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Une approche sub-temporale est réalisée par l’incision de la peau entre l’œil et l’oreille

de l’animal, puis la résection du muscle masséter droit et enfin la réalisation d’une craniotomie

localisée. L’occlusion distale de l’ACM est réalisée en appliquant du papier Whatman imbibé de

FeCl3 qui va occasionner la formation d’un caillot riche en plaquettes (Martinez de Lizarrondo

et al., 2017 ; Figure 37).

✓ L’injection de thrombine murine directement dans la lumière de l’ACM. Ce dernier

modèle d’AVC thromboembolique a été développé et caractérisé au laboratoire (Orset et

al., 2007)

Ici dans le modèle thrombine, la même approche sub-temporale chirurgicale est

réalisée. Ensuite, à l’aide d’une micropipette en verre, la thrombine (1µL à 1UI) est injectée

directement dans l’ACM, provoquant ainsi la formation locale, rapide et stable d’un thrombus

riche en fibrine dans cette artère (Figure 37). Une diminution du DSC à un niveau résiduel et

stable d'environ 20% de la valeur de base est observée (Orset et al., 2007). L'analyse du profil

de l’ACM par score angiographique (IRM) montre une recanalisation artérielle induite par le

tPA, soit au début (20 minutes après MCAo), soit à la fin de l'administration (4 heures après

MCAo). Il y a généralement une reperfusion spontanée chez tous les animaux à 24 heures. Cette

technique d’occlusion provoque une zone de lésion limitée à la partie corticale de l'hémisphère

ipsilatéral (cortex somato-sensoriel). Cemodèle a été choisi, et utilisé dans les 3 études de cette

thèse car il présente l’intérêt majeur de permettre une recanalisation par thrombolyse et ainsi

de reproduire la prise en charge clinique des patients atteints d’AVC ischémique :

l’administration intraveineuse de rtPA réduit le volume lésionnel mesuré à 24 heures comparé

à une administration de sérum physiologique. Cependant, il est à noter que l'administration

tardive de tPA a un effet néfaste et augmente le volume de lésion et le taux de TH dans

certaines études (Karatas et al., 2011; Orset et al., 2016; García-Culebras et al., 2017).
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Figure 37 : Modèle thrombolytique par injection de thrombine ou application de FeCl3. Illustration technique du modèle
thrombolytique et tableau descriptif des avantages et inconvénients rencontrés dans ce modèle.

C. Discussion sur la pertinence de l’expérimentation animale dans l’AVC

Bien que les modèles animaux aient fourni de précieuses informations sur la

physiopathologie de l’AVC, les connaissances acquises lors d'expériences précliniques ne sont

pas toujours transférables à la pratique clinique. Par exemple, les essais cliniques testant des

médicaments neuroprotecteurs qui ont donné des résultats prometteurs sur le modèle de

MCAo avec monofilament n’ont jamais abouti chez l’Homme. Il est de plus impossible de

fermer les yeux sur ce constat sans appel : sur les plus de 1000 molécules thérapeutiques

(thrombolytiques et neuroprotecteurs confondus) testées chez l’animal, aucune n’a montré

d’efficacité dans des tests cliniques mis à part le tPA, cette exception (O’Collins et al., 2006).

Très logiquement, de nombreuses voix se sont élevées ces 25 dernières années pour

débattre de l’utilité des modèles animaux dans la recherche sur les AVC. En effet, une étude

préclinique s’avérant non-translationnelle implique un déploiement inutile de temps et

d’argent, des espoirs vains pour les patients et un questionnement éthique quant à

l’expérimentation animale dans la recherche sur les AVC (Lindauer, 2016). Le grand public, les

autorités politiques, et les cliniciens peuvent parfois se montrer sceptiques à propos de nos

expériences sur les animaux. Certains affirment que les animaux sont tout simplement trop

différents de l'espèce humaine.

Il est vrai que le modèle animal reproduit seulement un ou plusieurs aspects conservés

et communs d’une pathologie et est, par définition, une reproduction imparfaite de la

pathologie humaine. Chacun des exemples demodèles décrits plus haut possède ses avantages

et ses inconvénients que nous avons tenté de synthétiser. En ayant conscience de cela, il est

important que le choix du modèle soit déterminé par la question scientifique posée. Est-ce que
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mon modèle animal permet d’étudier les mêmes mécanismes retrouvés chez l’Homme ? Est-il

prédictif ? Chaque chercheur doit se poser cette question au moment de la conceptualisation

de son étude, s’il souhaite que ses futurs résultats soient translationnels.

Ceci étant dit, certaines pathologies, et particulièrement l'AVC, sont hétérogènes et

multifactorielles, comme expliqué précédemment dans cette introduction. Ceci rend le choix

du modèle quasiment impossible et le questionnement sur l’utilité des rongeurs toujours

d’actualité, du fait des variabilités et spécificités inter-espèces.

1. Les spécificités interspécifiques des rongeurs limitant la recherche sur l’AVC

Les processus biologiques fondamentaux tels que la survie et la mort cellulaire sont

fortement conservés d’un point de vue évolutif. Et dans le cas qui nous intéresse, les

mécanismes moléculaires sous-jacents à la mort ischémique chez les rongeurs sont également

similaires à ceux observés chez les humains. En fait, les mécanismes de l'apoptose, importants

dans les AVC, sont même conservés chez les non-vertébrés tels que le nématode

Caenorhabditis elegans (Danial and Korsmeyer, 2004).

Les modèles animaux d’AVC ont été établis dans de plusieurs espèces, mais

généralement, ce sont les petits animaux tels que les rongeurs qui sont choisis par les

chercheurs. En effet, le petit animal permet une manipulation « facile », à moindre coût par

rapports aux gros animaux, et s’avère moins sujet aux controverses d’un point de vue éthique

que les primates et les mammifères supérieurs. D’un point de vue scientifique, les rongeurs

sont préférés par les chercheurs pour leur homogénéité génétique et pour la large

caractérisation expérimentale de l’espèce. De surcroît, les techniques de génération

transgénique peuvent être réalisées aisément sur ces animaux, notamment la souris. Les

modèles d’AVC chez le rongeur se sont ainsimontrés d’un grand intérêt pour la caractérisation

des mécanismes de mort neuronale et de récupération cellulaire, mais il existe un grand

nombre de caractéristiques distinguant l’Homme du rongeur, souvent sous-estimé (Herson and

Traystman, 2014; Li and Zhang, 2021). Citons ici les principales.

✓ Les spécificités physio(patho)logiques :
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Les rongeurs ne possèdent que très peu de substance blanche en comparaison à

l’Homme, et leur substance grise ne présentent pas de gyri. Chez l'Homme, le pourcentage de

substance blanche représente 60% du cerveau, pour environ 35% chez le chien, 20% chez le

lapin, 15% chez le rat et ne dépasse pas les 10% chez la souris (Krafft et al., 2012). Les études

sur la neuroprotection se sont concentrées pendant longtemps quasi-exclusivement sur les

répercussions de l’AVC sur la substance grise (Hoyte, Kaur and Buchan, 2004) alors que les

lésions ischémiques de la substance blanche jouent un rôle important dans le pronostic post-

AVC chez l’Homme (Ahmad et al., 2015). Dans les modèles animaux, l’accent est encore très

souvent mis sur la taille de l’infarctus afin d’étudier la réussite des traitements testés, tandis

qu’en clinique la recanalisation/reperfusion et les déficits neurologiques sont plus étudiés.

✓ Les spécificités vasculaires et hémodynamiques :

Bien qu’un plan d’organisation vasculaire puisse être défini plus ou moins précisément

pour les cerveaux des mammifères, il existe un large spectre de variations entre espèces et

même entre souches concernant le nombre et le diamètre des collatérales de l’arborisation

artérielle cérébrale. La capacité de remodelage après l'occlusion du vaisseau varie aussi

beaucoup entre les espèces (Maeda et al., 2000).

Le flux sanguin cérébral chez la souris est 2 à 3 fois plus élevé que chez l'Homme, tandis

que le flux collatéral et terminal est limité chez les rongeurs, ce qui explique les ischémies

sévères obtenues lors de l’utilisation des modèles d'occlusions proximaux (Maeda et al., 2000).

Certains rongeurs présentent des anomalies importantes du polygone deWillis, comme

les souris C57Bl /6J, très utilisées dans la recherche (McColl et al., 2004). Autre exemple, les

rats Sprague-Dawley, tellement utilisés avec lemodèle deMCAomonofilament, présentent une

ramification atypique de l’ACM dans près de 20% des cas (Fox et al., 1993). Ceci explique, en

partie, la grande variabilité des tailles d'infarctus,même au sein d’une même espèce ou d’une

même souche après l'occlusion de la MCA.

✓ Les spécificités du système immunitaire :
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Alors qu'au cours de la dernière décennie, la réaction inflammatoire post-AVC a suscité

un vif intérêt, les différences énormes entre les rongeurs et l’Homme ont été mises en

évidence.

Le pourcentage de neutrophiles chez les souris et les rats est d’environ 10 à 20%, contre

50 à 70% chez l’Homme, alors que la situation inverse s’observe pour les lymphocytes, qui

représentent environ 50 à 100% chez les rongeurs contre 20 à 40% chez l'Homme (Haley,

2003). De plus, les sous-réseaux de chimiokines/cytokines dans les cellules cérébrales chez

l'Homme et chez les rongeurs après un modèle d’ischémie in vitro diffèrent beaucoup (Du et

al., 2017) ; même constat pour la population microgliale (Smith and Dragunow, 2014). Ces

quelques exemples ne permettent pas de prendre l’entière mesure de l’importance des

différences dans les processus inflammatoires entre les espèces. Il convient, particulièrement

dans ce cas, de toujours rester conscient de ce biais translationnel lorsque l’on étudie

l’inflammation après l’AVC sur les modèles animaux (Sommer, 2017).

Pour conclure cette partie, ces spécificités couplées aux différences génétiques et

épigénétiques entre chaque espèce expliquent les problèmes translationnels obligatoirement

rencontrés avec l’expérimentation animale. Ces défauts de translationalité semblent

irrémédiables, il est donc nécessaire de progresser sur les défauts « évitables » des modèles

expérimentaux.

2. Les progrès et les axes d’améliorations des études précliniques

Malgré les défauts inhérents aux modèles animaux, la recherche préclinique sur les AVC

progresse beaucoup depuis ces 15 dernières années et la plupart des avancées sont dues aux

recherches menées par l’intermédiaire de ces modèles animaux. Car les chercheurs ont mis le

doigt sur de nombreux soucis méthodologiques évitables dans des études précliniques du

XXème et du début XIXème afin de déterminer des axes de progressions au début de notre

millénaire :

✓ Les expérimentations précliniques doivent être randomisées et se faire en double-

aveugle. Elles doivent se montrer reproductibles et la taille des échantillons et des

animaux doit être planifiée en amont de l’expérimentation, à l’instar des critères

d’exclusion.
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✓ Les tests comportementaux adaptés doivent être utilisés pour étudier les atteintes

neurologiques et la récupération fonctionnelle à court, moyen et long-terme.

✓ Les procédures d’administration des traitements doivent être translationnelles avec

celles de la clinique en respectant la fenêtre d’administration caractérisée dans le modèle

de MCAo choisi.

✓ Des études sur des espèces gyrencéphaliques doivent compléter les expérimentations

sur les rongeurs.

Ces recommandations ont été élaborées par la communauté scientifique pour

améliorer les études précliniques et comprennent les recommandations citées plus haut (Fisher

et al., 2009) ; ce sont les recommandations STAIR (Stroke Treatment Academic Industry

Roundtable : STAIR guidelines) . De plus, et ceci concerne l’expérimentation animale dans sa

globalité, un groupe de chercheurs (Kilkenny et al., 2010) a posé un constat frappant sur le

manque de qualité dans la publication des études précliniques (59% ne posent pas leur objectif

principal, 87% ne reportent pas de randomisation et 86% ne mentionnent pas la pratique de

l’aveugle). Ces chercheurs ont donc proposé une grille de publication : les recommandations

ARRIVE (Animals in Research : Reporting In vivo Experiments).

Le développement d’un neuroprotecteur avait alors suivi scrupuleusement l’ensemble

de ces recommandations : le NXY-059. Et malgré tous les efforts effectués pour respecter les

critères STAIR et l’importance de la littérature expérimentale supportant un effet bénéfique de

cette molécule, l’essai clinique n’a montré aucun bénéfice de la molécule (Shuaib et al., 2007).

C’est pourquoi de nouvelles propositions émergent depuis quelques années pour améliorer

encore les modèles animaux dans la recherche sur l’AVC. Citons les directives IMPROVE

(Ischaemia Models : Procedural Refinements Of in Vivo Experiments) qui ont été proposées en

2017 avec des critères de qualités toujours plus robustes dans la quête translationnelle (Percie

du Sert et al., 2017).

La recherche préclinique sur les AVC semble aller dans le bon sens. Mais la communauté

scientifique est unanime sur l’existence des deux principaux biais retrouvés encore aujourd’hui

dans la plupart des études sur les animaux.

✓ Le défaut majeur de tous les modèles deMCAo : l’influence de l’anesthésie générale (AG)

sur les résultats biologiques.
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L'anesthésie et l’analgésie sont essentielles pour assurer le bien-être animal dans les

modèles expérimentaux d’AVC. Cependant, les effets des AG, notamment, sur la neurobiologie

et la physiologie sont profonds et variables, responsables d’une autre différence fondamentale

entre les modèles expérimentaux et la réalité des AVC chez l'Homme. Ces AG sont

effectivement une source de biais puisqu’elles modifient, entre autres, le DSC, la PA, la

ventilation pulmonaire, la thermorégulation, la circulation du LCR, le métabolisme du glucose,

le CNV, etc...

Depuis quelques années, quelques laboratoires essayent de mettre en place des

modèles vigiles de MCAo (Seto et al., 2014; Xie, Kang and Nedergaard, 2016). C’est également

le projet de plusieurs membres de notre laboratoire qui ont mis en place et caractérisé un

modèle d’AVC thromboembolique robuste chez la souris vigile afin de permettre l’étude

d’agents thérapeutiques en préclinique.

✓ La non prise en compte des comorbidités, de l’âge et du sexe dans la méthodologie :

L'utilisation de rongeurs mâles jeunes et en bonne santé (souvent sans variabilité

génétique car issues d’une même lignée) dans la grande majorité des articles scientifiques sur

l’AVC est un facteur de biais majeur. Par conséquent, au cours des dernières années, plusieurs

tentatives ont été faites pour utiliser des modèles animaux présentant les comorbidités les plus

fréquentes telles que le diabète sucré, l'hypertension, l'athérosclérose, l'hyperlipidémie,

l'obésité ou l'infection. De plus, des animaux âgés et des animaux des deux sexes commencent

à être utilisés dans notre laboratoire pour mimer la réalité avec plus de précision.

Des études expérimentales menées sur des animaux âgés ont montré que l’atteinte

neurologique augmentait alors que la capacité de régénération diminuait par rapport aux

animaux plus jeunes (Buga, Di Napoli and Popa-Wagner, 2013). Il existe de plus en plus de

preuves cliniques que le lien entre l'âge et les diverses comorbidités citées ci-dessus aboutit à

un profil inflammatoire élevé conduisant à un état de prédisposition aux AVC (Murray et al.,

2013 ; Sandu et al., 2015). Le sexe est un autre facteur important affectant de manière

significative l'incidence et les résultats de l'AVC (Herson and Hurn, 2010 ; Sommer, 2017).
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Lors de la modélisation des facteurs de risque et des comorbidités de l’AVC, deux

stratégies expérimentales principales peuvent être envisagées :

✓ L'approche la plus translationnelle serait de développer une cohorte d’animaux avec

plusieurs facteurs de risques pouvant éventuellement entraîner un AVC spontané. Dans

les faits cette méthode existe mais est largement limitée aux modèles animaux

hypertendus (Nabika et al., 2012; Kudo, Zhao and Nowak, 2016). Bien qu’ils imitent de

près le contexte pathologique humain, ces modèles demandent un investissement

énorme en termes de temps et d’argent. A l’heure actuelle, la faisabilité d’un tel projet

semble utopique.

✓ L'autre option consiste à induire un AVC ischémique chez les animaux avec des

comorbidités préexistantes ou induites. Nous avons discuté des études précliniques

prenant en considération le diabète en tant que comorbidité dans la partie I.H. Disons

simplement ici que parmi les études pharmacologiques récentes utilisant des animaux

hyperlipidémiques, diabétiques ou hypertendus, nombreuses sont celles qui montrent

une efficacité moindre de certains traitements comparées à celle observées chez des

animaux en bonne santé (Zechariah et al., 2013 ; Chen et al., 2011 ;O’Collins et al., 2013).

Ces résultats soulignent le fait que les comorbidités devraient probablement être

considérées dans les modèles animaux avant l’initiation des grandes études cliniques

(Hermann and Chopp, 2012).

Le principal défi de l’induction d'un AVC ischémique couplé à une ou plusieurs

comorbidité consiste à trouver l’équilibre entre la complexité élevée de nombreux paramètres

en interaction, comme chez l'Homme, et des études gérables de manière pragmatique pour

répondre à des problèmes scientifiques spécifiques, sans biais (Sommer, 2017).

Pour faire une brève synthèse de cette partie sur la pertinence des modèles animaux :

✓ Il est nécessaire de renforcer la communication entre cliniciens et scientifiques. L’effort

d’intégration des connaissances scientifiques dans la pratique clinique et la prévention

d’erreurs dans la conception des études précliniques ne peuvent être que profitables à la

recherche et donc, par la suite, aux patients.
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✓ La recherche sur les animaux doit être représentative et généralisable pour être

applicable à une grande variété de contextes. De nombreuses études sur des animaux ne

portent que sur une seule espèce (chez le rongeur généralement), alors qu’il est évident

qu’un bénéfice apporté à une seule espèce ne le sera pas nécessairement pour d'autres.
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OBJECTIFS

Comme décrit dans la première partie de ce manuscrit, les AVC ischémiques

surviennent dans la majorité des cas chez des individus âgés atteints de comorbidités, et bien

sûr chez la femme et l’homme. Or, la majorité des études réalisées aux stades précliniques pour

tester de nouvelles molécules thérapeutiques utilise des animaux mâles, jeunes et en bonne

santé ; induisant automatiquement des résultats discutables d’un point de vue translationnel.

