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il
SOMMAIRE

L’hypoxémie et I’inflammation systémique sont des complications importantes de
I’accident vasculaire cérébral (AVC), et elles représentent des cibles thérapeutiques
potentielles. Ce travail visait un triple but: premiérement, mieux caractériser I’influence de
I’AVC de type ischémique sur I’état homéostatique de I’oxygene ainsi que les changements
hématologiques associés; deuxiémement, mieux caractériser l’influence de P’AVC
ischémique sur les médiateurs de I’inflammation systémique; et troisiémement, évaluer si
les changements hématologiques et immunologiques induits par ’AVC démontrent une
asymétrie cérébrale. Les objectifs spécifiques étaient : (1) Evaluer les modifications des gaz
sanguins, 1’érythropoiétine (EPO) plasmatique, le compte des globules rouges,
I’hématocrite et les globules blancs sanguins dans le modéle animal bien établi d’occlusion
de lartére cérébrale moyenne (ACM) chez le rat; (ii) Déterminer la cinétiqﬁe d’induction
des cytokines pro-inflammatoires IL-1pB, IL-6 et TNF-a dans le cerveau, le sang et la rate
aprés occlusion de ’ACM,; (iii) Comparer les effets de I’occlusion unilatérale de I'ACM
gauche ou droite sur les globules rouges et les globules blancs sanguins, les concentrations
de la norépinéphrine ainsi que sur le nombre et la fonction des globules blancs spléniques.
Les rats Wistar ont subi ’occlusion transitoire de I’ACM durant 1 heure a I’aide d’un
filament intraluminal. Des groupes d’animaux opérés et des animaux contrdle (sham) ont
été évalués et comparés a court et a long terme aprés reperfusion pour déterminer le volume
de I’infarcissement, ainsi que les variables neurologiques, physiologiques, hématologiques
et immunologiques. Les résultats montrent que I’hypoxémie apparait 6-24 heures aprés
reperfusion et est accompagnée d’une augmentation des taux plasmatiques d’EPO. Les
globules rouges et I’hématocrite sont élevés de fagon transitoire 2-7 jours aprés reperfusion.
A Dinverse, les globules blancs sanguins sont diminués durant la méme période.
L’expression des trois cytokines (IL-1p, IL-6 et TNF-ct) est augmentée de fagon transitoire
dans le sang et la rate, atteignant un pic a 2 jours, suivi d’un retour au taux basal a 7 jours.
On note une augmentation transitoire de la concentration plasmatique de la norépinéphrine,
un efflux rapide des globules blancs spléniques et une stimulation soutenue des réponses
prolifératives des lymphocytes T et B spléniques aux mitogenes in vitro. Aucune différence
significative n’a été observée dans les changements hématologiques et immunologiques
induits par les lésions ischémiques des hémisphéres cérébraux gauche ou droit. Ces

résultats démontrent que ’hypoxémie apparait et persiste durant plusieurs heures aprés
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occlusion de ’ACM chez le rat Wistar, ce qui supporte les observations cliniques
antérieures et renforce I’importance de suivre 1’évolution des parameétres physiologiques a
long terme. De plus, ’augmentation transitoire de I’EPO, de la norépinéphrine et des
cytokines tant dans le cerveau qu'en périphérie ainsi que la diminution du nombre des
lymphocytes et l'augmentation de leur état d'activation dans les organes lymphoides
périphériques sont autant d'indications d’une réaction inflammatoire systémique post-
ischémie. Les modifications hématologiques et immunologiques observées en périphérie,
de méme que les réponses du systéme nerveux autonome sont indépendantes de
I’hémisphére affecté par les lésions ischémiques, indiquant I’absence d’une asymétrie
cérébrale dans ce modéle. L’absence d’asymétrie des effets de I’AVC sur ces paramétres
est probablement reliée a la grande taille des 1ésions ischémiques qui affectent aussi bien

les zones corticales que sous-corticales.

Mots clés. Accident vasculaire cérébral, ischémie cérébrale aigué, hypoxémie,
inflammation, érythropoiétine, asymétrie cérébrale, sous-populations lymphocytaires,

prolifération lymphocytaire.



SUMMARY

Hypoxemia and systemic inflammation are of significant concern in stroke patients
as secondary causes of brain injury, and represent potential targets for therapeutic
interventions. The goal of this study was threefold: first, to further characterize the
influence of ischemic stroke on systemic oxygen homeostasis and related hematological
changes; second, to further characterize the influence of ischemic stroke on systemic
inflammation; and third, to evaluate whether stroke-induced changes in hematological and
immunological parameters display to cerebral asymmetry. Specific objectives were: (i) To
evaluate changes in blood gases, plasma erythropoietin (EPO), red blood cell (RBC) count,
hematocrit, and white blood cell (WBC) count in the well-established animal model of
middle cerebral artery occlusion (MCAO) in rats; (ii) To assess the temporal induction of
the pro-inflammatory cytokines IL-1p, IL-6 and TNF-« in the brain, blood and spleen after
MCAQO; and (iii) To compare the effects of unilateral left and right MCAO on RBC and
WBC counts, plasma concentration of norepinephrine and on the number and function of
spleen leukocytes. Wistar rats underwent 1-hour transient MCAO using the intraluminal
thread technique. Groups of MCAO and sham-operated animals were evaluated and
compared at extended times after reperfusion for assessment of infarct volume, as well as
neurological, physiological, hematological and immunological variables. Results showed
that hypoxemia occurred from 6 to at least 24 hours post-reperfusion and was accompanied
by a concomitant increase of plasma EPO levels. RBC counts and hematocrit were
transiently increased 2-7 days after reperfusion. In contrast, WBC counts decreased during
the same time period. Expression of IL-1f, IL-6 and TNF-o. was transiently increased both
in blood and spleen, with a maximum at 2 days, and normalization by 7 days. A transient
increase of the plasma concentration of norepinephrine, as well as a rapid efflux of
leukocytes from the spleen and a sustained stimulation of in vitro proliferative responses of
spleen T and B lymphocytes to mitogens were observed. There was no difference, however,
in the changes of the hematological and immunological parameters between left and right
MCAO. These findings demonstrate that hypoxemia occurs and persists several hours after
MCAO in Wistar rats, consistent with previous clinical observations, and reinforce the
importance of monitoring physiological variables at longer time points than those routinely

performed in both human and animal stroke models. Also, this study shows that cerebral
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ischemia induces a transient increase of EPO and NE, a immune cell redistribution and
activation, indicating a systemic inflammatory response. The hematological and
immunological changes observed in periphery as well as the response of the autonomous
nervous system indicates an absence of asymmetric effects of left versus right stroke.This is
probably due to the large cerebral ischemic lesions affecting both cortical and subcortical

areas.

Key words. Stroke, acute cerebral ischemia, hypoxemia, inflammation, erythropoietin,

cerebral asymmetry, lymphocyte subsets, lymphocyte proliferation.
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CHAPITRE 1

L’ACCIDENT VASCULAIRE CEREBRAL

1.1. Introduction

L’accident vasculaire cérébral (AVC), aussi appelé accident cérébrovasculaire ou
«attaque cérébraley, est le trouble neurologique dévastateur le plus courant et la troisieme
cause de mortalité dans les pays industrialisés, aprés les maladies cardiaques et les cancers
(Sacco et al., 1997). Méme si notre compréhension des mécanismes sous-jacents des AVC
s’est améliorée, leur prise en charge n’est toujours pas optimale et reste I’objet d’un débat.
Quelle que soit la mesure utilisée, les AVC sont un énorme probléme de santé publique. En
plus de la mortalité et de la morbidité qui leur sont associées, leur cofit total dépasserait 30
milliards de dollars par année aux Etats-Unis (Matchar, 1998; Taylor et al., 1996). Chaque
année, prés de 50 000 Canadiens ont un AVC. Globalement, environ 20 % des patients
ayant un premier AVC en meurent dans le mois qui suit (1étalité précoce) et, parmi ceux
qui sont encore en vie six mois plus tard, a peu prés un tiers sont en perte d’autonomie. Le
taux de récurrence est d’environ 5 % par année, mais il a tendance a étre plus élevé au
cours des premiers mois, surtout si I’AVC était dii a une sténose carotidienne (The MRC
European Carotid Surgery Trial, 1998; Warlow et al., 1996). De plus, comme les survivants
d’'un AVC sont habituellement atteints d’une maladie vasculaire touchant tous leurs
systémes artériels et pas seulement la circulation cérébrale, ils sont exposés a un risque
élevé d’accident coronarien grave — environ 3 % par année (Warlow et al., 1996). Les
diverses facettes du fardeau des AVC comprennent donc la mortalité, I’incidence, la
prévalence, I’évolution a long terme et le cofit, qui sont tous élevés.

Un AVC est un syndrome clinique d’apparition rapide traduisant une perte focale de
fonction cérébrale ayant pour seule cause apparente une origine vasculaire, quoique la perte
de fonction soit parfois générale. Les symptomes durent plus de 24 heures ou causent le
déces (Warlow et al., 1996). La gravité du syndrome est variable, allant d’une récupération
compléte en une journée au déceés du patient en passant par une récupération incompléte et
une incapacité marquée. De nombreux patients devenus invalides considérent que leur sort

est pire que la mort (Shuaib, 1999).
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Comme d’autres syndromes cliniques, tels que la pneumonie ou la méningite, les
AVC sont trés hétérogeénes et leurs nombreuses causes influencent le pronostic, le type de
traitement nécessaire et les stratégies de prévention. La prévention et le traitement des AVC
sont des préoccupations cruciales de santé publique. Les récents progres effectués dans la
compréhension des causes des AVC nous permettent maintenant de les prévenir.
L’introduction du traitement thrombolytique des AVC aigus a changé radicalement
le pronostic et a permis d’envisager un traitement d’urgence analogue a celui de la
coronaropathie. L’AVC est ainsi devenu une maladie susceptible d’étre traitée. Deux
systémes doivent étre pris en considération dans le diagnostic et la prise en charge des
AVC : le systeme circulatoire et le systtme nerveux. Un trouble du systéme circulatoire
déclenche une atteinte de structures cérébrales. Le lieu de I’atteinte cérébrale détermine les
symptOmes, les signes et I’ampleur de I’incapacité provoquée par I’AVC. L’anatomie et la
chimie du cerveau interviennent dans la vulnérabilité des neurones et la propagation des

lésions neuronales qui sera discuté au Chapitre 3.

1.2. Anatomie du systéme circulatoire en jeu dans I’AVC ischémique aigu

Le cerveau inclut de deux hémisphéres cérébraux. Leur partie externe, appelée
cortex cérébral, entoure de grosses structures profondes : les noyaux basaux incluant le
thalamus, les voies ascendantes et descendantes de substance blanche et les ventricules
remplis de liquide céphalo-rachidien. Le cortex cérébral est composé des lobes frontal,
pariétal, temporal et occipital. Les structures profondes du cerveau sont reliées au tronc
cérébral, qui contient le mésencéphale, la protubérance annulaire et le bulbe rachidien. Le
cervelet est situé en arriére du tronc cérébral. Chaque hémisphére est irrigué par une artére
carotide interne (voir figure 1). Les artéres carotides communes droite et gauche naissent
respectivement du tronc artériel brachio-céphalique et de la crosse de 1’aorte. Elles se
divisent dans le cou, juste au-dessous de 1’angle de la méchoire et forment I’artére carotide
interne qui irrigue le cerveau et I’artére carotide externe qui irrigue le visage. L’artére
carotide interne traverse le rocher et le sinus caverneux et se dirige vers I’eil, ou elle donne
naissance a |’artére ophtalmique. L’artére choroidienne antérieure prend son origine de
I’artére carotide interne juste avant qu’elle se divise pour créer I’ACM et I’artére cérébrale
antérieure. L’artére choroidienne antérieure pourvoit a la vascularisation du lobe temporal
moyen. L’ACM irrigue la surface latérale des hémisphéres cérébraux, y compris les lobes

frontal, pariétal et temporal. De petites branches du segment horizontal de cette artére, les
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artéres lenticulo-striées, irriguent les noyaux basaux et la capsule interne, qui est la
substance blanche de la principale voie de connexion entre le cortex et les structures
profondes (voir figure 1). L’artére cérébrale antérieure (ACA) apporte du sang a la surface
moyenne des hémisphéres cérébraux, y compris les lobes frontal, pariétal et temporal (voir
figure 1). Un réseau considérable d’anastomoses fournissent du sang aux régions du
cerveau qui pourraient étre privées de leur principale source de sang par P'occlusion d’un

vaisseau important.

Pastenor
Temporal

Figure 1. Diagramme anatomique des vaisseaux sanguins cérébraux chez I’humain

(Tiré de “The internet stroke centre™: www.strokecenter.org; consulté le 01/09/2004)

Le principal systéme anastomotique est le cercle de Willis (ou polygone de Willis) situé a
la base du cerveau. Les deux artéres carotides communiquent d’un c6té a I’autre par I’artére
communicante antérieure.

Chaque artére carotide communique avec ’artére cérébrale postérieure par I’artere
communicante postérieure, ce qui permet une circulation de suppléance entre le systéme
carotidien et le systéme vertébro-basilaire. Des anastomoses peuvent aussi exister entre
I’artére carotide externe et 1’artére carotide interne, en cas d’occlusion de cette derniére.

Du sang peut couler a contre-courant de la branche sus-orbitaire de I’artére carotide
externe a I’artére carotide interne en passant par |’artére ophtalmique, et les branches
méningées de 1’artére carotide externe peuvent former des anastomoses avec les branches
distales des artéres cérébrales. Les zones jonctionnelles des territoires artériels du cerveau
sont situées a la confluence des branches distales des artéres cérébrales, a la jonction des

territoires des artéres cérébrales moyenne (ACM) et antérieure dans la portion moyenne des
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hémisphéres et & la jonction des artéres cérébrales moyenne et postérieure dans le lobe
pariétal postérieur. Ces zones sont plus vulnérables & une ischémie par une chute soudaine

de la pression de perfusion.

1.3. Etiologie des AVC
Les deux principales causes d’une atteinte vasculaire cérébrale sont une ischémie et
une hémorragie. Environ 85 % des AVC sont d’origine ischémique et 15 %, d’origine

hémorragique (Bogousslavsky et al., 1988; Sherman et al., 1995).

1.3.1. AVC ischémique

Un infarctus ischémique se produit quand la perfusion sanguine d’un territoire
cérébral est réduite a cause de I’occlusion du vaisseau sanguin qui irrigue ce territoire. Les
AVC ischémiques se divisent en AVC thrombotiques sur artére de gros calibre, AVC
thrombotiques sur artére de petit calibre, AVC athéro-emboliques par la migration d’un
embole d’une grosse artére a une branche distale et en AVC cardio-emboliques
(Bogousslavsky et al., 1988; Sherman et al., 1995). L’athérosclérose de vaisseaux
extracraniens, notamment a la bifurcation carotidienne, est responsable d’environ 20 % des
AVC ischémiques. Une vasculopathie intracranienne est responsable d’environ 40 % des
AVC ischémiques et une maladie cardio-embolique, de 20 %. La cause ne peut pas €tre

déterminée dans a peu prés 20 % des cas, qui sont appelés AVC cryptogéniques.

1.3.1.1. Thrombose intracranienne

Les AVC ischémiques liés 3 une vasculopathie intracranienne concernent
habituellement les structures profondes du cerveau, dans la région des noyaux basaux, du
thalamus et de la capsule interne. Les petits infarctus appelés lacunes sont causés
principalement par la lipohyalinose, une affection caractérisée par des changements
prolifératifs des parois artériolaires, qui entrainent une nécrose fibrinoide et une thrombose
des artérioles atteintes (Fisher, 1998). Ces changements prolifératifs sont causés surtout par
I’hypertension et le diabéte, des facteurs de risques majeurs d’'un AVC. Un petit infarctus
lacunaire dans une voie cruciale de substance blanche peut causer un déficit neurologique
important. En revanche, I’autopsie de patients hypertendus peut révéler de nombreux petits
AVC lacunaires qui étaient restés asymptomatiques ou qui n’avaient occasionné que de

légers changements cognitifs durant la vie du patient. Une étude chez des sceurs d’une
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congrégation a montré que la sévérité et la fréquence des démences chez les personnes
atteintes de la maladie d’Alzheimer étaient plus grande chez les sujets avec des petits
infarctus lacunaires démontrant ainsi I’importance des maladies cérébrovasculaires dans la
démence (Snowden, 2003; Snowden et al., 1997). Il est d’ailleurs suggéré que dans la
pathologie de la maladie d’Alzheimer, I’angiogénése et la néovascularisation pathologique
peuvent survenir en réponse a une perfusion cérébrale inadéquate et & des lésions
vasculaires de type inflammatoire. Ces lésions peuvent mener a des changements
morphologiques (densité des capilaires) et biochimiques telle que I’expression des
médiateurs inflammatoires VEGF, TGF-B et TNF-a (Gorelick, 2005). De plus,
I’athérosclérose et la maladie d’Alzheimer sont intimement liées. Les facteurs communs
sont I’'inflammation systémique, le syndrome métabolique, le diabéte et 1’obésité, entre
autres. (Casserly et Topol, 2004). Finalement, ’occlusion de vaisseaux intracraniens de
plus gros calibre peut causer des AVC plus étendus. L’athérosclérose des vaisseaux
intracraniens est plus fréquente chez les patients d’origine africaine ou asiatique que chez

ceux de race blanche (Caplan et al., 1986).

1.3.1.2. Athérosclérose extracranienne

L’athérosclérose a la bifurcation carotidienne peut causer un AVC par embolisation
interartérielle ou par thrombose aigué avec réduction de la perfusion distale.
L’athérosclérose est caractérisée par un épaississement de I’intima causé par des
macrophages chargés de lipides (Fuster, 1996). Ces lésions se produisent aux points de
déviation ou de division des artéres a cause des forces de cisaillement. La paroi postérieure
de la bifurcation carotidienne, du c6té opposé ou nait I’artére carotide externe, est le
principal lieu ou I’on trouve des plaques athéroscléreuses en raison de turbulences
accompagnées de remous et de contre-courants occasionnant 1’accumulation de matériel
lipidique. Une plaque se forme quand des macrophages et des lipides extracellulaires
proliférent dans la région d’une strie lipidique (Zarins et al., 1983) et croissent avec la
prolifération de cellules musculaires lisses stimulées par le facteur de croissance des
fibroblastes (FGF), le facteur de croissance des plaquettes (PGF) et ’angiotensine II
(O’Brien et Schwartz, 1996). Il peut y avoir une accumulation extracellulaire de lipides
avec une composante cellulaire confluente ou encore une concentration de lipides en un
noyau central entouré d’une mince chape fibreuse. Ces plaques peuvent se rompre et causer

une hémorragie a ’intérieur de la plaque. Dans les artéres, cette rupture peut donner lieu a
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une occlusion du vaisseau méme si la plaque initiale ne produisait pas une sténose notable
(Fuster, 1996). Une occlusion dans les artéres peut aussi se produire quand du collagéne
s’accumule dans la plaque aprés la formation d’un thrombus et entraine un épaississement
de la paroi par fibrose pouvant donner lieu a une occlusion (Fuster, 1996). Les symptomes
des AVC et des accidents ischémiques transitoires (AIT) associés a une athérosclérose
carotidienne se produisent surtout au moment d’une rupture de plaque aigu€ et d’une
hémorragie dans la plaque, a cause de la formation d’emboles qui viennent obstruée des
branches intracraniennes distales ou I’artére carotide interne (Imparato et al., 1979,

Imparato et al., 1983; Lusby et al., 1982).

1.3.1.3. AVC cardio-embolique

Un AVC cardio-embolique produit habituellement un infarctus dans les vaisseaux
intracraniens distaux du cortex cérébral (Easton et Sherman, 1980). A I’examen
anatomopathologique, la plupart des occlusions de I’ACM se révélent étre d’origine cardio-
embolique (Lhermitte et al., 1970). La principale cause d’embolie cardiogéne est la
fibrillation auriculaire. La fibrillation auriculaire accompagnée d’une -cardiopathie
rhumatismale valvulaire multiplie par 17 le risque d’AVC par rapport a un groupe témoin
appari¢ (Wolf et al., 1978). La fibrillation auriculaire non valvulaire est beaucoup plus
fréquente, notamment chez les personnes de plus de 75 ans, et elle multiplie par six le
risque d’AVC par rapport a un groupe témoin apparié¢ (Wolf et al,, 1978). Un AVC
embolique peut aussi €tre associé a un infarctus aigu du myocarde (Easton et Sherman,
1980), en particulier quand il intéresse la paroi antérieure du ceeur (Asinger et al., 1981). Le
risque commence environ 48 heures aprés ’infarctus et persiste pendant & peu pres six
mois, apres quoi la paroi lésée du myocarde devient akinétique et moins susceptible de
causer un embole a partir d’un thrombus (Asinger et al., 1981). D’autres causes d’infarctus
cérébraux emboliques sont: (1) un prolapsus valvulaire mitral (Barnett et al., 1980;
Jeanrenaud et al., 1990), qui survient chez jusqu’a 10 % de la population générale, (2) une
endocardite bactérienne, aigué¢ ou subaigué (Kanter et Hart, 1991), (3) des prothéses
valvulaires chez des patients non infectés, (4) la calcification de I’anneau mitral et des
anévrismes du septum interauriculaire, (5) une plaque athéroscléreuse dans la crosse de

I’aorte (Tunick et Kronzon, 1990).



1.3.1.4. Anomalies hématologiques et de la coagulation

Des anomalies hématologiques et des coagulopathies augmentent le risque
d’apparition d’'un AVC ischémique. La polycythémie (ou polyglobulie), par exemple,
augmente ce risque par le biais d’une hyperviscosité du sang ou d’une augmentation de
’activité plaquettaire causant une thrombose (Kannel et al., 1972; Tohgi et al., 1978). Les
AVC peuvent étre associés a des carences de certaines protéines anticoagulantes, comme
I’antithrombine III, la protéine C et la protéine S (D’Angelo et al., 1988; Kohler et al.,
1990). L’hyperagrégabilité plaquettaire entraine une thrombose intracranienne dans le
purpura thrombocytopénique thrombotique, qui peut aussi occasionner une hémorragie
intracranienne par déplétion plaquettaire (Silverstein, 1968). La présence d’anticorps
anticardiolipine ou d’anticorps antiphospholipides sans autre manifestation d’une
collagénose vasculaire est un facteur de risque indépendant notable d’un AVC, tout autant
que ’hypertension et le diabéte (The Antiphospholipid antibodies in stroke study (APASS)
group, 1993). La drépanocytose est associée a une vasculopathie intra- ou extra-cranienne
causée par I’épaississement des drépanocytes dans la paroi artérielle, ce qui donne lieu a
une thrombose (Russell et al., 1984). Le diabéte est associé & une hyperagrégabilité
plaquettaire et a une hypercoagulabilité sérique, qui peuvent contribuer a un AVC (Mayne
et al., 1970).

1.3.2. AVC hémorragique

Un AVC hémorragique est causé par la rupture d’un vaisseau sanguin qui irrigue le
cerveau. Les gros vaisseaux sanguins a destinée cérébrale traversent 1’espace sous-
arachnoidien (espace entre la pie-mére et 1’arachnoide). Les artérioles pénétrent dans le
parenchyme cérébral et irriguent les structures du systéme nerveux central. Les hémorragies
qui résultent de la rupture d’artérioles intracraniennes, sont intra-parenchymateuses dans

75 % des cas, et sous-arachnoidiennes dans 25 %.

1.3.2.1. Hémorragie cérébrale parenchymateuse

L’étiologie de base est I’hypertension qui provoque la formation de
microanévrismes sur les parois des artérioles 1ésées par une lipohyalinose (Cole et Yates,
1967). Lors de rupture de ces microanévrismes, une hémorragie intraparenchymateuse se

produit habituellement dans les structures profondes du cerveau, dans la région des noyaux
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basaux. Une hémorragie lobaire peut aussi résulter de I’hypertension, mais elle est souvent

causée par une angiopathie amyloide, en particulier chez la personne dgée (Vinters, 1998).