Ce défaut méthodologique est l’une des principales causes des nombreuses prédictions

précliniques erronées concernant les effets potentiels des traitements novateurs chez

l’Homme, puisque seul le rtPA amontré son efficacité dans les tests cliniques à l’heure actuelle.

Cependant, cet unique traitement autorisé pour traiter la phase aigüe des AVC

ischémiques chez l’Homme, présente des risques de transformations hémorragiques. C’est une

complication clinique majeure, exacerbée chez les patients présentant une ou plusieurs

comorbidités, à l’instar du diabète.

Ainsi, le premier objectif de ces travaux de thèse est d’améliorer la valeur prédictive des

modèles animaux en utilisant un modèle animal avec une comorbidité répandue. Nous avons

choisi d’étudier l’effet du diabète de type I entraînant une hyperglycémie chronique dans un

modèle murin d’AVC thromboembolique.

En continuité, le deuxième objectif est de valider un modèle de transformations

hémorragiques spontanée à la suite de l’AVC ischémique en suivant notre méthodologie en

testant l’efficacité mais également l’innocuité du traitement pharmacologique de référence :

le rtPA.

Troisièmement et après validation, ce modèle a été utilisé pour tester deux stratégies

innovantes, en combinaison ou non avec le traitement actuel de référence, le rtPA : la N-acétyl-

cystéine (NAC), impliquée dans la dégradation de composants des caillots sanguins et le

Glunomab, anticorps développé au sein du laboratoire PhIND, visant à bloquer l’interaction

entre le tPA et les NMDAR, à l’origine des effets délétères induits par le tPA dans le cadre du

traitement de l’AVC.

Tout cela dans le but d’obtenir un modèle pertinent qui permettra, nous l’espérons,

d’établir des essais précliniques plus pertinents pour l’évaluation de candidats médicamenteux

avec une application directe au sein de l’industrie pharmaceutique.
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Clinical Perspective

What Is New?

• This study proposes a relevant model of thromboembolic stroke associated to a major risk

factor for stroke, diabetes.

• In this model, the gold standard thrombolytic agent rtPA worsens inflammation and carries a

high risk of hemorrhagic transformations.

• Both side effects of rtPA are prevented by an immunotherapy (Glunomab) blocking the

endothelial tPA-NMDAR signaling.

What Are the Clinical Implications?

• Glunomab, a monoclonal antibody preventing the tPA-dependent NMDAR signaling appears

as an innovative adjunct treatment to currently available thrombolytic agents (such as rtPA and

its derivatives). Glunomab is under development with clinical purposes.

• Overcoming clot resistance to conventional thrombolytics is now possible by the combination

of N-Acetylcysteine (NAC) targeting vWf (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04918719) and

Glunomab, thus enlarging the proportion of patients safely and efficiently treated, irrespective

of the etiology of their stroke.
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Abstract

Background and aim: The only FDA-approved drug treatment of ischemic stroke relies on the

intravenous injection of the recombinant tissue-type plasminogen activator (rtPA,

Alteplase/Actilyse®) alone or combinedwith thrombectomy. However, despite its clinical utility,

a larger use of rtPA is still debated, especially because of the risk of hemorrhagic

transformations. This deleterious effects of tPA on the neurovascular unit have been attributed,

at least in part, to its ability to influence endothelial N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAR)

signaling, contributing to a lack of the integrity of the blood brain barrier and

neuroinflammatory processes. We thus investigated here, the possibility that the deleterious

effects of both recombinant and endogenous tPA, including hemorrhagic transformations and

pro-inflammatory processes, could be prevented by blocking the endothelial tPA-dependent

NMDAR signaling. We also tested the possibility to use the safer thrombolytic, N-

Acetylcysteine (NAC), combined with Glunomab instead of rtPA.

Methods: To counteract the deleterious effect of tPA, we developed a novel strategy relying

on amonoclonal antibody, Glunomab, targeting the tPA-dependent NMDAR signaling. We then

evaluated its efficacy in amodel of thromboembolic stroke in mice, combined with comorbidity

(diabetes) either alone or combined with either rtPA or NAC causing thrombolysis. Magnetic

Resonance Imaging (MRI), speckle contrast imaging, flow cytometry and behavioral tasks were

used to evaluate stroke outcomes.

Results: In diabetic animals, rtPA-treatment was associated with lower recanalization rates and

higher hemorrhagic transformations. After a single administration either in standalone or

combined with rtPA-induced thrombolysis, Glunomab reduced brain lesion volumes along with

hemorrhagic transformations, translating in improved neurological outcomes. Moreover, the

therapeutic synergy of Glunomab with another thrombolytic strategy such as NAC was also

demonstrated in diabetic animals.

Conclusions: Counteracting the tPA-dependent endothelial NMDAR signaling drastically limits

ischemic damages induced by both endogenous and recombinant tPA, including hemorrhagic

transformations and inflammatory processes following ischemic stroke associated with

diabetes as a comorbidity.
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Introduction

In acute ischemic stroke, prompt reestablishment of vessel patency is necessary to alleviate

tissue injuries and patient deficits (Warburton et al., 2011; Katsanos et al., 2021; Roaldsen,

Lindekleiv and Mathiesen, 2021). Current pharmacological strategies to promote rapid

reperfusion of injured tissue rely on the use of recombinant tissue-type plasminogen activator

(rtPA) or its mutant Tenecteplase (TNK), either alone or combined with endovascular

thrombectomy (Orset et al., 2007, 2016; Sandset and Tsivgoulis, 2022). However, despite their

clinical utility, the wider use and development of thrombolytics whether or not related to rtPA

is still debated, especially because of the risk of hemorrhagic transformations (HT). Today, the

percentage of patients with an ischemic stroke who are eligible to a pharmacological

thrombolysis remains limited to less than 20% (Fang, Cutler and Rosen, 2010; Messé et al.,

2016; Kaesmacher et al., 2019). Moreover, the rate of early arterial recanalization after rtPA

administration remains low (less than 30%, depending on the clinical study), especially when

occlusive thrombi are rich in platelets (L.L.Yeo and Sharma, 2013; Wang et al., 2015;

Kaesmacher et al., 2018, 2019). The low eligibility and efficacy rate of thrombolytics coupled

with their hemorrhagic complications constitute major limitations of these pharmacological

approaches (Maïer, Desilles and Mazighi, 2020). There is therefore a clinical need for

preventing the side effects of thrombolytics, to increase their use and efficiency in clinic to a

larger percentage of patients.

Other thrombolytics are under development with preclinical data and ongoing clinical trials

demonstrating their possible superiority over rtPA, in particular their safer profiles regarding

the risk of HT. Among them, we previously demonstrated that N- Acetylcysteine (NAC)

contained in HIDONAC® reduce the size of von-Willebrand factor (vWf) multimers that cross-

link platelets inside arterial thrombi, thus promoting thrombus dissolution and arterial

recanalization, without risk of bleeding (Martinez de Lizarrondo et al., 2017).

tPA is characterized by its ability to activate plasminogen into plasmin and thus to promote

vascular fibrinolysis (Collen and Lijnen, 1991; Docagne et al., 2015; Powers et al., 2018). Beyond

its vascular fibrinolytic activity, tPA is also known to influence neuronal survival and death in

pathological conditions (Parcq et al., 2012; Chevilley et al., 2015; Lesept et al., 2016) to

modulate the integrity of the blood brain barrier (BBB) and inflammatory processes

(Fredriksson, Lawrence andMedcalf, 2016; Macrez et al., 2016; Drieu et al., 2018; Mehra et al.,

2020). All these functions of tPA have been attributed to modulations of either neuronal or

endothelial N-Methyl-D-Aspartate receptors (NMDARs) signaling (O Nicole et al., 2001; Kvajo

et al., 2004; Chevilley et al., 2015; Samson et al., 2015; Lesept et al., 2016). In order to

specifically target this interaction without affecting any other function of tPA, we have designed

and produced a monoclonal antibody, Glunomab, that has been shown to block the tPA-

dependent NMDAR interaction both on neurons and on endothelial cells (Lesept et al., 2016;

Macrez et al., 2016; Louet et al., 2022).
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Furthermore, inflammatory and immune dysregulations play key roles in stroke outcomes. It is

well admitted that developing an inflammatory response after an ischemic stroke is related to

higher National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS) on hospital admission, worse Glasgow

Coma Scale (GCS), and worse subsequent stroke outcome and higher mortality (Lopatkiewicz

et al., 2020; Rezaeitalab et al., 2020; Iglesias-Rey et al., 2022). Moreover, recent data support

a possible impact of these mechanisms in hemorrhagic strokes (Sturgeon et al., 2008; Saand et

al., 2019; Tschoe et al., 2020). Interestingly, there is growing evidence suggesting that both

endogenous and exogenous tPAmay contribute to the inflammatory processes following stroke

(Boehme et al., 2013; Chu, Chen and Lin, 2020; Shi et al., 2021). For instance, tPA-NMDAR

mechanisms at the endothelial cells may contribute to the infiltration of peripheral immune

cells to the brain parenchyma (Zhang et al., 2018; Seillier et al., 2021; Shi et al., 2021).

It is also well admitted that bad outcomes following stroke are directly correlated with

comorbidities such as diabetes mellitus, high blood pressure or smoking (Herson and

Traystman, 2014; O’Donnell et al., 2016; Nelson et al., 2017). For example, a metanalysis from

seven independent studies revealed that patients with diabetes display worse cognitive and

functional outcomes at 3 to 6 months after stroke (Lo et al., 2020). Accordingly, diabetes or

chronic hyperglycaemia are associated with an increased risk of haemorrhagic development in

people treated with thrombolysis for ischemic stroke (Jiang, Han, et al., 2021). Furthermore,

diabetes increases of 1.5 fold the risk to have a stroke (Ergul et al., 2012).

Thus, we investigated here, in a model of thromboembolic stroke in mice combined with

chronic hyperglycemia as a comorbidity, the possible deleterious effects of rtPA, including HT

and pro-inflammatory processes that could be prevented by blocking the endothelial tPA-

NMDARs dependent signaling. We also tested the possibility to use the safer thrombolytic,

NAC, instead of rtPA.
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Materials and Methods

Animals. All procedures were performed in compliance with the ethical rules of the European

Directive of 22 September 2010 concerning animal experimentation (2010/63/EU). The

protocol was submitted for ethic approval to the Ministry of Higher Education and Research to

obtain a project authorization for using animals for scientific purposes. The experiments have

been reported in compliance with the ARRIVE guidelines (Animal Research: Reporting in Vivo

Experiments) and received the agreement number #21620.

All experiments were performed on male Swiss mice (6 weeks at receipt, ± 30g, Janvier Lab, Le

Genest-Sainte-Isle). Throughout the experiments, animals were maintained in standard

husbandry conditions (temperature: 22 ± 2°C; hygrometry: 50 ± 20%) under light-dark cycle

(light from 8:00 to 20:00) with ad libitum access to water and food (except on the days of blood

glucose levels assessments for which animals fasted for 5 hours). Animals were housed at 5 per

cage in the presence of enrichment. Mice were randomized before tests. Trained

experimenters performed both the study and analyzes blindly.

Thromboembolic stroke. To induce proximal occlusion of the middle cerebral artery (MCA) we

used the in situ thromboembolic stroke model consisting in the injection of thrombin directly

into the MCA as described before (Orset et al., 2007). Briefly, under aseptic conditions, animals

were anesthetized with isoflurane 5% andmaintained with 2% isoflurane in a 70%/30%mixture

of NO2/O2. Buprenorphine (analgesic) was injected subcutaneously (0.5 mg/kg) and local

anesthesia was performed by instillation of lidocaine (spray 10%) in both ears. Rectal

temperature was controlled and maintained at 37±0.5 °C throughout the surgical procedure

using a heating pad. Mice were placed in a stereotaxic frame, the skin between the right eye

and ear was incised, the MCA was exposed through a small craniotomy (performed aboveMCA

bifurcation) and the dura was excised. A pulled glass micropipette was introduced into the

lumen of the MCA and 1μl (1 UI/µl) of purified murine alpha-thrombin (Stago, Belgium) was

injected to induce MCA occlusion (MCAo) by the in-situ formation of a fibrin-rich clot. The

pipette was removed 10 minutes after, when the clot had stabilized (Anfray et al., 2021).

Hyperglycemia. To obtain insulin deficiency, hyperglycemia, polydipsia and polyuria, which are

characteristic of human type 1 diabetes mellitus, we used repeated low doses of streptozotocin

(STZ, Tocris) suspended in HBSS (pH 6.7 – 7.8) in mice (40 mg/kg, i.p., on 5 consecutive days ;

Deeds et al., 2011; Furman, 2015). Control animals were treated with HBSS. These multiple,

low-dose STZ injections induce partial damages to pancreatic islets, triggering an inflammatory

process that causes a progressive loss of β-cell activity, ultimately leading to insulin deficiency

and hyperglycemia.
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Drugs and treatments. After stroke induction, a catheter was inserted into the tail vein to allow

the intravenous administration of 200 μL of treatments or their vehicle 20 minutes or 4 hours

after the injection of thrombin. rtPA (Actilyse®, Boehringer Ingelheim) at 10 mg/kg was infused

at 10% bolus and 90% perfusion for 40 minutes. For NAC injection, mice received 400 mg/kg of

NAC (Sigma-Aldrich) in phosphate buffered saline. In addition, 300 μg of Glunomab were

administered as a slow intravenous bolus before infusion of rtPA or its vehicle. Administration

of NAC was performed as a slow intravenous bolus through the tail vein catheter before the

other treatments.

Speckle contrast imaging. After removing the pipette, 10 minutes before treatments and up to

40 minutes after the start of treatments, we used laser Doppler speckle to assess the superficial

cerebral blood flow (CBF). Images were acquired using a Laser Speckle Contrast Imager

(moorFLPI-2, Moor Instruments; Sample interval: 1 Hz, exposure time: 60s, FOV = 14.6 mm x

11.3 mm, images resolution = 752x580, 1 frame per second). Images were then analyzed using

the moorFLPIReviewV40 software (moorFLPI-2, Moor Instruments). The average of images

obtained during acquisitions allowed to obtain pseudo-colored representative maps of the CBF,

highlighting CBF changes on the ipsilateral hemisphere compared to the contralateral

hemisphere depending on the area of interest. The average CBF signals of these areas were

then extracted, and the percentages of decrease of CBFs were calculated based on the

contralateral signal during the acquisition times. Color intensities go from blue (low CBF) to red

(high CBF).

Magnetic Resonance Imaging. Lesion volumes, angiographic score of MCA (angioscore) and HT

were quantified with a Pharmascan 7-Tesla/12 cm Magnetic Resonance Imaging (7T-MRI,

Bruker) 24 hours after stroke onset. Mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane and

maintained with 1.5-2% isoflurane 30%O2/70%N2O during the acquisitions. T2-weighted

images were used to analyze lesion sizes and acquired using a multi-slice multi-echo sequence:

TE/TR 33 ms/2500 ms. T2*-weighted sequences were used to control if animals underwent

hemorrhagic events. 3-dimensional time-of-flight angiographies (TE/TR, 12 ms/7 ms) were

acquired for the analyses of angioscore. Lesion sizes were quantified on these images using

ImageJ software. We used a hemorrhagic score with 3 items to assess hemorrhagic events at

24 hours after stroke onset (No hemorrhage, Petechial hemorrhage (and hemorrhage on the

area of the surgery), and parenchymal hemorrhage. The angioscore is inspired by the TICI grade

flow scoring (Fugate, Klunder and Kallmes, 2013). No recanalization of MCA = complete

occlusion; partial recanalization = incomplete filling of the distal bed; complete recanalization

= complete filling of the distal bed.
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Flow cytometry. 5 days after stroke onset, and after transcardiac perfusion with ice-cold PBS,

brains were roughly minced and homogenized with a potter tissue grinder in Hanks’ balanced

salt solution (HBSS) containing 15mM HEPES buffer and 0.54% glucose. Whole brain

homogenate was separated by 37% Percoll gradient centrifugation at 800g for 30min at 4°C

(with no brake). The pellet containing leukocytes at the bottom of the tube was then collected

and washed once with PBS containing 2% FCS before staining. Fc receptors were blocked with

CD16/32 (553142, BD Biosciences) for 10min at 4°C before incubation with the primary

antibodies. Cells were stained with antibodies directed against CD11b (M1/70, BioLegend),

CD45 (30-F11, BD Biosciences), Ly6G (1A8, BD Biosciences), CD3e (145-2C11, BD Biosciences),

CD4 (RM4-5, BD Biosciences), CD8a (53-6.7, BD Biosciences) and CD206 (C068C2, BioLegend)

for 45min at 4°C. After washing, samples were analyzed by a FACSVerse flow cytometer (BD

Biosciences). Appropriate isotype control antibodies were used to establish sorting parameters.

Data were analyzed with the FlowJo 7.6.5 software (TreeStar Inc.).

Functional recovery assessment by modified grip strength test. The grip strength test (BIOSEB)

assesses the neuromuscular function in mice by determining the strength displayed by the

animal relative to the forepaw-grasping reflex (Lebrun et al., 2022). Grip strength test is a

reference tasks to evaluate the functional deficits related to injuries restricted to the

somatosensory cortex, as induced by our present stroke model (Anfray et al., 2021). This test

is of particular interest because: 1) each animal is its own control before and after stroke

allowing for longitudinal evaluation, 2) comparison between right (i.e. heathy) and left (i.e.

disabled) paws allows to avoid misleading effects of surgery or procedure on general strength

and 3) mice have no possibility of compensation and/or habituation to the task. Mice, held by

the tail, were dropped on a T-shaped-bar and gently removed by the experimenter. In this

context of unilateral (right) ischemic lesion due to stroke, the individual strength of each

forepaw was assessed with a wrench connected to the device, while a fake wrench

(unconnected to the electronic device) was placed on the other side. In addition, we measured

the strength of both forepaws to assess the general health state of animals. A total of 4 trials

per side and 4 trials with both paws were performed per mouse, with a 1-min rest between

each assay. Then, mean strength was calculated for each and both paws. Measurements were

picked up the day before MCAo surgery (baseline acquisition) and following MCA occlusion

surgery on day 1, day 3 and day 7. Data were assessed in grams and converted in % of baseline

for both paws measurements in order to normalize each mouse with its own baseline value

(=100%). Moreover, a paw strength ratio was calculated for each animal (left/right paw

strength ; Anfray et al., 2021; Lebrun et al., 2022).

Statistical analyses. Differences were considered significant at a probability level of p < 5%. In

the figures, results are expressed as means ± SEM. Statistical analyses were performed using

the GraphPad Prism 9.0 software. Because all data concerning lesion size passed normality
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tests, we used 1-way Anova to compare all the groups followed by a Post-hoc test. We used

the same methodology for analyzing Laser Doppler Speckle and cytometry, and when data did

not meet normality assumptions, we used the non-parametric Kruskall-Wallis test to compare

groups followed by a Post-hoc test. Grip-test, body weight and glycemia data were compared

across groups and time by 2-ways repeated ANOVA, followed by multiple comparison test.

When there were some missing values (for weight and glycemia during time because of

exclusions, Supp. 1A Fig1-3) we used a mixed effect analysis and a Holm-Šídák's multiple

comparisons test. The Log-rank (Mantel-Cox) test was used to compare survival curves

generated with the Kaplan-Meier method.

Results

tPA loses its beneficial effect and increases the risk of HT in hyperglycemic mice

We have previously developed and phenotyped a thromboembolic ischemic stroke model in

mice, but never in conjunction with a major comorbidity of stroke. Here we thus associated

chronic hyperglycemia as a diabetes-like comorbidity. We expected to recapitulate in this

model the more severe brain damages as well as rtPA-induced HT observed in the clinical

situation (Broderick et al., 1995; Won et al., 2011). STZ induced hyperglycemia was confirmed

in an independent cohort with blood glucose levels reaching 347.5 +/-42.7 mg/dl 14 days after

the first day of STZ treatment (compared to 157.3 +/-7.2 mg/dl for the control groups, p<0.05,

Supp. 1A). This increase in blood glucose levels was accompanied by a loss of weight in animals

treated with STZ (33.2 g in the STZ group, 38.8 in Vehicle group, 14 days after the end of STZ

treatment, p<0.0001, Supp. 1A- Fig. A). 27 days after STZ treatments, there was no longer

statistical difference between the two groups in terms of body weight (35.7 g in the STZ group,

37.9 in the Vehicle group). The significant hyperglycemia (controlled in all our experimental

groups as well as body weight; Supp. 1A-2-3A-5A-6A) is maintained until day 14, on which

stroke was induced (Supp. 1A - Fig. E) and for all the following time period on which stroke

outcomes weremeasured.We thenmeasured lesion volumes, recanalization, reperfusion rates

and HT using in vivo magnetic resonance imaging and Doppler speckle flowmetry, at D1 after

stroke onset (Fig. 1A). A modified Grip-test task was also used to evaluate functional outcomes.

No mortality was observed whatever the group of animals (Suppl. Fig. 1E). Like in humans,

hyperglycemic animals (STZ) displayed bigger ischemic lesion volumes (23.38 mm3 in the Ctrl

group versus 36.00 mm3 in the STZ group, n=12-13, p=0.0017, Fig. 1B-C). Early intravenous

administration of rtPA (10 mg/kg, 20 minutes after MCAo) diminished the lesion size by 44.9%

in the non-hyperglycemic animals, while it had no effect in the hyperglycemic ones (23.38mm3

in Ctrl vs 12.88mm3 in Ctrl-tPA, p<0.01 and 36mm3 in STZ group vs 39.58 mm3 in STZ-tPA, p=0.7,

n=13). Regarding recanalization and subsequent reperfusion rates, hyperglycemic animals

displayed a similar rtPA-mediated reperfusion of the injured tissues at 40 minutes post-

treatment than non-hyperglycemic animals (+15.91% in Ctrl-tPA versus +14.06 in STZ-tPA,

n=12-13, p=0.87, suppl.2A – Fig C). However, data obtained 24 hours after MCAo using

angioscore (Fig. 1D) revealed that non-hyperglycemic animals responded to rtPA treatment in
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terms of recanalization, whereas hyperglycemic animals recover lower red but not as well (37%

of complete recanalization in Ctrl groups vs 83% of complete recanalization in Ctrl-tPA group,

and 17% of complete recanalization in STZ groups vs 53% in STZ-tPA groups, n= 12-13). In

parallel, hyperglycemic animals displayed a high level of HT assessed by using T2* MRI (Fig. 1E).

This phenomenon was not observed in non-hyperglycemic animals (38% with signs of HT - 15%

of parenchymal HT in Ctrl-tPA, n=13 vs 67% with signs of HT - 25% of parenchymal HT in STZ-

tPA group, n=12). A parallel behavior task, the grip test, was performed on days 1, 3 and 7 post-

stroke onset (Fig. 1F-G). On day 1 (D1), the ratio of the strength of left/right paws was

significatively improved in the Ctrl-tPA group (0.90, n=12) compared to the STZ-tPA group (0.79,

n=12). On D3, the ratio was still different from the baseline in STZ and STZ-tPA groups while Ctrl

and Ctrl-tPA groups showed a better recovery (Fig. 1F). Concerning the strength of both paws

compared to baseline, tPA allowed better outcome in non-hyperglycemic mice on D1 and D7

but not in hyperglycemic mice. For this parameter, we also observed a better improvement in

non-hyperglycemic mice compared to hyperglycemic mice (on D1: 88.09% in Ctrl-tPA, n= 12

versus 74.74% in STZ-tPA group, n=12; on D3: 91.07% in Ctrl-tPA versus 82.87% in STZ-tPA

group; on D7: 95.42% in Ctrl-tPA versus 87.63% in STZ-tPA group, Fig. 1G). This first set of data

demonstrate the robustness of our thromboembolic stroke model in mice, combined with

chronic hyperglycemia. As in the clinical setting, chronic hyperglycemia leads to worse

outcomes compared to normoglycemia, including larger lesion volumes, partial lack of

response to rtPA-induced recanalization at 24 hours, a higher rate of HT and poorer functional

outcomes.
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Figure 1 : Chronic hyperglycemia induces rtPA resistance and increases HT in a mouse model of thromboembolic

stroke. A) Schematic representation of the experimental protocol. B) Quantification of ischemic lesion volume 24

hours after MCAo assessed by T2-weighted imaging (7T MRI) in saline or rtPA treated (10mg/kg; Actilyse, 10%

bolus, 90% perfusion during 40 minutes) on non-hyperglycemic mice (Ctrl) or on hyperglycemic mice (STZ).

Individual values, means and SEM are plotted. 23.38mm3 for Ctrl group (n=13); 12.88mm3 for Ctrl-tPA group

(n=13); 36mm3 for STZ group (n=12); 39.58mm3 for STZ-tPA group (n=12). Ordinary one-way ANOVA (p<0,001);

Tukey multiple comparisons (** p<0.01; **** p<0.001). C) Representative T2-weighted 7T MRI brain images (left)
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and representation of the lesion distribution around bregma (right) 24 hours after MCAo in Ctrl, Ctrl-tPA, STZ and

STZ-tPA groups. D) Percentage of angiographic scores 24 hours after MCAo assessed by FLASH_TOF_2D imaging

(7T MRI) in Ctrl (n=13), Ctrl-tPA (n=13), STZ (n=12) and STZ-tPA (n=12) groups. No recanalization = complete

occlusion (black); partial recanalization = incomplete filling of the distal bed (dark grey); complete recanalization

= complete filling of the distal bed (light grey). E) Percentage of HT 24 hours after MCAO assessed by T2*-weighted

imaging (deoxyhemoglobin; 7T MRI) in Ctrl (n=13), Ctrl-tPA (n=13), STZ (n=12) and STZ-tPA (n=12) groups. F)

Quantification of the specific left paw strength deficit measured by grip-test ratio (strength of left/right paws) of

Ctrl, Ctrl-tPA, STZ and STZ-tPA groups (n=12) before MCAo and on d1, D3 and D7 after MCAo. Data were assessed

in grams. Results are represented in mean ± SEM. 2-way ANOVA: Time x Group effect =0,0211; Tukey test for

multiple comparison (*<0.05 between groups; $<0,5 vs baseline: impact of Stroke; #<0,5 vs D1: recuperation). G)

Quantification of the global strength deficit measured by grip-test of forepaws of Ctrl, Ctrl-tPA, STZ and STZ-tPA

groups (n=12) before and on D1, D3 and D7 after MCAo. Data were assessed in grams and converted in %

normalized for each animal with the corresponding baseline value (beforeMCAo). Results are represented inmean

± SEM. 2-way ANOVA: Time factor<0.0001 and group factor<0.001; Tukey test for multiple comparison (*<0.05

between groups; $<0,5 vs baseline: impact of Stroke; #<0,5 vs D1: recuperation)

It is well known in clinic that rtPA-induced thrombolysis is beneficial in a limited therapeutic

window (4.5 hours when used alone and 6 to 12 hours when combined with thrombectomy),

because its efficiency decreases quickly while side effects such as HT increase (Peña et al.,

2017). We previously reported a similar therapeutic window for rtPA treatment in the present

thromboembolic stroke model (90 minutes after stroke onset maximum, ideally 20 minutes

Orset et al., 2016). We thus tested rtPA at two times after stroke onset, within the therapeutic

window (i.e. 20 minutes) and outside of this therapeutic window (i.e. 4 hours), to evaluate if

the rate of HTs was also increased with the time-to-treatment in hyperglycemic mice. Our data

(Fig. 2) confirmed our previous data (Fig. 1), with both early rtPA and late rtPA-treatments

leading to higher level of HT in hyperglycemic animals, with no brain protection, despite

efficient recanalization rates compared to the STZ control group (80% of parenchymal and

petechial hemorrhages for early and late rtPA treated animals, n=5 compared to 30% in non-

treated animals, n=10). Altogether, this data show that chronic hyperglycemia leads to

resistance to rtPA-treatment and to a higher risk of HT, which is not aggravated when

thrombolysis is delayed.
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Figure 2 : Chronic hyperglycemia induces rtPA resistance and increases HT independently of the therapeutic

window. A) Schematic representation of the experimental protocol. B) Quantification of ischemic lesion volume

24 hours after MCAo assessed by T2-weighted imaging (7T MRI) in hyperglycemic mice treated with saline (STZ

group) or rtPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes), in early 20 minutes after MCAo

(STZ-tPA-early) or in late 4 hours after MCAo (STZ-tPA-late). Individual values, means and SEM are plotted.

34.45mm3 for STZ group (n=10); 37.01mm3 for STZ-tPA-early group (n=5); 33.98mm3 for STZ-tPA-late group (n=5).

Ordinary one-way ANOVA (p=0.1442). C) Representative T2-weighted 7T MRI brain images (left) and

representation of the lesion distribution around bregma (right) 24 hours after MCAo in STZ, STZ-tPA-early and STZ-

tPA-late groups. D) Percentage of angiographic scores 24 hours after MCAO assessed by FLASH_TOF_2D imaging

(7T MRI) in STZ (n=10), STZ-tPA-early (n=5), and STZ-tPA-late (n=5) groups. No recanalization = complete occlusion

(black); partial recanalization = incomplete filling of the distal bed (dark grey); complete recanalization = complete

filling of the distal bed (light grey). E) Percentage of HT 24 hours after MCAO assessed by T2*-weighted imaging

(deoxyhemoglobin; 7T MRI) in STZ (n=10), STZ-tPA-early (n=5) and STZ-tPA-late (n=5) groups.
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N-Acetylcysteine induces recanalization after acute thrombosis in hyperglycemic/diabetic

animals without risk of HT

We previously demonstrated that intravenous NAC administration, by targeting vWf, promotes

lysis of arterial thrombi that are resistant to the gold standard treatment rtPA (Martinez de

Lizarrondo et al., 2017) Thus, we decided to investigate whether NAC treatment could also

improve ischemic lesion size, recanalization and tissue reperfusion, risk of HT and neurological

outcomes in hyperglycemic mice after stroke. To these aims, we injected 400 mg/kg of NAC, 20

minutes after occlusive thrombus formation in STZ-pretreated mice (Fig. 3A). As expected, rtPA

and NAC either alone or combined, increased the angiographic score measured by 7T-MRI

(STZ=14% of complete recanalization; STZ-tPA=77%; STZ-NAC=64%; STZ-NAC-tPA=79%, Fig.

3D). More interestingly, NAC significantly reduced ischemic lesion sizes in hyperglycemic mice

(-33% in STZ-NAC group versus STZ group, p<0.05, n=14, Fig. 3B-C) while rtPA alone had no

effect as reported above (40.20mm3 in STZ groups vs 40.43mm3 in STZ-tPA group, p>0.99,

n=14). Moreover, rtPA did not reduce nor enhance NAC beneficial effects when co-

administered (26.92mm3 in STZ-NAC group vs 21.59mm3 in STZ-NAC-tPA group, p=0.58, n=14).

Interestingly, NAC-induced beneficial effects were not associated with an increase of HT (21%

of parenchymal hemorrhage in STZ and STZ-NAC groups, n=14), in contrast to the effect of rtPA

either alone or combined with NAC (43% in STZ-tPA group and 36% in STZ-NAC-tPA group,

n=14, Fig. 3E). Accordingly, NAC-treatment led to better functional outcomes when compared

to rtPA alone. Regarding the functional recovery test, on D1 STZ-NAC group was significantly

less impacted by stroke than the untreated group (0.84 in STZ group vs 0.91 in STZ-NAC group,

n=14, p<0.01, Fig. 3F). On D3 the functional recuperation was better in groups treated with

NAC concerning the left/right ratio and both paws (0.86 in STZ group vs 0.94 in STZ-NAC and

STZ-NAC-tPA groups, n=14, p<0.05, Fig.4F ; 84.33 in STZ group vs 94.24 in STZ-NAC group and

93.46 in STZ-NAC-tPA group, n=14, p<0.05, Fig.4G). On D7, for both parameters, only animals

treated with the combination of NAC and rtPA presented a better recovery compared to D1

(Fig. 3F-G). These data suggest that targeting vWf with NAC could be a relevant thrombolytic

strategy for stroke patients, especially in the presence of a comorbidity such as chronic

hyperglycemia to reduce the risk of HT.
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Figure 3 : N-Acetyl-Cysteine Induces Recanalization after Acute Thrombosis in chronically hyperglycemic animals

without risk of HT. A) Schematic representation of the experimental protocol. B) Quantification of ischemic lesion

volume 24 hours afterMCAo assessed by T2-weighted imaging (7TMRI) in hyperglycemic mice treated after stroke

with saline (STZ) or rtPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes; STZ-tPA group), NAC

(400 mg/kg, slow bolus during 60 seconds; STZ-NAC group) or a combination of NAC and tPA (STZ-NAC-tPA group).

40.20mm3 for STZ group (n=14); 40.43mm3 for STZ-tPA group (n=14); 26.92mm3 for STZ-NAC group (n=14);

21.59mm3 for STZ-NAC-tPA group (n=14). C) Representative T2-weighted 7T MRI brain images (left) and
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representation of the lesion distribution around bregma (right) 24 hours after MCAo in STZ, STZ-tPA, STZ-NAC and

STZ-NAC-tPA groups. D) Percentage of angiographic scores 24 hours after MCAO assessed by FLASH_TOF_2D

imaging (7T MRI) in STZ, STZ-tPA, STZ-NAC and STZ-NAC-tPA groups (n=14/group). No recanalization = complete

occlusion (black); partial recanalization = incomplete filling of the distal bed (dark grey); complete recanalization

= complete filling of the distal bed (light grey). E) Percentage of HT 24 hours after MCAO assessed by T2*-weighted

imaging (deoxyhemoglobin; 7T MRI) in STZ, STZ-tPA, STZ-NAC and STZ-NAC-tPA groups (n=14/group). F)

Quantification of the specific left paw strength deficit measured by grip-test ratio (strength of left/right paws) on

day before and on D1, D3 and D7 after MCAo in STZ, STZ-tPA, STZ-NAC and STZ-NAC-tPA groups (n=14/group).

Data were assessed in grams. Results are represented in mean ± SEM. 2-way ANOVA: Time factor<0.0001 and

group factor<0.001; Tukey test for multiple comparison (*<0.05 between groups; $<0,5 vs baseline: impact of

Stroke; #<0,5 vs D1 : recuperation). G) Quantification of the global strength deficit measured by grip-test of

forepaws before and on D1, D3 and D7 after MCAo in STZ, STZ-tPA, STZ-NAC and STZ-NAC-tPA groups

(n=14/group). Data were assessed in grams and converted in % normalized for each animal with the corresponding

baseline value (before MCAo). Results are represented in mean ± SEM. 2-way ANOVA: Time factor<0.0001 and

group factor<0.001; Tukey test for multiple comparison (*<0.05 between groups; $<0,5 vs baseline: impact of

Stroke; #<0,5 vs D1 : recuperation).

Targeting endothelial tPA-dependent NMDAR signaling increases the benefit of rtPA-mediated

thrombolysis

Some of the deleterious effects of exogenous rtPA and endogenous tPA following stroke are

mediated by their abilities to promote the activity of neuronal and/or endothelial NMDA

(Lesept et al., 2016; Macrez et al., 2016; Mehra et al., 2020). To prevent these side effects of

rtPA/tPA, we generated amonoclonal antibody, namedGlunomab, which blocks the interaction

of tPA with the amino-terminal domain of the GluN1 subunit of NMDAR and subsequent

signaling (Lesept et al., 2016).We thus investigatedwhether Glunomab alone or combined with

rtPA may counteract the deleterious effects of tPA following ischemic stroke. We first tested

Glunomab and/or rtPA in non-hyperglycemic animals (Fig. 4). As expected, early intravenous

administration of rtPA diminished the lesion size by 44% compared to non-treated animals (n=

12, p<0.05, Fig. 4B). Glunomab alone led to a brain protection (-52%, n= 12, p<0.01), also

observed in the presence of rtPA (-49%, n= 12, p<0.01). rtPA treatment promoted superficial

tissue reperfusion (57%, n= 12, p<0.05 compared to Control, Supp. 4, Fig. C) and recanalization

at 24 hours (76% of partial and complete recanalization, n= 12, Fig. 4C), either alone or

combined with Glunomab (48%, n=12, p=0.07 compared to control for tissue reperfusion

(Supp. 4, Fig. C) and 93% of partial and complete recanalization at 24 hours, n=12 for (Fig. 4C).