1.3.2.2. Hémorragie sous-arachnoidienne

Les hémorragies sous-arachnoidiennes sont causées le plus souvent par la rupture
d’anévrismes sacculaires aux points de division des artéres intracraniennes au niveau du
polygone de Willis. Les anévrismes sont donc retrouvés le plus souvent au niveau de
Porigine des artéres communicantes postérieures, communicantes antérieures et cérébrales
moyennes et de la basilaire. Des malformations artério-veineuses qui permettent au sang de
passer directement d’artéres cérébrales a des veines sans passer par un lit capillaire peuvent
aussi causer une hémorragie sous-arachnoidienne avc ou sans composante intra-

parenchymateuse.

1.3.2.3. Hémorragies sous-durale et epidural

Contrairement aux hémorragies cérébrales et sous-arachnoidiennes, les hématomes sous-
duraux sont associés a un processus externe tel un trauma ou une accélération décélération
de la téte. L’hématome sous-dural est le grand imitateur, et peut se présenter avec des
signes latéralisateurs comme un AVC, une céphalée isolée, ou une atteinte de 1’état de
conscience et hypertension intracranienne. L hématome sous-sural est plus fréquent chez le
sujet avec une atrophie cérébrale ou coagulopathie (alcool, anticoagulants,
thrombocytopénie et autres). Dans les modeles animaux, I’hématome sous-durale peut
induire une ischémie dans le cortex sous-jacent (Miller et al., 1990). Aprés un traumatisme
crianien, I’hématome se forme graduellement pendant des jours ou méme des semaines.
Avec un diagnostic précoce et une évacuation si nécessaire, ils guérissent souvent sans
séquelles.

L’hématome épidurale survient presque toujours aprés un trauma cranien, souvent
en relation a une fracture du crane. Elle est causée par la déchirure de 1’artére méningée
moyenne. Classiquement, le sujet aura une perte de connaissance transitoire aprés
I’accident puis semblera revenir a son niveau de base. Quelques heures plus tard, il y aura
une atteinte rapidement progressive de 1’état de conscience allant au coma. S’il n’y a pas

une intervention rapide pour arreter I’hémorragie et drainer I’hématome, le sujet meurt.
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1.4. Facteurs de risque des AVC
Meéme si des traitements visant a réduire les 1ésions cérébrales dues a un AVC aigu
sont en voie de développement, la prévention reste la stratégie la plus efficace pour réduire
les coiits des AVC et leurs conséquences sur la santé. Des études épidémiologiques
prospectives ont permis d’établir des facteurs de risque individuels et environnementaux
des AVC et leur importance relative. Ces facteurs de risque peuvent étre répartis en facteurs
modifiables et en facteurs non modifiables. En prétant suffisamment d’attention aux
facteurs de risque modifiables, on peut réduire dans une grande mesure 1’effet des facteurs

non modifiables.

1.4.1. Facteurs de risque non modifiables des AVC

L’age, le sexe, la race et les antécédents familiaux d’AVC or d’AIT sont des
facteurs de risque non modifiables (Sacco et al., 1997). Le risque de faire un AVC
augmente avec 1’dge. Deux tiers des AVC se produisent chez des personnes de plus de
65 ans. Passé I’age de 55 ans, le risque d’AVC double tous les 10 ans (The National Stroke
Association, 1995). Les hommes risquent un peu plus que les femmes d’avoir un AVC. Par
contre, comme les femmes vivent plus longtemps, plus de survivants d’'un AVC agés de
plus de 65 ans sont des femmes. Les Afro-Ameéricains sont exposés a un risque plus élevé
que la plupart des autres groupes raciaux (Broderick et al., 1998; Sacco et al., 1998; The
American Heart Association, 1995), sauf ceux de plus de 75 ans (Broderick et al., 1998).
Par ailleurs, le risque d’un AVC est plus élevé chez les personnes ayant des antécédents
familiaux d’AVC ou d’AIT (Kiely et al., 1993). Le diabéte augmente le risque d’AVC,
peut-étre en raison des problémes circulatoires qu’il peut causer. De plus, I’atteinte
cérébrale peut étre plus grave et plus étendue si la glycémie est élevée au moment de
I’AVC. Le traitement du diabéte peut retarder 1’apparition de complications qui augmentent
le risque d’AVC. Toutefois, méme quand la glycémie est bien contrdlée par un traitement,
les personnes diabétiques sont peut-étre exposées a un risque accru du simple fait d’étre

diabétiques.

1.4.2. Facteurs de risque modifiables et prévention primaire des AVC
Plusieurs facteurs modifiables semblent influencer le risque d’AVC. Les facteurs
associés au risque attribuable (paramétre reflétant le risque relatif et la prévalence générale)

le plus élevé semblent étre les meilleures cibles pour la prévention des AVC. Le tableau I
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énumeére les facteurs de risque pour lesquels il est démontré qu’ils valent la peine d’étre

modifiés.

Tableau I. Facteurs de risque d’un premier AVC ischémique (Easton, 1998.)

Facteurs non modifiables Facteurs modifiables
Age Hypertension
Sexe Diabéte
Race ou origine ethnique Fibrillation auriculaire
Hérédité Tabagisme
Hypercholestérolémie
Forte consommation d’alcool
Sténose carotidienne asymptomatique
Accident ischémique transitoire

La prévention primaire de l'accident vasculaire cérébral passe par la modification des
facteurs de risque, soit en effectuant des changements dans les habitudes de vie ou en
intervenant sur le plan médical. Les résultats provenant des essais cliniques indiquent que
I’AVC peut étre prévenu et que le risque de récurrence d’un AVC peut étre réduit (Wolf,
1998). Les mesures de prévention incluent notamment: (1) le contrdle de I’hypertension par
des agents anti-hypertenseurs comme les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ECA) qui semblent les plus avantageux dans la prévention des AVC
(Hosomi et al., 2001; The Heart Outcomes Prevention Evaluation Study Investigators,
2000), (2) I’arrét de 'usage du tabac (Wannamethee et al., 1995), (3) la diminution de la
consommation d’alcool (Sacco et al., 1999), (4) I’augmentation de 1’activité physique chez
les personnes sédentaires, (5) I'utilisation d’anticoagulant chez les patients avec fibrillation
auriculaire (The Stroke Prevention in Atrial Fibrillation III randomised clinical trial, 1996),
(6) [lutilisation d’antiplaquettaires aprés un AVC ou une  ischémie cérébrale
transitoired’origine  athérothrombotique (Wolf, 1998), (7) [’utilisation d’agents
hypolipidémiants telles que les statines qui ont réduit I’incidence d’AVC de 31% chez les
patients avec athérosclérose et hypercholestérolémie (Hébert et al., 1997, et finalement (8)

le contréle serré de la glycémie chez les patients diabétiques (Wolf, 1998).



12

1.5. Traitement d’un AVC aigu
Deux approches ont été développées pour la thérapie de ’AVC. La premiére
approche consiste a dissoudre rapidement les caillots a l'origine de 'ACV et a restaurer la
libre circulation du sang dans le but de limiter les dommages causés au cerveau. La
deuxiéme approche consiste notamment dans I’utilisation d’agents neuroprotecteurs qui

interférent avec la cascade d’événements biochimiques qui ménent & la mort neuronale.

1.5.1. Reperfusion

Une ischémie cérébrale est causée soit par I’occlusion d’un vaisseau qui irrigue un
territoire du cerveau, soit par une insuffisance circulatoire générale due a un arrét cardiaque
et a une hypotension générale. Le traitement optimal est la reperfusion en reperméabilisant
I’artere occluse, en contournant 1’oblitération ou en rétablissant le débit cardiaque et la
pression de perfusion globale. Un seul traitement est présentement approuvé au Canada
pour reperméabiliser un vaisseau occlu par un caillot. Ce thrombolytique, ’activateur
tissulaire du plasminogeéne recombinant (rt-PA), doit étre administré moins de trois heures
apres le début des symptomes, avant que le territoire cérébral irrigué par I’artére occluse
soit completement infarci. Malheureusement, la plupart des patients n’arrivent pas a
I’hdpital assez tot pour le recevoir (The National Institute of Neurological Disorders and
Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). Aussi, ce traitement n’est pas sans risque et
s’accompagne de 5 a 10 % de risques d’hémorragie intracranienne sérieuse ou de décés
(Katzan et al., 2000). Des techniques avancées d’imagerie cérébrale et vasculaire
permettent, cependant, de mieux choisir les patients en déterminant la présence d’un
infarctus, la quantité de tissu cérébral déja infarci ou menacé par I’hypoperfusion ainsi que
la présence et le lieu de thrombus ou d’emboles occlusifs. L’échographie doppler
transcranienne permet de détecter des thrombo-embolies intracraniennes et de faciliter peut-
étre la thrombolyse. Cette technique peut servir aussi a déterminer s’il y a eu recanalisation.

Des inhibiteurs de la glycoprotéine plaquettaire IIb/IIla ont été administrés a la
place du rt-PA ou apreés ce dernier pour faciliter la thrombolyse et prévenir la formation de
thrombus blancs. Des moyens mécaniques d’extraction de caillots sont aussi a 1’étude
(Bellon et al., 2001). Quand un patient présente un thrombus aigu greffé a une lésion
athérosténosique avancée, il faut souvent procéder a une angioplastie, avec ou sans mise en

place d’une endoprothése, pour prévenir la rethrombose aprés une thrombolyse efficace.
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1.5.2. Augmentation de la perfusion des territoires ischémiques
D’aprés des constatations préliminaires, on pourrait réduire I’étendue d’un infarctus
cérébral, en augmentant la pression de perfusion cérébrale des patients présentant les
premiers symptomes d'un AVC, en prévenant |’hypotension et 1’hypovolémie.
L’hypovolémie est un probléme potentiel chez les patients atteints d’AVC aigu qui ne
peuvent souvent pas s’hydrater oralement. De plus, quelques études ont regardé le bénéfice
potentiel d’une augmentation thérapeutique de la pression artérielle pour optimiser la
pression de perfusion cérébrale. On peut augmenter substantiellement la circulation dans
les artéres collatérales en maximisant la volémie, en optimisant la tension artérielle et en

maintenant la téte a I’horizontale.

1.5.3. Utilisation des anticoagulants et des antiplaquettaires dans le traitement aigu de
IPAVC

Dans I’étude TOAST (Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment) (The
Publications Committee for the Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST)
Investigators, 1998), un héparinoide s’est avéré efficace pour réduire la fréquence de
résultats défavorables dans un sous-groupe de patients atteints d’AVC avec sténose ou une
occlusion athérosclérotique documentée d’une artére de gros calibre. L’aspirine a un faible
effet positif sur I’évolution d’'un AVC aigu et cet effet est statistiquement significatif. (The
International Stroke Trial Collaborative Group, 1997). Les médicaments intraveineux
comme l’abciximab sont parfois efficaces dans les cas de réocclusion aprés une
thrombolyse efficace et leur effet thrombolytique a été mis en évidence a 1’occasion
(Lapchak et Araujo., 2003). L’ Ancrod et I’estérase d’arginine ont un pouvoir fibrinolytique
impressionnant et, d’aprés des données préliminaires, pourraient étre efficaces dans
certaines circonstances (Sherman, 2002). La fibrine intervient dans la formation et le
maintien des thrombus rouges (érythrocytes-fibrine) et des thrombus blancs (plaquettes-
fibrine). Diminuer le taux de fibrinogéne réduirait la viscosité et améliorerait I’apport
sanguin dans les zones ischémiées. Méme si cette stratégie a regu beaucoup d’attention
dans le passé, malheureusement aucun des rapports d’essais terminés ne contient une
analyse détaillée des types d’AVC et des lésions vasculaires déterminées par des techniques
modernes d’imagerie cérébrale et vasculaire.

Malgré quelques études prometteuses (Baker, 1962; Duke et al., 1986; Fisher, 1958;
Kay et al.,, 1995) I’anticoagulation immédiate de tout patient atteint d’AVC par de
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I’héparine intraveineuse ne s’est pas révélée efficace pour améliorer les résultats dans le
cadre d’essais cliniques contrdlés, quel que soit le type d’AVC (Haley et al., 1988; The
International Stroke trial collaborative group, 1997).

1.5.4. Les agents neuroprotecteurs

Une bonne compréhension des mécanismes impliqués a permis de mettre au point
des médicaments qui limitent ou atténuent l'importance des lésions neuronales. Plusieurs
types de médicaments neuroprotecteurs (voir figure 2) existent comme traitement potentiel

de ’AVC.
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Figure 2. Diagramme schématique de la cascade ischémique et utilisation d’agents
neuroprotecteurs interférant au niveau des mécanismes impliqués dans la mort neuronale

(Green et al., 2003a)

Lorsque les agents neuroprotecteurs sont administrés avant l'attaque, ou quelques heures
apreés (étude pré-clinique), ces agents peuvent soit prévenir l'infarctus ou en limiter
grandement 1'étendue. Un certain nombre de ces agents neuroprotecteurs sont présentement
soumis a des essais cliniques portant sur l'accident vasculaire cérébral aigu (Green et al.,

2003a). Un avantage de l'utilisation de ces médicaments dans les cas d'accident vasculaire
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cérébral aigu est qu'une tomodensitométrie crinienne n'est pas nécessaire avant
I'administration de la dose initiale du produit. En outre, 1'agent neuroprotecteur pourrait
potentiellement étre utilisé dans I'ambulance, ce qui permettrait de sauver de précieuses
minutes. Aucun médicament neuroprotecteur ne s’est révélé efficace chez I’humain jusqu’a
ce jour. Une des barriéres probable au succes de I’utilisation des agents neuroprotecteurs est
la petite quantité viable de tissu de la pénombre au moment de la présentation des patients

avec AVC.

1.6. Prévention secondaire

Plusieurs possibilités thérapeutiques pour la prévention des AVC aigus récurrents
s’offrent aux cliniciens. D’abord, il s’agit de bien identifier les facteurs de risque et les
maitriser le mieux possible avec des médicaments appropriés et ensuite d’y ajouter des
médicaments connus pour diminuer le risque d’un autre AVC aigu.

Selon des études préliminaires, 1’aspirine et d’autres médicaments qui modifient la
fonction plaquettaire (comme le clopidogrel ou le dipyridamole a libération prolongée) sont
efficaces pour prévenir des AVC aigus récurrents et des infarctus du myocarde, mais les
essais réalisés n’ont pas déterminé quel groupe de patients en bénéficiait (Diener et al.,
2004; Fox et al., 2004; Jones et al., 2004). Une méta-analyse d’essais randomisés contrdlés
d’antiplaquettaires dans la prévention secondaire des AVC a révélé une réduction de 15 %
(non significative) des AVC avec I’aspirine comparativement au placebo de méme qu’une
tendance vers une réduction des AVC pour tout traitement contenant de ’aspirine (Sze et
al., 1988). Des essais du chlorhydrate de ticlopidine, du clopidogrel et de I’aspirine en
association avec le dipyridamole a libération prolongée ont démontré la supériorité de ces
médications comparativement a 1’aspirine seule pour réduire les événements vasculaires en
général et certains résultats préoccupants reliés aux AVC (Diener et al., 1996). L’aspirine
utilisée dans I’étude factorielle IST (International Stroke Trial) n’a démontré aucune
différence significative dans la mortalit¢ ou la dépendance fonctionnelle a six mois.
Cependant, il y a eu une réduction de mortalité ou de la récurrence non mortelle ’AVC
(The International Stroke Trial Collaborative Group, 1997).

Lors de plusieurs essais randomisés, la warfarine a ét¢ manifestement efficace pour
prévenir un AVC chez des patients atteints de fibrillation auriculaire. La warfarine s’est
révélée nettement plus efficace que ’aspirine dans ce groupe de patients (réference). Une

étude récente sur la prévention d’un second AVC n’a pas permis d’observer une différence
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significative entre I’aspirine et la warfarine dans la prévention d’un second AVC

ischémique, du décés ou d’une hémorragie intracranienne (Mobhr et al., 2001).

1.7. Conclusion

L’accident vasculaire cérébral peut s’avérer un défi diagnostique de taille du fait
que ses symptomes sont nombreux et variés. Les attaques cérébrales sont en majorité de
type ischémique (plus de 80% des cas), et le reste est de type hémorragique. Le mécanisme
sous-jacent impliqué dans les attaques ischémiques est soit athérothrombotique, embolique
ou lacunaire. Un traitement préventif des facteurs de risques modifiables tels que
hypertension, 1’hypercholestérolémie et le diabéte, entre autres, et I’arrét du tabagisme,
peuvent s’avérer trés bénéfiques. Le traitement des AVC aigus s’appuie maintenant sur des
bases scientifiques solides. Les traitements anticoagulants et antiplaquettaires ont des
indications précises. La thrombolyse est une nouvelle avenue thérapeutique pour ’AVC
aigu. De nouvelles stratégies basées sur les neuroprotecteurs sont en train d’€tre élaborées
pour réduire 1’étendue des lésions ischémiques. La stratégie la plus prometteuse semble
combiner un traitement thrombolytique visant a rétablir la perfusion cérébrale et un
traitement neuroprotecteur, ayant pour but de sauver des neurones ischémiés et de prévenir
les 1ésions de reperfusion. Par ailleurs, I’imagerie par résonance magnétique fonctionnelle a
permis d’étudier les aspects qualitatifs, quantitatifs et temporels du rétablissement cérébral,

apres une ischémie.



CHAPITRE 2

MODELES ANIMAUX D’ISCHEMIE CEREBRALE AIGUE

2.1. Introduction

Les modéles d’AVC ont fait 1’objet d’un débat considérable (Millikan, 1992;
Wiebers et al., 1970; Zivin et Grotta, 1990). D’aprés certains auteurs, la physiopathologie
des maladies cérébrovasculaires ischémiques est si complexe et ses causes, ses facteurs de
risque et ses manifestations cliniques sont si diverses, qu’il est pratiquement impossible de
concevoir un modele d’AVC qui puisse tenir compte de toutes ces variables. Le succes
d’une méthode scientifique dépendra donc de la capacité du chercheur a élaborer une
représentation pratique d’événements de la vie réelle qui permette de contrdler précisément
les variables indépendantes et les facteurs confondants possibles.

Ainsi, la principale force des modeles d’ischémie cérébrale réside dans leur capacité
de fournir une version simplifiée de la maladie humaine, tout en permettant de controler
certaines variables physiologiques. De plus, comme les résultats expérimentaux doivent
étre reproductibles, il faut faire des efforts pour produire des AVC dont la gravité est
raisonnablement semblable d’un animal a 1’autre. L’étude de produits thérapeutiques
nécessite aussi un certain degré d’uniformité entre les sujets et les témoins, ce qui est plus
faisable dans des modéles animaux congus avec soin et correctement standardisés.

Comme susmentionné, il existe des modeéles animaux d’ischémie cérébrale, mais ils
ne reproduisent que certains aspects de la situation clinique. La population des patients
souffrant d’'un AVC est trés hétérogéne et de nombreuses variables doivent étre prises en
considération quand on choisit un modéle animal. Les patients ont des origines ethniques
différentes, sont principalement dgés ou d’dge moyen, ont un infarctus de localisation
variable, accompagné ou non de reperfusion, sont atteints d’une maladie cérébro- ou
cardio-vasculaire sous-jacente et prennent divers médicaments.

Les modeéles in vivo se répartissent en deux groupes principaux : les modéles

d’ischémie globale et les modéles d’ischémie cérébrale focale.
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2.2. Modéles d’ischémie cérébrale aigué globale
Dans les modeéles globaux, tout le cerveau est ischémié pendant une courte période
de temps (occlusion passagére des vaisseaux sanguins irriguant le cerveau) et le
rétablissement de 1’animal repose sur une reperfusion générale. Dans ces modéles, les
lésions histologiques cérébrales évoluent pendant des jours. On considére que ces modéles
produisent des changements physiologiques similaires & ceux qui surviennent aprés un arrét

cardiaque et un pontage aortocoronarien chez I’humain.

2.2.1. Modele d’occlusion carotidienne bilatérale chez la gerbille

Le modele d’occlusion carotidienne bilatérale chez la gerbille est abondamment
utilisé parce qu’il est simple a réaliser et relativement peu invasif. Un épisode d’ischémie
transitoire est déclenché dans le cerveau de la gerbille par 1’occlusion bilatérale de 1’artére
carotide commune (Crockard et al., 1980). En raison du polygone de Willis incomplet de la
gerbille, cette occlusion de deux artéres occasionne une ischémie substantielle dans le
cerveau antérieur. L’occlusion dure généralement prés de cinq minutes, mais elle peut durer
jusqu’a 30 minutes. Aprés une bréve période d’occlusion, on observe une
neurodégénérescence typique et bien particuliére, les gros neurones des aires CA1/CA2 de
I’hippocampe étant particuliérement touchés (Brown et al., 1979). Une période d’occlusion
plus longue peut entrainer des 1ésions dans d’autres régions du cerveau, y compris le cortex
et le striatum (Baldwin et al., 1993). De plus, la dégénérescence des neurones de
I’hippocampe apparait aprés une période de 24 heures, durant laquelle aucun changement
morphologique n’est manifeste; c’est ce qu’on appelle la «mort neuronale retardée» (Kirino
etal., 1984).

Fait a signaler, I’histopathologie des structures affectées par I’AVC chez la gerbille
apres cet épisode ischémique est similaire & ce qu’on observe dans le cerveau humain aprés
un arrét cardiaque (Petito et al., 1987; Zola-Morgan et al., 1986), et les structures affectées
apparaissent aussi aprés une période de 24 heures (Petito et al., 1987). Un inconvénient
majeur de la petite taille de la gerbille est la difficulté de mettre en place une canule dans
ses arteres pour surveiller la tension artérielle et prélever du sang artériel, de méme que

dans ses veines, pour injecter un produit susceptible d’étre neuroprotecteur.
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2.2.2. Modeles d’occlusion de deux et quatre vaisseaux chez le rat
Les modeles globaux chez le rat comprennent I’occlusion de deux vaisseaux avec
hypotension par exsanguination et celle de quatre vaisseaux. Comme le polygone de Willis
du rat est complet, 1’occlusion des carotides ne provoque pas une ischémie du cerveau

antérieur puisque les artéres vertébrales maintiennent une perfusion cérébrale.

2.2.2.1. Modéle d’occlusion de deux vaisseaux chez le rat

Ce modele réunit ’occlusion carotidienne bilatérale a une hypotension générale
suffisante pour réduire considérablement la circulation sanguine collatérale (Ginsberg et
Busto, 1989; Smith et al., 1984). Il fournit de I’information sur la mort cellulaire sélective
produite dans 1’aire CA1 de I’hippocampe et dans d’autres structures vulnérables, comme le
noyau caudé, le putamen et le cortex (Smith et al., 1984). La taille plus importante du rat
permet la surveillance de diverses mesures physiologiques (y compris le débit sanguin
cérébral, la pression partielle de ’oxygeéne [PaO;] et du gaz carbonique [PaCO,] et la
fréquence cardiaque). Un désavantage de cette technique est la nécessité de provoquer
I’hypotension par exsanguination. (Gingsberg et Busto, 1989). Le déclenchement de crises

convulsives post-ischémiques est un autre probléme (Smith et al., 1984).

2.2.2.2. Modéle d’occlusion de quatre vaisseaux chez le rat

Ce mode¢le permet de produire une ischémie prononcée du cerveau antérieur chez le
rat éveillé et libre de se déplacer et de déclencher des troubles neuropathologiques
reproductibles. L’opération se déroule, cependant, en deux étapes (Pulsinelli et Brierley,
1979). La premicre est 1’électrocoagulation des artéres vertébrales (Pulsinelli et Buchan,
1988), tandis que la seconde, effectuée 24 heures plus tard, consiste & comprimer les
carotides avec des pinces qu’on pourra enlever pour permettre la reperfusion. Les
inconvénients majeurs de cette technique sont la complexité de la premiére étape et les
variations substantielles entre les sujets d’une souche donnée, qu’ils proviennent d’un seul
fournisseur ou de fournisseurs différents (Pulsinelli et Brierley, 1979). Une mortalité

postopératoire élevée a été constatée aprés la premiére étape (Ginsberg et Busto, 1989).