Interestingly, Glunomab alone improved recanalization at 24 hours (91% of partial and

complete recanalization at 24 hours, n= 12, Fig. 4C). Also, Glunomab-induced beneficial effects

were associated with no HT (0% of parenchymal hemorrhage for Glunomab alone when

compared to the 14% of parenchymal hemorrhages of rtPA alone).
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Figure 4 : Targeting endothelial tPA-dependent NMDAR signaling with Glunomab increases the benefit of rtPA-

mediated thrombolysis on non-hyperglycemic mice. A) Schematic representation of the experimental protocol. B)

Quantification of ischemic lesion volume 24 hours after MCAo assessed by T2-weighted imaging (7T MRI) in mice

treated with saline (Vehicle group), rtPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes; tPA

group), Glunomab (300µg, 100% bolus; Gluno group) or a combination of Glunomab-tPA (Gluno-tPA group).

Individual values, means and SEM are plotted. 21.57mm3 for Vehicle group (n=12); 12.07mm3 for tPA group

(n=12); 10.26mm3 for Gluno group (n=12); 11.04mm3 for Gluno-tPA group (n=12). Ordinary one-way ANOVA

(p=0.0035); Tukey multiple comparisons (* p<0.05; ** p<0.01). C) Percentage of angiographic scores 24 hours

after MCAO assessed by FLASH_TOF_2D imaging (7T MRI) in Vehicle, tPA, Gluno and Gluno-tPA groups

(n=12/groups). No recanalization = complete occlusion (black); partial recanalization = incomplete filling of the

distal bed (dark grey); complete recanalization = complete filling of the distal bed (light grey). D) Percentage of HT

24 hours after MCAO assessed by T2*-weighted imaging (deoxyhemoglobin; 7T MRI) in Vehicle, tPA, Gluno and

Gluno-tPA groups (n=12/groups).

In hyperglycemic animals (Fig. 5), as reported above, intravenous administration of rtPA failed

to reduce the lesion size (-4% compared to STZ group, n=15-16, p=0.99, Fig. 5B-C). However,

co-treatment with Glunomab and rtPA led to a dramatic reduction of the lesion volumes (-46%

in STZ-Gluno-tPA group compared to STZ group, n=15-16, p<0.01 and -43% compared to rtPA

alone n=15-16, p<0.01, Fig. 5B). Interestingly, Glunomab alone also led to a brain protection (-

31% n=15-16, p<0.05 when compared only to the control group, Fig. 5C). rtPA-mediated

reperfusion/recanalization (+10% for time-real tissue reperfusion compared to -1% for STZ

group, n=15-16, p<0.05 (Supp. 5C); and 57% of complete recanalization at 24 hours in STZ-tPA

group, n=15-16, Fig. 5D), were associated with a higher rate of HT (27% of parenchymal
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hemorrhage in STZ-tPA group n=15, Fig. 5E). Interestingly, the association of Glunomab with

rtPA improved these outcomes (67% of complete recanalization at 24 hours, n=16, Fig. 5E, +9%

for time-real tissue reperfusion compared to control group, n=16, p<0.05, Supp. 5B, and 6% of

parenchymal hemorrhage n=16 compared to STZ group = 18% of parenchymal hemorrhage,

n=16, Fig. 5E). This led to improved functional outcomes (Fig. 5F-G). For the strength of both

paws on day 7, STZ-Gluno-tPA group improved better than STZ and STZ-tPA group (on D7: 97%

from the baseline in STZ-Gluno-tPA, compared to 88% from the baseline in STZ group and 88%

in STZ-tPA group n=15-16, p<0.05). Concerning the ratio of left/right paw strength, on D7,

Glunomab alone or combined with rtPA allowed the animals to recover better than STZ and

STZ-tPA groups with ratios significantly different from the values on D1 (on D7: STZ=0.92, STZ-

tPA=0.91, STZ-Gluno=0.96, STZ-Gluno-tPA=0.96, n=15-16, p<0.05, Fig. 5F-G). These data

suggest that side effects of recombinant and endogenous tPA are in part mediated by the

endothelial tPA-NMDARs signaling.
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Figure 5 : Glunomab coupled with a thrombolytic agent improves stroke outcome and protects against HT in

chronically hyperglycemic animals A) Schematic representation of the experimental protocol. B) Quantification of

ischemic lesion volume 24 hours after MCAo assessed by T2-weighted imaging (7TMRI) in mice treated with saline

(STZ group), rtPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes; STZ-tPA group), Glunomab

(300µg, 100% bolus; STZ-Gluno group), a combination of Glunomab and rtPA (STZ-Gluno-tPA group) and a

combination of Glunomab and NAC (400mg/kg, slow bolus) on hyperglycemic mice. Individual values, means and

SEM are plotted. 28.80mm3 for STZ group (n=16); 27.66mm3 for STZ-tPA group (n=15); 20.14mm3 for STZ-Gluno

group (n=15); 15.64mm3 for STZ-Gluno-tPA group (n=16) and 14.88mm3 for STZ-NAC-Gluno group (n=15).
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Ordinary one-way ANOVA (p<0,001); Tukey multiple comparisons (** p<0.01; *** p<0.001). C) Representative T2-

weighted 7T MRI brain images (left) and representation of the lesion distribution around bregma (right) 24 hours

after MCAo in STZ, STZ-tPA, STZ-Gluno, STZ-Gluno-tPA and STZ-NAC-Gluno groups. D) Percentage of angiographic

scores 24 hours after MCAO assessed by FLASH_TOF_2D imaging (7T MRI) in STZ (n=16), STZ-tPA (n=15), STZ-

Gluno (n=15), STZ-Gluno-tPA (n=16) and STZ-Gluno-NAC (n=15) groups. No recanalization = complete occlusion

(black); partial recanalization = incomplete filling of the distal bed (dark grey); complete recanalization = complete

filling of the distal bed (light grey). E) Percentage of HT 24 hours after MCAO assessed by T2*-weighted imaging

(deoxyhemoglobin; 7TMRI) in STZ (n=16), STZ-tPA (n=15), STZ-Gluno (n=15), STZ-Gluno-tPA (n=16) and STZ-Gluno-

NAC (n=15) groups. F) Quantification of the specific left paw strength deficit measured by grip-test ratio (strength

of left/right paws) of STZ (n=16), STZ-tPA (n=15), STZ-Gluno (n=15), STZ-Gluno-tPA (n=16) and STZ-Gluno-NAC

(n=15) groups one day before and on D1, D3 and D7 after MCAo. Data were assessed in grams. Results are

represented in mean ± SEM. 2-way ANOVA: Time effect<0.0001 and Group effect<0.01; Tukey test for multiple

comparison (*<0.05 between groups; $<0,5 vs baseline: impact of Stroke; #<0,5 vs D1 : recuperation). G)

Quantification of the global strength deficit measured by grip-test of forepaws of STZ (n=16), STZ-tPA (n=15), STZ-

Gluno (n=15), STZ-Gluno-tPA (n=16) and STZ-Gluno-NAC (n=15) groups one day before and on D1, D3 and D7 after

MCAo. Data were assessed in grams and converted in % normalized for each animal with the corresponding

baseline value (before MCAo). Results are represented in mean ± SEM. 2-way ANOVA: Time factor<0.0001; Tukey

test for multiple comparison (*<0.05 between groups; $<0,5 vs baseline: impact of Stroke; #<0,5 vs D1 :

recuperation)

Combination of the thrombolytic NAC with Glunomab as a new hope for treatment of ischemic

stroke

We also tested Glunomab in combination with NAC in our model of thromboembolic stroke in

hyperglycemic animals (Fig. 5). Early intravenous administration of NAC and Glunomab

diminished the lesion size by 48% compared to non-treated STZ animals (n= 15-16, p< 0.005,

Fig. 5B) or rtPA treated STZ-animals (-46.2%, n= 15-16, p<0.01, Fig 5B). Accordingly, NAC

combined with Glunomab promoted 24 hours-recanalization (79% of complete recanalization,

n= 16, Fig. 5D). These beneficial effects were accompanied by the absence of HT (0% of

parenchymal hemorrhage, Fig. 5E), also in agreement with the improved functional outcomes

(Fig. 5F-G). For the ratio of strength (Fig. 5F), on day 1, 3 and 7 NAC combined with Glunomab

provided significantly better outcomes than STZ and STZ-tPA groups (on D1: STZ-NAC-

Gluno=0.92, STZ=0.87, STZ-tPA=0.85, p<0.05; on D3: STZ-NAC-Gluno=0.95, STZ=0.89, STZ-

tPA=0.89, p<0.05; on D7: STZ-NAC-Gluno=0.98, STZ=0.93, STZ-tPA=0.91, n=15-16, p<0.05).

Concerning the strength of both paws, on D7 we observed a better middle-term recuperation

of STZ-NAC-Gluno compared to STZ and STZ-tPA (on D7: STZ-NAC-Gluno=96, STZ=88, STZ-

tPA=88, n=15-16, p<0.05, Fig. 5G).

Targeting endothelial tPA-dependent NMDARs signaling reduces infiltration of circulating

inflammatory cells in the ischemic brain

Previous data have shown that Glunomab, by inhibiting the tPA-dependent endothelial NMDAR

interaction, was able to reduce immune cell migration across the BBB both in vitro and in vivo



120

(Lesept et al., 2016; Mehra et al., 2020). We thus hypothesized that Glunomab could also

mediate therapeutic effects later in the course of stroke by reducing immune cells infiltration

(Drieu, Buendia, Levard, Hélie, Brodin, Vivien and Rubio, 2020). Flow cytometry analyses were

performed from brain tissues of non-hyperglycemic mice and hyperglycemic mice subjected to

thromboembolic stroke, either treated with or without rtPA and Glunomab, at 5 days after

stroke onset (n=5-6, Fig. 6). It is important to note that animals used for the present analysis (5

days post-stroke onset) displayed the same outcomes than observed in the precedent figures

measured at 24 hours post-stroke in term of lesion volumes, angiographic scores HT and real-

time reperfusion tissue (n=5-6, Supp. 6). We analyzed CD11b+/CD45low microglial cells;

CD11b+/CD45high activated microglial cells or infiltrated macrophages; CD11+/CD45+/Ly6G+

neutrophils; CD3+ T cells; CD8+ T cells and CD4+ T cells (Fig. 6). As expected, ischemia led to an

increased inflammatory status for almost all the types of cells analyzed (Fig. 6). Hyperglycemia

also increased infiltration of CD8 positive T-cells and neutrophils in the ipsilateral hemisphere

(+97.5% of CD8+ T cells, p<0.01 and +98.9% of neutrophils, p=0.4783 for the non rtPA-treated

animals and +76.1% of CD8+ T cells, p=0.0528 and +198.3% of neutrophils, p<0.05 for the rtPA-

treated animals). Five days after stroke onset, the levels of neutrophils and CD8+ T cells were

increased in the ipsilateral hemisphere of hyperglycemic mice, especially after tPA treatment

(Fig. 6). The administration of Glunomab led to a reduction of the infiltration of both cell types,

especially when associated with tPA (-8.4% of neutrophils, p=0.99 and -22.1% of CD8+ T cells,

p=0.55 for the Glunomab-treated hyperglycemic mice compared to vehicle-treated

hyperglycemic mice; -50.8% of neutrophils, p=0.49 and -47.8% of CD8+ T cells, p<0.05 for

Glunomab- and rtPA-treated hyperglycemic mice compared to the vehicle-treated

hyperglycemic mice and -67.2% of neutrophils, p<0.05 and -41.4% of CD8 positive T cells,

p=0.0854 for the hyperglycemic Glunomab- and rtPA-treated mice compared to the

hyperglycemic rtPA-treated mice). These data reveal that the beneficial effects of Glunomab

on the different outcomes following stroke are associated with reduced invasion of the brain

tissue by circulating inflammatory cells.
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Figure 6 : Targeting endothelial tPA-dependent NMDAR signaling with Glunomab reduces invasion of the ischemic

brain tissues by circulating inflammatory cells. A) Schematic representation of the experimental protocol. B)

Representative flow cytometry dot-plots and gating strategy used for quantification of CD11b+ CD45low microglia,

CD11b+ CD45hi active microglia and CD11b+ CD45+ Ly6G+ neutrophils 5 days after stroke in ipsilateral and

contralateral mice brain. C) Flow cytometry quantification of microglia, active microglia and neutrophils 5 days

after stroke in mice brain in Ctrl group (n=6), STZ group (n=5), in STZ-tPA group (n=5), in STZ-Gluno group (n=5)

and in STZ-Gluno-tPA group (n=5); * p<0.05; Ordinary one-way ANOVA; Tukey multiple comparisons. D)

Representative flow cytometry dot-plots and gating strategy used for quantification of CD3+ T cells, CD3+CD8+

cytotoxic T cells and CD3+CD4+ regulatory/helper T cells 5 days after stroke in mice brain. E) Flow cytometry

quantification of CD3+ T cells 5 days after stroke in mice brain in Ctrl group (n=6), STZ group (n=5), in STZ-tPA group

(n=5), in STZ-Gluno group (n=5) and in STZ-Gluno-tPA group (n=5); * p<0.05; Ordinary one-way ANOVA; Tukey

multiple comparisons. F) Flow cytometry quantification of CD3+CD8+ cytotoxic T cells 5 days after stroke in mice

brain in Ctrl group (n=6), STZ group (n=5), in STZ-tPA group (n=5), in STZ-Gluno group (n=5) and in STZ-Gluno-tPA

group (n=5); * p<0.05; Ordinary one-way ANOVA; Tukey multiple comparisons. G) Flow cytometry quantification

of CD3+CD4+ regulatory/helper T cells 5 days after stroke in mice brain in Ctrl group (n=6), STZ group (n=5), in STZ-

tPA group (n=5), in STZ-Gluno group (n=5) and in STZ-Gluno-tPA group (n=5); * p<0.05; Ordinary one-way ANOVA;

Tukey multiple comparisons.

Altogether, our data reveal for the first time in a thromboembolic experimental stroke model

responsive to rtPA treatment, that hyperglycemia leads to a failure of rtPA treatment, promotes

rtPA-associated risk of HT and increased inflammatory status. These side effects are mediated

by the endothelial tPA-NMDARs signaling. We thus demonstrate here the clinical relevance of

Glunomab, a monoclonal antibody generated to block the interaction of both recombinant and

endogenous tPA with endothelial NMDARs (Lesept et al., 2016; Macrez et al., 2016; Mehra et

al., 2020), either combined with the gold standard thrombolytic rtPA or with NAC, a new

thrombolytic approach currently under evaluation (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04918719).
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Discussion

In the present study, we observe that the most feared complications of rtPA-treatment

following ischemic stroke, inflammation and HT, depend on tPA interaction with endothelial

NMDARs. We also provide support to adjunct/alternative candidates, which should render

thrombolysis safer and more efficient, for a wider proportion of patients, including those at risk

like diabetic patients.

To demonstrate this, we used a preclinical model of thromboembolic stroke in mice, in which

chronic hyperglycemia led to a resistance to the gold standard rtPA treatment, and increased

both brain inflammation and HT. Chronic hyperglycemia was induced by multiple injections of

low doses of STZ. Due to its high toxicity for pancreatic beta cells, STZ raises blood glucose levels

between 250 and 600 mg/dl in mice, which could be considered as moderate to severe

hyperglycemia in humans (Deeds et al., 2011; King, 2012; Furman, 2015).

To block the tPA-dependent endothelial NMDAR signaling, we used Glunomab, a monoclonal

antibody able to compete the binding site of tPA to the GluN1 subunit of NMDAR (Lesept et al.,

2016;Macrez et al., 2016). Glunomab, through its humanized form, is currently in development

for a future clinical application in ischemic stroke patients. As thrombolytics, we used either the

clinically gold standard rtPA (Actilyse) or NAC previously demonstrated to promote lysis of rtPA-

resistant clots by targeting the vWf contained in platelet-rich clots (Martinez de Lizarrondo et

al., 2017). A clinical trial is ongoing (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04918719) to demonstrate

the safety and efficacy of NAC in stroke patients in combination with the gold standard

treatments, thrombolysis mediated by rtPA with or without endovascular thrombectomy.

The dose of human rtPA used in this study was 10 mg/kg, with an intravenous injection as in

the clinic, i.e. 10 % in bolus and 90% in infusion (40 minutes). We used the dose of 10 mg/kg

instead of 0.9 mg/kg in human, since human tPA displays a ten-fold less affinity for murine

plasminogen versus human plasminogen (Orset et al., 2007, 2016). At a dose of 160 μg per

mice, Glunomab is known to block the tPA-dependent activation of endothelial NMDAR and

thus inflammatory processes in an in vivo model of multiple sclerosis (Macrez et al., 2016).

Regarding the efficacy of Glunomab after stroke, we have determined, in a preliminary

experiment, that the most effective dose in normoglycemic mice in the same thromboembolic

model was 300ug. NAC was injected at the dose of 400 mg/kg as a slow bolus, as we did in our

previous preclinical stroke study (Martinez de Lizarrondo et al., 2017). This corresponds to a

dose which is only slightly higher (but more rapidly injected) than the dose used to treat

acetaminophen poisoning in human (300 mg/kg). All drugs were used 20 minutes after stroke

onset within a previously estimated therapeutic window of 90minutes for the preclinical model

used here (Orset et al., 2007; Martinez de Lizarrondo et al., 2017). All these treatments were

administered in agreement with their potential clinical use, supporting the translational

relevance of our present findings.
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When performed in animals with no comorbidities, the thromboembolic stroke model induced

by thrombin leads to a fibrin rich clot sensitive to rtPA treatment with no HT (Orset et al., 2007,

2016; Anfray et al., 2021; van Moorsel et al., 2022), when thrombolysis is performed early (20

minutes after stroke onset) or late (4 hours after stroke onset ; Orset et al., 2016; Drieu,

Buendia, Levard, Hélie, Brodin, Vivien and Rubio, 2020), even some studies reported HT after

late thrombolysis (García-Yébenes et al., 2011; García-Culebras et al., 2017).

Interestingly, we also used a thromboembolic stroke model initiated by the formation of a

platelet-rich clot (application of FeCl3 on the endothelium of the M2 segment of MCA ; Karatas

et al., 2011;Martinez de Lizarrondo et al., 2017) amodel which is resistant to rtPA, but sensitive

to thrombolytics capable of prevent platelet aggregates (Martinez de Lizarrondo et al., 2017).

This model is relevant, as new drugs for rtPA-resistant stroke etiologies are needed. Promising

results have been reported, including an antibody targeting the platelet receptor Gp1B-alpha

(Wu et al., 2002; De Meyer et al., 2011; Schuhmann et al., 2017), N-acetylcysteine targeting

vWf (Martinez de Lizarrondo et al., 2017; Uemura et al., 2018; Sabetghadam et al., 2020) or a

new fibrinolytic, Microlyse, made by the combination of an antibody targeting fibrin and

urokinase (de Maat et al., 2022).

Here, we show that chronic hyperglycemia, a common co-morbidity in the population of stroke

patients (up to 50% of patients ; Lindsberg and Roine, 2004a; McCormick et al., 2008) converts

rtPA-sensitive clots to partially rtPA-resistant ones, thus worsening stroke outcomes. This

preclinical model displays also a higher rate of HT following rtPA treatment. The risk of HT

following ischemic stroke in human is one of the most important (if not the most important)

limitation to treat more patients and it narrows the therapeutic window (Messé et al., 2016;

Peña et al., 2017; Kaesmacher et al., 2018; Maïer, Desilles and Mazighi, 2020). Thus, our study

provides a preclinical tool to better understand the mechanisms leading to HT and to screen

more accurately the safety profile of new thrombolytics candidates before clinical transfer.

In this context, we demonstrate that Glunomab may be a good candidate to counteract the

deleterious effect of rtPA, including the risk of HT, which may be related to reduced

inflammatory processes. We also show that NAC, a potent thrombolytic targeting vWf in clots,

is capable to lyse clots resistants to rtPA, without improving HT. It is interesting to note that

Glunomab either alone (thereby targeting the endogenous tPA) or combined with either

exogenous rtPA or NAC, also reduces ischemic lesion volumes and infiltration of inflammatory

cells into the injured brain tissue, thus improving functional recovery.

The clinical relevance of our results is also supported by the fact that NAC was reported to

improve outcomes in patients with acute myocardial infarction treated with streptokinase and

nitroglycerine, an effect associated with a trend toward faster coronary reperfusion in NAC-

treated patients (–39% ; Arstall et al., 1995; Sochman, 2002;Marenco and Frye, 2019). Similarly,

the NACIAM trial (N-Acetylcysteine in Acute Myocardial Infarction) demonstrated that the use

of NAC in patients with ST-segment–elevationmyocardial infarction led to an accelerated tissue
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reperfusion, a more rapid chest pain resolution, and a reduction of 33% of the myocardial

infarct size in comparison with placebo-treated controls (Pasupathy et al., 2017).

The brain contains different subsets of resident cells, which could contribute to inflammation

following ischemic stroke when they are activated including microglia and border-associated

macrophages (BAMs ; Pedragosa et al., 2018; Drieu, Buendia, Levard, Hélie, Brodin, Vivien and

Rubio, 2020a; Rajan et al., 2020). Other cells can contribute to the inflammatory processes

following ischemic stroke, especially circulating immune cells as circulating macrophages,

neutrophils and T cells (Chen et al., 2021; Kumari and Sinha, 2021; Wanrooy, Wen and Wong,

2021), which can cross the injured BBB and then reach the brain parenchyma (Drieu, Buendia,

Levard, Hélie, Brodin, Vivien and Rubio, 2020; Qiu et al., 2021; Candelario-Jalil, Dijkhuizen and

Magnus, 2022). Briefly, although CD8 positive T cells are mainly considered to be toxic, the CD8

negative (CD4 positive) T cells are mainly protective (including the T regulatory and T helper

lymphocytes ; Zhang et al., 2021). The roles of macrophages and neutrophils are still debated

with functions that would differ depending on time after stroke onset (Chiba and Umegaki,

2013; Jian et al., 2019; Han, Liu and Gao, 2020). Based on a previous study (Drieu, Lanquetin,

Levard, Glavan, Campos, Quenault, Lemarchand, et al., 2020), we have investigated the

presence of these different cell types on different treatment conditions, 5 days after stroke

onset. As expected, stroke increases the inflammatory status of the injured brain parenchyma,

a phenomenon worsened by chronic hyperglycemia and rtPA exposure. As demonstrated

previously in a preclinical model of multiple sclerosis (Louet et al., 2022), Glunomab reduce the

infiltration of CD8 positive T cells and neutrophils. Even there is a evidences of an impact of

systemic inflammatory and immune responses in hemorrhagic strokes (Saand et al., 2019;

Spronk et al., 2021), it is difficult in our study to determine which phenomenon occur first

between alteration of the integrity of the BBB (HT measured here one day post-stroke onset)

and infiltration of inflammatory cells (measured 5 days post-stroke onset) to explain the

protective effect of Glunomab. Nevertheless, we can hypothesize that the two phenomena

contribute to the deficits observed post-stroke. These data are in agreement with the well-

accepted concept that targeting the immune system dysregulation may be a good strategy to

promote brain recovery post-stroke. In fact, Glunomab is not directly targeting the

inflammatory cells, but rather is closing-down the ”entry door” these cells use to cross the BBB

(Macrez et al., 2016; Mehra et al., 2020), thus probably lowering the risk of secondary

deleterious effects (Drieu, Buendia, Levard, Hélie, Brodin, Vivien and Rubio, 2020a). Targeting

tPA-dependent endothelial NMDARs is thus an interesting strategy which needs to be further

investigated, in a dedicated clinical trial.

tPA was first characterized as a fibrinolytic based on its ability to activate circulating

plasminogen into plasmin (Tissue Plasminogen Activator for Acute Ischemic Stroke | NEJM,

1995). Our present study confirms this function of tPA, unfortunately not optimal in conditions

of chronic hyperglycemia. The functions of tPA are not limited to this pro-fibrinolytic activity,

the drug is now considered as a cytokine-like molecule and a neuromodulator (Hu et al., 2006;

Lenoir et al., 2019). About the mechanisms which could explain these new functions of tPA,
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one is related to its ability to modulate NMDAR signaling both in neurons and endothelial cells

(Lesept et al., 2016; Macrez et al., 2016; Mehra et al., 2020; Louet et al., 2022). Our present

data reveal that the tPA-dependent NMDAR signaling directly contributes to both infiltration of

inflammatory cells across the BBB and HT. These processes directly involve endothelial cells,

since s Glunomab administered intravenously is reaching, by this mean, its main target, the

NMDARs present on vascular endothelial cells. We can then postulate that the off-target

functions of tPA after ischemic stroke mainly depend on NMDAR present at the luminal side of

endothelial cells.

Although our methodology and our results seem to correspond to clinical observations, this

study has some limitations. First, human thrombi may have different structures and more

heterogeneities than those reproduced in our present preclinical models. Even if the present

data argue that targeting the endothelial tPA-dependent NMDAR signaling with Glunomab

during stroke could be of interest in clinic, the relevance of preclinical models for translation to

clinic is still debated. However, we believe that our thromboembolic stroke model, which is

responsive to the gold-standard rtPA, is as close as possible to clinical situations. Second, the

model of chronic hyperglycemia induced by using STZ may not fully reproduce the clinical

situations such as diabetes. Even the multiple injection of low doses of STZ produce a situation

closer to a type-1 diabetes in term of pathogenesis and morphologic changes than a treatment

with a single high dose of STZ (Kolb, 1987; Weide and Lacy, 1991; Furman, 2015). Third, even

if we considered chronic hyperglycemia as a comorbidity of stroke, other comorbidities would

be interesting to include, such as high blood pressure and ageing. Fourth, increased levels of

circulating Type 1 Plasminogen Activator Inhibitor (PAI-1) were reported in type 2 diabetic

patients, which could interfere with tPA effects, although this does not necessarily hold true

for type 1 diabetes (Altalhi, Pechlivani and Ajjan, 2021). Anyway, further investigations about

endogenous PAI-1 and tPA levels would be interesting to perform in a future study. Fifth, it

would be also important to consider the two sexes in future investigations and not only males

as we performed here.

Further preclinical data and, hopefully, clinical trials are now needed to provide evidence that

targeting endothelial tPA-dependent NMDAR would improve the treatment of ischemic stroke

patients. It is also important to keep in mind that both endogenous and recombinant tPA can

interact with endothelial NMDAR, suggesting that this strategy may be relevant for patients

non treated with rtPA and for patients treated with derivatives of rtPA such as Tenecteplase,

which also interacts with NMDA receptors (López-Atalaya et al., 2007).
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Supplementary data

Supplementary 1A. A) Time course of blood glucose level after multiple low-dose STZ injection in an independent

cohort of mice. Mice were treated with STZ (40mg/kg) or wit HBSS (Vehicle) for 5 consecutive days (n=10 per

group at the beginning of the experimentation). Mixed-effects model: Time x Group<0,0001; Holm-Šídák's

multiple comparisons test; * p<0,05. B) Mean of blood glucose level 24 hours before MCAo (D-1) of Ctrl

(152,8mg/dL; n=13), Ctrl-tPA (156,9mg/d; n=13), STZ (418,3mg/dL ; n=12)and STZ-tPA (373mg/dL ; n=12). Results

are represented in mean ± SEM. Figure in relation to Fig. 1. C) Time course of weight after multiple low-dose STZ

injection in an independent cohort of mice. Mice were treated with STZ (40mg/kg) or wit HBSS (Vehicle) for 5

consecutive days (n=10 per group). Mixed-effects model: Time x Group<0,0001; Holm-Šídák's multiple

comparisons test; **** p<0,0001. D) Mean animal weight onMCAo day (D0) of Ctrl (38,15 ; n=13), Ctrl-tPA (38,26;

n=13), STZ (34,13; n=12)and STZ-tPA (34,56; n=12). Results are represented in mean ± SEM. Figure in relation to

Fig. 1. E) Table of inclusion and mortality.
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Supplementary 1B. A) Schematic representation of the experimental protocol and pseudo colored representative

maps of the superficial CBF, highlighting CBF change on the ipsilateral compared to the contralateral hemisphere

after MCAO and before treatment. The color scale represents CBF values and has no unit. B) Quantification of the

CBF difference between ipsilateral and contralateral hemisphere extracted from Doppler speckle images after

MCAo and before treatment (between t1 and t2 on the Fig. 1A) in Ctrl (n=13), Ctrl-tPA (n=13), STZ (n=12) and STZ-

tPA (n=12) groups. Individual values, means and SEM are plotted. 55% for Ctrl group (n=13); 55% for Ctrl-tPA group

(n=13); 47% for STZ group (n=12); 52% for STZ-tPA group (n=12). Ordinary one-way ANOVA p=0,12. No differences

between groups C) Delta of the % of reperfusion between t1 (10-15 minutes after stroke onset) and t3 (40 minutes

after stroke onset) in saline or rtPA treated (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes) on

non-hyperglycemic mice (Ctrl) or on hyperglycemic mice (STZ). CBF signal measured in the ipsilateral side was

expressed as a % of the CBFs on the contralateral side. Individual values, means and SEM are plotted. 3% for Ctrl

group (n=13); 16% for Ctrl-tPA group (n=13); 9% for STZ group (n=12); 15% for STZ-tPA group (n=12). Ordinary

one-way ANOVA (p<0,0001); Tukey multiple comparisons (* p<0.05; *** p<0.001; **** p<0.001). D) Delta of the

% of reperfusion between t1 (10-15 minutes after stroke onset) and t2 (40minutes after stroke onset) in saline or

rtPA treated (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes) on non-hyperglycemic mice (Ctrl)

or on hyperglycemic mice (STZ) depending on specific areas. CBF signal measured in the ipsilateral side was

expressed as a % of the CBFs on the contralateral side. Individual values, means and SEM are plotted. Ordinary

one-way ANOVA (p<0,01); Tukey multiple comparisons * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001).

Ipsilateral and contralateral hemispheres were divided in 3 symmetrical areas; The ipsilateral Area 1 is the

superficial zone farthest from the core, Area 2 corresponds to the superficial perilesional area and Area 3

corresponds to the surface area of the core.

Supplementary 2. A) Mean of blood glucose level at the receipt of the animals (3-4 weeks before MCAo) and 24

hours before MCAo (D-1) of STZ group (n=10), STZ-tPA-early group (n=5) and STZ-tPA-late group (n=5). Results are

represented in mean ± SEM. Baseline values: STZ=153mg/dl; STZ-tPA-early=137 and STZ-tPA-late=160. Do MCAo

values: STZ=399mg/dl; STZ-tPA-early=440 and STZ-tPA-late=492. 2-way ANOVA: Time factor<0.0001; Šídák's

multiple comparisons test for multiple comparison, **** p<0.0001. B) Mean of weight at the receipt of the animals

(3-4 weeks before MCAo) and 24 hours before MCAo (D-1) of STZ group (n=10), STZ-tPA-early group (n=5) and

STZ-tPA-late group (n=5). Results are represented in mean ± SEM. Baseline values: STZ=34.9g; STZ-tPA-early=32.6

and STZ-tPA-late=33.6. Do MCAo values: STZ=35.0g; STZ-tPA-early=31.4 and STZ-tPA-late=33.8. 2-way ANOVA:

Time factor=0.52.
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Supplementary 3. A) Mean of blood glucose level at the receipt of the animals (3-4 weeks before MCAo) and 24

hours before MCAo (D-1) of STZ, STZ-tPA, STZ-NAC and STZ-NAC-tPA groups (n=14). Results are represented in

mean ± SEM. Baseline values: STZ=146mg/dl, STZ-tPA=144, STZ-NAC= 144 and STZ-NAC-tPA=146. DoMCAo values:

STZ=428mg/dl; STZ-tPA=416, STZ-NAC=444 and STZ-NAC-tPA=469. 2-way ANOVA: Time factor<0.0001;

Bonferroni’s multiple comparisons test for multiple comparison, **** p<0.0001. B) Mean of weight at the receipt

of the animals (3-4 weeks before MCAo) and 24 hours before MCAo (D-1) of STZ, STZ-tPA, STZ-NAC and STZ-NAC-

tPA groups (n=14). Results are represented in mean ± SEM. Baseline values: STZ=35.1g, STZ-tPA=34.9, STZ-

NAC=36.1and STZ-NAC-tPA=34.9. Do MCAo values: STZ=35.0g, STZ-tPA=32.5, STZ-NAC=36.4 and STZ-NAC-

tPA=34.8. 2-way ANOVA: Time factor=0.17.
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Supplementary 3B. A) Schematic representation of the experimental protocol and pseudo colored representative

maps of the superficial CBF, highlighting CBF change on the ipsilateral compared to the contralateral hemisphere

after MCAO and before treatment. The color scale represents CBF values and has no unit. B) Quantification of the

CBF difference between ipsilateral and contralateral hemisphere extracted from Doppler speckle images after

MCAo and before treatment (between t1 and t2 on the Fig. 1A) in STZ, STZ-tPA, STZ-NAC and STZ-NAC-tPA groups

(n=14). Individual values, means and SEM are plotted. 50% for STZ group (n=14); 51% for STZ-tPA group (n=14);

45% for STZ-NAC group (n=14); 48% for STZ-NAC-tPA group (n=14). Kruskal-Wallis, p=0,19. No differences between

groups C) Delta of the % of reperfusion between t1 (10-15 minutes after stroke onset) and t3 (40 minutes after

stroke onset) in hyperglycemic mice treated with saline (STZ group), rtPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90%
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perfusion during 40 minutes; STZ-tPA group), NAC (400 mg/kg, slow bolus during 60 seconds; STZ-NAC group) or

a combination of NAC and tPA (STZ-NAC-tPA group). CBF signal measured in the ipsilateral side was expressed as

a % of the CBFs on the contralateral side. Individual values, means and SEM are plotted. 8% for STZ group (n=14);

17% for STZ-tPA group (n=14); 20% for STZ-NAC group (n=14); 9% for STZ-NAC-tPA group (n=14). Kruskal-Wallis

test p=0.69. D) Delta of the % of reperfusion between t1 (10-15 minutes after stroke onset) and t2 (40 minutes

after stroke onset) in saline or tPA treated (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes) and

NAC treated (400mg/kg in a slow bolus) on hyperglycemic mice (STZ) in specific areas. CBF signal measured in the

ipsilateral side was expressed as % of the CBFs on the contralateral side. Individual values, means and SEM are

plotted, n=14. Kruskal-Wallis <0.05 for Area 1 and >0.05 for Area 2 and 3. No differences between groups.

Ipsilateral and contralateral hemispheres were divided in 3 symmetrical areas; The ipsilateral Area 1 is the

superficial zone farthest from the core, Area 2 corresponds to the superficial perilesional area and Area 3

corresponds to the surface area of the core.
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Supplementary 4. A) Schematic representation of the experimental protocol and pseudo colored representative

maps of the superficial CBF, highlighting CBF change on the ipsilateral compared to the contralateral hemisphere

after MCAO and before treatment. The color scale represents CBF values and has no unit. B) Quantification of the

CBF difference between ipsilateral and contralateral hemisphere extracted from Doppler speckle images after

MCAo and before treatment (between t1 and t2 on the Fig. 1A) in Control (n=12), tPA (n=12), Gluno (n=12) and

Gluno-tPA (n=12) groups. Individual values, means and SEM are plotted. 55% for Control group (n=12); 55% for

tPA group (n=12); 56% for Gluno group (n=12); 50% for STZ-tPA group (n=12). Ordinary one-way ANOVA p=0,73.

No differences between groups C) Delta of the % of reperfusion between t2 (15-20 minutes after stroke onset)

and t3 (40 minutes after stroke onset) in mice treated with saline (Vehicle group), tPA (10mg/kg; Actilyse, 10%

bolus, 90% perfusion during 40 minutes; tPA group), Glunomab (300µg, 100% bolus; Gluno group) or a

combination of Glunomab-tPA (Gluno-tPA group). CBF signal measured in the ipsilateral side was expressed as a

% of the CBFs on the contralateral side. Individual values, means and SEM are plotted. -4% for Control group
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(n=12); 57% for tPA group (n=12); 20% for Gluno group (n=12); 48% for Gluno-tPA group (n=12). Kruskal-Wallis

test (p<0,05); Dunn’s multiple comparisons test (* p<0.05). D) Delta of the % of reperfusion between t1 (10-15

minutes after stroke onset) and t2 (40 minutes after stroke onset) in mice treated with saline (Vehicle group), tPA

(10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes; tPA group), Glunomab (300µg, 100% bolus;

Gluno group) or a combination of Glunomab-tPA (Gluno-tPA group) depending on specific areas. CBF signal

measured in the ipsilateral side was expressed as a % of the CBFs on the contralateral side. Individual values,

means and SEM are plotted, n=12. Ordinary one-way Anova test (p>0,05). Ipsilateral and contralateral

hemispheres were divided in 3 symmetrical areas; The ipsilateral Area 1 is the superficial zone farthest from the

core, Area 2 corresponds to the superficial perilesional area and Area 3 corresponds to the surface area of the

core.