2.3. Modeles d’ischémie cérébrale aigué focale
On considere que les modeles d’ischémie focale entrainent des lésions histologiques

(infarcissement) similaires & celles d’un AVC ischémique chez I’humain (Macrae, 1992;



20
McAuley, 1995). En général, I’ischémie focale est produite par 1’occlusion (temporaire ou
permanente) de certains vaisseaux cérébraux, ce qui endommage des régions précises du
cerveau. Le degré de similitude entre ces modeles animaux et ’humain reste a préciser,
mais les récents progrés en imagerie et en neuroprotection, qui ont démontré une efficacité
pré-clinique, devraient rehausser notre confiance dans la valeur prédictive de ces modéles.
L’efficacité de 1’administration post-ischémique d’un neuroprotecteur, dans un
modéle animal focal, reste généralement acceptée comme la norme a respecter avant son
essai chez I’humain. Les modéles focaux se répartissent en deux types, selon que I’ischémie
est permanente ou temporaire. Une ischémie focale permanente entraine généralement des
lésions ischémiques denses dans une zone centrale, entourée d’une zone dite de pénombre,
qui est «a risque» et dans laquelle les Iésions dégénératives s’étendent habituellement de la
zone centrale vers la périphérie. Les lésions qui se produisent dans la zone de pénombre
sont dues non seulement a I’hypoperfusion, mais aussi & la propagation de substances
chimiques en provenance de la zone centrale. L’administration d’un neuroprotecteur a pour
but de protéger la zone de pénombre, puisque la zone centrale (dont I’apport sanguin est
presque nul) est probablement endommagée de maniére irréversible. Il est peu probable
qu’un arrét permanent et total de 1’apport sanguin se produise dans un territoire cérébral
humain, en raison de la désintégration du thrombus et de la thrombolyse endogéne (Mohr et
al., 1986). C’est pourquoi des modéles d’occlusion réversible ont été mis au point. Le
recours a des modéles d’ischémie permanente et & des modéles d’ischémie temporaire

permet donc d’examiner différents aspects de la cascade ischémique.

2.3.1. Modéles d’occlusion de I’ACM

Les modeles d’occlusion de I’ACM sont trés utilisés. Certains auteurs ont suggéré
qu’ils étaient particuliérement importants pour la découverte de médicaments, en raison de
leur pertinence clinique. En effet, I’ACM est le vaisseau le plus souvent en cause dans un
AVC chez I’humain (Karpiak et al., 1989; Mohr et al., 1986). De plus, ces modéles se
prétent particulicrement bien & des techniques de reperfusion, un phénomeéne courant dans
les AVC. Ces modeles sont bien documentés et ont été utilisés avec plusieurs espéces. L’un
de leurs principaux inconvénients est le nombre substantiel de variations de la technique
d’occlusion, qui a donné lieu a de grandes différences entre les laboratoires, quant a la taille
et a la variabilit¢ de la lésion ischémique et a I’efficacité des agents thérapeutiques

(Belayev et al., 1996).
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L’occlusion physique de I’ACM pour produire une ischémie focale permanente a
été réalisée chez plusieurs especes, y compris la souris (Backhauss et al., 1992; Connolly et
al., 1996), le rat (Belayev et al., 1996; Koizumi et al., 1986; Tamura et al., 1981), le chat
(Mackay et al., 1993), le chien (Suzuki et al., 1980) et des primates (Marshall et Ridley,
1996). L’occlusion nécessite 1’accés & I’ACM, soit par une fenétre cranienne, auquel cas
I’ACM peut étre occluse n’importe ot sur son parcours, soit par ’introduction dans I’artére
carotide d’un filament de nylon de taille appropriée qu’on pousse jusqu’a I’occlusion de
I’ACM a son origine dans le polygone de Willis. Chez le rat (Tamura et al., 1981) et la
souris (Backhauss et al., 1992), I’approche transcranienne nécessite I’exérése d’une partie
du crine et de la dure-mére sous-jacente, puis la section de ’ACM. Cette intervention
permet de visualiser ’ACM et d’en vérifier ’occlusion. Son principal inconvénient est
qu’il faut ouvrir le crine, ce qui modifie considérablement la pression intracranienne.
Durant I’ischémie focale avec crane fermé, la pression intracrinienne est nettement plus
élevée a cause du processus ischémique et de la formation d’un cedéme. Avec la méthode
transcranienne, 1’occlusion permanente de I’ACM est relativement simple, tandis que le
déclenchement d’une ischémie temporaire est plus complexe (Macrae, 1992; McAuley,
1995). L’occlusion temporaire de I’ACM avec des clips pour anévrismes nécessite des
manceuvres délicates pour ne pas léser les tissus cérébraux situés au-dessous de I’ACM.
Cette technique nécessite aussi une anesthésie prolongée.

On peut aussi recourir a la méthode d’occlusion par voie intraluminale (Koizumi et
al., 1986; Longa et al., 1989). Cette méthode est particulierement intéressante parce que les
techniques opératoires sont moins délicates qu’avec plusieurs autres méthodes et que le
filament de nylon peut, soit étre retiré aprés un certain temps pour permettre la reperfusion
(Sydserff et al., 1995b), soit étre laissé en place si un modele d’occlusion permanente de
I’ACM est voulu (Sydserff et al.,, 1995a, 1996). Sous anesthésie, il faut introduire un
filament de nylon par une artériotomie au niveau du moignon carotidien externe et le faire
remonter le long de ’artére carotide interne jusqu’a ce que le bout du filament soit a
I’origine de I’ACM au niveau du polygone de Willis (Figure 3). L’aspect critique de cette
opération est qu’il faut que le diametre terminal du filament soit suffisant pour obstruer le
cercle de Willis a ’origine de I’ACM. Pour réduire la variabilité de la taille de I’infarctus
d’un animal a I’autre, des chercheurs (Belayev et al., 1996) ont enrobé le filament de poly-
L-lysine pour augmenter I’attraction électromagnétique entre la surface du filament et le

revétement endothélial de 1’artére occluse.
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Figure 3. Diagramme anatomique des vaisseaux sanguins cérébraux chez le rat (Longa et

al., 1989)

Com. carotid a.

Une hypotension générale a été ajoutée a I’occlusion de I’ACM. Une étude
antérieure avait démontré qu’une occlusion ajoutée a une hypotension artérielle produisait
un infarcissement uniforme et prévisible et pourrait provoquer une lésion comparable a des
lésions prolongées (2 h par exemple) chez des sujets normotendus (Corbett et al., 2000;
Miyamoto et Auer, 2000; Zhu et Auer, 1995). Ce modele produit un infarctus de taille
moyenne sans causer les effets secondaires importants observés couramment avec
I’ischémie prolongée (comme les crises convulsives et le déces). Une autre caractéristique
du modele d’occlusion de I’ACM est ’apparition d’un cedéme cérébral (Sydserff et al,,
1996), un probléme crucial majeur des AVC. Plusieurs études ont étudié 1’cedéme avec ce
modele et I’edéme semble étre une caractéristique régulicre de ce modele d’AVC
(Hayward et al., 1993; Park et al., 1994; Sydserff et al., 1996).

2.3.2. Modele d’ischémie cérébrale par photothrombose

Ce modele consiste en la formation d’une thrombose par irradiation laser (faisceau
étroit d’une longueur d’onde donnée) transcranienne, aprés administration intraveineuse
d’un colorant photosensible, le rose Bengale, dont I’excitation lumineuse entraine la
libération de radicaux libres (Futrell et al., 1988; Wood et al., 1996). Ces demniers lésent

I’endothélium des vaisseaux sanguins, ce qui crée un foyer pour I’agrégation plaquettaire et
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la thrombose. Le thrombus produit est riche en plaquettes et dénué de fibrine (Watson et al.,
1985). Cette technique a été utilisée chez le rat. La gravité de 1’ischémie et de I’infarctus
qui en résultent varie en fonction de la dose de colorant, de I’intensité du faisceau lumineux
et de la durée de I’irradiation (Ginsberg et Busto, 1989). Les principaux inconvénients de ce
modele sont : (1) I’impossibilité de déclencher une ischémie temporaire, (2) une altération
considérable de la barrié¢re hémato-encéphalique, (3) un apport sanguin collatéral faible et,
(4) le fait qu’il n’a pas été démontré que les lésions causées reproduisent un AVC

thrombotique chez 1I’humain.

2.3.3. Mode¢le d’ischémie cérébrale par thrombo-embolie

Le mécanisme commun final de la majorité des AVC ischémiques chez ’humain
est I’occlusion d’une certaine partie de la circulation cérébrale par un thrombus. Puisque la
thrombolyse est approuvée au Canada et ailleurs au monde, des efforts ont été faits pour
mettre au point des modeéles animaux consistant en la production de thrombus et/ou en leur
injection dans la circulation artérielle cérébrale (Overgaard et al., 1992). L’occlusion
intravasculaire de I’ACM a été réalisée par diverses méthodes destinées a produire une
thrombose ou une embolie in situ. Par exemple, des caillots autologues ont été introduits
dans I’artére carotide interne afin de provoquer des occlusions vasculaires distales (Kudo et
al., 1982). Ce modéle a été employé pour étudier les effets neuroprotecteurs de
thrombolytiques (Overgaard et al., 1993; Papadopolous et al., 1987; Penar et Greer, 1987).
Ce modéle a tendance a produire des infarctus dont la localisation et la taille sont
imprévisibles. De plus, un degré notable d’cedéme cérébral a tendance a venir compliquer

les 1ésions tissulaires causées par I’ischémie.

2.3.4. Modgéle de I’endothéline

Il a été démontré que P’application extraluminale d’endothéline-1, un peptide
vasoconstricteur, réduit la circulation sanguine cérébrale de maniére comparable aux
méthodes plus anciennes d’occlusion de I’ACM (Sharkey et al., 1993). L’application
d’endothéline-1 prés de I’ACM entraine une réduction marquée du débit sanguin cérébral et
augmente la tension artérielle. Des lésions nettes au niveau du cortex frontal, pariétal et
insulaire ont été observées le lendemain de I’application d’endothéline-1. Une certaine
atteinte du striatum a également été constatée, quoique la localisation et la taille de la lésion
soient variables (Robinson et al., 1990; Sharkey et al., 1993; Sharkey et Butcher, 1995). De
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plus, une certaine variation dans la durée de I’action de I’endothéline peut compliquer les

études d’une durée déterminée.

2.4. Paramétres 3 mesurer et embiiches des modeles d’ischémie cérébrale aigué

Un grand nombre de paramétres peuvent étre mesurés in vivo, selon I’hypothese
étudiée dans I’expérience. La taille et la localisation des lésions produites dans ces modéles
varient considérablement pour un laboratoire donné et entre les laboratoires. Le manque de
controle physiologique précis reflete peut-étre le manque de conformité entre les
laboratoires. Lors d’études in vivo aigués, plusieurs parameétres valent la peine d’étre
surveillés pour établir que I’animal anesthésié est dans 1’état physiologique optimal et pour

évaluer les effets de médicaments potentiels sur ces parametres.

2.4.1. Température

Qu’il s’agisse d’un modéle in vitro ou in vivo, les variations de température peuvent
étre dévastatrices et empécher les chercheurs de vérifier si I’hypothése a 1’étude est correcte
ou non. En effet, un changement de température cérébrale de quelques degrés a peine suffit
pour changer substantiellement I’étendue de I’atteinte ischémique. Par exemple, il a été
démontré qu’une hypothermie légére ou modérée (33 ou 34 °C), pendant (Welsh et al,
1990) et aprés (Coimbra et Wieloch, 1994; Colborne et Corbett, 1994) une ischémie
cérébrale produisait un effet neuroprotecteur marqué, tandis qu’une hyperthermie entrainait
plus de lésions que si la température était normale (Dietrich et al., 1990; Kuroiwa et al.,
1990). Lors d’expériences sur 1’ischémie cérébrale aigug, le cerveau peut étre soumis & une
perte de chaleur a cause (1) de I’anesthésie, qui peut réduire le débit sanguin cérébral et la
vitesse du métabolisme, (2) de I’absence ou de la baisse de chaleur fournie au tissu cérébral
par le sang circulant et (3) de I’exposition du cerveau au milieu environnant par la perte de
tissu naturel isolant (poils, peau, graisse et crine) en fonction de ’expérience. L’emploi
d’un tapis thermique permet de normaliser la température corporelle. Une variation de
moins de 0.5 °C de la température corporelle est obtenue évitant ainsi un refroidissement de
la température corporelle, un facteur confondant dans I’interprétation des résultats lors de

I’évaluation de nouveaux agents neuroprotecteurs (Maher et Hachinski, 1993).
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2.4.2. Tension artérielle et gaz du sang artériel
Il a été démontré qu’une hypotension peut altérer la circulation collatérale vers le
tissu ischémié et qu’un petit changement tensionnel peut produire de grandes variations
histopathologiques et aggraver les résultats obtenus avec les modéles animaux (Ginsberg et
Busto, 1989). Il est donc conseillé de surveiller continuellement la tension artérielle
(Osborne et al., 1987, Wassmann et al., 1992; Zhu et Auer, 1995). De plus, des altérations
pré-ischémiques de la pression partielle du gaz carbonique donnent lieu a des changements
substantiels du débit sanguin cérébral, qui sont susceptibles de modifier 1’atteinte cérébrale
ischémique (Pulsinelli et Jacewicz, 1992). Cependant, le suivi des évaluations des gaz du
sang artériel ne se fait, en général, que durant la période de I’induction de I’ischémie
cérébrale. Yoshimoto et ses collaborateurs (2002), ont effectué¢ des analyses des gaz
sanguins jusqu'a quatre heures suivant la fin de I’induction de I'ischémie cérébrale. Ces
chercheurs n’ont remarqué aucune différence entre les groupes (rats contrdles et avec
ischémie cérébrale). Gladstone et collaborateurs (2002) ont démontré que le recouvrement
aprés un AVC pouvait étre modulé par des agents pharmacologiques. Donc, il apparait
important de continuer a surveiller les paramétres physiologiques, afin de bien s’assurer
que I’impact du médicament sur la plasticité neuronale n’est pas due a des changements

physiologiques homéostatiques importants, mais bien au médicament lui-méme.

2.4.3. Surveillance de la glycémie

Les concentrations plasmatiques et cérébrales de glucose modifient beaucoup les
lésions cérébrales ischémiques expérimentales (Nedergaard et Diemer, 1987; Sutherland et
al., 1992) ou cliniques (Pulsinelli et al., 1983). On sait que I’hypoglycémie et
I’hyperglycémie diminuent et aggravent respectivement 1’infarctus chez les animaux de
laboratoire (Coimbra et al., 1996; Wassmann et al., 1992), et que les patients qui ont un
AVC ischémique connaissent une évolution plus défavorable s’ils sont hyperglycémiques.
Une hyperglycémie présente au moment de I’hospitalisation semble faciliter la
transformation du tissu hypoperfusé en tissu infarci (Alvarez-Sabin et al., 2003; Williams et
al., 2002).

2.4.4. Anesthésie
Plusieurs des effets généraux de I’anesthésie peuvent étre réduits ou maitrisés, si

d’autres variables physiologiques sont surveillées de prés durant ’expérience. L’anesthésie
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peut produire des réductions de la température corporelle et de la tension artérielle et peut
occasionner des altérations des gaz du sang artériel, surtout chez les animaux qui ne sont
pas soumis a une ventilation mécanique. Certains anesthésiques, comme 1’halothane ou les
barbituriques, causent une dépression du systtme nerveux central et réduisent le
métabolisme cérébral en fonction de leur dose. D’autres anesthésiques, comme la kétamine
et le monoxyde d’azote, exercent des effets excitateurs et ne réduisent pas nécessairement
le métabolisme cérébral (Nilsson et Siesjo, 1975). De plus, certains anesthésiques ont
présenté des effets variables sur la circulation cérébrale. Par exemple, I’halothane produit
un certain degré de vasodilatation, tandis que les barbituriques exercent des effets
vasoconstricteurs (Nilsson et Siesjo, 1975). On peut minimiser la plupart de ces effets sur la
variabilité de la taille de la lésion en surveillant étroitement les variables physiologiques
susmentionnées. Les anesthésiques inhalés ont des propriétés, en général,
cérébroprotectrices. Ils causent une augmentation du débit cérébrale sanguin (Todd et
Drummond, 1984). L’isoflurane est maintenant utilis€é de plus en plus, étant moins

hépatoxiques que I’halotane (Zausinger et al., 2002).

2.5. Modéles animaux utilisés pour I’étude de nouveaux agents neuroprotecteurs

Toute prétention au «meilleur» modele de rongeur pour mettre a I’essai des
neuroprotecteurs présumés, est susceptible de soulever la controverse. La plupart des
chercheurs ont leur propre variante des grands modéles publiés (Green et Cross, 1997,
Traystman, 2003), et tous alléguent que leur modéle est particulierement pertinent, méme si
la valeur prédictive des modéles ne peut pas étre démontrée en I’absence d’un médicament
cliniquement efficace. Néanmoins, le modéle d’occlusion de ’ACM est maintenant
reconnu comme le principal. Les médicaments neuroprotecteurs sont généralement plus
efficaces dans les modeles de reperfusion, sans doute parce que les médicaments se rendent
au tissu lésé et que certains pourraient agir sur les lésions de reperfusion (Grotta, 2002).
Méme si I’efficacité d’un médicament dans un modele de reperfusion pourrait étre un
critére suffisant si ce médicament était associé¢ a un thrombolytique, 1’application clinique
des thrombolytiques est limitée. En raison de I’apparition tardive d’une reperfusion
spontanée chez les patients atteints d’AVC (Ringelstein et al., 1992), il est peu probable
que des composés actifs seulement dans les modeles d’occlusion temporaire ou qui ne
peuvent étre administrés qu’a des doses efficaces dans les modéles de reperfusion, se

révélent efficaces s’ils sont administrés sans un thrombolytique. Par exemple, le tirilazad,
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qui était efficace uniquement dans les modeles d’occlusion temporaire de I’ACM (Xue et
al., 1992), a échoué lors d’essais cliniques subséquents (The International Stroke Trial
Collaborative Group, 2000). Pour maximiser les chances de succés clinique, il faut qu’un
produit soit efficace dans des modeles d’occlusion permanente de ’ACM a des doses qui
peuvent étre administrées aux humains.

Avant de passer aux études cliniques, tout nouveau traitement potentiel devrait
maintenant remplir certaines conditions (voir Tableau II), qui ont été fixées lors de la
conférence réunissant des experts de l’académique et de I’industrie (STAIR: Stroke

Therapy Academic Industry Roundtable, 1999).

Tableau II. Conditions a remplir pour qu’un composé passe & 1’étape des essais cliniques

(Stroke Therapy Academic Industry Roundtable, 1999).

Recommandations de la conférence STAIR

e Etudes dose-réponse adéquates et concentrations sériques mesurées pour définir les
doses efficaces minimale et maximale

o Etudes d’une durée déterminée pour confirmer I’efficacité

e Les paramétres physiologiques doivent étre surveillés

e KEtudes randomisées, a 1’insu qui donnent des effets reproductibles (dont une étude
indépendante)

e Volume de I’'infarctus mesuré et tests fonctionnels utilisés, y compris des
évaluations a court et a long termes

e Petit rongeur étudié avec le modéle d’occlusion permanente de I’ACM; si seul un
modéle d’occlusion temporaire a été utilisé, il faut alors étudier la reperfusion en
clinique

e Emploi de modéle animale avec des cerveaux de plus grande taille
(gyrencéphalique) pour les composés tout a fait novateurs

o Etudes publiées dans des revues spécialisées avec comité de lecture

2.6. Conclusion

Des modéles expérimentaux d’AVC ont €té mis au point pour plusieurs especes,
avec de nombreuses variantes méthodologiques (Ginsberg et Busto, 1998; Hossmann,
1998; Koehler, 1998). La plupart de ces modeles ont servi a mettre a I’essai de nombreux
neuroprotecteurs potentiels et a étudier les mécanismes sous-jacents de I’ischémie
cérébrale. On pourrait réduire les variations entre les expériences en employant des moyens
adéquats, comme le recours a des groupes témoins appropriés, le maintien et 1’observation
de la température, une profondeur d’anesthésie convenable et I’'uniformité des techniques

chirurgicales. De nos jours, on préfére généralement les modéles d’ischémie focale chez les
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petits et les gros animaux, en particulier le modéle d’occlusion de I’ACM (Green et al.,
2003b). C’est pourquoi nous nous sommes servis du modeéle d’occlusion temporaire de
I’ACM dans nos expériences, pour étudier 1’effet de l'ischémie cérébrale aigué sur

I’hypoxie et la réponse inflammatoire.



CHAPITRE 3

PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ISCHEMIE CEREBRALE AIGURE

3.1. Introduction

Le cerveau est un organe complexe qui ne tolére que des ischémies minimes.
Malgré des décennies de recherche intense, la réponse cérébrale a I’ischémie n’est pas
parfaitement comprise, ce qui se traduit par un nombre limité de traitements offerts aux
victimes d’AVC. Les recherches ont démontré que de nombreux événements critiques se
produisent au cours des premiéres minutes d’ischémie. Les phénomeénes les plus importants
sont un manque d’énergie, la libération massive de neurotransmetteurs excitateurs et
I’ouverture concomitante de canaux ioniques qui perturbent I’homéostasie cellulaire. Parmi
les événements secondaires se trouvent 1’cedéme cellulaire (cytotoxique), la production de
radicaux libres, I’inhibition de la synthése de protéines, 1’acidose intracellulaire, des
dépolarisations spontanées répétées, I’inflammation, la mise en route de mécanismes
apoptotiques et un déreglement de la réparation de ’ADN. De plus, la reperfusion des
zones hypoperfusées par la recanalisation des artéres peut entrainer la production de
radicaux libres susceptibles d’étre nocifs pour les cellules. Nous allons passer en revue ici
les principaux mécanismes physiopathologiques de I'ischémie cérébrale aigué, dans le but
de donner une vue d’ensemble des événements biochimiques associés a cette pathologie.
Nous décrirons ensuite dans les chapitres 4 a 6 les événements plus tardifs qui feront I’objet
de notre travail, et qui concernent I’hypoxie, les modifications du systéme de

I’érythropoiétine et I’inflammation post-ischémie cérébrale aigué.

3.2. La cascade ischémique

En dépit de travaux intenses dans la pathophysiologie de I’AVC, il s’est révélé
difficile de mettre au point des traitements neuroprotecteurs qui limitent les lésions
neurologiques aprés un AVC. Une meilleure compréhension de la cascade d’événements
cellulaires se produisant aprés le début d’une ischémie cérébrale pourrait mener a
I’exploration d’un certain nombre d’avenues thérapeutiques. Il est donc important de
comprendre divers €léments de la cascade ischémique résumés et décrits briévement ci-

apres.
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3.2.1. Zone centrale d’ischémie et pénombre ischémique

L’occlusion d’une artére cérébraleproduit une perturbation hémodynamique qui fait
baisser le débit sanguin cérébral a des valeurs qui, si elles persistent, causeront des 1ésions
neuronales irréversibles. Le résultat de cette perturbation peut étre quantifié sur une base
histologique ou neurologique comme indiquée auparavant. Une ischémie globale est
classiquement associée & des événements tels un arrét cardiaque occasionnant une
hypoperfusion de tout ’organe. Ce terme s’applique aussi aux états d’hypoperfusion
régionale quand il ne peut y avoir compensation par une circulation collatérale (dans le cas
d’une ischémie hémisphérique par exemple). Une ischémie focale découle de 1’occlusion
d’une artére distale au polygone de Willis, comme ’ACM. Parce que des anastomoses
peuvent apporter du sang, le tissu cérébral est soumis a une hypoperfusion moins intense,
ce qui occasionne une zone centrale d'ischémie profonde (semblable & une ischémie
globale sur le plan physiopathologique) entourée d’une zone de pénombre (voir figure 4 ci-

dessous).