Supplementary 5A. A) Mean of blood glucose level at the receipt of the animals (3-4 weeks before MCAo) and 24

hours before MCAo (D-1) of STZ group (n=16), STZ-tPA group (n=15), STZ-Gluno group (n=15), STZ-Gluno-tPA

group (n=16) and STZ-NAC-Gluno group (n=15). Results are represented in mean ± SEM. Baseline values:

STZ=138mg/dl; STZ-tPA=134; STZ-Gluno=136; STZ-Gluno-tPA=134 and STZ-NAC-Gluno=136. D-1 MCAo values:

STZ=340mg/dl; STZ-tPA=330; STZ-Gluno=295; STZ-Gluno-tPA=302 and STZ-NAC-Gluno=318. 2-way ANOVA: Time

factor<0.0001; Šídák's multiple comparisons test for multiple comparison, **** p<0.0001. B) Mean of weight at

the receipt of the animals (3-4 weeks before MCAo) and the day of MCAo (D0) of S STZ group (n=16), STZ-tPA

group (n=15), STZ-Gluno group (n=15), STZ-Gluno-tPA group (n=16) and STZ-NAC-Gluno group (n=15). Results are

represented in mean ± SEM. Baseline values: STZ=33.4g; STZ-tPA=33.7; STZ-Gluno=33.9; STZ-Gluno-tPA=33.5 and

STZ-NAC-Gluno=35.2. D0 MCAo values: STZ=31.5g; STZ-tPA=33.3; STZ-Gluno=32.33; STZ-Gluno-tPA=32.94 and

STZ-NAC-Gluno=33.26. 2-way ANOVA: Time factor<0.05. C) Table of inclusion and mortality. D) Effects of STZ and

treatments on survival from D0 (MCAo) to D7 (p=0.23; Log-rank of Mantel-Cox test).
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Supplementary 5B. A) Schematic representation of the experimental protocol and pseudo colored representative

maps of the superficial CBF, highlighting CBF change on the ipsilateral compared to the contralateral hemisphere

after MCAO and before treatment. The color scale represents CBF values and has no unit. B) Quantification of the

CBF difference between ipsilateral and contralateral hemisphere extracted from Doppler speckle images after

MCAo and before treatment (between t1 and t2 on the Fig. 1A) n STZ (n=16), STZ-tPA (n=15), STZ-Gluno (n=15),

STZ-Gluno-tPA (n=16) and STZ-Gluno-NAC (n=15) groups. Individual values, means and SEM are plotted. 54% for

STZ group; 49% for STZ-tPA group; 49% for STZ-Gluno group; 51% for STZ-Gluno-tPA group and 51% for STZ-NAC-

Gluno group. Ordinary one-way ANOVA p=0,91. No differences between groups C) Delta of the % of reperfusion

between t2 (15-20 minutes after stroke onset) and t3 (40 minutes after stroke onset) in mice treated with saline
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(STZ group), tPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes; STZ-tPA group), Glunomab

(300µg, 100% bolus; STZ-Gluno group), a combination of Glunomab and rtPA (STZ-Gluno-tPA group) and a

combination of Glunomab and NAC (400mg/kg, slow bolus) on hyperglycemic mice. CBF signal measured in the

ipsilateral side was expressed as a % of the CBFs on the contralateral side. Individual values, means and SEM are

plotted. -1% for STZ group (n=16); 10% for STZ-tPA group (n=15); 0% for Gluno group (n=15); 9% for STZ-Gluno-

tPA group (n=16) and 4% for STZ-NAC-Gluno group. Ordinary one-way ANOVA test p<0,01); Tukey’s multiple

comparisons test (* p<0.05). D) Delta of the % of reperfusion between t2 (15-20 minutes after stroke onset) and

t3 (40 minutes after stroke onset) in mice treated with saline (STZ group), tPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90%

perfusion during 40 minutes; STZ-tPA group), Glunomab (300µg, 100% bolus; STZ-Gluno group), a combination of

Glunomab and tPA (STZ-Gluno-tPA group) and a combination of Glunomab and NAC (400mg/kg, slow bolus) on

hyperglycemic mice depending on specific areas. CBF signal measured in the ipsilateral side was expressed as a %

of the CBFs on the contralateral side. Individual values, means and SEM are plotted. Kruskal-Wallis test p<0,05 and

Dunn’s test compared to STZ for area 2 and Kruskal-Wallis test p<0,01 and Tukey’s multiple test for area 3, (*

p<0.05). Ipsilateral and contralateral hemispheres were divided in 3 symmetrical areas; The ipsilateral Area 1 is

the superficial zone farthest from the core, Area 2 corresponds to the superficial perilesional area and Area 3

corresponds to the surface area of the core.
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Supplementary 6. A) Quantification of ischemic lesion volume 24 hours after MCAo assessed by T2-weighted

imaging (7T MRI) in mice treated with saline (Ctrl group), with STZ (STZ group), tPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus,

90% perfusion during 40 minutes; STZ-tPA group), Glunomab (300µg, 100% bolus; STZ-Gluno group) and a

combination of Glunomab and tPA (STZ-Gluno-tPA group). Individual values, means and SEM are plotted.

19.43mm3 for Ctrl group (n=6); 30.63mm3 for STZ group (n=5); 28.04mm3 for STZ-tPA group (n=5); 23.55mm3 for

STZ-Gluno group (n=5) and 16.7mm3 for STZ-Gluno-tPA group (n=5). Kruskall-Wallis test; n=0.25. B) Mean of blood

glucose level 24 hours before MCAo (D-1) of Ctrl group (n=6), STZ group (n=5), STZ-tPA group (n=5), STZ-Gluno
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group (n=5), and STZ-Gluno-tPA group (n=5). Results are represented in mean ± SEM. D-1 MCAo values:

Ctrl=129mg/dl; STZ=387; STZ-tPA=386; STZ-Gluno=304 and STZ-Gluno-tPA=364. 1-way ANOVA<0.001; Holm-

Šídák's multiple comparisons test ** p<0.01. C) Mean of weight 24 hours before MCAo (D-1) of Ctrl group (n=6),

STZ group (n=5), STZ-tPA group (n=5), STZ-Gluno group (n=5), and STZ-Gluno-tPA group (n=5). Results are

represented in mean ± SEM. D-1 MCAo values: Ctrl=39.9g; STZ=32.2; STZ-tPA=32.8; STZ-Gluno=33.8 and STZ-

Gluno-tPA=32.2. 1-way ANOVA<0.001; Holm-Šídák's multiple comparisons test *p<0.05; ** p<0.01. D) Percentage

of angiographic scores 24 hours after MCAO assessed by FLASH_TOF_2D imaging (7T MRI) in Ctrl (n=6), STZ (n=5),

STZ-tPA (n=5), STZ-Gluno (n=5) and STZ-Gluno-tPA (n=5) groups. No recanalization = complete occlusion (black);

partial recanalization = incomplete filling of the distal bed (dark grey); complete recanalization = complete filling

of the distal bed (light grey). E) Percentage of HT 24 hours after MCAO assessed by T2*-weighted imaging

(deoxyhemoglobin; 7T MRI) in Ctrl (n=6), STZ (n=5), STZ-tPA (n=5), STZ-Gluno (n=5) and STZ-Gluno-tPA (n=5)

groups. F) Quantification of the CBF difference between ipsilateral and contralateral hemisphere extracted from

Doppler speckle images after MCAo and before treatment in Ctrl (n=6), STZ (n=5), STZ-tPA (n=5), STZ-Gluno (n=5),

and STZ-Gluno-tPA (n=5) groups. Individual values, means and SEM are plotted. 49% for Ctrl group, 53% for STZ

group; 44% for STZ-tPA group; 44% for STZ-Gluno group and 51% for STZ-Gluno-tPA group. Ordinary one-way

ANOVA p=0,40. No differences between groups G) Delta of the % of reperfusion between t2 (15-20 minutes after

stroke onset) and t3 (40 minutes after stroke onset) in mice treated with saline (Ctrl group), STZ, tPA (10mg/kg;

Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes; STZ-tPA group), Glunomab (300µg, 100% bolus; STZ-Gluno

group), a combination of Glunomab and tPA (STZ-Gluno-tPA group). CBF signal measured in the ipsilateral side

was expressed as a % of the CBFs on the contralateral side. Individual values, means and SEM are plotted. 13.4%

For Ctrl (n=6), -3.5% for STZ group (n=5); 13.6% for STZ-tPA group (n=5); 1% for Gluno group (n=5); 17%% for STZ-

Gluno-tPA group (n=5). Ordinary one-way ANOVA test p=0,07). H) Delta of the % of reperfusion between t2 (15-

20 minutes after stroke onset) and t3 (40 minutes after stroke onset) in mice treated with saline (Ctrl group), STZ,

tPA (10mg/kg; Actilyse, 10% bolus, 90% perfusion during 40 minutes; STZ-tPA group), Glunomab (300µg, 100%

bolus; STZ-Gluno group), a combination of Glunomab and tPA (STZ-Gluno-tPA group) depending on specific areas.

CBF signal measured in the ipsilateral side was expressed as a % of the CBFs on the contralateral side. Individual

values, means and SEM are plotted. 1-way ANOVA test p<0,05 and Tukey’s multiple comparisons test for area 3

(* p<0.05). Ipsilateral and contralateral hemispheres were divided in 3 symmetrical areas; The ipsilateral Area 1

is the superficial zone farthest from the core, Area 2 corresponds to the superficial perilesional area and Area 3

corresponds to the surface area of the core.
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Les AVC surviennent principalement chez le sujet âgé atteint de pathologies

concomitantes dites comorbidités. Or des années durant, les recherches universitaires et

pharmaceutiques ont testé des molécules thérapeutiques sur des animaux mâles, jeunes et en

bonne santé, aboutissant à des prédictions erronées concernant les effets potentiels de

nouveaux traitements. Ainsi, tous les traitements évalués chez l’animal ont échoué en phase

clinique, excepté un : l’Altéplase (tPA). C’est la raison pour laquelle nous voulions étudier une

comorbidité de l’AVC chez le rongeur dans le but d’affiner nos modèles expérimentaux.

Pour le projet principal de ma thèse, nous avons alors choisi d’étudier l’AVC ischémique

chez des souris (Swiss, Janvier-labs) présentant une comorbidité/facteur de risque

fréquemment rencontré en clinique : le diabète (Bradley et al., 2022). Nous avons utilisé un

modèle de diabète de type 1 murin représentatif de la pathologie humaine et parfaitement

caractérisé depuis de nombreuses années dans la littérature (Ito et al., 2001; Deeds et al., 2011;

King, 2012; Furman, 2015). Le protocole consiste en des injections répétées en IP (pendant 5

jours) de faibles doses de Streptozotocine (STZ ; 40 mg/kg) pour aboutir au bout de quelques

jours à l’augmentation de la glycémie sanguine et une baisse du niveau de l’insuline (Figure 38).

Ce modèle est très utilisé pour étudier les conséquences pathologiques du diabète et évaluer

les approches expérimentales pour le traitement de cette pathologie. La STZ est une molécule

utilisée traditionnellement comme agent alkylant à visée antinéoplasique ou comme

antibiotique (Vavra et al., 1959; Strolinsky et al., 1972). Elle est particulièrement toxique envers

les cellules β des îlots de Langerhans qui produisent et sécrètent l’insuline chez les

mammifères ; elle est donc employée en recherche préclinique dans l’induction chimique du

diabète de type 1 dans les modèles animaux (du diabète de type 2 si l’induction des animaux

est couplée à un régime hyper-gras). À des doses élevées (100 à 200 mg/kg) et en injection

unique, la STZ entraîne la destruction rapide des cellules β, ainsi que d’autres types cellulaires

dans d’autres organes. La régénération spontanée des cellules est toutefois possible, ce qui

limite la pertinence du modèle murin à long-terme (King, 2012; Furman, 2015). Injectée à des

doses faibles et répétées (40 mg/kg), comme nous l’avons fait pour ce projet, la STZ diminue

l'insulinosécrétion sans pour autant entraîner la mort cellulaire, ce qui permet de mimer chez

l'animal l’insulite rencontrée dans le diabète de type 1, tout en limitant la toxicité non désirée

(Furman, 2021). Ce modèle peut entraîner des complications dites diabétiques, comme la

neuropathie, la néphropathie et l’athérosclérose, à l’instar de la pathologie humaine (Breyer et
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al., 2005; Usuki et al., 2007; Wu and Huan, 2007). Après au moins deux semaines d’attente

après la première injection, ce protocole a permis l’augmentation de la glycémie jusqu’à 250 à

600mg/dl chez nos souris à jeun, ce qui peut être considéré comme une hyperglycémie d’ordre

modérée à sévère.

Figure 38 : Effet de l’injection de STZ chez des souris sur le niveau de glucose dans le sang et la sécrétion d’insuline au cours du
temps. Les souris ont été traité avec de la STZ (40mg/kg) ou sans STZ (véhicule) pendant 5 jours consécutifs. L’injection de STZ
provoque une augmentation du niveau de glucose dans le sang et une diminution de la sécrétion d’insuline (Wu and Huan,
2008).

Le modèle thrombine a été choisi pour cette principale étude car il respecte selon nous

le mieux la physiopathologie humaine (avec pour défaut la craniotomie et les effets de

l’anesthésie générale). Ce modèle de MCAo présente également l’intérêt majeur de permettre

la recanalisation et reperfusion par thrombolyse pharmaceutique et ainsi reproduire la prise en

charge clinique des patients atteints d’AVC ischémique. En effet, il a été prouvé maintes fois

dans ce modèle que l’administration IV de tPA réduit le volume lésionnel à 24 heures comparé

à l’injection de sérum physiologique (Orset et al., 2007, 2016; Karatas et al., 2011; García-

Culebras et al., 2017 ; Figure 39).
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Figure 39 : L’injection du tPA permet une recanalisation et la réduction du volume de lésion ischémique. A. Flux sanguin cérébral
après injection de thrombine chez des souris non traitées (saline ; à gauche) et traitées au rtPA (à droite). B. Marquage au
crésyl violet de sections coronales post-AVC de souris non traitées (saline, à gauche) et traitées au rtPA (à droite ; Orset et al.,
2007).

L’effet du diabète en tant que comorbidité sur l’AVC ischémique préclinique

Dans l’étude présentée dans la partie résultat de ce manuscrit, nous observons que les

complications cliniques principales liées au diabète, une comorbidité fréquente dans la

population de patients victimes d’un AVC (jusqu’à 50% ; Lindsberg and Roine, 2004; McCormick

et al., 2008), sont retrouvées dans notre modèle murin d’AVC ischémique (voir I.H.). En effet,

notre modèle de diabète de type 1 expérimental, couplé ou non à l’infusion de tPA, après la

MCAo résulte en une augmentation des TH et une exacerbation de l’inflammation cérébrale

sans augmenter la mortalité.

Nos résultats montrent que le diabète lié à une hyperglycémie chronique augmente

significativement les tailles de lésions ischémiques 24 heures après l’AVC. Dans notre modèle

de MCAo, la lésion envahit une part plus importante du cortex en comparaison de celles

observées chez les animaux normoglycémiques et s’avère plus étendue dans l’axe

antéropostérieur. La recanalisation à 24 heures semble impactée négativement et apparaissent

des TH parenchymateuses non observées chez les animaux contrôles. Pour finir, les séquelles

et la récupération fonctionnelle à court et à moyen-terme après l’AVC ischémique sont

négativement impactées par le diabète. Ces résultats sont en accords avec ceux de la littérature

de ces dernières années (MacDougall and Muir, 2011; McBride et al., 2016; Rehni et al., 2017;
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Navarro-Oviedo et al., 2019) et permettent ainsi de poursuivre des études mécanistiques sur

les processus impliqués dans cette augmentation de la taille de l’infarctus, la réduction du flux

sanguin cérébral, et la formation des œdèmes après l’altération de la BHE, aboutissant à ces

plus grands déficits cognitifs.

Rajoutons que les animaux diabétiques montrent également un état inflammatoire plus

prononcé à 5 jours avec une invasion importante de neutrophiles et lymphocytes dans

l’hémisphère ipsilatéral. Nous avons vu précédemment (voir I.F.3.c.) que l’état inflammatoire

après un AVC joue un rôle important dans la rupture de la BHE, notamment par l’activité

exacerbée des cellules immunitaires, des ROS et des MMP (Spronk et al., 2021). Il est difficile

de s’appuyer sur notre étude pour étayer ce lien de causalité car l’inflammation a été observée

à 5 jours tandis que les TH ont été observées à 24 heures. De futures expérimentations,

concernant les TH et à l’inflammation à différents temps clés s’avéreront intéressantes.

Il était important pour nous de choisir un modèle représentatif de la pathologie

humaine (modèle STZ décrit plus haut) plutôt qu’un modèle d’hyperglycémie aiguë ou

chronique car les facteurs contribuant à l'exacerbation des TH chez le patient diabétique

comprennent effectivement l'hyperglycémie mais également le stress oxydatif vasculaire,

l'inflammation et le déséquilibre de la protéolyse extracellulaire (Tsivgoulis et al., 2019).

Rappelons que l’hyperglycémie sanguine, causée par les réponses cellulaires face au stress

aigu, est fréquemment observée chez les patients non diabétiques lors de leur arrivée à

l’hôpital après un AVC ischémique (Christensen et al., 2004). En clinique, l’hyperglycémie,

qu’elle soit liée au diabète ou non, est dangereuse car elle conduit à l’augmentation de la taille

de l’infarct, à l’apparition plus fréquente de TH symptomatiques et à des déficits fonctionnels

plus prononcés (Bevers et al., 2017; Tziomalos et al., 2017; Mi et al., 2018; Rosso et al., 2018;

Tsivgoulis et al., 2019). Il sera donc important dans la continuité de mes travaux de thèse, de

déterminer l’effet unique de l’hyperglycémie selon la même méthodologie afin de discriminer

la responsabilité du seul taux de glucose sanguin élevé sur l’AVC ischémique en phase aigüe.

Bien qu’il existe des articles disponibles dans la littérature scientifique sur l’effet de

l’hyperglycémie seule sur l’aggravation des AVC ischémiques (Khan et al., 2016; Couret et al.,

2018).
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Notre modèle murin d’AVC ischémique couplé à l’hyperglycémie chronique induite par

le diabète de type 1 pourrait spécifiquement être un bon modèle pour étudier les altérations

de la BHE conduisant aux TH, qui sont l’une des conséquences les plus fréquente et importante

en termes de dommages cérébraux, autant chez le rongeur que chez les patients. Depuis

quelques années, le besoin d’un modèle spontané de TH est de plus en plus pressant pour

tester l’innocuité, en plus de l’efficacité, des agents thérapeutiques thrombolytiques et/ou

neuroprotecteurs.