Ischemic
Core

Figure 4. Schéma illustrant la zone centrale d’ischémie et pénombre ischémique (avec la

permission d’ AstraZeneca)

Dans la pénombre, le sort des neurones est précaire, mais on présume que les
lésions sont plus réversibles que dans la zone centrale ischémique. Astrup et ses collégues,
ont été les premiers a proposer le concept de pénombre ischémique en 1981 et a suggérer
que I'AVC ischémique aigu pouvait étre traité. Au moyen d’un modéle d’ischémie focale

chez le babouin, ils ont démontré que les tissus présentaient une défaillance électrique a
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une valeur plus élevée de débit sanguin cérébral (DSC) [environ 16 mL/100 g/min] que le
seuil de défaillance membranaire (environ 10 mL/100 g/min), une défaillance de la Na+-
K+-ATPase membranaire entrainant la libération d’ions K+ par les cellules et la
dépolarisation membranaire. Ils ont aussi démontré que, pour les valeurs de DSC situées
entre ces deux seuils, le tissu pouvait étre sauvé puisque le fonctionnement électrique
pouvait étre rétabli en corrigeant I’ischémie (Astrup et al., 1977). Ils ont appelé «pénombre
ischémique» la zone de tissus dans laquelle le DSC se situe entre les seuils de défaillance
électrique et de défaillance membranaire. La présence d’une pénombre aprés un AVC
ischémique résulte de la nature de I’ischémie focale.

L’imagerie par résonance magnétique (IRM) permet d’étudier les fonctions
physiologiques ou les processus physiopathologiques. L’'IRM de diffusion permet
I’identification de la zone d’ischémie cérébrale immédiatement aprés sa constitution.
L’hypersignal de la zone ischémique sur I'IRM correspond & 1’immobilité de I’eau piégée
dans les cellules lésées suite a 1’inhibition ou la sidération des pompes ioniques (Barber et
al., 1999). Par contre, I’IRM de perfusion montre I’étendue de la zone de tissu cérébral
hypoperfusée. L’utilisation de I'IRM de diffusion et de perfusion donne au clinicien une
idée de I’étendue de la zone de tissu hypoperfusée (a risque de nécrose) et de la zone non
encore ischémiée (tissu sauvable). La zone d’hypoperfusion moins la zone d’hypodiffusion
indique la zone de tissu cérébral non ischémié a risque de nécrose (Donnan et Davis, 2002).
Cette zone s’appelle le missmatch et correspond a la zone dite ‘pénombre ischémique’
(Parsons et al., 2002; Fisher et Ginsberg, 2004; Reineck et al., 2005). Ces techniques
peuvent améliorer le pronostic de I’ischémie cérébrale grice a une intervention
thérapeutique rapide (thrombolyse) (Kidwell et al., 2004).

Le degré d’hypoperfusion dans le territoire ischémique varie a partir du centre, qui
recoit peu de sang d’artéres collatérales et qui est trés profondément ischémié, vers la
périphérie, qui est moins ischémiée a cause d’un meilleur apport sanguin par des artéres
collatérales. Comme la durée de la survie tissulaire varie de fagon inversement
proportionnelle a I’intensité de 1’ischémie (Jones et al., 1981), c’est a la périphérie que les
neurones survivent le plus longtemps et forment, dans une grande mesure, la pénombre
ischémique (Hakim, 1999). La durée de la survie des neurones de la pénombre, soit la
période pendant laquelle un traitement de ’AVC peut étre utile, n’a pas été déterminée
chez I’humain. En utilisant la tomographie par émission de positrons pour mesurer le DSC,

la consommation cérébrale d’oxygéne et le taux d’extraction d’oxygeéne et en définissant la
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pénombre comme étant le tissu au DSC réduit, a la consommation d’oxygéne relativement
constante et au taux d’extraction d’oxygeéne élevé, une zone de pénombre a été détectée a la
périphérie de I’ischémie pendant une période allant jusqu’a 72 heures apreés un AVC (Heiss
et al., 1992; Wise et al., 1983). Cette zone peut comprendre une proportion considérable du
volume final de I’infarctus (jusqu’a 50 %) méme jusqu’a 17 heures aprés I’AVC (Marchal
et al., 1996), mais la majeure partic de la pénombre subit généralement des troubles
métaboliques progressifs et I’infarcissement au cours des 2 a 3 semaines suivant ’AVC
(Heiss et al., 1992). L’évolution de I’AVC dépend de la proportion de la zone de pénombre
qui survit a I’ischémie (Furlan et al., 1996). C’est pourquoi un traitement qui conserve ou
qui sauve des neurones de la pénombre devrait améliorer 1’évolution clinique des patients

atteints d’AVC.

Mort cellulaire par apoptose dans la zone pénombrique

11 y a de plus en plus d’évidence au niveau moléculaire et biochimique qu’il y a des
événements apoptotiques dans les modeles d’ischémie focale (Kametsu et al., 2003).
L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée qui se produit au cours du
développement embryonnaire et chez l’organisme adulte dans différents tissus de
I’organisme permettant ainst de limiter la tailles des populations cellulaires et d’éliminer
certaines cellules indésirables. Contrairement & la nécrose, 1’apoptose ne s’accompagne pas
d’une réaction inflammatoire. Une des premiéres modifications morphologiques dues a
I’apoptose est la réduction du volume cellulaire. Le cytoplasme devient trés condensé avec
des organites cellulaires morphologiquement intacts (Yao et al., 2001). Le noyau subit
aussi une réduction de volume, la chromatine se condensant puis se fragmentant en petits
lobes entourés par la membrane nucléaire. Par la suite, la cellule se fragmente et des
protubérances membranaires se forment et vont se séparer de la cellule pour former les
‘corps apoptotiques’, entourés par la membrane plasmique (Mergenthaler et al., 2004). Les
corps apoptotiques sont rapidement phagocytés par les cellules adjacentes ou par les
macrophages permettant ainsi d’éviter le relargage du contenu cytoplasmique dans le
milieu extracellulaire empéchant ainsi une réaction inflammatoire (Yao et al., 2001).

Trois mécanismes d’apoptose sont proposés au niveau du cerveau. Tous ces
mécanismes impliquent 1’activation de la caspase-3. Le premier mécanisme d’apoptose
proposé dépend de la mitochondrie (Martinou et Green, 2001; Zamzami et Kroemer G,
2001) incluant I’activation des protéines de la famille des Bcl-2 (Tsujimoto, 2002). Le
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deuxiéme mécanisme est médié par les récepteurs de la mort (récepteurs Fas et TNF-o)
(Ashkenazi et Dixit, 1998; Walczak et Krammer, 2000) et le troisiéme mécanisme
d’apoptose serait initié par le stress au niveau du réticulum endoplasmique (RE) qui
causerait une accumulation de protéines anormales dans le RE (Diaz-Horta et al., 2002;
Nishitoh H et al., 2002). Finalement, la mort cellulaire par apoptose observée dans la zone
pénombrique serait considérée comme un mécanisme d’autoprotection des cellules du

cerveau (Ueda et fujita, 2004).

3.2.2. Défaillance énergétique

Pour fonctionner normalement, le cerveau doit recevoir continuellement de
I’énergie pour générer, maintenir et restaurer les potentiels électriques membranaires
utilisés pour la communication et pour la synthése, le stockage et le captage des
neurotransmetteurs, en plus de 1’énergie nécessaire a 1’homéostasie cellulaire. Pour
répondre a ces besoins, le cerveau humain utilise environ 20 % de 1’oxygéne métabolisé par
le corps au repos et consomme a peu prés 30 micromoles de glucose par gramme de tissu
par heure. Les réserves cérébrales de glucose et de glycogene étant faibles, le cerveau doit
recevoir continuellement des substrats énergétiques (oxygéne et glucose) du sang pour
maintenir une structure et un fonctionnement adéquats. Une réduction de cet apport sanguin
cause des lésions cérébrales dont le degré dépend de lintensité¢ et de la durée de
I’hypoperfusion.

La mort éventuelle d’une bonne partie de la pénombre est due a une cascade
d’événements complexes qui suit le début de I’ischémie (voir figure 5). La défaillance
énergétique est l’incapacité de former des nucléotides-triphosphates, notamment
’adénosine-triphosphate (ATP), par glycolyse aérobique (cycle de Krebs); cette défaillance
énergétique est causée par I’hypoxie et la diminution du débit sanguin cérébral. Voici les
trois principales conséquences de cette défaillance (Feuerstein et Wang, 2000): (1) un
métabolisme anaérobie devient la principale voie de production énergétique et entraine une
acidose intracellulaire et extracellulaire, causée dans une grande mesure par I’accumulation
de lactate; (2) la perturbation de I’homéostasie ionique permet I’entrée de sodium, de chlore
et de calcium; (3) la destruction de I’intégrité de la membrane cellulaire entraine
I’impossibilité de synthétiser des macromolécules pour maintenir la structure de la
membrane et prévenir la destruction de ses constituants par lipolyse et protéolyse (Seisjo,

1992a). La dégradation enzymatique dépend, dans une grande mesure, de I’activation par le



34
calcium (Siesjo, 1992b). La principale source d’énergie dans le cerveau est le métabolisme
aérobie du glucose (Siesjo, 1992a), mais le cerveau met aussi de I’énergie en réserve sous
forme de phosphocréatine (PC) qui peut fournir de I’énergie temporairement en présence
d’une hypoxie ou d’une ischémie quand le métabolisme acrobique ne peut pas étre

maintenu (Siesjo, 1992a).
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Le métabolisme anaérobique est possible dans le cerveau, mais il ne fournit pas assez
d’énergie sous forme d’adénosine-triphosphate (ATP) pour que le cerveau fonctionne
normalement et il produit du lactate (Salford et al., 1973) qui cause une acidose régionale
toxique pour les neurones (Ginsberg et al., 1980). La présence d’une hyperglycémie au
début d’une ischémie cérébrale dans les modeles animaux donne lieu & un plus grand degré
d’atteinte ischémique que la présence d’une hypoglycémie, a cause d’une plus grande
accumulation de lactate (Welsh et al., 1980). Une fois que les réserves de phosphate riches
en énergiec (ATP et PC) sont épuisées dans le cerveau, les neurones ne peuvent plus
maintenir le potentiel membranaire nécessaire pour garder le potassium a I’intérieur et
prévenir ’entrée de sodium. Il en résulte une entrée de sodium et d’eau dans les neurones,
qui enflent, cprovoquant un cedéme cytotoxique dans la région ischémiée du cerveau
(Fishman, 1975). Au moment de la nécrose neuronale, des protéases et des lipases sont
expulsées dans le parenchyme cérébral environnant, causant la destruction du neuropile et
un cedéme vasogénique interstitiel (Fishman, 1975). La déplétion des réserves énergétiques
provoque également la libération de neurotransmetteurs (les molécules qui interviennent
dans la transmission d’information d’un neurone a l’autre a travers la synapse). Des
concentrations élevées de neurotransmetteurs extracellulaires peuvent étre toxiques pour les
neurones. Le glutamate (un acide aminé) exerce un effet excitateur sur les neurones et
cause une atteinte excitotoxique entrainant la mort neuronale dans I’ischémie (Hakim,
1999; Rothman, 1984).

L’ischémie dérange la production cellulaire d’énergie, et la déplétion de
’adénosine-triphosphate (ATP) perturbe a son tour le fonctionnement de la membrane
cellulaire et I’homéostasie ionique en interférant avec la Na'K'ATPase. Au début, quand
I’ischémie est légére, cela se manifeste par le gonflement de la cellule (cedéme
cytotoxique), ce qui permet de déceler un AVC aigu par IRM de diffusion (Kohno et al.,
1995). Lorsque I’ischémie s’aggrave, quand le DSC atteint environ 10 mL/100 g/min, la
Na'K'ATPase cesse de fonctionner, ce qui entraine la sortie d’ions K* hors de la cellule et
’entrée d’ions Ca*" dans la cellule (Harris et al., 1981; Harris et Symon, 1984). Cette
dépolarisation  ischémique s’accompagne d’une libération incontrblée de
neurotransmetteurs, en particulier de 1’acide aminé excitateur: le glutamate (Harris et

Symon, 1984; Matsumoto et al., 1993; Shimada et al., 1989).
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3.2.3. Déséquilibre ionique et homéostasie du calcium

De cing a dix secondes aprés le début d’une ischémie compléte, les réserves d’ATP
sont épuisées et les neurones ont perdu leur potentiel de membrane au repos. C’est alors
que commencent des mouvements transmembranaires incontrdlés d’ions. La dépolarisation
initiale cause une grande augmentation de la concentration extracellulaire de potassium, qui
est amoindrie rapidement dans le tissu viable par la capture de potassium par les astrocytes
(Fisher et Schaebitz, 2000).

Ces derniers peuvent gonfler et ils passent a la glycolyse anaérobie pour produire de
I’ATP afin de défendre ’homéostasie ionique membranaire. Ce faisant, ils captent du
glutamate et produisent du lactate. L’cedéme cytotoxique et I’enflure du cerveau qui
surviennent aprés un AVC sont probablement dus au gonflement des astrocytes et a
’osmolyse qui en résulte (Siesjo, 1988; Siesjo, 1992b; Siesjo et Bengtsson, 1989). Comme
la pompe a sodium-potassium ne fonctionne plus, il y a une entrée d’ions sodium, suivis de
chlore et d’eau. Il en résulte la mort cellulaire par ’accroissement rapide de 1’cedéme
cytotoxique, qui génére 1’osmolyse (Ginsberg, 1996). Ceci est considéré comme le
mécanisme présumé de la mort cellulaire immédiate. La mort cellulaire retardée résulte de
I’interaction entre plusieurs processus mis en branle par ces grandes perturbations précoces
des canaux ioniques.

Le changement de la concentration intracellulaire de calcium est un signal sensible,
pouvant amorcer plusieurs cascades biochimiques (Carafoli, 1987; Siesjo, 1990). Pour
maintenir le gradient de calcium voulu, la cellule piege le calcium dans des sites de
stockage intracellulaires et dépense de I’énergie par deux mécanismes pour expulser la
majeure partie du calcium hors de la cellule. Le premier mécanisme fait intervenir une
ATPase dépendante du calcium et le second met en jeu un échangeur sodium-calcium
(Carafoli, 1987; Grotta et al., 1990; Miller, 1987; Siesjo et Bengtsson, 1989). Une partie du
calcium piégé dans les organelles, le réticulum endoplasmique et les mitochondries, peut
augmenter de la libération de calcium des protéines intracellulaires a la suite d’une acidose,
car les protons entrent en concurrence avec le calcium pour se lier aux protéines
intracellulaires (troponine C, calmoduline, calcibindine, entre autres) (Carafoli, 1987,
Grotta et al., 1990; Siesjo, 1988; Siesjo, 1990; Siesjo, 1992b; Siesjo et Bengtsson, 1989).
L’augmentation de de calcium intracellulaire est peut-étre cruciale pour amorcer les
premiére étapes des lésions cellulaires dues a I'ischémie et déclenche peut-Etre aussi une

nouvelle entrée de calcium extracellulaire (Carafoli, 1987; Siesjo, 1988; Siesjo, 1990;
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Siesjo et Bengtsson, 1989). 1l existe deux types de canaux par lesquels le calcium entre
dans les neurones: les canaux calciques voltage-dépendants et les canaux calciques
dépendants des récepteurs (Carofoli, 1987; Ginsberg, 1996; Greenberg, 1987; Grotta et al.,
1990; Miller, 1987; Siesjo, 1992b).

3.2.4. Excitotoxicité

Les canaux calciques dépendant des récepteurs sont activés principalement par les
acides aminés excitateurs et font intervenir deux types de récepteurs glutamatergiques
principaux (Carter et al., 1983; Choi, 1990; Mody et MacDonald, 1995; Siesjo, 1992a;
Siesjo et Bengtsson, 1989; Urban et al., 1990; Fisher et Schaebitz, 2000). Ces récepteurs
contribuent le plus a 1’entrée postsynaptique de calcium. Cette entrée est considérée comme
le facteur principal qui entraine un grand nombre des cascades biochimiques néfastes
menant & la mort cellulaire retardée (Mergenthaler et al., 2004). Les deux types de
récepteurs glutamatergiques sont les récepteurs activés par le kainate/quisqualate (K/Q) et
ceux activés par le N-méthyl-D-aspartate (NMDA), qui se distinguent par leur sensibilité
aux composés leur donnant leur nom. Le récepteur K/Q est perméable a I’entrée de cations
monovalents et permet également la sortie de potassium mais pas celle de calcium (Miller,
1987). Le récepteur NMDA est perméable aux cations monovalents et au calcium. Ce canal
est bloqué par le magnésium aux concentrations normales, mais ce blocage physiologique
est supprimé par la dépolarisation. L’activation des canaux calciques dépendant des
récepteurs nécessite I’entrée de calcium pour permettre 1’activation du récepteur NMDA
par le glutamate et la dépolarisation (Carter et al., 1983; Choi, 1990; Mody et MacDonald,
1995; Siesjo, 1992; Urban et al., 1990).

3.2.4.1. Roéle majeur du glutamate et du calcium dans la cascade ischémique

Une libération massive de glutamate au niveau des terminaisons présynaptiques
active non seulement le récepteur NMDA mais aussi le récepteur a I’a-amino-3-hydroxy-5-
méthyl-4-isoxazole propionate (AMPA) [qui permet I’entrée de Na® et la sortie de K], ce
qui provoque la dépolarisation des neurones adjacents et déclenche une nouvelle libération
de neurotransmetteurs (Lo et al., 2003). Cela augmente les besoins énergétiques des
neurones qui se retrouvent en manque d’énergie. C’est la base des 1ésions cellulaires dites
excitotoxiques (Choi, 1992; Lo et al., 2005). La dépolarisation, qu’elle soit déclenchée par

le manque d’énergie ou le glutamate, s’accompagne d’une entrée de Ca™. Le Ca™" entre
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dans la cellule par les canaux calciques récepteur-dépendants notamment les récepteurs
NMDA, ou les canaux calciques voltage-dépendants activés quand [’entrée de Na*
provoque la dépolarisation. Les canaux calciques voltage-dépendants de types L et T se
trouvent sur les membranes postsynaptiques, tandis que ceux des types N, P et Q se
trouvent sur les membranes présynaptiques. Les types L et T participent aussi a la cascade
ischémique par une augmentation du Ca++ en réponse a la dépolarisation (Miller,
1987;Read et al., 1999). Le mouvement des ions Ca"" de I’espace extracellulaire 4 I’espace
intracellulaire et leur libération hors des sites de stockage internes déclenchent I’activation
d’enzymes [protéases, phospholipases, endonucléases, protéine-kinases, NO-synthase
(NOS), etc.] susceptibles de modifier la structure et le fonctionnement de divers
constituants cellulaires (canaux ioniques membranaires, récepteurs, €léments du
cytosquelette, etc.) (Siesjo, 1992a).

Le glutamate stimule aussi les récepteurs métabotropes (voir figure 6), ce qui méne
a ’activation de phospholipases, notamment la phospholipase C (PLC) et la phospholipase
A2 (PLA;) (Katsura et al., 1993; Pin et Duvoisin, 1995). La PLC scinde le
phosphatidylinositol biphosphate (PIP;) en inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol
(DAG) (Pin et Duvoisin, 1995; Siesjo, 1992a). LIP3 déclenche la libération du Ca™ des
sites de stockage internes (appelés «calciosomes», y compris le réticulum endoplasmique)
(Pin et Duvoisin, 1995). L’hydrolyse des phospholipides membranaires endommage la
membrane cellulaire et entraine la libération d’acides gras libres et de lysophospholipides
toxiques de par leur nature. L activation de la PLC et de la PLA; fournit un substrat pour la
synthése d’acide arachidonique (AA) (Siesjo, 1992a). L’acide arachidonique potentialise
les courants aux récepteurs NMDA (Miller et al., 1992), empéche I’acide y-aminobutyrique
(GABA) d’inhiber les neurones par une action directe ou indirecte de ses métabolites
(prostaglandines et leukotriénes) sur le canal chlore du récepteur GABA, (Schwartz et Yu,
1992) et donne lieu aux eicosanoides, soit les prostaglandines (PG) et les thromboxanes
(TX) par la voie de la cyclo-oxygénase et les leucotrienes (LT) par la voie de la
lipoxygénase. L’activation de la PLA; produit également une augmentation des taux du
facteur d’activation des plaquettes (PAF), qui peut altérer le fonctionnement membranaire

et agir comme agent chimiotactique (Siesjo, 1992b).
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L’accumulation de DAG active aussi la protéine kinase C (PKC), ce qui donne lieu
a la phosphorylation de protéines et modifie les canaux ioniques et I’activité des récepteurs,
quoique cette activation soit transitoire (Chen et Huang, 1992). Des événements reliés a
’ADN, comme I’expression de génes précoces et la synthése de protéines, sont aussi
déclenchés (Siesjo, 1992b). Des enzymes protéolytiques, y compris les cystéine protéases
neutres calcium—dépendantes appelées calpaines, sont activées par la hausse des taux de
Ca™ intracellulaire ([Ca™"];). Ces enzymes sont responsables de la dégradation de la
spectrine et des protéines des microtubules et des neurofilaments. Une activité accrue de
ces enzymes perturbe le transport (axonal) intracellulaire et les fonctions membranaires
contribuant a la stabilité des processus dendritiques et axonaux (Siman et Noszek, 1988).
Les changements morphologiques précoces et la perturbation de la transmission synaptique
reflétent peut-étre la dégradation de structures du cytosquelette par la calpaine. Le courant
de Ca™ a travers la membrane mitochondriale contrdle également un certain nombre
d’enzymes mitochondriales, mais son importance est habituellement limitée. Par contre, si
la concentration de [Ca*]; augmente énormément, du Ca™" peut s’accumuler a I’intérieur
des mitochondries et perturber leur fonction métabolique (Gunter et Pfeiffer, 1990; Zoratti
et Szabo, 1995). Une grande partie des lésions ischémiques sont médiées par des radicaux
libres toxiques. Ces radicaux libres peuvent provenir d’un certain nombre de sources, y
compris le métabolisme de I’acide arachidonique, I’oxydation de la xanthine et de
I’hypoxanthine par la xanthine oxydase, la formation de monoxyde d’azote (NO’), par la

NOS et par la respiration mitochrondriale (Lo et al., 2003). L’augmentation massive de la
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quantité intracellulaire de calcium active plusieurs seconds messagers, ce qui perturbe
davantage la cellule atteinte. L’ADN est détruit par ’activation d’endonucléases. La
production mitochondriale d’ ATP est perturbée. Des lipases sont activées par la destruction
de la membrane cellulaire (Ginsberg, 1996; Mody et MacDonald, 1995; Siesjo, 1992a;
Siesjo et Bengtsson, 1989). Choi (1990) a résumé plusieurs mécanismes qui limitent la
zone ischémique; la plupart d’entre eux reposent sur I’inhibition de la libération de
glutamate ou des récepteurs NMDA (Choi, 1990).

Enfin, comme on I’a vu précédemment, le calcium intracellulaire semble étre la
voie commune finale de la mort neuronale ischémique, par la génération de lipases qui
libérent des acides gras libres pouvant stimuler la peroxydation de lipides et par la
libération de protéases qui détruisent les protéines des neurones (Siesjo, 1992a; Fisher et

Schaebitz, 2000).

3.2.4.2. Réle des neurotransmetteurs dans la cascade ischémique

Il a été démontré qu’une libération massive de dopamine se produit quand le
striatum devient ischémique (Slivka et al., 1988). La déplétion de dopamine avant le début
d’une ischémie protége le striatum contre des lésions neuronales (Globus et al., 1987,
Weinberger et al., 1985) et protége aussi la substance blanche avoisinante (Weinberger et
Nieves-Rosa, 1988). La mort neuronale ischémique est retardée méme si la cascade
ischémique est immédiatement mise en branle (Siesjo, 1992a; Siesjo, 1992b), et les
neurones ne montrent pas de signes pathologiques de nécrose pendant huit heures apres le
début d’'un AVC (Brown et Brierley, 1973). Les neurones peuvent étre sauvés de la nécrose
par I’administration précoce, dans les trois heures, d’antagonistes des récepteurs NMDA
comme le MK-801 ou le dextrométhorphane (Park et al., 1988). Toutefois, dans I’ischémie
grave, méme si la nécrose est prévenue, I’apoptose, une mort cellulaire programmée qui
dépend de la synthése d’ADN, peut toujours se produire causant la contraction et la
destruction des neurones (Linnik et al., 1995). Plusieurs régions du cerveau sont
particuliérement vulnérables a des baisses uniformes du débit sanguin cérébral, comme
I’aire CA1 de I’hippocampe, les petits neurones du striatum et la couche cellulaire IV du
néocortex cérébral. Ces neurones subissent une nécrose ischémique méme quand les
neurones qui les entourent survivent (Brown et Brierley, 1973). Les terminaisons
nerveuses, qui sécrétent des neurotransmetteurs, sont aussi trés vulnérables a I’ischémie.

Les neurones dopaminergiques et noradrénergiques sont plus sensibles que les neurones
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sérotoninergiques, glutamatergiques et GABAergiques (Weinberger et al., 1983;
Weinberger et Cohen, 1982). Le GABA est reconnu pour é&tre le principal
neurotransmetteur inhibiteur du systéme nerveux humain (Brailowsky et al., 1986; Kandel
et Schwartz, 1991). Son rdle dans ’AVC a été examiné. Le GABA exerce son effet de
neurotransmetteur en principalementen augmentant la conductance au chlore (Kandel et
Schwartz, 1991; Roberts, 1974). 11 a été démontré que I’administration exogene de GABA
induit I’ouverture des canaux chloriques (Liu et al., 1995). Cela entraine I’hyperpolarisation
de la membrane cellulaire, ce qui diminue I’excitabilité cellulaire prévenant ainsi
I’accumulation de calcium intracellulaire. Des études cliniques récentes ont cependant
démontré le manque d’efficacité d’un agoniste du récepteur GABA-A, le clométhiazole,

dans le traitement aigu de AVC.

3.3. Inflammation

3.3.1. Dérivés de I’acide arachidonique

Les dérivés de I’acide arachidonique, soit les prostaglandines et les leucotri¢nes,
jouent un rdle important dans les maladies vasculaires cérébrales. Quand I’ischémie
commence, la concentration intracellulaire de calcium augmente, ce qui active les
phospholipases. Ces derniéres dégradent les phospholipides, d’ol la libération d’acides
gras, y compris 1’acide arachidonique, qui est transformé rapidement en divers métabolites
par plusieurs voies (Hsu et al., 1989; Kiwak et al., 1985; Rosenberg et al., 1996; Siesjo,
1992b). L’acide arachidonique méme peut endommager les cellules. En fait, le gonflement
glial constaté dans un modéle de culture cellulaire a été attribué uniquement a I’acide
arachidonique (Staub et al., 1994). Ils pourraient contribuer a I’hypoperfusion post-
ischémique (Hsu et al., 1989) et ainsi augmenter 1’cedéme cérébral et produire des 1ésions

neuronales irréversibles (Hsu et al., 1989; Kiwak et al., 1985; Siesjo, 1992a).

3.3.2. Cellules et cytokines pro-inflammatoires

L’une des caractéristiques clé de la réaction inflammatoire aigué est ’invasion de
neutrophiles qui libérent des protéases et participent & la formation de radicaux libres,
comme I’anion superoxyde (O;). La migration des neutrophiles est régulée par des
interactions entre les leucocytes circulants et I’endothélium vasculaire. Les principales

molécules responsables de cette interaction sont les intégrines situées a la surface des
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leucocytes (notamment CD11/CD18) et les molécules d’adhérence exprimées aprés
I’exposition a des cytokines pro-inflammatoires comme I’IL-1B et le TNF-o (Wang et
Shuaib, 2002). Plusieurs études ont démontré que le déficit neurologique post-ischémique
est réduit quand les animaux sont prétraités avec des anticorps qui inhibent I’action de ces
molécules (Clark et al., 1991a; Clark et al., 1991b; Chen et al., 1994; Zhang et al., 1994).
Dans d’autres modeéles d’occlusion permanente, 1’effet bénéfique sur le déficit
neurologique post-ischémique a été minime, ce qui montre une différence entre I’ischémie-
reperfusion transitoire et I’ischémie permanente (Takeshima et al., 1992.

La concentration des cytokines pro-inflammatoires comme I’'IL-1B, le TNF-a et
I’IL-6 est augmentée apres 1’ischémie; les cytokines pourraient jouer un role important dans
la régulation du processus inflammatoire post-ischémique (Emsley et Tyrrell, 2002). Dans
le systéme nerveux central, le TNF-a est produit principalement par la microglie, méme si
une régulation positive neuronale a aussi été mise en évidence peu apres une ischémie. Le
TNF-a contribue a la propagation de la réponse inflammatoire en augmentant I’expression
des molécules d’adhérence par les cellules endothéliales. Le TNF-o est aussi associé a
I’activation de la microglie et a la rupture de la barriére hémato-encéphalique. La
concentration du facteur d’activation des plaquettes (PAF) est également accrue peu aprés
une intervention chirurgicale; il pourrait étre un médiateur important de la réaction
inflammatoire précoce a I’ischémie et pourrait produire un effet cytotoxique direct sur les
neurones (Frerichs et al., 1990; Lindsberg et al., 1990). Une meilleure compréhension du
role des cytokines pro-inflammatoires dans la modulation de la réponse du cerveau a
I’ischémie pourrait nous indiquer de nouvelles stratégies pharmacologiques pour réduire les
1ésions cérébrales aprés un AVC. Il est aussi possible que la mesure des cytokines pro-
inflammatoires nous donne des renseignements diagnostiques et pronostiques et nous aide a
identifier les patients en phase aigu¢ d’AVC. De récentes observations permettent de
penser que la production précoce d’IL-6, détectée dans le liquide céphalo-rachidien et le
plasma, pourrait étre corrélée a la taille finale de I’infarctus aprés un AVC aigu chez
I’humain (Fassbender et al., 1994; Tarkowski et al., 1995a). Par ailleurs, des anticorps
dirigés contre des antigénes leucocytaires ont réduit des 1ésions cellulaires ischémiques
(Chen et al., 1994), et des molécules d’adhérence sont devenues des cibles pour des

traitements novateurs de I’AVC (Wang et al., 1995; Wang et Shuaib, 2002).
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3.4. Reperfusion et production de radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques formées dans toutes les cellules
(Chan et al., 1984; del Maestro, 1980; Flamm et al., 1978; Hall et Braughler, 1989; Ikeda et
Long, 1990; Piantadosi et Zhang, 1996; Schmidley, 1990; Siesjo, 1992a; Wems et
Lucchesi, 1990) et qui sont caractérisées par la présence d’un seul électron non-couplé sur
leur couche externe. Etant trés réactifs, ils causent des lésions cellulaires en réagissant avec
des lipides, des protéines et des acides nucléiques (Ginsberg, 1996; Lo et al., 2003).

Les cellules ont deux types de mécanismes de défense pour se protéger: des
mécanismes enzymatiques et d’autres non enzymatiques. Les voies enzymatiques
comprennent la neutralisation par la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la
glutathion peroxydase. Les méthodes de neutralisation non enzymatiques comprennent le
recours au glutathion, a I’a-tocophérol et a I’acide ascorbique (Chan, 1996; del Maestro,
1980; Siesjo, 1992b). Le radical libre superoxyde (O,’) est ubiquitaire et est produit durant
n’importe lequel des processus suivants : 1’activité respiratoire mitochondriale normale
(Schmidley, 1990), la synthése de prostaglandines (Astrup et al., 1981) et la flambée
respiratoire des neutrophiles (Chan, 1996; del Maestro, 1980; McCord, 1985; Roberts,
1974; Siesjo, 1992b). Les moyens de défense contre les radicaux oxygénés sont moins
efficaces durant une ischémie, surtout durant la reperfusion (Ginsberg, 1996). La majeure
partic des lésions causées par les radicaux libres se produisent durant une ischémie
prolongée, en particulier quand elle est suivie d’une reperfusion (Siesjo, 1992). Flamm et
ses collégues (1978), ont étudié un modele d’occlusion de I’ACM chez le chat et ont trouvé
des signes d’une production accrue de radicaux libres. Kumar et ses collégues (1996), ont
démontré que les cellules endothéliales produisent des radicaux hydroxyle (OH’), ce qui
porte a croire que la microcirculation cérébrale pourrait &tre une source importante de ces
espéces. Chan et ses collégues (2001), ont examiné les effets des radicaux oxygénés, en
portant une attention particuliére aux changements de perméabilité des vaisseaux cérébraux
chez des rats dont le parenchyme avait regu une perfusion d’une solution productrice de
radicaux libres. D’aprés leurs résultats, ces radicaux libres influengaient la taille des 1ésions
des neurones, le degré de la névroglie et ’homéostasie physiologique des cellules

endothéliales des vaisseaux cérébraux.



3.5. Conclusion

Cette cascade ischémique d’événements complexes montre qu’ il existe plusieurs
points ou on pourrait utiliser des agents pharmacologiques pour réduire les effets nocifs de
’ischémie. A I’heure actuelle, on suppose que la zone centrale d’ischémie (infarctus) ne
peut pas etre sauvée, mais que la zone de pénombre qui I’entoure, meme si elle est
perturbée par la baisse de débit sanguin cérébral, peut etre sauvée dans des conditions
appropriées (par la recanalisation ou I’administration d’un neuroprotecteur. Il y a lieu de
croire que, sans traitement, la zone de pénombre finit par faire partie de la zone centrale

(Ginsberg, 2003)
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CHAPITRE 4

HYPOXIE APRES ISCHEMIE CEREBRALE AIGUE

4.1. Introduction

L’organisme réagit 4 I’hypoxie en déclenchant des réactions adaptatives visant a
préserver le transport de 1’oxygéne dans I’organisme et son acheminement vers les cellules
et a assurer la résistance des cellules aux conséquences d’une hypoxie profonde. L’hypoxie
est différente de 1’ischémie sur le plan physiopathologique. Ainsi, le débit sanguin cérébral
est accru en état d’hypoxie, tandis qu’il est réduit dans I’ischémie. De plus, I’hypoxie altére
uniquement le transport de 1’oxygéne; les substances nutritives telles que le glucose
continuent d’étre acheminées par le sang et les produits du métabolisme tels, que le lactate
et les ions H, continuent d’étre éliminés grace au débit sanguin accru. Dans la plupart des
cas, I’hypoxie seule ne cause pas de déficits neurologiques, méme lorsqu’elle est grave
(PaO, <30 mm Hg) (Higgins et al., 1991; Ooiwa et al., 1993) ou extréme (PaO,
<20 mm Hg) (DeVeber et al., 1998; Isler, 1984). Contrairement a 1’ischémie, I’hypoxie
n’entraine pas la libération d’acides aminés excitateurs (Ridker et al., 1997). De plus,
’hypoxie est une composante physiopathologique de nombreuses affections, y compris la
crise cardiaque, ’AVC et le cancer, principales causes de mortalité dans les sociétés
occidentales (Iyer et al., 1998). Comme indiqué plus haut, I’hypoxie locale est une
conséquence directe de I’ischémie cérébrale aigug, en raison d’une réduction plus ou moins
importante de ’acheminement de ’oxygéne vers les régions touchées par I'ischémie.
Toutefois, on dispose de peu d’informations sur I’impact de I’ischémie cérébrale sur 1’état
homéostatique de I’oxygéne en périphérie. Un niveau d’oxygene insuffisant en périphérie
peut avoir des effets délétéres sur les sujets atteints d’AVC tels que, par exemple,
’aggravation des signes neurologiques et la mortalité, et peut aussi perturber le processus
de réadaptation aprés la phase aigue de ’AVC (Halim et Roffe., 2001). Dans les sections
qui suivent, nous décrirons bri¢vement les mécanismes de détection de ’oxygene et les
observations cliniques des cas d’hypoxie systémique ou hypoxémie chez les victimes
d’AVC. Nous résumerons ensuite les connaissances actuelles sur les causes possibles de
P’hypoxie systémique post-AVC, ses effets sur différents paramétres physiologiques et les

traitements proposes.
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4.2. Mécanismes de détection de I’oxygeéne et hypoxie post-ischémique

Une privation en oxygéne déclenche un vaste éventail de réactions visant a rétablir
I’homéostasie de ’oxygéne dans les tissus atteints. Ces réactions d’adaptation ont pour but
d’augmenter I’apport en oxygeéne et de compenser la perte d’énergie vitale et reposent sur
des mécanismes physiologiques, métaboliques et moléculaires. Des progrés ont été
accomplis dans la compréhension des mécanismes transcriptionnels déclenchés par
I’hypoxie, mais le mécanisme sous-jacent de détection de I’oxygéne demeure obscur (Bunn
et Poyton, 1996). Des mécanismes faisant intervenir la NADPH oxydase, le cytochrome
P4so et une protéine hémique se liant & I’oxygene(Acker, 1994; Fandrey et al., 1990) ont
été proposés. La formation des ROS par des mitochondries au site ubisemiquinone (Boveris
et al., 1972; Turrens et al., 1985) et une modification du potentiel mitochondrial
d’oxydoréduction au cours de I’hypoxie pourraient altérer la production de ROS. On sait
que ces mécanismes entrent en jeu dans d’autres réponses transcriptionnelles (Schreck et
al., 1991).

Des données indiquent que I'induction de génes par I’hypoxie ne fait pas toujours
appel 4 ces mécanismes, ce qui suggére qu’il existe d’autres voies de signalisation qui n’ont
pas encore été caractérisées (Ebert et al., 1995; Wood et al., 1996). En fait, on a observé
que I’ischémie, et plus particuliérement I’hypo-oxygénation du cerveau (Munell et al.,
1994), des reins (Megyesi et al., 1995; Ouellette et al., 1990; Safirstein et al., 1990), du foie
(Schlossberg et al., 1996) ou du cceur (Wechsler et al.,1994) entrainait I’expression de
certains geénes précoces immédiats tels que c-jun, c-fos ou EGR-1. Il est certain que
’ischémie et la réoxygénation produisent des effets cellulaires et, par conséquent, il est
difficile d’établir si I’induction de génes précoces immédiats dans ces cas, faisait
directement intervenir une chute de la tension tissulaire en oxygéne, comme c’est le cas
pour les génes classiques induits par I’oxygéne, tels que I’érythropoiétine (Jelkmann et al.,
1992), ou d’autres voies. Il existe peu de données sur les effets d’une hypo-oxygénation
tissulaire moins radicale découlant d’une hypoxie systémique sur I’expression tissulaire des
génes immédiats. Dans les pages qui suivent, nous allons rappeler les systtmes de
détection de I’oxygeéne les plus importants intervenant dans la transcription des genes

induits par I’hypoxie et I’ischémie.
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4.2.1. Le facteur induit par I’hypoxie-1 (HIF-1)

L’adaptation a I’hypoxie est d’une importance fondamentale dans les processus
développementaux, physiologiques et physiopathologiques (Bunn et al., 1996; Guillemin et
Krasnow., 1997). Les humains et d’autres mammiféres répondent & une faible tension en
oxygéne en partie par une régulation fine de 1’expression d’un groupe de génes importants
sur le plan physiologique. L’érythropoiétine (Jelkmann, 1992; Semenza, 1994) et la
tyrosine hydroxylase (Czyzyk-Krzeska et al., 1994) agissent de concert, pour élever les
concentrations sanguines d’oxygéne, en favorisant respectivement 1’érythropoiése et la
ventilation. L’induction hypoxique des génes encodant pour le VEGF (Shweiki et al., 1992)
et la NO synthase inductible (Melillo et al., 1995; Milillo et al., 1997) accroit I’angiogenése
et la vasodilatation. La stimulation de 1’expression des génes encodant le transporteur du
glucose et des isoenzymes glycolytiques spécifiques (Firth et al., 1994; Firth et al., 1995;
Semenza et al., 1994) maximisent la production d’ATP dans le contexte d’un apport réduit
en oxygéne. Fait remarquable, I’induction hypoxique de tous ces génes semble reposer sur
le méme mode de détection de I’oxygéne et de transduction de signal, activant un facteur de
transcription crucial, le facteur induit par I’hypoxie-1 (HIF-1) (voir la figure 7), un
hétérodimére formé de deux sous-unités ayant un domaine PAS (PER-ARNT-SIM) et un
domaine basique a motif hélice-boucle-hélice (bHLH), HIF-1oo et HIF-1P, également
appelé ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator) (Wang et al., 1995).

4.2.1.1. Processus de détection et signalisation de HIF-1

11 a été démontré que ce facteur rétablissait I’homéostasie de 1’oxygéne aux niveaux
cellulaire, local et systémique. L’activation du facteur HIF-1 par ’hypoxie dépend d’un
processus de détection et de signalisation encore mal compris. Il y a de fortes indications
que le détecteur d’oxygeéne soit une protéine hémique (Bunn et Poyton, 1996; Goldberg et
al., 1988) qui, a I’état désoxygéné ou substitué par le cobalt, déclenche une série
d’événements menant a 1’activation du facteur de transcription HIF-1 (Wang et Semenza.,
1993), lequel se lie ensuite a une séquence activatrice spécifique (Pugh et al., 1991) et

stimule par le fait méme 1’activité transcriptionnelle.
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Figure 7. Processus d’adaptation a I’hypoxie. [Figure modifiée d’aprés Johnston et ses
collaborateurs (2003) et Semenza (2001)].

En plus de son rdle dans ’homéostasie de 1’oxygene, le HIF-1 constituerait un
facteur crucial dans la pathogenése de la vascularisation tumorale, I’ischémie myocardique
et ’AVC, en raison de son réle régulateur dans I’hypoxie tissulaire localisée qui prévalant
dans ces conditions. Lahiri et ses collaborateurs (2002) proposent également un modéle des
effets hypoxiques et des réponses de toutes les cellules sensibles a ’oxygeéne, prenant en
compte le HIF-1 et le NADH/NADPH (voir la figure 8). Selon Lahiri (2002), la détection
d’oxygéne se produit instantanément 4 la membrane plasmique et fait intervenir des canaux

ioniques et des protéines hémiques.



49

PLASMA I‘EMBRANE
}':I!E' m‘ld” i (i Ui i ';B*y’ _" Deotfr |
l .ulmﬁu | . z\ﬁm «Lm)
amsec i ! N\ LRI
[CYTOSOL -
m IGraded Hypoxia ]
fi:‘,’:;’"’"e eveased |, NAD(P)H Oxidase
m.__e. ROS* [O: Cytochrome &, ot/ N1 M
‘l! Fat axidase Fet* - chelator

Ca?t Ascorbate

<ls = Other ?
Neurotransmitter co-factors m—’ ROS® <— cri/sH

Figure 8. Modele d’hypoxie de cellules sensibles a ’oxygéne (Lahiri et al., 2002)

La détection d’oxygéne se produira ensuite au niveau intracellulaire, par I’entremise
de la chaine respiratoire mitochondriale ou, probablement, de la formation de ROS. La
formation de ROS par I’intermédiaire du NADH/NADPH est inhibée par les chélateurs du
Fe?* ainsi que par le Co™*, le Ni** et le Mn®*. Le HIF-lo. nouvellement synthétisé sera
stabilisé en hypoxie et passera dans le noyau par translocation, avant de se dimériser avec
des sous-unités HIF-1P pour former le HIF-1. Ce dernier se fixe ensuite a la séquence HRE
(Hypoxia Response Element) et stimule 1’expression de différents génes (p. ex., EPO,
VEGF, NOS/HO-1, enzymes glycolytiques, TH). La stimulation de 1’expression de ces
génes fait également intervenir l’activation d’un petit nombre d’autres facteurs de
transcription tels que le facteur nucléaire kappa B (NF-kB), la protéine activatrice-1 (AP-1)
ou le facteur de suppression des tumeurs p53 (Ravi et al., 2000; Semenza, 1999).

Il a récemment été suggéré que le HIF-1a pouvait étre modifié par oxydation par
des ROS et que ces interactions a courte distance nécessitaient la participation de
prolyl hydroxylases qui pourraient étre en cause dans la détection de ’oxygéne (Ivan et al.,
2001; Jaakkola et al., 2001; Zhu et Bunn, 2001). L’enzyme de modification du HIF-1a
dépend apparemment de I’oxygéne et du fer (Kivirikko et Pihlajaniemi, 1998). Zhu et Bunn
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(2001), ainsi que Semenza (2001), ont proposé des modéles de régulation dépendant de
’oxygéne du facteur de transcription HIF-lo faisant intervenir I’hydroxylation d’une
proline particuliére, & Dintérieur d’une région hautement conservée du domaine de
dégradation dépendante de I’oxygéne du HIF-1a (ODD). Cette modification structurale est
nécessaire a la liaison du HIF-1o a la protéine pVHL (produit du géne de suppression de
tumeur mis en cause dans la maladie de Von Hippel-Lindau). Pour étre dégradé par le
protéasome, le facteur de transcription HIF-1o doit se lier a 'ubiquitine et cette fixation
nécessite une liaison directe au domaine o de la pVHL (Ohh et al., 2000). En situation de
normoxie, le HIF-1o subit une dégradation rapide par la voie ubiquitine-protéasome, avec
formation d’un complexe E3 ligase (Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001). Durant
’hypoxie, le HIF-1o échappe 4 la dégradation parce que la proline n’est pas hydroxylée.

4.2.1.2. Le HIF-1 dans I’ischémie cérébrale

Weiner et ses collaborateurs (1996), ont établi que les ARNm du HIF-la
atteignaient leur concentration maximale dans le foie et le rein une heure aprés I’induction
de ’hypoxie chez la souris (O, & 6 % pendant une 4 deux heures) et revenaient aux valeurs
initiales dans les quatres heures suivantes. Dans le cerveau, les valeurs correspondantes
étaient de cing heures et douze heures.

Sharp et ses collaborateurs (2001) ont montré qu’une ischémie cérébrale focale
permanente stimulait I’expression de ’ARNm du HIF-1a et augmentait les concentrations
des deux sous-unités, HIF-1o et HIF-1B. On a observé une forte augmentation de I’ARNm
du HIF-1a 7,5 heures aprés I’occlusion de I’ACM, alors que les taux d’ARNm du HIF-1f
étaient sensiblement réduits durant la méme période. Une autre étude a montré une
stimulation de I’expression du HIF-1a en 1’espace d’une heure (Bernaudin et al., 2002).
L’augmentation du HIF-1 se limitait au tissu entourant I’infarctus ischémique et aux
régions adjacentes irriguées par les artéres cérébrales antérieure et postérieure. Les auteurs
ont émis 1’hypothése que I’hypoxie tissulaire, découlant d’une baisse modérée du débit
sanguin cérébral, provoquait I'induction du HIF-1 dans la zone de pénombre. Il a été
démontré que la synthése de I’ARNm du HIF-1o., mais non celui du HIF-1p, présentait une
augmentation similaire dans la rétine ischémique (Ozaki et al., 1998) et le cerveau de la
souris aprés une ischémie globale (Kin et al., 2000). Bien qu’il y ait eu une induction

marquée de I’ ARNm du HIF-1a aprés un AVC, le taux de HIF-1a n’était que modérément
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augmenté, ce qui pourrait indiquer une traduction inadéquate. Les auteurs ont constaté qu’il
n’y avait pas induction des ARNm du HIF-1 et des protéines correspondantes dans les
régions du territoire de I’ACM ou se constitue I’infarctus, vraisemblablement parce que le
débit sanguin dans les régions centrales était réduit 4 un niveau incompatible avec la
transcription ou la traduction (Kinouchi et al., 1993).