L’effet du tPA dans notre modèle d’AVC ichémique chez des animaux diabétiques

Comme nous l’avons développé plus tôt, l'administration IV de tPA en tant que

traitement thrombolytique chez les patients présentant une hyperglycémie à l’arrivée à

l’hôpital après un AVC ischémique n’est absolument pas préconisée (Jiang, Han, et al., 2021).

Premièrement, l’aptitude du tPA à recanaliser lors de la phase aigüe de l’AVC ischémique est

sérieusement entravée chez les individus diabétiques et/ou hyperglycémiques du fait d’un taux

plasmatique plus élevé d'inhibiteur du tPA (PAI-1), des lésions vasculaires athérogènes chez les

diabétiques, ou encore des altérations de la densité du caillot de fibrine dans le sang

anormalement sucré (Paciaroni et al., 2008; Jiang, Han, et al., 2021). Et deuxièmement, la

capacité du tPA à engendrer des TH dans toutes les populations avec ou sans morbidités (voir

II.) est exacerbée dans des conditions hyperglycémiques. En effet, le haut niveau de glucose

sanguin provoque l’augmentation de l’acidose lactique dans le sang entraînant l’aggravation de

l'œdème cytotoxique et la réduction de la pénombre (Paciaroni et al., 2008).

Dans notre étude préclinique, nous avons également utilisé le tPA en tant que

traitement de référence. La dose de rtPA utilisée dans cette étude est de 10 mg/kg, par

injection IV comme en clinique, soit 10 % en bolus et 90 % en perfusion pendant 40 minutes.

Nous avons utilisé cette dose standardisée chez le rongeur depuis des années au lieu des 0,9

mg/kg chez l’Homme, puisque le rtPA présente une affinité dix fois moindre pour le

plasminogènemurin par rapport au plasminogène humain (Haelewyn, Risso and Abraini, 2010).

Le rtPA, à l’instar de tous les médicaments utilisés dans nos expérimentations, a été administré

20 minutes après le début de l’AVC, respectant ainsi la fenêtre thérapeutique de 90 minutes

préconisée pour les modèles précliniques d’AVC ischémiques. Tous nos traitements ont donc
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été administrés en accord avec leur utilisation clinique réelle ou potentielle, toujours dans ce

fameux but de pertinence translationnelle.

Nos travaux confirment la fonction thrombolytique du tPA dans le modèle thrombine,

maintes fois démontrée (Orset et al., 2007, 2016), sur des animaux normoglycémiques avec

une action bénéfique sur les tailles de lésions et la recanalisation à 24 heures, sur la reperfusion

dans les 30 minutes après injection et sur la récupération fonctionnelle au cours du temps.

Dans notre étude, le tPA engendre des TH d’ordre parenchymateuse à 15% des animaux sans

comorbidité, ce qui reflète les effets néfastes du tPA bien documentés sur l’intégrité de la BHE

en condition pathologique et de traitement (Fredriksson, Lawrence and Medcalf, 2016;

Lewandowski et al., 2016; D’Souza et al., 2021).

Dans nos différentes expérimentations, avec des cohortes d’animaux différentes mais

en prenant soin de respecter la même méthodologie, nous avons observé l’incapacité du tPA à

réduire la taille de l’infarctus chez les animaux hyperglycémiques, tout en augmentant la

sévérité et la proportion de TH, aboutissant à des atteintes sensorimotrices à court et moyen

terme plus sévères. De manière intéressante, même si la capacité de recanalisation et de

reperfusion tissulaire du tPA est altérée par le diabète, elle reste néanmoins présente dans nos

expérimentations. Ce qui implique une plus grande sensibilité du cerveau à l’hypoxie et la

déprivation énergétique après un AVC chez les animaux diabétiques. On peut donc rapporter

que le diabète convertit les caillots sensibles au rtPA en caillots partiellement résistants,

aggravant ainsi l’issue de l’AVC dans notre modèle.

Chez les animaux sans comorbidités, le modèle d’AVC thromboembolique induit par la

thrombine conduit donc à un caillot riche en fibrine, sensible au traitement de tPA sans

apparition significative de TH si la fenêtre thérapeutique est respectée (Orset et al., 2016).

Certaines études ont rapporté le fait que l’injection de tPA en dehors de la fenêtre

thérapeutique (au-delà de 90 minutes après l’AVC) entraîne des complications hémorragiques

majeures chez les animaux (García-Yébenes et al., 2011; García-Culebras et al., 2017). C’est

pourquoi nous avons administré le tPA 4 heures après le début de l’AVC chez des animaux

diabétiques pour voir si nous pouvions moduler le taux d’apparition et surtout la sévérité des

TH. Ceci dans le but de caractériser un modèle de TH avec des degrés de sévérité différente.

Cependant, dans nos conditions, aucune différence hémorragique et ischémique n’a pu être
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observée entre les animaux diabétiques traités au tPA de façon précoce (early, 20 minutes) ou

plus retardée (late, 4 heures). Dans une méta-analyse de 2016, C. Orset et ses collaborateurs

ont toutefois conclu que l’administration du tPA dans le modèle thrombine n’augmente pas

significativement la survenue des TH, qu’il soit injecté 20 minutes ou 4 heures après l’AVC. En

effet sur 9 études administrant le tPA en dehors de la fenêtre thérapeutique après MCAo,

seulement une a rapporté des phénomènes de TH (Orset et al., 2016).

Nos travaux montrent également que la neuroinflammation à 5 jours caractérisée par

l’invasion cérébrale par les cellules immunitaires, exacerbée par le diabète n’est pas modulée

par le tPA, ni en bien ni en mal. Nous avions discuté dans la partie II.E.g. de l’aptitude du tPA en

surdose à mobiliser de nombreux types cellulaires du système immunitaire lors d’un AVC

ischémique, augmentant alors les TH (Shi et al., 2021 ; Figure 14). Ce lien direct n’est pas

démontré dans nos travaux puisque la fenêtre d’observation des TH est de 24 heures tandis

que celle de l’infiltration cérébrale des cellules immunitaires est de 5 jours après l’AVC.

Le risque de TH après un AVC ischémique chez l’Homme est l’une des limites les plus

importantes (sinon la plus importante) à l’augmentation de la population éligible au tPA et de

sa fenêtre thérapeutique (Messé et al., 2016; Peña et al., 2017; Kaesmacher et al., 2018; Maïer,

Desilles and Mazighi, 2020). Ainsi, notre modèle fournit également un outil préclinique utile

pour l’étude des mécanismes menant aux TH via le diabète et le tPA. Ce modèle permettra

également (en tout cas dans notre laboratoire) de filtrer plus précisément le profil d’innocuité

des nouveaux candidats thrombolytiques avant le transfert clinique.

La NAC, une alternative au tPA après un AVC ischémique sur des animaux diabétiques ?

Rappelons une dernière fois que la fibrine ne représente qu’une partie du thrombus et

que le tPA n’a que très peu d’efficacité sur les thrombi pauvres en fibrines et/ou riches en

plaquettes (Adams et al., 2008; Martinez de Lizarrondo et al., 2017). Dans notre modèle de

murin d’AVC couplé au diabète, les thrombi deviennent donc partiellement résistants au tPA,

qui a également pour fâcheuse conséquence d’augmenter les TH. Il nous semblait alors

intéressant de tester le potentiel de la NAC (voir III.) dans notre modèle pour trois raisons

principales :
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S. Martinez de Lizarrondo et ses collaborateurs ont prouvé en 2017 dans Circulation la

pertinence de l’utilisation de la NAC dans deux modèles murins thromboemboliques de notre

laboratoire. La NAC (400 mg/kg), injectée 20 minutes après l’AVC, a la capacité de réduire la

taille des multimères du VWF structurant les plaquettes à l’intérieur des thrombi artériels dans

le modèle FeCl3 (riche en plaquette et pauvre en fibrine) et le modèle thrombine (riche en

fibrine mais présentant également des plaquettes en quantité variable). La résultante de cette

action est la dissolution des thrombi et la recanalisation artérielle, sans présenter de risque de

TH (Martinez de Lizarrondo et al., 2017 ; Figure 40). Les auteurs montrent que la NAC baisse

significativement la taille de lésion ischémique à 24 heures quelle que soit la composition du

clot, contrairement au tPA efficace uniquement face aux thrombi pauvres en plaquettes (Orset

et al., 2016). D’autres travaux sur les rongeurs ont montré les bénéfices de la NAC dans

différents modèles deMCAo (Cuzzocrea et al., 2000; Khan et al., 2004; von Kummer et al., 2016;

Karuppagounder et al., 2018; Sabetghadam et al., 2020).

Figure 40 : La NAC restaure la perméabilité des vaisseaux après une thrombose occlusive et améliore l'issue de l'AVC
thrombotique. A. Représentation schématique des expériences réalisées en B. et C. B. Débitmétrie Doppler représentative
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réalisée après lésion au FeCl3 sur l’ACM chez des animaux traités avec une solution saline ou la NAC (400mg/kg). La flèche
indique le temps d'injection intraveineuse de solution saline ou de NAC. C. Valeur moyenne du CBF au cours des 10 dernières
minutes de surveillance. D. Représentation schématique des expériences réalisées en E, F et G. E. Taille moyenne des lésions
chez les animaux traités avec une solution saline et la NAC (400 mg/kg, 20 minutes après l'occlusion artérielle). 24 heures après
l'occlusion de l'ACM dans des modèles d'AVC induits par la thrombine (E), FeCl3(D.)- et l'électrocoagulation permanente (E.),
évalués par imagerie pondérée en T2. En haut, images représentatives pondérées en T2 d'animaux traités avec de la solution
saline et la NAC (Martinez de Lizarrondo et al., 2017).

Un essai clinique est désormais en cours pour tenter de fournir la preuve définitive de

l’efficacité et l’innocuité de la NAC administrée en IV dans la phase aigüe de l’AVC ischémique

chez des patients (ClinicalTrials.gov Identifier : NCT04918719) en combinaison avec les

traitements de référence, la thrombolyse médiée par le rtPA avec ou sans thrombectomie

endovasculaire.

La pertinence clinique de l’utilisation de la NAC dans l’AVC ischémique préclinique est

également étayée par le fait que la molécule améliore la condition des patients atteints

d’infarctus aigu du myocarde traités à la streptokinase, en permettant une reperfusion

coronarienne plus rapide (Arstall et al., 1995; Sochman, 2002; Marenco and Frye, 2019). De

même, l’essai clinique NACIAM a démontré que l’utilisation de la NAC chez les patients atteints

d’infarctus du myocarde entraîne une reperfusion tissulaire accélérée, une résolution plus

rapide de la douleur thoracique et une réduction de 33 % de la taille de l’infarctus dumyocarde

par rapport aux patients témoins traités avec un placebo (Pasupathy et al., 2017).

Un certain nombre d'études expérimentales et cliniques ont rapporté les effets de la

NAC en tant qu'agent thérapeutique dans les diabètes de type 1 et 2 (Elbini Dhouib et al., 2016).

Car la NAC est un puissant antioxydant en raison de sa capacité à stimuler la synthèse du

glutathion réduit (GSH), donc activé, permettant ainsi la lutte contre le stress oxydatif induit

par l’hyperglycémie sanguine. Plusieurs études ont mis en évidence que la supplémentation

alimentaire en NAC améliore la sensibilité périphérique à l'insuline, en plus de prévenir le stress

oxydatif, chez les rats insulinorésistants (Blouet et al., 2007; Ismael et al., 2008).

De plus, Kaneto et ses collaborateurs ont démontré des effets protecteurs à long-terme

de la NAC sur les cellules β pancréatiques des souris génétiquement diabétiques. Dans ce

modèle, au fur et à mesure que les souris développent une hyperglycémie sanguine, la teneur

en insuline et l'expression de ses gènes diminuent de concert. Le traitement par la NAC est alors

associé à une teneur en insuline préservée (Kaneto et al., 2001). Des résultats similaires ont
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également été rapportés dans une autre étude, chez les rats gras diabétiques (Tanaka et al.,

1999). Enfin, dans une étude chez l'Homme, la perfusion intraveineuse de NAC améliore la

sensibilité à l'insuline à court-terme et augmente l'absorption périphérique du glucose.

Pour ce projet, la NAC a été injectée à une dose de 400 mg/kg sous forme de bolus lent,

comme l’avaient fait S. Martinez de Lizzarando et collaborateurs. Cela correspond à une dose

qui n’est que légèrement plus élevée (car plus rapidement injectée) que la dose utilisée pour

traiter l’intoxication au paracétamol chez l’Homme (300 mg/kg). Nous avons prouvé avec le

modèle thrombine sur les animaux diabétiques que la NAC est également capable de réduire

les tailles des lésions lorsqu’elle est couplée ou non avec le tPA, en favorisant la recanalisation

à 24 heures. L’administration de la NAC seule permet de retrouver le niveau basal de TH

présenté par les animaux diabétiques non-traités. Et la co-administration de tPA avec la NAC

exacerbe de nouveau la proportion et la sévérité des TH. De manière intéressante, les animaux

traités avec la NAC seule ainsi que les animaux co-traités avec le tPA et la NAC présentent tous

deux une meilleure récupération fonctionnelle au cours du temps.

Surmonter la résistance des thrombi face aux thrombolytiques conventionnels semble

désormais possible grâce à l’utilisation de la NAC après un AVC ischémique. Cette molécule a

également l’avantage de ne pas augmenter les phénomènes de TH dans notre modèle d’étude.

L’immunothérapie pour potentialiser la thrombolyse et limiter les effets délétères du

tPA : le Glunomab

Les complications sévères (telle que l’inflammation et les TH, entre autres) liées au tPA

en tant que traitement de l’AVC ischémique ont pour origine directe l’interaction du tPA avec

les NMDAR endothéliaux lors de la phase aigüe de l’AVC. En effet, les fonctions du tPA

endogène et exogène ne se limitent pas à son activité pro-fibrinolytique ; par exemple, la

protéase est maintenant considérée comme une molécule de type cytokine et comme un

neuromodulateur des NMDAR du SNC (Hu et al., 2006; Lenoir et al., 2019). Pour bloquer la

signalisation des NMDAR endothéliaux dépendant du tPA endogène et exogène, nous avons

donc utilisé le Glunomab (voir III.), un anticorps monoclonal capable de concurrencer le site de

liaison du tPA à la sous-unité GluN1 des NMDAR sans bloquer l’activité basale du récepteur

(Parcq et al., 2012; Chevilley et al., 2015; Lesept et al., 2016; Macrez et al., 2016; Mehra et al.,
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2020; Seillier et al., 2022). En effet, dans un article publié par le laboratoire en 2016, Lesept et

collaborateurs ont observé que l’interaction du tPA avec les NMDAR favorisent l’influx de Ca2+

dans les neurones postsynaptiques de souris en culture, influençant effectivement la plasticité

synaptique et la survie neuronale (Lesept et al., 2016). Les auteurs ont ensuite appliqué sur ces

neurones du Glunomab pour alors observer la réduction sélective de l’interaction tPA/NMDAR

dans la synapse entraînant une chute significative de la neurotoxicité in vitro. Cette étude a

également permis de confirmer la diminution de la neurotoxicité du Glunomab in vivo (Figure

41).

Figure 41 : Le blocage de la liaison tPA-NMDA (sous unité GluN1) prévient les effets pro-excitotoxiques du tPA in vitro et in vivo
sans impacter ses effets anti-apoptotiques. A. La mort neuronale a été évaluée sur des cultures primaires de neurones corticaux
en mesurant la libération de LDH dans le milieu de culture après 24h d’exposition au NMDA seul ou combiné au tPA et/ou
Glunomab. B. Quantification du volume de lésions excitotoxiques après injection striatale de NMDA seul ou combiné au tPA
et/ou Glunomab (Lesept et al., 2016).

À une dose de 160 μg par souris, on sait que le Glunomab bloque l’activation par le tPA

des NMDAR endothéliaux et donc les processus inflammatoires, dans un modèle in vivo de SEP

(Lesept et al., 2016; Macrez et al., 2016). Concernant l’efficacité du Glunomab après AVC

ischémique, une étude interne du laboratoire a permis de déterminer que la dose la plus

efficace du mêmemodèle thromboembolique était de 300ug (20 minutes après l’AVC en bolus

lent). Ainsi, nous avons montré pour ce projet que l’administration du Glunomab couplé au tPA

après MCAo chez des animaux normoglycémiques permet au tPA d’exercer son action

fibrinolytique de la même façon que s’il est injecté seul, tout en limitant considérablement

l’apparition de TH parenchymateuse. De manière intéressante, le Glunomab administré seul

réduit également les tailles de lésions : on observe alors l’effet local du tPA endogène sur les

thrombi facilité par sa non-interaction avec les NMDAR endothéliaux. Chez les animaux

diabétiques, le constat est sensiblement le même avec un effet statistique du Glunomab couplé

A. B.
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ou non au tPA sur les tailles de lésion à 24 heures, contrairement à l’administration seule du

tPA. Le Glunomab n’entrave pas la reperfusion en temps réel du tPA exogène et potentialise

son effet sur la recanalisation à 24 heures. Retenons surtout dans ces résultats que le Glunomab

annule la capacité du tPA à induire des TH dans la population préclinique diabétique. Surlignons

le fait que la combinaison de NAC et Glunomab permet d’obtenir la meilleure récupération

fonctionnelle des animaux diabétiques après AVC au cours du temps.

Nos données actuelles révèlent ainsi que la signalisation induite par l’interaction entre

NMDAR et tPA endogène et exogène contribue directement aux mécanismes d’ouverture de la

BHE et des TH, en plus des mécanismes d’excitotoxicité déjà démontrés (Macrez et al., 2016;

Louet et al., 2022; Seillier et al., 2022). Ces processus impliquent directement les cellules

endothéliales, puisque le Glunomab administré par IV atteint, par ce moyen, sa cible principale,

les NMDAR présents sur les cellules endothéliales vasculaires. Nous pouvons alors postuler que

les fonctions non-voulues du tPA après un AVC ischémique dépendent principalement du

NMDAR présent du côté luminal des cellules endothéliales.