Aprés une occlusion permanente de I’ACM chez le rat, on observe une induction
temporelle et spatiale conjointe de ’ARNm du HIF-1a et des ARNm de différents genes
cibles (Iyer et al., 1998; Ryan et al., 1998). L’expression de ces ARNm est localisée dans la
zone de pénombre, ce qui semble indiquer que I'induction de I’angiogenése et du
métabolisme glycolytique par le HIF-1 pourrait étre importante pour la survie des neurones
(Bergeron et al., 1999; Marti et al., 2000).

Chez des rats soumis 4 une hypoxie et 4 une occlusion unilatérale permanente de
I’ACM, I’expression du HIF-1o est augmentée dans tout le cortex controlatéral tandis que
du coté de la lésion, elle est réduite dans le parenchyme et fortement accrue dans les
vaisseaux nourriciers corticaux de calibre moyen (Bergeron et al., 2000). D’autres études
sont nécessaires pour établir les conséquences de 1I’expression du HIF-1 dans les cellules
gliales, neuronales, inflammatoires et vasculaires ischémiques in vivo et le rble du HIF-1
dans la facilitation ou la prévention de I’infarctus cérébral aprés une occlusion artérielle.

Des études récentes semblent indiquer que le HIF-1 agit comme médiateur dans le
préconditionnement provoqué par ’hypoxie dans le cerveau (Bergeron et al., 2000;
Ruscher et al., 1998; Zaman et al., 1999), ce qui suggére que I’EPO joue un réle dans le

préconditionnement ischémique.

4.2.2. Le NADH/NADPH

Les NADH/NADPH oxydases sont une famille de complexes enzymatiques a
multiples sous-unités qui oxydent le NADPH ou le NADH et générent un superoxyde par
transfert d’un électron non apparié a I’oxygéne (Schumacker, 2003). La NADPH oxydase,
principalement située dans la membrane plasmique des cellules, est reconnue comme étant
un des principaux complexes enzymatiques responsables de I’action antipathogene des
polynucléaires neutrophiles et d’autres leucocytes phagocytaires. Cette action fait intervenir

la production de formes radicalaires d’oxygéne, communément appelées dérivés oxygénés
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(ROS) ou espéces actives de I’oxygene, qui sont libérées dans le phagosome en formation

(Dirnagl et al., 2003).

4.2.2.1. Mécanisme de production d’anions superoxydes

La production d’anions superoxydes (O;") par la NADPH oxydase a été proposée
par Janoff (1964), ainsi que par Chen et Simon (1997) (voir la figure 9). Les anions
superoxydes sont convertis en peroxyde d’hydrogéne (H20;) de maniére spontanée ainsi
que sous l’action de la superoxyde dismutase. D’autres interactions avec les anions
superoxydes ménent 2 la formation de radicaux hydroxyles toxiques (OH’). La principale
sous-unité de la NADPH oxydase des polynucléaires neutrophiles, gp91phox, a récemment
été mise en évidence dans diverses cellules de mammiféres, en étroite association avec les
processus de détection de I’oxygene et est capable de produire des ROS en réponse a des
modifications de la concentration d’oxygéne, la principale caractéristique de tout

«détecteur» d’oxygene (Dirnagl et al., 2003).

NADPH + 20, - NADP” + 20,°" + 2H"

20, +2H ' > H,0;, + O,

0, +H0,+H" 50, + HO + OH°

Figure 9. Production de radicaux superoxyde a partir du NADPH. (Dirnagl et al., 2003)

4.2.2.2. Le NADPH dans ’ischémie cérébrale

Il a été établi que la production de superoxydes, par ’entremise de la NADPH
oxydase, jouait un rdle dans la neurotoxicité et ’AVC ischémique. De plus, elle pourrait
étre nécessaire aux fonctions cérébrales normales, y compris la différenciation et la
plasticité neuronales (Serrano et al., 2003).

L’induction de la NADPH apreés un infarctus ischémique a été étudiée par Peng et
ses collaborateurs, en 1996. Une occlusion distale de I’ACM a été pratiquée chez des rats;
les observations recueillies aprés 1, 2, 7 et 14 jours indiquent que I’induction de la NADPH

a eu lieu dans les neurones, les astrocytes, les macrophages et les cellules endothéliales.
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Un, deux et sept jours aprés l’ischémie, une faible positivité a été observée dans les
neurones pyramidaux des aires corticales adjacentes a la zone nécrosée. Les astrocytes a la
périphérie de la zone nécrosée étaient hypertrophiques et certains d’entre eux exprimaient
la NADPH. Un et deux jours aprés ’occlusion de I’artere, de nombreux macrophages
présentant une positivité d’intensité variable pour la NADPH étaient visibles a la périphérie
de la zone nécrosée et dans la capsule externe de I’hémispheére cérébral ischémique.

Green et ses collaborateurs (2001), ont mis en évidence une neuroprotection
importante contre les 1ésions neuronales aprés une ischémie cérébrale transitoire chez des
souris dont le géne gp91-phox avait été inactivé, ce qui laisse supposer que cette enzyme
joue un rdle déterminant dans I’AVC ischémique. Selon une autre étude réalisée par les
mémes auteurs (Walder et al., 1997), au moyen d’une occlusion transitoire de I’ACM chez
la souris, les cellules de la microglie contiendraient une NADPH oxydase
fonctionnellement active capable de produire des ROS durant une inflammation du systéme
nerveux central (SNC).

Serrano et ses collaborateurs (2003), ont détecté des composantes protéiques de la
NADPH oxydase membranaire, plus précisément p22 et gp91, dans des neurones de tout le
cerveau de la souris. Chacune des protéines de la NADPH oxydase a été mise en évidence
par immunocytochimie dans les neurones de toutes les régions du névraxe, et plus
particuliérement, dans 1’hippocampe, le cortex, I’amygdale, le striatum et le thalamus.
L’expression de la NADPH oxydase dans les neurones laisse penser que cette enzyme
pourrait jouer un rdle dans le cerveau, tant dans le fonctionnement neuronal normal que
dans la neurodégénérescence (Serrano et al., 2003).

Dans le cadre d’une étude du role du récepteur de 1’angiotensine II dans un modele
d’ischémie cérébrale focale chez le rat diabétique, Kusaka et ses collaborateurs (2004), ont
découvert que ’occlusion de I’ACM produisait un infarctus cérébral typique et des déficits
neurologiques accompagnés d’une élévation des ARNm des composantes gp91 et p22 de la
NADPH oxydase et de la production d’hydroperoxydes lipidiques dans I’hémisphére

ipsilatéral.

4.2.3. Les mitochondries
Les tissus dépendent de 1’énergie produite par phosphorylation oxydative des
mitochondries et montrent ainsi une vulnérabilité aux dommages induits par un manque en

oxygéne et/ou de substrats métaboliques. Les mitochondries, en plus de la phosphorylation
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oxydative, régularisent la signalisation du Ca™, la production de radicaux libres et le

relachement de facteurs qui induisent 1’apoptose (Dzeja et al., 2001).

4.2.3.1. Mécanisme de détection de 1’oxygéne par les mitochondries

Les mitochondries ont été longtemps considérées comme un site potentiel de
détection de Poxygéne, parce qu’elles constituent le principal lieu de consommation de
I’oxygene et qu’elles ont une forte affinité pour ce demier. Une étude récente montre que
les mitochondries pourraient jouer un rdle dans les voies de signalisation intracellulaire et
participer a la détection de 1’oxygéne (Budinger et al., 1998). Certaines expériences ont
permis de mettre en évidence une protéine hémique se fixant au monoxyde de carbone
(CO), probablement située dans la membrane plasmique et ayant une faible affinité pour
I’oxygéne, mais une forte affinité pour le CO. Les mémes expériences ont prédit ’existence
d’une autre protéine hémique mitochondriale, ayant une affinité plus €levée pour I’oxygeéne
et plus faible pour le CO (Acker, 1994; Hochachka et al., 1996). D’autres observations ont
confirmé que la mitochondrie pouvait agir comme un détecteur d’oxygeéne (Chandel et al.,
1998; Chandel et al., 2000; Chander et Schumacker, 1999; Chander et Schumacker, 2000;
Duranteau et al., 1998; Waypa et al., 2001). Chandel et ses collégues (2000), ont rapporté
que les ROS mitochondriales jouent un réle majeur dans la régulation du HIF-1a. Selon la
description de ces auteurs, I’hypoxie augmente la production mitochondriale de ROS au
complexe ITI, ce qui cause I’accumulation de la sous-unité HIF-la, laquelle déclenche
’expression d’un géne rapporteur luciférase régulé par une séquence HRE (Hypoxic

Response Element).

4.2.3.2. Les mitochondries dans I’ischémie cérébrale

Les mitochondries jouent un rdle central dans la mort neuronale au cours de
’ischémie cérébrale (Ankarcrona et al.,1995; Bemnardi, 1996; Kroemer et al., 1998;
Ouyang et al., 1999; Wadia et al., 1998). On a montré qu’une altération des mitochondries
contribuait a la mort neuronale dans les maladies neurodégénératives (Beal, 1992; Beal et
al., 1993; Frim et al., 1993; Mattson et al., 1993; Mutisya et al., 1994). Une atteinte
mitochondriale a été mise en cause dans I’apoptose expérimentale provoquée par le TNF-a
(Schulze-Osthoff et al., 1992), I'inhibition de la réplication de I’ADN mitochondrial
(Baixera et al., 1994) et les agents pro-oxydants tels que le H,O, (Richter, 1993).
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Récemment, des expériences effectuées dans des systemes acellulaires ont montré que des
facteurs mitochondriaux étaient essentiels a I’apoptose (Newmeyer et al., 1994), ce qui est
compatible avec I’intervention des mitochondries dans la signalisation accompagnant ce
processus. Les protéines Bcl-2 et Bax, toutes deux mises en évidence dans la membrane des
mitochondries, ont été observées dans la zone frontiére des infarctus cérébraux (Schroeter
et al., 2001). Enfin, la plupart des ROS produites par les mitochondries sont nuisibles pour
les neurones aprés une ischémie cérébrale focale (Siesjo, 1992a). Récemment, Yoshimoto
et ses collaborateurs (2002), ont découvert que le NXY-059, une nitrone agissant comme
piége a radicaux libres, inhibait la libération du cytochrome C des mitochondries, aprés une
ischémie cérébrale focale. La libération du cytochrome C facilite I’apoptose via I’activation
des caspases, et parfois méme jusqu’a la nécrose, confirmant ainsi un rdle important de la

mitochondrie dans I’ischémie cérébrale.

4.2.4. Le cytochrome P4so

Les enzymes du cytochrome P4so sont une famille de héme protéines
multifonctionnelles localisées dans les microsomes (Liu et al., 2004). Elles sont impliquées
dans le métabolisme de plusieurs xénobiotiques, elles catalysent la formation de molécules
de signalisation lipidique tels les eicosanoides et hormones stéroides et elles jouent un role

majeur dans I’adaptation cellulaire aux stress oxydatifs.

Meécanisme de détection de l’oxygeéne par les cytochromes Pysg

Outre les modéles de détection de 1’oxygéne susmentionnés, des études
pharmacologiques effectuées par Fandrey et ses collégues (1990), semblent indiquer que le
détecteur d’oxygéne pourrait comprendre une oxydase a fonction mixte microsomiale. En
se basant sur ces études, on a émis I’hypothése que pour I’EPO, la détection de I’oxygene
fait intervenir une interaction entre le cytochrome Psso et sa réductase, ce qui permet la
conversion de 1’oxygéne moléculaire en radicaux libres, I’anion superoxyde (O;") et le
peroxyde d’hydrogéne (H,0;) (Bunn et Poyton., 1996; Fandrey et al., 1990; Wender et
Gassmann., 1997). En 2001, Naldini et ses collaborateurs ont montré que de nombreuses
cytokines telles que I'IL-1B, I'IL-2, I'IL-4, I’IL-5, I’IL-6, le TNF-a et 'IFN-Y, ainsi que
I’EPO (Lacombe et Mayeux, 1999), contribuaient aux changements affectant le cytochrome

P4so.
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4.3. Observations cliniques des cas d’hypoxémie chez les victimes d’AVC: causes
possibles

L’hypoxémie est une complication de I’accident vasculaire cérébral (AVC) et cet
événement indésirable a été associé a un pronostic défavorable. Pour cela, les lignes
directrices de pratique clinique recommandent le traitement de ’hypoxie systémique, sans
toutefois préciser quel degré d’hypoxie doit &tre considéré comme anormal et exiger un
traitement (Adams et al., 2003). Le traitement excessif a été associé a des effets
défavorables sur I'évolution de l'état du patient (pour revue, voir Ronning et Guldvog,
1999).

Normalement, la pression partielle en oxygeéne (PaO;) varie entre 71 et 104 mm Hg
tandis que la saturation du sang artériel en oxygene (Sa0Oy) est de 95 a 98,5 %. Une PaO;
inférieure a8 38 mm Hg durant au moins trois a cinq minutes peut provoquer des lésions
cérébrales graves et permanentes; alors que si I’hypoxie apparait graduellement et que le
sujet a une pression sanguine normale, une PaO, de 23 mm Hg ne méne pas nécessairement
a une perte de conscience, ni a des lésions cérébrales irréversibles (Simon, 1999). Certaines
régions du cerveau moins bien irriguées (pallidum, cervelet, hippocampe et zones
adjacentes aux lobes pariéto-occipitaux) peuvent étre affectées & un degré moindre par
I’hypoxie systémique. Les sujets souffrant d’une hypoxie légére ont une PaO, <70 mm Hg
et une Sa0; < 94 %. Une PaO, < 60 mm Hg et une Sa0; <91 % définissent une hypoxie
systémique modérée et une PaO, < 50 mm Hg et une Sa0; < 85 %, une hypoxie systémique
grave (Roffe, 2001). Les symptomes de I’hypoxie systémique sont un retard d’adaptation a
1’obscurité, une altération du jugement, une incapacité a accomplir des taches et une perte
de la mémoire a court terme (Blass et Gibson, 1979). Ces symptomes peuvent se manifester
chez des victimes d’AVC a un taux de saturation en oxygéne plus élevé (Demet et al,,
2000).

Les sujets souffrant d’ischémie cérébrale aigué peuvent présenter une hypoxie
systémique pour diverses raisons (Elizabeth et al., 1993; Fluck, 1966; Houston et al., 1995;
McMahon et Heyman, 1974; Walshaw et Pearson, 1984). Les causes directement liées a
I’AVC comprennent une faiblesse des muscles respiratoires du coté atteint d’hémiplégie
(De Troyer et al., 1981; Fluck, 1966; Hass et al., 1967; Houston et al., 1995), une altération
de la régulation centrale de la respiration, une apnée du sommeil et des complications de

’AVC, telles que P’aspiration, les infections des voies respiratoires, I’embolie pulmonaire
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et 1’ccdéme pulmonaire neurogéne. En outre, des problémes pulmonaires et
cardiovasculaires pré-existants peuvent prédisposer & I’hypoxie systémique. La dysphagie
est un autre probléme courant aprés I’AVC et survient chez environ 30 4 50 % des sujets.
L’hypoxie systémique liée a 1’aspiration fait intervenir des réactions réflexes des systémes
nerveux sympathique et parasympathique menant 4 une perturbation du rapport
ventilation/irrigation (Colebatch et Halmagyi, 1962). La position du corps pourrait
également prédisposer les victimes d’AVC a I’hypoxie systémique. On croit qu’en présence
d’une faiblesse du diaphragme, I’oxygénation sera plus efficace en position verticale
(assise, debout) qu’en position allongée. Des études ont montré un accroissement de la
saturation en oxygéne (d’environ 1 %) en position verticale, comparativement aux autres
positions (Elizabeth et al., 1993; Rowat et al., 1998).

La fonction respiratoire est régulée par différents éléments du cerveau qui
s’étendent du cortex cérébral jusqu’aux noyaux ponto-médullaires. Les régions du cortex
qui comprennent la partie antérieure de la 5° circonvolution temporale, le lobe temporal,
I’insula et le gyrus limbique, interviennent dans la régulation de la respiration (Vingerhoets
et Bogousslavsky, 1994). Le cortex exerce un effet inhibiteur sur la respiration au repos et
une lésion ou un infarctus entraine une augmentation de la fréquence respiratoire (Roffe,
2001). Par exemple, la respiration de Cheyne-Stokes (vatiété spéciale de rythme
respiratoire, caractérisée par une période d’apnée plus ou moins longue, a laquelle succede
une série de respirations d’amplitude croissante, suivie d’une autre série de respirations
d’amplitude décroissante, aboutissant a une nouvelle pause) est trés souvent observée dans
les lésions corticales bilatérales, mais elle peut survenir en présence de lésions unilatérales
ou méme en I’absence de Ilésions cérébrales dans le contexte d’une maladie
cardiovasculaire (Lee et al., 1974; Vingerhoets et Bogousslavsky, 1994; Yajima et al,,
1994). Les lésions du tronc cérébral diminuent la fréquence respiratoire et les lésions du
bulbe rachidien provoquent de I’apnée (Roffe, 2001). E.J. van Dijk et ses collaborateurs
(2004), ont étudié 1’association entre la SaO, et les Iésions de la substance blanche et les
infarctus lacunaires, chez les patients souffrant de maladie pulmonaire obstructive
chronique (MPOC), une affection courante chez les personnes 4gées (Soriano et al., 2000;
Lange et al., 1989; Lacasse et al., 1999; Pena et al., 2000). Les patients atteints de MPOC
ont un apport réduit en oxygéne pendant de longues périodes, en particulier durant un effort
physique, les exacerbations de la maladie et le sommeil (Chaouat et al., 2001;

Plywaczewski et al., 2000). Ces sujets présentaient des lésions de la substance blanche
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périventriculaire plus graves que celles du groupe témoin (sans MPOC). Van Dijk a conclu
que les valeurs plus faibles de SaO,, en présence de MPOC, n’étaient pas associées a des
lésions de la substance blanche sous-corticale ni a des infarctus lacunaires, mais a de plus

graves lésions de la substance blanche périventriculaire.

4.4. Distinctions entre hypoxie systémique intermittente et hypoxie systémique chronique

4.4.1. Effets d’une hypoxie systémique intermittente

L’évaluation de I’oxygénation chez les victimes d’AVC devraient étre effectuée,
non seulement durant la journée, mais aussi la nuit parce que plus de 25 % des sujets ayant
une oxygénation normale durant le jour souffriront d’importants épisodes hypoxiques
nocturnes pendant le sommeil (Roffe et al., 2003; Roffe et Sills, 2000). La prévalence des
troubles respiratoires liés au sommeil chez les patients ayant subi un AVC va de 59 % a
95 % (Bassetti et Aldrich., 1999; Dyken et al., 1996; Good et al., 1996; Harbison et al.,
2000; Kapen et al., 1991; Mohsenin et Valor., 1995; Nasr-Wyler et al., 1999; Parra et al,,
2000; Sandberg et al., 2001; Wessendorf et al., 2000). L’apnée du sommeil est considérée
par certains auteurs soit comme un facteur de risque ou une conséquence de ’AVC (Parra
et al., 2004). L’impact de I’apnée du sommeil sur la santé du public est énorme et une
mortalité accrue a été observée chez des sujets non traités (Mohsenin, 2004). De plus, une
étude conduite aux Etats-Unis par Sahar et ses collaborateurs (2001) a démontré une forte
association entre I’apnée du sommeil et les maladies cérébrovasculaires. L’apnée du
sommeil peut prendre trois formes : apnée d’origine obstructive ou hypopnée avec effort
respiratoire, apnée d’origine nerveuse centrale ou hypopnée sans effort respiratoire et forme
mixte. Dans la plupart des cas, ’apnée suivant un AVC est mixte ou obstructive et moins
de 10 % des cas sont purement d’origine centrale (Bassetti et Aldrich, 1999; Nasr-Wyler et
al., 1999).

Par conséquent, chez la majorité des gens, il est plus courant d’observer des
épisodes récurrents d’hypoxie qu’une hypoxie soutenue. Les réactions aigués a I’hypoxie
qui se produisent en quelques secondes ou minutes dépendent entiérement de la sensibilité
a oxygene des chémorécepteurs artériels périphériques, en particulier le glomus carotidien
(les cellules du glomus sont considérées comme les principales cellules responsables de la
détection de la teneur en oxygéne) (Prabhakar, 2000). S’il s’agit d’'une hypoxie soutenue

(de quelques heures & quelques jours), presque toutes les cellules de mammiféres y
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répondent en modifiant I’expression génique et la synthése de protéines de novo (Bunn et
Poyton, 1996; Semenza, 2000a; Semenza, 2000b). Jusqu’a récemment, la plus grande partie
de I’information sur les effets 4 long terme d’une hypoxie intermittente provenait d’études
menées chez des sujets humains victimes d’apnées récurrentes chroniques. La mise au
point récente de modéles animaux d’hypoxie intermittente (Bach et Mitchell, 1996; Cao et
al., 1992; Fletcher, 2000; Fletcher et al., 1992; Greenberg et al., 1999; Prabhakar, 2001;
Peng et al., 2002; Peng et al., 2003) et de techniques permettant d’exposer des cellules en
culture a des cycles successifs d’hypoxie, a permis d’obtenir de nouvelles données sur les
effets d’une hypoxie épisodique sur les mécanismes de détection de 1’oxygéne par les
chémorécepteurs du glomus carotidien (Prabhakar, 2000) et la régulation de I’expression
génique. Chez le rongeur, I’hypoxie intermittente chronique accroit sélectivement la
sensibilité des chémorécepteurs du glomus carotidien a une baisse de la tension en oxygene
(Peng et al., 2002; Peng et al., 2003).

Selon des études récentes effectuées dans un modéle d’hypoxie intermittente chez le
rat, les caractéristiques de I’hypoxie joueraient un rdle crucial dans 1’accroissement de
’activité des chémorécepteurs périphériques ainsi que dans 1’apparition de 1’hypertension
(Bach et Mitchell, 1996). Ainsi, si I’on expose des rats 4 une hypoxie intermittente
(15 secondes 4 5 % d’O; suivies de 5 minutes 4 21 % d’O; 8 heures/jour pendant 10 jours),
il s’ensuit une augmentation marquée de I’activité des chémorécepteurs périphériques, une
hausse de la tension artérielle et une activité sympathique. A I’inverse, I’exposition
d’animaux a une hypoxie soutenue pendant une durée cumulative comparable n’a pas
entrainé ces altérations cardiovasculaires. Fait plus intéressant encore, une hypoxie
intermittente chronique produit également une nouvelle forme de plasticit¢é du glomus
carotidien, menant a une facilitation a long terme de la décharge sensorielle (Peng et al.,
2002; Peng et al., 2003). Des études réalisées sur des cellules en culture révélent que
I’hypoxie intermittente est plus efficace que I’hypoxie soutenue dans I’activation de deux
facteurs de transcription: la protéine activatrice-1 (AP-1) (Premkumar et al., 2000;
Adhikary et al., 2001) et le facteur induit par I’hypoxie-1 (HIF-1) (Yuan et al., 2004). En
outre, selon certaines données, I’hypoxie intermittente et 1’hypoxie soutenue feraient
intervenir des voies de signalisation intracellulaires différentes (Prabhakar et al., 2001).

Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) produites durant la phase de
réoxygénation de I’hypoxie intermittente pourraient jouer un role clé dans les effets de

I’hypoxie intermittente sur la fonction et 1’expression génique du glomus carotidien (Peng
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et al., 2002; Peng et al., 2003). Il a été suggéré que 1’hypoxie épisodique représentait une
forme de stress oxydatif et que les ROS générées durant les épisodes récurrents d’hypoxie
intermittente reproduisaient presque la phase de réoxygénation du modéle animal
d’ischémie-reperfusion (Prabhakar, 2002). L’analyse des profils géniques de cellules en
culture semble indiquer que certains génes sont sélectivement régulés par I’hypoxie
intermittente, dans certains cas, a la hausse (choline kinase, transporteur du glucose,
récepteurs de 1’endothéline B, etc.) et dans d’autres cas, & la baisse (cyclo-oxygénases,
cytochrome ¢ oxydases et récepteur D1 de la dopamine) (Premkumar et al., 2000;
Prabhakar, 2001).

Ces études suggérent que I’hypoxie intermittente est un stimulus plus efficace que
I’hypoxie soutenue et soulignent le fait que les effets de I’hypoxie peuvent étre
profondément différents selon qu’elle est répétitive ou continue. La principale différence
entre les formes intermittente et continue d’hypoxie est la réoxygénation épisodique qui se
produit dans la premiére, mais non dans la seconde. Sous ce rapport, I’hypoxie

intermittente ressemble & I’ischémie-reperfusion.

4.4.2. Effets d’une hypoxie systémique soutenue

Chez des sujets normaux, le débit sanguin cérébral peut augmenter jusqu’a 500 %
par vasodilatation pour contrebalancer I’effet d*un faible taux de saturation en oxygene (Ori
et Ceschin, 1994). Toutefois, chez les personnes subissant un AVC, ol une réduction de la
pression de perfusion constitue le probléme principal, la zone ischémique est incapable de
compenser la légére hypoxie systémique et ces sujets sont plus susceptibles de voir leur état
s’aggraver (Back et al., 1994). Ainsi, on a montré dans des essais cliniques que chez des
victimes d’AVC présentant une hypoxie systémique légére (SaO, inférieure a 90 %)
pendant 72 heures aprés leur admission & 1’hdpital, les signes neurologiques avaient deux
fois plus de chances de s’aggraver (Silva et al., 2001). La méme étude révele une bonne
corrélation entre la durée de 1’ hypoxie systémique 1égére (SaO; inférieure a 90 %) chez les
victimes d’AVC et la mortalité 4 un an. Les effets nuisibles de I’hypoxie systémique
peuvent également affecter le processus de réadaptation aprés la phase aigué de la maladie.
1l a été démontré qu’une hypoxie systémique 1égere (SaO; inférieure a 93 %) avait un effet

sur I’attention et la concentration (Halim et Roffe., 2001).
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4.5. Effets de I’hypoxémie sur les globules rouges, la tension artérielle pulmonaire et le
poids corporel
Les principales conséquences médicales de I’hypoxie chronique comprennent la
polyglobulie, I’hypertension artérielle pulmonaire et la perte de poids, toutes associées a
une forte hausse de la mortalité (Hultgren et Grover, 1968; Moraes et Loscalzo, 1997;
Naeije, 1997). Des réactions physiologiques semblables sont observées chez des animaux
de laboratoire soumis a des concentrations réduites d’oxygeéne ambiant (Dicarlo et al.,
1995; Hales et al., 1983; Li et al.,, 1994; Ostadal et al., 1978; Rabinovitch et al., 1979;
Widimsky et al., 1973). L’utilisation de techniques de ciblage de génes a permis de
déterminer la contribution de génes particuliers a ces réactions (Steudel et al., 1998;
Voelkel et al., 1996). La polyglobulie est attribuable & des concentrations plasmatiques
accrues d’érythropoiétine, laquelle favorise la survie et la prolifération des cellules souches
de la lignée érythrocytaire (Wang et Semenza, 1996). La physiopathologie de
I’hypertension artérielle pulmonaire d’origine hypoxique est plus complexe et fait
intervenir une vasoconstriction ainsi qu’une néomuscularisation et un épaississement de la
média et de I’adventice des artérioles pulmonaires (Jin et al., 1989; Jones et Evans, 1997;
Oka et al., 1993; Rabinovitch et al., 1979). Dans des conditions d’hypoxie chronique, une
perte de poids peut refléter de multiples altérations de la fonction cardiovasculaire, de la
production hormonale, du métabolisme énergétique et d’autres aspects de la physiologie
des cellules et de organisme (Wang et al., 1995). Parmi les génes inductibles par
I’hypoxie contienant des sites importants de liaison du facteur HIF-1 sur le plan
fonctionnel, se trouvent ceux de I’érythropoiétine (Semenza et Wang, 1992), de la
transferrine (Rolfs et al,, 1997), du facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire
(VEGF) (Forsythe et al., 1996; Liu et al., 1995), du récepteur 1 du VEGF (Gerber et al.,
1997), de la NO synthase inductible (Melillo et al., 1995; Palmer et al., 1998), de I’héme
oxygénase 1 (Lee et al.,, 1997) et de I’endothéline 1 (Hu et al., 1998). Les protéines
correspondant 3 bon nombre de ces génes ont été mises en cause dans 1’apparition de
polyglobulie ou d’hypertension artérielle pulmonaire en réponse a une hypoxie chronique
(DiCarlo et al., 1995; Kourembanas et al., 1997; Le Cras et al., 1996; Li et al., 1994; Ou et
al., 1998; Tuder et al., 1995).
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4.6. Effets de I’hypoxémie sur le systéme sympathique
Les changements de tension en oxygene sont un puissant stimulateur du systéme
nerveux sympathique, comme en témoigne 1’augmentation du tonus sympathique général et
régional (Calbert, 2003). La stimulation du systtme sympathique par ’hypoxie est
actuellement considérée comme un mécanisme de défense permettant d’assurer 1’apport en
oxygéne aux organes vitaux, en augmentant le débit cardiaque et en régulant la
conductance régionale (Calbet, 2000; Duplain et al., 1999; Leuenberger et al.,, 1991;
Rowell et al., 1989). A I’inverse, I’hypoxie provoque, soit directement, soit par ses effets
métaboliques, une vasodilatation de la plupart des lits vasculaires, de sorte que le tonus
sympathique devrait étre accru pour éviter une vasodilatation exagérée et une hypotension
(Hilton et Eichholtz, 1925; Laughlin et al., 1996; Rowell et al., 1989). Une activité
sympathique accrue a également été rapportée chez les patients souffrant d’hypoxémie
chronique (Heindl et al., 2001) ainsi que chez les patients atteints d’apnée du sommeil

présentant une hypoxémie intermittente (Imadojemu et al., 2002).

4.7. Effets de I’hypoxémie sur I’inflammation

L’hypoxie systémique produit une réaction inflammatoire caractérisée par une
augmentation des ROS, de I’adhésion des leucocytes a 1’endothélium des veinules, de la
diapédése des leucocytes et de la perméabilité vasculaire (Gonzalez et Wood, 2001; Wood
et al., 1999a; Wood et al., 2000). L’inflammation est généralement amorcée par des
médiateurs libérés des cellules périvasculaires activées qui produisent le gradient
chimiotactique responsable de ’accumulation extravasculaire de leucocytes (Casillan et al.,
2000; Steiner et al., 2001). Lors d’une étude des effets de la diapédése des leucocytes et de
la perméabilité vasculaire chez des rats conscients, Wood et ses collaborateurs (1999a et
1999b), ont découvert qu’une hypoxie systémique aigué produisait des hausses rapides de
1’adhésion des leucocytes dans la microcirculation mésentérique. L’adhésion des leucocytes
provoquée par I’hypoxie était associée A une production accrue de ROS et était atténuée par
une hausse des concentrations tissulaires de NO, ce qui suggere que les effets aigus de
I’hypoxie sur les interactions leucocytes-endothélium pourraient étre causés par une
altération de 1’équilibre entre les ROS et le NO.

Marti et ses collaborateurs (1998), ont découvert que I’hypoxie systémique
modifiait Ia distribution du VEGF et de ses récepteurs chez la souris de fagon différente

dans les différents organes. Une analyse par hybridation in situ a révélé qu’un
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sous-ensemble distinct de cellules a I’intérieur d’un organe donné, par exemple les cellules
gliales et les neurones dans le cerveau, les cellules tubulaires dans le rein et les cellules de
Sertoli dans les testicules, répondait au stimulus hypoxique par une expression accrue du
VEGF. Toutefois, dans d’autres cellules ot le VEGF est exprimé de maniére constitutive
dans le tissu adulte normal, par exemple les cellules épithéliales du plexus choroide et des

glomérules rénaux, 1’expression du VEGF baisse en réponse a un stimulus hypoxique

(Gerber et al., 1997; Kremer et al., 1997; Sandner et al., 1997).

4.8. Effets de ’hypoxémie sur la transmission synaptique

Un apport d’oxygéne suffisant est crucial pour le maintien de la viabilité des
neurones dans le systtme nerveux central. Entre le tiers et la moitié environ de 1’oxygéne
consommé par le cerveau est utilisé pour la transmission synaptique, tandis que le reste est
affecté a des fonctions végétatives exigeant de 1’énergie, notamment le maintien du
potentiel transmembranaire (Astrup et al, 1982). Ce besoin essentiel se refléte dans
existence de seuils de viabilité liés & deux déterminants de I’acheminement de 1’oxygene :
le débit sanguin cérébral et la pression partielle en oxygeéne dans le tissu (PaO, tissulaire)
(Hossmann, 1999; MacMillan et Siesjo, 1971). En plus de ces seuils de viabilité, des seuils
plus élevés de débit et de PaO; tissulaire sont associés a la suppression réversible de la
transmission synaptique (Branston et al., 1974; McPherson et al., 1986; van de Bor et al,,
1999). Vraisemblablement, la suppression de I’activité électrique refléte des mécanismes
compensatoires visant a équilibrer I’acheminement de I’oxygéne et I’apport d’oxygeéne.
Fowler et ses collaborateurs (2003), a découvert que ’hypoxie systémique découlant de
’occlusion de la carotide provoquait une dépression de la transmission synaptique dans

I’hippocampe de rat.

4.9. Effets de ’hypoxémie sur ’expression des enzymes du cytochrome Paso

Des études récentes, menées par Fradette et ses collaborateurs (2003), ont montré
qu’une hypoxie modérée entrainait une augmentation de ’expression de I'isoenzyme 3A6
du cytochrome P4so (CYP3A6). Ces études ont également montré qu’une hypoxie modérée
réduisait la biotransformation hépatique des médicaments éliminés par I’entremise des
isoenzymes CYP1Al et CYP1A2. En outre, Fradette et ses collaborateurs (2002),
suggérent que plusieurs mécanismes contribuent aux changements affectant le cytochrome

P4so, dont la libération de cytokines agissant comme médiateurs sériques (Fradette et du
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Souich, 2004; voir aussi Naldini et al., 1997). Cette observation est appuyée par le fait que

les cytokines peuvent provoquer des modifications de I’expression des genes du
cytochrome Pyso (Calleja et al., 1997; Calleja et al.,1998).

4.10. Effets bénéfiques d’épisodes non 1étaux d’hypoxie pour la tolérance ischémique

Pratiquement n’importe quel stimulus capable de causer une lésion 4 un organe
peut, s’il est appliqué & un degré approchant du seuil dommageable (sans I’atteindre),
activer des mécanismes endogénes de protection. La tolérance ischémique est un processus
adaptatif par lequel un tissu devient plus résistant a une ischémie subséquente. La tolérance
peut étre obtenue par ’entremise de plusieurs stress sublétaux de préconditionnement
appliqués avant ’ischémie, diminuant ainsi I’impact de stimulus ultérieurs plus graves
(Hakim et Simon, 2004).

Sur le plan historique, on assume généralement que ce phénomeéne a été décrit pour
la premiére fois dans le ceeur (Murry et al., 1986), et plus tard dans le cerveau (Kitagawa
et al., 1990). Cependant, comme le rappellent Hakim et Simon (2004), les premicres
expériences décrivant la tolérance ischémique du cerveau remontent probablement aux
études de Dahl et Balfour (1964), qui ont montré qu’une pré-exposition du cerveau a
I’anoxie protégeait contre 1’exposition subséquente prolongée a cette anoxie. Beaucoup
d’autres études ont été effectuées avec des modéles animaux, entre autres sur 1’ischémie
cérébrale totale ou focale chez le rat (Glazier et al., 1999; Gidday et al., 1994; Kirino et al.,
1991; Kitagawa et al., 1990; Liu et al., 1992; Matsushima et Hakim, 1995; Nishi et al.,
1993; Stagliano et al., 1999; Toyoda et al., 1997). Quelques études de la tolérance
ischémique ont été réalisées chez la souris (Miller et al., 2001; Nawashiro et al., 1997;
Prass et al., 2000). On a également étudié le préconditionnement ischémique in vitro dans
des cultures de neurones, en reproduisant I’atteinte ischémique par un apport sublétal
d’oxygéne et une privation de glucose (Bruer et al., 1997; Khaspekov et al., 1998) ou au
moyen d’inhibiteurs métaboliques (Weih et al., 1999a; Weih et al., 1999D).

La réduction de 1’apport en oxygéne pourrait constituer un des premiers signaux
cellulaires menant a la tolérance. Ainsi, Bernaudin et ses collaborateurs (2002), ont montré
que ’hypoxie provoquait une tolérance a 1’égard de I’ischémie focale permanente chez la
souris adulte. Une hypoxie normobare (8 % d’O; pendant des périodes différentes de
un heure, trois heures ou six heures) appliquée 24 heures avant I’ischémie a réduit le

volume de I’infarctus de plus de 20 % environ par rapport aux témoins. Au niveau
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moléculaire, I’EPO pourrait jouer un role dans les mécanismes de la tolérance ischémique

induite par I’hypoxie, comme discuté plus loin dans le Chapitre 5.

4.11. Suivi médical et traitement de I’hypoxie systémique

Pour que le traitement de I’hypoxie tissulaire soit efficace, celle-ci doit Etre décelée
tot. La Sa0, et la PaO, se mesurent facilement et demeurent les principaux indicateurs
cliniques lorsqu’il s’agit d’entreprendre, de surveiller ou de modifier une oxygénothérapie.
Cela dit, la PaO; et la SaO, peuvent étre normales lorsque ’hypoxie tissulaire est causée
par un faible débit cardiaque, une anémie et une incapacité du tissu a utiliser I’oxygéne.
Dans ces circonstances, la pression partielle en oxygene dans le sang veineux (PvO,),
mesurée dans le sang de ’artére pulmonaire, se rapproche de la PaO, tissulaire moyenne et
constitue un meilleur indice de 1’oxygénation du tissu (Bateman, 1998).

La prise en charge de I’hypoxie systémique ou de la détresse respiratoire peut
nécessiter les mesures suivantes : rétablissement de la perméabilité des voies aériennes et
correction de la position du sujet, retrait des médicaments causant la dépression
respiratoire, traitement ou prévention des facteurs précipitants tels que I’aspiration, la
pneumonie, le bronchospasme, 1’embolie pulmonaire et I’insuffisance cardiaque, et enfin,
I’oxygénothérapie.

On a rapporté qu’un traitement tel que 1’oxygéne hyperbare pouvait réduire la taille
de l’infarctus dans des modeéles animaux d’ischémie focale permanente ou réversible (Badr
et al., 2001; Beltkamp et al., 2000; Chang et al., 2000; Reitan et al., 1990; Sunami et al.,
2000; Weistein et al., 1987) et diminuer la mort neuronale aprés un arrét cardiaque chez le
chien (Rosenthal et al., 2003). En outre, ’oxygeéne hyperbare s’est révélé capable de
provoquer une tolérance a I’égard de ’ischémie cérébrale focale chez la souris (Prass et al.,
2000). Ce type de traitement peut également inhiber P’infiltration des polynucléaires
neutrophiles selon Miljkovic-Lolic et ses collaborateurs (2003), qui étudiait 1’effet
neuroprotecteur de ’oxygéne hyperbare chez le rat. De plus, Flynn et ses collaborateurs
(2002), ont observé qu’une hypoxémie normobare améliorait les résultats neurologiques et
neuropathologiques. Les autres traitements comprennent I’administration de stimulants

respiratoires (aminophylline ou théophylline) (Mohiuddin et al., 2001).
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4.12. Conclusion
Les organismes, les tissus et les cellules réagissent a I’hypoxie en déclenchant des
réactions adaptatives visant a préserver le transport de ’oxygeéne dans I’organisme et son
acheminement vers les cellules et a assurer la résistance des cellules aux conséquences
d’une hypoxie profonde. Des mécanismes de détection de I’oxygene tels que le HIF-1, le
NADPH oxydase, le cytochrome Psso, la mitochondrie, ont été proposés. En particulier, le
HIF-1, aide a rétablir I’homéostasiec de I’oxygéne aux niveaux cellulaire, local et
systémique, en régulant ’expression d’un groupe de génes importants sur le plan
physiologique, notamment I’EPO.
Plusieurs observations cliniques indiquent que I’hypoxémie est une complication de
I’AVC et qu’elle est associée a un pronostic défavorable. Toutefois, les seuils critiques
d’hypoxémie nécessitant traitement, ainsi que 1’équilibre entre les effets bénéfiques et la
toxicité de 1’oxygénothérapie sont encore sujets a controverse. De fait, 1’oxygénothérapie
peut induire la formation de radicaux oxygénés dans la zone ischémique et aggraver le
dommage cérébral (Sulter et al., 2000). L’étude de 1’état homéostatique de 1’oxygene dans
des modeéles animaux appropriés d’AVC devrait permettre de mieux caractériser

I’hypoxémie post-AVC, pour étre en mesure de mieux la traiter.



CHAPITRE 5

ERYTHROPOIETINE ET ERYTHROPOIESE APRES ISCHEMIE CEREBRALE
AIGUL

5.1. Introduction

L’oxygeéne est nécessaire a tous les processus vitaux a 1’échelle cellulaire (Bunn et
Poyton, 1996; Hochachka et al., 1996). Parce que les globules rouges agissent comme des
transporteurs d’oxygeéne dans le sang par 1’entremise de la molécule d’hémoglobine, qui a
une forte affinité pour I’oxygéne, I’érythropoi¢se doit étre soumise a une régulation trés
stricte de maniére & maintenir 1’homéostasie et a s’adapter aux modifications de la demande
et de I’apport en oxygéne. De plus, I’hypoxie est une composante pathologique de
nombreuses affections, y compris la crise cardiaque, I’AVC et le cancer, les principales
causes de mortalité dans les sociétés occidentales (Iyer et al., 1998).

La production d’EPO par hypoxie fait intervenir le facteur induit par I’hypoxie-1
(décrit antérieurement) qui induit également I’expression de plusieurs enzymes
glycolytiques, afin de réorienter le métabolisme énergétique et d’assurer la survie durant
I’hypoxie (Semenza, 2000). La production accrue d’EPO dans le rein représente le principal
mécanisme d’adaptation a I’hypoxie par I’organisme, par I’entremise d’une augmentation
du nombre d’érythrocytes et, par le fait méme, de 1’oxygénation des tissus.
L’érythropoiétine et son récepteur agissent comme les principaux médiateurs de la réaction
physiologique 4 I’hypoxie. A I’instar d’autres membres de la superfamille des cytokines,
I’EPO et son récepteur sont exprimés dans d’autres tissus, y compris le systtme nerveux.
Comme c’est le cas pour sa régulation en périphérie, I’EPO est inductible par I’hypoxie
dans le systéme nerveux central (Juul et al., 1998; Juul et al., 1999; Marti et al., 1996;
Masuda et al., 1994).

5.2. Le récepteur de I’EPO

Le récepteur de I’EPO (EPOR) est exprimé sous la forme d’une protéine de 66 a
78 kD. Des expériences de complémentation de fragments protéiques et des études de
cristallographie révélent que le récepteur de I’EPO existe sous la forme d’un dimeére

préformé (Livnah et al., 1999; Remy et al., 1999). Une seule molécule d’EPO est capable
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d’activer les récepteurs de ’EPO par dimérisation de deux homodiméres (Philo et al.,
1996). La fixation de I’'EPO a son récepteur change la conformation de ce dernier, ce qui
est nécessaire pour I’activation de JAK2 par un processus d’autodimérisation
(Constantinescu et al., 2001; Kubaczky et al., 2001). Un site de liaison a haute affinité (kD
~ 1 nM) et un autre site a faible affinité (kD ~ 2 nM) ont été mis en évidence dans le
domaine extracellulaire du récepteur (Mayeux et al., 1991; Philo et al., 1996; Qiu et al,,
1998). La signalisation intracellulaire déclenchée par I’EPO fait intervenir une rapide
phosphorylation des tyrosines de plusieurs protéines, méme si le récepteur ne possede pas
d’activité tyrosine kinase endogéne. Les étapes de I’activation du récepteur par I'EPO sont
décrites dans la figure 10. Comme on le voit, la signalisation intracellulaire repose sur
Iactivation de la tyrosine kinase JAK2, associée de maniére constitutive au récepteur de
I’EPO (Witthuhn et al., 1993) dans la région transmembranaire (Hilton et Berridge, 1995).
L’activation de JAK2 méne a la phosphorylation de plusieurs voies de signalisation en aval,
y compris la Ras-MAPK (Ras-mitogen Activated Protein Kinase), la phosphatidylinositol
3-kinase (PIK) et le facteur de transcription Stat5 (Fisher et al, 1996). Pour les
érythroblastes, 1’effet net de la stimulation du récepteur de I'EPO est Pinhibition de
1’apoptose, la prolifération et la différenciation (Yoshimura et Misawa., 1998). On sait que
le facteur des cellules souches (SCF) ou la protéine c-kit interagissent également avec le
récepteur de I’EPO, entrainant un accroissement de la différenciation et de la prolifération
des cellules de la lignée érythrocytaire (Wu et al., 1995a).

Une fois que le récepteur est activé par I’EPO, huit tyrosines du domaine
cytoplasmique du récepteur sont phosphorylées (Miura et al., 1991; Yoshimura et Lodish.,
1992). La figure 10 montre les sites d’amarrage de plusieurs protéines intracellulaires
possédant des domaines SH2 (Src homology domain 2). La premiére étape de 1’activation
de son récepteur par I’EPO est une dimérisation (1); les kinases JAK2 associées au
récepteur sont en contact étroit et sont activées par transphosphorylation (2); les tyrosines
du récepteur de I’EPO sont ensuite phosphorylées (3, 4), ce qui fournit des sites d’amarrage
pour des protéines de signalisation intracellulaire ayant des domaines SH2 (5). Outre sa
fonction essentielle dans 1’érythropoiése, ’EPO pourrait influencer les fonctions de cellules
n’appartenant pas 2 la lignée érythrocytaire, plus précisément, exercer des effets mitogénes
et chimiotactiques sur les cellules endothéliales (Anagnostou et al., 1990) et les cellules du
stroma hépatique feetal (Ohneda et al., 1993), deux types cellulaires ayant des récepteurs de
I’EPO (Anagnostou et al., 1994; Ohneda et al., 1993).
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La stimulation des cellules endothéliales par I’EPO accroit la phosphorylation des
protéines et provoque la translocation nucléaire du facteur Stat5 (Haller et al., 1996).
L’EPO peut également augmenter le calcium intracellulaire et la sécrétion d’endothéline -1
(Carlini et al., 1995). La présence du récepteur de I’EPO dans les cellules endothéliales
pourrait résulter du lien étroit entre ’hématopoiése et la vasculogenése (Flamme et al.,

1992) et entre I’hématopoiese et I’angiogenése (Asahara et al., 1997).

&
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Figure 10. Activation du récepteur de I’EPO. (Tiré de Lacombe et Mayeux., 1999). (Voir le

texte pour les étapes successives de I’activation).