Lien entre Glunomab, AVC ischémique et inflammation

Le cerveau contient différentes populations de cellules résidentes qui peuvent

contribuer à l’inflammation à la suite d’un AVC ischémique lorsqu’elles sont activées, comme

la microglie et les BAM (Border Associated Macrophages ; Pedragosa et al., 2018; Rajan et al.,

2020). Mais d’autres cellules peuvent contribuer à l’exacerbation de l’état inflammatoire post-

AVC, en particulier les cellules immunitaires circulantes comme les macrophages, les

neutrophiles et les lymphocytes T (Chen et al., 2021; Kumari and Sinha, 2021; Wanrooy, Wen

and Wong, 2021). Ces cellules ont la capacité de traverser la BHE lésée en condition

pathologique pour atteindre ensuite le parenchyme cérébral (Qiu et al., 2021; Candelario-Jalil,

Dijkhuizen and Magnus, 2022).

Après cette infiltration et pour simplifier des mécanismes très complexes encore mal

compris, on peut résumer les lymphocytes cytotoxiques (TCD8+) à leur rôle toxique aggravant

la situation post-AVC tandis que les lymphocytes auxiliaires (TCD4+) seraient principalement

neuroprotecteurs (tout comme les lymphocytes T régulateurs ; Zhang et al., 2021). Les rôles

des macrophages et des neutrophiles font encore l’objet de débats et leurs fonctions
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varieraient selon la fenêtre d’observation après l’AVC (Chiba and Umegaki, 2013; Han, Liu and

Gao, 2020).

En se basant sur la méthodologie d’études récentes de notre laboratoire (Drieu et al.,

2018b; Drieu, Buendia, Levard, Hélie, Brodin, Vivien and Rubio, 2020; Drieu, Lanquetin, Levard,

Glavan, Campos, Quenault, Lemarchand, Mikaël Naveau, et al., 2020), nous avons étudié la

présence de ces différents types de cellules dans différentes conditions de traitement, 5 jours

après le début de l’AVC. Comme attendu, l’AVC augmente le statut inflammatoire du

parenchyme cérébral lésé, phénomène aggravé par l’hyperglycémie chronique et l’exposition

au tPA en tant que traitement. De son côté, le Glunomab réduit l’infiltration des neutrophiles

et des lymphocytes T cytotoxiques, même dans le cas d’un traitement avec le tPA lors de la

phase aigüe.

Même s’il existe des preuves d’un impact des réponses inflammatoires et immunitaires

systémiques dans les TH après un AVC ischémique (Saand et al., 2019; Spronk et al., 2021), il

est difficile dans notre étude de déterminer quel phénomène se produit en premier entre

l’altération de l’intégrité de la BHE (TH mesurée 24 heures après le début de l’AVC) et

l’infiltration de cellules inflammatoires dans le parenchyme cérébral (mesurée 5 jours après

l’AVC), et ainsi de déterminer temporellement l’effet protecteur du glunomab. Néanmoins, on

peut tout de même supposer raisonnablement que les deux phénomènes contribuent aux

déficits observés après l’AVC ischémique dans notre modèle.

Ces données concordent avec le concept assez récent mais bien accepté, selon lequel

le ciblage de la dysrégulation du système immunitaire pourrait être une bonne stratégie pour

favoriser le rétablissement cérébral après un AVC. Même si dans les faits, le Glunomab ne cible

pas directement les cellules du système immunitaire, mais fermerait plutôt la « porte d’entrée

» que ces cellules utilisent pour traverser le BHE (Macrez et al., 2016; Mehra et al., 2020),

réduisant ainsi les TH et l’inflammation cérébrale. Ces mécanismes doivent être étudiés dans

une prochaine étude de notre laboratoire.

Après analyse de l’ensemble de nos résultats, nous pouvons conclure que le Glunomab

seul (ciblant ainsi le tPA endogène) ou combiné avec un thrombolytique, réduit les volumes de

lésions ischémiques et l’apparition des TH dans le tissu cérébral lésé, améliorant ainsi le niveau

inflammatoire cérébral et la récupération fonctionnelle à court et moyen-terme chez la
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population diabétique. Le ciblage de l’interaction du tPA avec les NMDAR constitue donc une

stratégie très intéressante qui doit être étudiée plus en profondeur en préclinique, avant, nous

l’espérons, de voir un essai clinique dédié à cette molécule pour la pathologie qui nous

intéresse dans ces travaux, l’AVC ischémique. Le Glunomab, sous une forme humanisée, est

actuellement en développement pour une application clinique future chez les patients

ischémiques.

Les limites de notre étude

Bien que notre méthodologie et nos résultats semblent être en adéquation avec les

observations cliniques, nos travaux présentent certaines limites.

✓ Les thrombi humains, après un AVC ischémique, peuvent avoir des structures

moléculaires complexes très différentes chez les patients, que nous ne pouvons pas

reproduire dans notre étude en ayant choisi le modèle de MCAo par injection de

thrombine (qui reste au demeurant l’un des modèles les plus respectueux de la

physiopathologie humaine).

✓ D’ailleurs plus globalement, même si les différentes données de la littérature mettent en

exergue le fait que le ciblage de l’interaction du tPA avec les NMDAR pendant l’AVC

ischémique pourrait avoir un intérêt clinique, la pertinence des modèles animaux est

toujours débattue (voir IV.C.).

✓ Bien que l’injection multiple de faibles doses de STZ reproduit in fine correctement la

pathogénèse et les changements morphologiques rencontrés chez un diabétique en

clinique (Kolb, 1987; Weide and Lacy, 1991; Furman, 2021), ce modèle de diabète

pseudo-chronique utilisé pour ces travaux peut ne pas reproduire parfaitement les

situations d’hyperglycémies chroniques rencontrées en clinique.

Les modèles murins les plus représentatifs du diabète de type 1 sont sans doute les

modèles spontanés (Lueckgen, 2021). Les souris NOD (non-obese diabetic) développent

spontanément à partir de 3 semaines une insulite après l’autodestruction des cellules β

du pancréas pour aboutir à une hyperglycémie à l’âge de 12, 14 semaines (Chen et al.,

2020; Daniels Gatward et al., 2021). L’avantage de ce modèle, par rapport au nôtre, est

qu’il partage l’étiologie de la maladie auto-immune humaine avec la génération
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d’autoanticorps spécifiques aux îlots de Langerhans du pancréas. L’utilisation de ce

modèle, beaucoup plus coûteux en termes de temps et de ressources, permettrait

d’obtenir des résultats plus translationnels, surtout concernant l’observation de

l’inflammation après l’AVC.

L’autre défaut de notre méthodologie est probablement l’induction trop précoce de

l’AVC chez nos animaux (3-4 semaines après le début des injections de STZ). Une attente

prolongée de quelques semaines renforcerait le côté chronique de la pathologie et

permettrait peut-être d’observer les changements vasculaires cérébraux à l’origine des

transformations hémorragiques tardives (au-delà des 24 heures) chez les patients

diabétiques (Durukan et al., 2009; Sobrino et al., 2010; Tsivgoulis et al., 2019; Jiang, Han,

et al., 2021). Cette limite en cachait donc une autre : dans nos prochaines études nous

évaluerons également les TH tardives 3 et 5 jours après l’AVC.

✓ D’autres comorbidités seraient intéressantes à inclure dans ce genre d’étude, comme

l’hypertension artérielle et le vieillissement (voir IV.C.). Il serait également important de

tenir compte des deux sexes pour tester de nouveaux agents thérapeutiques et c’est

précisément l’objet d’une étude actuelle au laboratoire (fin 2022).

✓ Comme nous l’avons vu précédemment, des niveaux accrus d’inhibiteur du plasminogène

de type 1 (PAI-1) dans la circulation sanguine ont été signalés chez les patients insulino-

résistants (bien que cela ne soit pas forcément vrai pour le diabète de type 1, ce qui

pourrait expliquer en partie les défauts fibrinolytiques du tPA dans cette étude (Altalhi,

Pechlivani and Ajjan, 2021). Il serait intéressant de mener d’autres études sur les niveaux

endogènes de PAI-1 et du tPA dans le cadre d’une étude future pour continuer la

caractérisation de ce modèle de diabète.
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CONCLUSION

Notre modèle préclinique de MCAo thromboembolique sur des souris induites au

diabète insulino-dépendant semble reproduire les principaux effets cliniques de

l’hyperglycémie en tant que comorbidité de l’AVC. Les souris diabétiques présentent des

lésions plus importantes, un défaut de reperfusion et des déficits sensorimoteurs plus marqués

que leurs homologues normoglycémiques. Ajoutons que le tPA, pourtant administré dans sa

fenêtre thérapeutique, n’améliore pas ces résultats, comme il le fait pour des animaux sans

comorbidités. De surcroît, il favorise l’apparition de TH précoces ainsi que l’exacerbation du

statut inflammatoire. Nous avons prouvé que ces effets secondaires sont médiés, en partie, par

l’interaction du tPA avec les NMDAR endothéliaux.

Nous démontrons dans ces travaux la pertinence de l’utilisation de la NAC, ayant déjà

prouvé son efficacité sur des animaux sans comorbidités, pour la population diabétique. Dans

notre modèle, ce thrombolytique a démontré sa capacité à lyser des thrombi devenus

partiellement résistants au tPA sans augmenter la proportion de transformations

hémorragiques. Cette molécule fait actuellement l’objet d’une étude clinique (ClinicalTrials.gov

Identifier : NCT04918719).

De plus, la stratégie thérapeutique impliquant le blocage de l'interaction du tPA endo-

et exogène avec les NMDAR semble prometteuse pour les futures patients présentants des

facteurs de comorbidités ou non. En effet, l’administration du Glunomab, seule ou en

combinaison avec le tPA ou la NAC, lors de la phaise aigüe de l’AVC permet de limiter les

dommages ischémiques tout en entravant les effets non-désirés des thrombolytiques.

Pour finir, l’ensemble de nos résultats confirment la valeur translationnelle de notre

modèle qui pourra être utilisé à l’avenir pour :

✓ Etudier les mécanismes mal connus qui sous-tendent les effets du diabète sur l’évolution

et la prise en charge de l’AVC

✓ Fournir un modèle préclinique de TH spontanée post AVC ischémique

✓ Tester les thérapeutiques de demain
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Figure 1: Flow chart of the study and characteristics of the models used. (A) Flow chart describing the

study design and the 6 experimental groups. (B) Distribution of TICI scores in all 6 groups (n=10). MRA

revealed no reperfusion in the reperfusion- groups, and partial to complete reperfusion in the

reperfusion+ groups. Red dotted cercle = left middle cerebral artery (MCA), green = right MCA. (C)

Distribution of midline shift in the 6 groups. 0 no deviation, 0,5 partial deviation, 1 mm deviation on T

2-weighted images. The DC significantly improved midline shift (Cochrane-Armitage test for trend

p=0.019).

Figure 2: Ischemic volume and functional outcomes in the 6 groups. (A) Representative T2-weighted MRI

pictures of the ischemic lesions in the 6 groups. (B) Ischemic volumesmeasured 24 hours after the initial

surgery (n=15 per groups). There was a smaller ischemia volume in the 4 groups with mechanical

reperfusion compared to the 2 groups without reperfusion (*:p<0,05 versus Reperfusion-/rtPA-/DC). (C)

Using a 6 points neuroscore (NS) we found an important neurological impairment in all groups. The

distribution of the NS was significantly different between all groups, being better in the

reperfusion+/rtPA-/DC- group (Kruskall-Wallis test, p=0.03). (D) All groups presented an important

weight loss compared to baseline. Weight loss was significantly decreased in reperfusion+/rtPA-/DC-

and reperfusion+/rtPA+/DC- groups as compared to reperfusion-/rtPA-/DC+ groups (*: p<0,05 vs

reperfusion-/rtPA-/DC+). 
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Figure 3: Risk of hemorrhagic transformation increased after DC in mice with reperfusion. (A)

Representative T2*- weighted MRI pictures representing the occurrence of HT in the 6 groups. HT were

more important in mice with reperfusion and/or DC and/or rtPA. (B) The distribution of HT types in all 6

groups were significantly different (Cochrane-Armitage test for trend p=0.0297). (C) HT volumes

measured 24 hours after the stroke. Higher volumes were observed in reperfusion+ groups with rtPA+

and/or DC+ (*: p<0,05 vs reperfusion-/rtPA-/DC- group). In the reperfusion- groups, the association of

DC did not increased the volume of HT (ns: p=0,35 versus reperfusion-/rtPA-/DC-). When a reperfusion

was performed, HT volume was higher in reperfusion+/rtPA+/DC- and in reperfusion+/rtPA+/DC+

groups as compared to reperfusion+/rtPA-/DC- group (§: p<0,05 vs reperfusion+/rtPA-/DC- group). (D)

HT scores measured 24 hours after the stroke. Higher HT scores were observed in reperfusion+ groups

with rtPA+ and/or DC+ (*: p<0,05 vs reperfusion-/rtPA-/DC- group). Without reperfusion, DC did not

increase the HT score (ns: p=0,17 versus reperfusion-/rtPA-/DC-). When a reperfusion was performed,

HT score was higher in groups with DC and/or rtPA (§: p<0.05 vs reperfusion+/rtPA-/DC- group).
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Amélioriation de la valeur prédictive des modèles animaux dans la recherche sur l’accident vasculaire cérébral (AVC)

avec l’utilisation d’un modèle de diabète murin insulinodépendant pour tester de nouvelles stratégies thérapeutiques

Résumé

Les AVC ischémiques, l’une des principales causes de décès et d’invalidité dans le monde, surviennent principalement chez

le sujet âgé atteint de pathologies concomitantes dites comorbidités. Or des années durant, les études précliniques ont testé des

molécules thérapeutiques sur des animaux mâles, jeunes et en bonne santé, aboutissant à des prédictions précliniques erronées sur

le potentiel chez l’Homme des traitements expérimentaux prometteurs. Ainsi, tous les traitements évalués chez l’animal ont échoué

en phase clinique, excepté l’Altéplase (rtPA), seul traitement autorisé pour la phase aigüe de l’AVC ischémique à l’heure actuelle.

Cependant, l’administration de rtPA en clinique est à l’origine d’un risque accru de transformation hémorragique (TH), complication

majeure menaçant la survie des patients, exacerbé chez le patient diabétique. C’est pourquoi l’élaboration d’un modèle d’AVC

ischémique sur des animaux développant un diabète chronique s’avère nécessaire. Dans le but de développer un modèle préclinique

pertinent permettant de tester l’efficacité et l’innocuité de nouvelles stratégies thérapeutiques, nous avons induit le diabète de type

1, par injections répétées de streptozotocine, à des souris Swiss mâles avant de leur induire un AVC ischémique proche de la

physiopathologie humaine.

Nos résultats montrent que les animaux sans comorbidité présentent une réduction des volumes de lésions cérébrales ainsi

qu’une amélioration de la récupération fonctionnelle suite à la recanalisation induite par le rtPA. Les animaux diabétiques présentent

quant à eux des lésions plus importantes et des déficits sensorimoteurs plus marqués. De plus, nous avons constaté que le rtPA

n’améliore pas la taille des lésions et la récupération neurologique tout en favorisant l’apparition de transformations hémorragiques.

Ces résultats, proches de ceux observés en clinique, confirment la valeur translationnelle du modèle puisqu’il permet de modéliser

différents effets connus du diabète sur la physiopathologie de l’AVC chez l’Homme.

En l’absence d’effets bénéfiques du rtPA pour la population diabétique, deux stratégies thérapeutiques ont été testées. La

n-acétyl-cystéine (NAC), qui avait prouvé ses effets bénéfiques dans le cadre de l’AVC préclinique chez l’animal normo-glycémique, a

permis de réduire significativement les tailles de lésions et d’améliorer la récupération fonctionnelle chez les animaux diabétiques. Le

Glunomab, un anticorps qui bloque l’interaction délétère du tPA avec les récepteurs NMDA, a permis de limiter drastiquement les

dommages ischémiques tout en reversant les effets non-désirés du rtPA comme les TH et la sur-inflammation.

Ainsi, nous disposons désormais d’un modèle expérimental permettant d’une part, d’étudier les mécanismes mal connus

qui sous-tendent les effets du diabète sur l’évolution et la prise en charge de l’AVC, et d’autre part qui s’avère utile pour les tests des

thérapeutiques de demain.

Improving the predictive value of animal models in stroke research with the use of an insulin-dependent murine diabetes

model to test new therapeutic strategies

Abstract

Ischemic strokes, one of the main causes of death and disability worldwide, occur mainly in the elderly with concomitant

pathologies called comorbidities. However, for years, preclinical studies have tested therapeutic molecules on young, healthy male

animals, leading to erroneous preclinical predictions about the potential of promising experimental treatments in humans. Thus, all

the treatments evaluated in animals have failed in the clinical phase, except for alteplase (rtPA), the only treatment authorized for the

acute phase of ischemic stroke at present. However, the administration of rtPA in the clinic is at the origin of an increased risk of

haemorrhagic transformation (HT), a major complication threatening the survival of patients, exacerbated in diabetic patients. This is

why the development of amodel of ischemic stroke on animals developing chronic diabetes is necessary. In order to develop a relevant

preclinical model to test the efficacy and safety of new therapeutic strategies, we induced type 1 diabetes, by repeated injections of

streptozotocin, in male Swiss mice before inducing an ischemic stroke close to human pathophysiology.

Our results show that animals without comorbidity exhibit reduced brain lesion volumes as well as improved functional

recovery following rtPA-induced recanalization. Diabetic animals, on the other hand, presentmore significant lesions andmoremarked

sensorimotor deficits. Furthermore, we found that rtPA does not improve lesion size and neurological recovery while promoting the

onset of hemorrhagic transformations. These results, close to those observed in the clinic, confirm the translational value of themodel

since it makes it possible to model various known effects of diabetes on the pathophysiology of stroke in humans.

In the absence of beneficial effects of rtPA for the diabetic population, two therapeutic strategies have been tested. N-

acetyl-cysteine (NAC), which had proven its beneficial effects in the context of preclinical stroke in normoglycemic animals, known to

reduce significantly the size of lesions and improve functional recovery in diabetic animals. Glunomab, an antibody that blocks the

deleterious interaction of tPA with NMDA receptors, drastically limits ischemic damage while reversing the unwanted effects of rtPA

such as HT and over-inflammation.

Thus, we now have an experimental model allowing on the one hand, to study the poorly understood mechanisms

underlying the effects of diabetes on the evolution and management of stroke, and on the other hand which proves to be useful for

testing the therapies of tomorrow.