La stimulation du récepteur de I’EPO dans le cerveau ne nécessite pas
nécessairement que I’EPO traverse la barriere hémato-encéphalique, étant donné qu’une
production d’EPO dépendante de I’oxygene a été observée dans des astrocytes en culture
(Masuda et al., 1994) et que I’expression de ’EPO dans le cerveau adulte peut étre stimulée
par ’hypoxie chez la souris (Digicaylioglu et al., 1995) et le singe (Marti et al., 1996).
L’EPO exerce des effets neurotrophiques sur des neurones embryonnaires en culture et
favorise la survie de neurones lésés in vivo chez le rat (Konishi et al., 1993). En fait, 'EPO
se fixe a des endroits précis du cerveau. La présence de I’EPO a été observée dans la
capsule interne, le corps calleux, le corps bordant, la zona incerta, I’alvéus et le faisceau

mamillothalamique et de plus dans des régions néocorticales telles les couches corticales
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externes et dans I’hippocampe, une région de 1’archéocortex. De plus, le marquage aidant a
visualiser I’'EPO a révélé une expression de I’EPO dans le tronc cérébral, le mésencéphale
et les noyaux postéro-latéraux du thalamus: le noyau caudé-putamen, le pallidum et
I’hypothalamus latéral (Digicaylioglu et al., 1995; Morishita et al., 1997; Morishita et al.,
1996).

5.3. Sources de I’EPO

Le rein est le principal lieu de production de I’EPO (Erslev, 1974; Fisher et
Birdwell., 1961; Jacobson et al., 2000; Kuratowska et al., 1961). Les cellules interstitielles
péritubulaires sont les cellules du rein qui produisent I’'EPO (Koury et al., 1988; Fisher et
al., 1996). Bien que le rein soit le principal lieu de production de ’EPO chez I’adulte, de
nombreuses études indiquent qu’en réponse a un large éventail de stimuli, le foie posséde
également une importante capacité de synthése de cette protéine (Beru et al., 1986; Erslev
et al., 1980, Fried, 1972; Koury et al., 1991; Zanjavi et al., 1977). De plus, il a été rapporté
que la réponse hépatique de rats soumis 4 une profonde hypoxie normobare ou a une
exposition au monoxyde de carbone était substantielle, de 25 a 50 % de la totalit¢ de
I’ARNm de I’EPO étant produits par le foie (Eckardt et al., 1992; Tan et al., 1991).

L’examen de divers organes du rat a révélé que 1’expression de ’ARNm de ’EPO
était induite par I’hypoxie dans les testicules, le cerveau, le foie et les reins (Tan et al.,
1992). Par la suite, on a montré que les astrocytes étaient responsables de la production
d’EPO dans le cerveau (Marti et al., 1996; Masuda et al., 1994). Plus récemment, il a été
démontré que les neurones produisaient eux aussi de I'EPO (Bernaudin et al., 1999).
L’expression d’un récepteur de I’EPO fonctionnel a été observée dans des lignées
cellulaires neuronales telles que PC12. 1l a été établi que I’EPO augmentait les monoamines
intracellulaires, la libération de dopamine et D’activit¢é de la tyrosine hydroxylase
(Koshimura et al., 1999; Masuda et al., 1993) et contribuait a la survie des cellules lorsque
celles-ci étaient cultivées en I’absence de sérum et de facteur de croissance neuronal
(Koshimura et al., 1999). L’EPO augmente le niveau de la choline acétyltransférase de
neurones du septum d’embryon de souris en culture primaire (Konishi et al., 1993). Enfin,
le récepteur de I’EPO est exprimé dans des cultures primaires de neurones préparées a
partir de I’hippocampe et du cortex cérébral d’embryons de rats (Morishita et al., 1997).

L’ARNm du récepteur de I’EPO est abondamment exprimé dans le cerveau de

jeunes embryons de souris, puis son niveau diminue considérablement au cours du
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développement (Liu et al., 1997), ce qui pourrait indiquer que I’EPO joue un rdle encore
obscur dans le développement du cerveau. Le SNC des primates, y compris des humains,
exprime également I'EPO et son récepteur (Juul et al., 1998; Marti et al., 1996; Marti et al.,
1997), ce qui indique qu’il est doté d’un systéme paracrine EPO/récepteur de I’EPO
indépendant du systéme endocrine (rein/moelle osseuse et rate) pour I’érythropoiese.

Ogilvie et ses collaborateurs (2000), ont rapporté 1’expression du récepteur de
I’EPO dans des cellules du muscle squelettique en culture primaire et dans la lignée de
myoblastes C2C12, bien que I’expression du récepteur n’ait pas été décelée auparavant
dans le muscle squelettique entier ( Liu et al., 1994; Liu et al., 1997). Cette étude montre
que I’action de I’EPO stimule la prolifération et diminue la différenciation et la fusion de
ces cellules en myotubes. Enfin, la production d’EPO a été observée dans 1'utérus et

I’oviducte chez la souris, témoignant de la spécificité tissulaire des fonctions de I’EPO.

5.4. Régulation de ’EPO.

Malgré que I’expression de I’EPO soit spécifique de tissus, soumise a une
régulation développementale et inductible, elle est régulée principalement au niveau
transcriptionnel. Il n’existe pas de réserves intracellulaires de I’hormone. (Bunn et Poyton,

1996; Ratcliffe et al., 1997).

5.4.1. Role d’une protéine hémique

Selon le modeéle proposé par Goldberg et ses collaborateurs en 1988, la détection de
I’oxygéne ferait intervenir une protéine hémique pouvant fixer de maniére réversible
I’oxygeéne, de telle sorte qu’elle entraine 1’expression du geéne de ’EPO dans sa forme
désoxygénée, mais non dans sa forme oxygénée. Ainsi, 'ajout de cobalt au noyau de
I’héme du détecteur présumé entraine une perte de la fixation de I’oxygéne. Par ailleurs, le
monoxyde de carbone (CO), qui inhibe I’expression d’EPO induite par I’hypoxie, se lierait
au détecteur afin de stabiliser la conformation oxygénée. Il a été démontré que le chlorure
de cobalt (anion divalent) et la déferoxamine (chélateur du fer) stimulaient 1’expression de
PARNm de I’EPO, la liaison & 'ADN du facteur HIF-1 et 1’expression de genes
rapporteurs contenant 1’élément HRE (hypoxia respone element) du geéne de I’EPO
(Semenza et al., 1991; Wang et Semenza., 1993c). Le cobalt et la déferoxamine stimulent a
la fois ’expression de la sous-unité HIF-la et sa transactivation (Juang et al.,, 1997).

Cependant, d’autres chercheurs ont suggéré que ces deux substances n’agissaient pas par
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les mémes mécanismes que 1’hypoxie (Chandel et al., 1998; Fandrey et al., 1997; Maxwell
et al., 1999). De plus, on a rapporté récemment que le CO et le monoxyde d’azote (NO)
inhibaient directement le HIF-1 (Liu et al., 1998; Sogawa et al., 1998). D’autres chercheurs
ont montré qu’un inhibiteur de la NADPH oxydoréductase bloquait I’induction de ’ARNm
de I’EPO et la fixation 4 I’ADN du facteur HIF-1 dans les cellules exposées a I’hypoxie
(Gleadle et al., 1995), ce qui est a ’'opposé du modele proposé dans le cas des IRO.

5.4.2. Role de I’adénosine

On a également rapporté que la kinase A, mais non la kinase C, intervenait dans
I’activation du HIF-1a et I’induction de I’ARNm de I’EPO (Kvietikova et al., 1995). Les
auteurs de cette étude ont observé que les facteurs de transcription ATF-1 et CREB-1 se
liaient de maniére constitutive au site de reconnaissance du HIF-1 sur ’ADN. On a émis
’hypothése que I’adénosine était le principal facteur de régulation de la production d’EPO,
agissant surtout par I’intermédiaire des protéines kinases A et C et de la phospholipase A2.
La premiére étude suggérant que 1’adénosine pouvait intervenir dans la production d’EPO a
été rapportée par Ueno et ses collaborateurs (Ueno et al., 1988), dans un article révélant que
la théophylline, un antagoniste non sélectif des récepteurs Al et A2 de I’adénosine, inhibait
la production d’EPO induite par 1’hypoxie chez la souris. Le modele qui décrit la
participation de 1’adénosine dans les voies de transduction de signal intervenant dans la
régulation de la production d’EPO est présenté ci-aprés (figure 11). L’hypoxie entrainerait
une hausse des concentrations d’adénosine dans le liquide extracellulaire (Mentzer et al.,
1975) en augmentant I’activité ectonucléotidase (Minamino et al., 1995), qui découle de la
dégradation accrue d’ATP; d’autre part, ’ARNm du récepteur A2 de 1’adénosine ainsi que
le récepteur A2 lui-méme augmentent dans les cellules PC12 incubées sous atmosphére
hypoxique (Kobayashi et Millhorn, 1999). En outre, le recours a différents antagonistes des
récepteurs de 1’adénosine permet d’inhiber les effets de I’hypoxie sur la production d’EPO

chez la souris (Ueno et al., 1988) et dans des cultures de cellules Hep3B.
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Figure 11. Modgle intégrant les protéines kinases A et C et la phospholipase A2 dans la
régulation hypoxique de la production d’EPO (Fisher et Brookins, 2001)

5.4.3. Voies de signalisation additionnelles impliquées dans I’expression de ’EPO

En ce qui concerne le role des MAPK dans la production de ’EPO, trois familles
ont été décrites : les kinases régulées par un signal extracellulaire (ERK), les c-Jun
N-terminal kinases (JNK) et les MAPK p38. Chaque type de MAPK est reconnu et activé
par des MAPK kinases spécifiques, qui elles-mémes sont phosphorylées par plusieurs
ensembles différents de MAPK kinase kinases se recouvrant partiellement. Les MAPK font
I’objet d’une translocation vers le noyau, ou elles peuvent phosphoryler des facteurs de
transcription associés a 1’expression de génes précis. Richard et ses collaborateurs (1999),
ont montré que les MAPK p42/p44 (ERK) pouvaient phosphoryler le HIF-1a et stimuler
I’activité transcriptionnelle du HIF-1, bien que I’hypoxie n’active pas ces MAPK.
Récemment, la MAPK p38 a été mise en cause dans la stabilisation de ’ARNm de ’EPO
chez des souris ou p38 est peu exprimée, ainsi que dans les cellules Hep3B (Tamura et al.,

2000). L’activation des JNK n’a pas été reliée a I’expression de I’EPO.
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Des études récentes ont mis en cause la voie de signalisation de la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI;K)/AKT (protéine kinase B) dans I’activation du HIF-1
(Jiang et al., 2000; Mazure et al., 1997; Wang et al., 1999; Zhong et al., 2000). Les produits
lipidiques provenant de la catalyse par le PL;K sont des activateurs allostériques de la
kinase-1 dépendante du phosphatidylinositol, qui phosphoryle et active I’AKT. Les cibles
de ’AKT comprennent le facteur nucléaire kB (NF-kB), un facteur de transcription (Burow
et al., 2000a; Burow et al., 2000b). Les génes de diverses cytokines requiérent I’activation
du facteur NF- «B (Allen et Tresini, 2000; Bowie et O’Neill., 2000; Piette et al., 1997), que
I’on sait nécessaire pour la réponse d’une cellule a divers signaux de stress, y compris les
agents mutagénes, les oxydants et I’hypoxie (D’Angio et al., 2000). Dans des cellules non
stimulées, le NF-xB se trouve dans le cytoplasme, fixé a une protéine inhibitrice (IxB) qui
empéche sa translocation dans le noyau. Une fois activée en réponse a différents signaux, la
protéine IxB est phosphorylée, ce qui entraine son ubiquitination et en fait une cible de
dégradation protéosomale. De nombreux agents activant le NF-kB stimulent également les
MAPK, ce qui suggere qu’il existe une interaction entre ces deux voies. Dans certains cas,
la MAPK p38 est nécessaire a I’activation du NF-xB (Jiang et al., 1997), mais pas toujours
(Taher et al., 2000). L’activation coordonnée de multiples voies MAPK pourrait permettre
la transduction de signaux ayant des effets positifs et négatifs sur I'activation du NF-kB.
Dans une étude sur les cellules Hep3B, Figueroa et ses collaborateurs (2002), ont
mentionné que le NF-kB jouait un rdle clé dans la régulation de I’expression génétique de
I’EPO par I’hypoxie et ont proposé un modéle (figure 12). On ignore pour I'instant si le
NF-kB est une voie spécifique de ’EPO ou si le NF-kB est également cruciale pour
d’autres génes régulés par I’hypoxie. 11 est possible que I’hypoxie ne soit pas le seul facteur
important dans la régulation et la production de I’'EPO dans le cerveau et d’autres organes.
Les troubles métaboliques, y compris 1’hypoglycémie et une forte dépolarisation neuronale,
générent des ROS mitochondriales pouvant accroitre I’expression de I'EPO par I’entremise
du HIF-1 (Chandel et al., 1998). Par conséquent, 'EPO pourrait protéger le tissu nerveux
dans toute situation caractérisée par un déficit relatif d’ATP en présence de besoins

métaboliques accrus (Priére voir plus loin, section 5.6).
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Figure 12. Role de la PLK/AKT dans I’expression de I’'EPO (Figueroa et al., 2002)

5.4.4. Cinétique de I’expression de I’EPO dans différents organes

Une étude récente réalisée par Chikuma et ses collaborateurs (2000) a montré que
des souris non ovariectomisées exposées i une atmosphére pauvre en O, (7 % ) présentaient
une élévation marquée de I’EPO sérique et de PARNm de ’EPO dans le rein et les
hémisphéres cérébraux. Les taux d’EPO dans le sérum et d’ARNm de I’EPO dans le rein
ont toutefois rapidement décliné en dépit d’une hypoxie continue (Chikuma et al., 2000).

Fait étonnant, I’ ARNm de I’EPO s’est maintenu & une concentration élevée pendant
au moins 24 heures dans le cerveau . Dans des conditions de normoxie, le taux d’ARNm de
I’EPO n’a pas été affecté par I’administration d’cestrogénes. Sous hypoxie, les cestrogeénes
ont légérement augmenté le taux d’ARNm de I’'EPO, mais pas significativement (Chimuka
et al., 2000).

Des cinétiques semblables ont été observées chez les souris méles. Les valeurs
d’hématocrite sont demeurées inchangées dans toutes les conditions utilisées, ce qui
indique que la réduction de I’ARNm de I’EPO dans le rein et de I’'EPO dans le sérum,
découlant d’une exposition prolongée faible en oxygéne n’est pas due a une boucle de

rétroaction négative classique, mais que la formation accrue d’érythrocytes réprime
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I’expression du géne de I’EPO, par I’entremise d’un meilleur acheminement de I’oxygene
(Sasaki et al., 2001).

Bien que le mécanisme de la baisse rapide I’ARNm de I’EPO dans le rein soit
inconnu, cette différence notable entre le rein et le cerveau dans la cinétique de I'induction
de PARNm de I’EPO par I’hypoxie semble bien refléter la spécificité tissulaire des
fonctions de I’EPO. Dans le cerveau, I’EPO favorise la survie des neurones en présence
d’hypoxie et, par conséquent, un degré élevé d’expression de I'EPO est nécessaire tant que
dure I’hypoxie, tandis que 1’activation continue de I’expression du géne de ’'EPO dans le
rein provoquerait une surproduction d’érythrocytes, causant différents troubles
pathologiques (Chikuma et al., 2000). Par conséquent, la régulation négative de
I’expression du géne de I’EPO peut fonctionner, méme dans des conditions d’hypoxie dans
le rein, mais non dans le cerveau.

Dans le cervelet, ’ARNm de I’EPO est également inductible par I’hypoxie, avec
des cinétiques semblables & celles des hémisphéres cérébraux, mais son rdle & cet endroit
n’est pas connu (Sasaki et al., 2000). De plus, une étude menée par Springborg et ses
collaborateurs (2003) chez des sujets ayant une hémorragie sous-arachnoidienne d’origine
anévrismale révéle que le cerveau produit de ’EPO. Des échantillons de sérum et de
liquide céphalorachidien (LCR) ont été recueillis chez 18 sujets. Chez la plupart des
patients, la concentration moyenne d’EPO dans le LCR était d’environ 0,93 mU/mL.
Seulement la moitié des patients présentaient une concentration d’EPO supérieure a
1 mU/mL dans le LCR. La concentration d’EPO dans le LCR n’était pas en corrélation
avec la concentration dans le sérum et ne dépendait pas de I’intégrité de la barriere
hémato-encéphalique, ce qui porte a croire que I’'EPO du cerveau n’avait pas une origine
sanguine, mais avait plutot été synthétisée par le SNC.

En général, la synthése de I’EPO est stimulée a la fois par I’hypoxie hypoxique et
’hypoxie anémique. L’induction causée par la baisse de la PaO; est transitoire; elle atteint
son maximum aprés 18 heures d’hypoxie chez les rongeurs, et aprés 48 heures chez les
humains, aprés quoi elle décline. L’induction découlant de I’anémie est de longue durée et
beaucoup plus importante que I’induction causée par une baisse de la PaO, (Czyzyk-
Krzeska et al., 1997). Eckhart et ses collaborateurs (1993) ont constaté que chez le rat sous
hypoxie profonde, '’ARNm de I’EPO rénale et I'EPO sérique augmentaient en paralléle
aprés environ quatre heures, atteignaient un maximum aprés huit heures, puis déclinaient

jusqu'a 32 heures, ce qui semble confirmer les observations de Chikuma et ses
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collaborateurs (2000). La baisse de la production d’EPO a lieu malgré le fait que I’hypoxie
se poursuive et il y a une relation exponentielle inverse entre la tension en oxygéne et la
réponse de I’EPO. Fried et ses collaborateurs (1970), ont signalé que chez le rat, les
concentrations plasmatiques d’EPO atteignaient leur maximum aprés huit heures d’une

hypoxie prolongée puis déclinaient jusqu’a devenir a peine décelables aprés 72 heures.

5.5. L’EPO dans I’inflammation

Les processus inflammatoires jouent un rdle-clé dans de nombreuses formes de
1ésion cérébrale. Dans le SNC, les réactions inflammatoires sont déclenchées par des causes
trés diverses et peuvent donner des résultats bénéfiques ou nuisibles. Par exemple, les
lésions touchant le cerveau ou la moelle épiniére sont caractérisées par un centre nécrosé,
entouré d’une région de taille variable contenant des cellules lésées (pénombre), & risque de
dégénérescence durant les heures ou les jours qui suivent. Non maitrisées, les réactions
inflammatoires auto-entretenues 3 I’intérieur de la pénombre accroissent considérablement
la taille de I’infarctus. Récemment, les chercheurs se sont intéressé au role des mécanismes
de protection locaux réduisant le volume de la pénombre. L’EPO et son récepteur
constituent un mécanisme neuroprotecteur endogeéne prometteur.

On ne peut exclure un effet anti-inflammatoire direct de I’EPO par I’intermédiaire
du réseau de cytokines, parce que I'EPO diminue la production ex vivo du TNF-a et
augmente la production de ’IL-10 dans des cultures de cellules sanguines provenant de
patients sous hémodialyse (Bryl et al., 1998). L’EPO pourrait réduire 1’hyperexcitabilité
associée & la reperfusion parce qu’elle semble avoir un effet direct sur I’excitabilité
neuronale (Brines et al., 2000).

Récemment Brines et ses collaborateurs (2000), Sirén et ses collaborateurs (2001a),
et Agnello et ses collaborateurs (2002), ont rapporté que I’'EPO administrée par voie
systémique traversait la barriére hémato-encéphalique pour assurer une protection contre
1’ischémie cérébrale transitoire (occlusion de I’ACM), les 1ésions cérébrales traumatiques et
les effets toxiques de I’acide kainique, chez la souris et le rat, et contre I’encéphalomyélite
allergique expérimentale (EAE) chez le rat Lewis. Chez des rats ayant subi une ischémie
cérébrale transitoire, Agnello et collaborateurs (2002) ont observé que 'EPO diminuait
I’infiltrat inflammatoire et la production de cytokines inflammatoires. L’EPO a un effet
anti-apoptotique sur les neurones (Sirén et al., 2001b) et I'inhibition de I’apoptose des

précurseurs de la lignée érythrocytaire est un des mécanismes sous-tendant son effet sur
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I’érythropoiése (Yoshimura et Misawa, 1998). En outre, il ne peut étre exclu que dans
I’EAE, I’effet protecteur de I'EPO soit associé a son activité érythropoiétique. Dans ce
modeéle, ’'EPO a été administrée quotidiennement pendant plusieurs jours et une
augmentation de 1’hématocrite d’environ 30 % fut observée aprés une semaine. Le
mécanisme par lequel ce traitement combat la maladie n’est pas €lucidé. Il est possible que
les érythrocytes, ayant de trés fortes quantités d’enzymes anti-oxydantes et étant
perméables au peroxyde d’hydrogene, puissent protéger les autres cellules des lésions
oxydatives (Lo et Agar, 1986; Brown et al., 1989), un type de lésions en cause dans
plusieurs processus inflammatoires et dans I’EAE (Van Dam et al., 1995). L’EPO humaine
recombinante (EPOhr) pourrait exercer son effet anti-inflammatoire en empéchant la
production de signaux moléculaires par les neurones lésés, p.ex., I’apparition de
phosphatidylsérine a P’intérieur de la membrane cellulaire, un signal crucial pour le
recrutement et I’activation de cellules microgliales et d’astrocytes (Henson et al., 2001;

Savill et al., 1993). D’autres études seront nécessaires pour évaluer cette possibilité.

5.6. L’EPO dans I’ischémie cérébrale

L’expression du géne de I’EPO dans le cerveau est régulée par le HIF-1, qui est
activé par différents facteurs de stress, dont I’hypoxie. Plusieurs groupes indépendants de
recherche ont rapporté que I’EPO protégeait des neurones en culture des effets toxiques du
glutamate (Bernaudin et al., 1999; Morishita et al., 1997) et réduisait les 1ésions neuronales
ischémiques et le dysfonctionnement des neurones dans des modéles d’AVC chez les
rongeurs (Bernaudin et al., 1999; Brines et al., 2000; Sadamoto et al., 1998; Sakanaka et al.,
1998). L’administration d’EPO par voie générale a un effet neuroprotecteur, non seulement
chez les modéles animaux d’ischémie cérébrale, mais également & 1’égard des traumatismes
mécaniques, des excitotoxines et de la neuro-inflammation (Brines et al., 2000).

Sirén et ses collaborateurs (2001b) ont montré que les différentes voies de
signalisation caractérisées dans des lignées de cellules hématopoiétiques (fhle, 1995) sont
fonctionnelles dans les neurones et peuvent étre modulées par I’EPO. La neuroprotection
conférée par I’EPO semble faire intervenir principalement les voies de signalisation
anti-apoptotiques, dont le rdle est bien établi dans la médiation des effets de I'EPO dans
I’hématopoiese (Lawson et al., 2000; Socolovsky et al., 1999). L’administration d’EPO par
voie systémique (5000 unités’kg de poids corporel, par voie i.-p.) aprés I’ occlusion de

I’ACM chez le rat provoque une baisse considérable de la taille de I'infarctus 24 heures
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plus tard, ainsi qu’une réduction du marquage au dUTP de cassures dans I’ADN, par la
désoxynucléotidyl terminal transférase dans les neurones de la pénombre ischémique. Dans
des cultures neuronales pures ou mixtes, I’EPO (0,1-10 unités/mL) inhibe également
’apoptose provoquée par une privation de sérum ou par une exposition a I’acide kainique.

Des changements marqués de 1’expression génétique de I’EPO et de son récepteur
ont par la suite été notés dans le tissu cérébral apres une lésion ischémique (Bernaudin et
al., 1999; Sadamoto et al., 1998). Toutefois, la protection fournie par 'EPO endogene est
manifestement insuffisante en cas de 1ésion aigu&, contrairement a 1’effet neuroprotecteur
important que 1’on obtient lors de I’administration d’EPO exogéne in vivo (Brines et al.,
2000). 11 est possible que le cerveau ne produise pas suffisamment d’EPO aprés une
ischémie cérébrale ou que la période de latence de la néosynthése soit trop longue pour
pouvoir protéger le tissu nerveux. En fait, il se peut que la composante inflammatoire de
I’ischémie limite la production d’EPO, car le facteur de nécrose tumorale, dont la
production dans le cerveau ischémique a ét¢ démontrée (Meistrell et al., 1997), inhibe
directement la production d’EPO in vivo. L’EPO prévient 1’apoptose neuronale déclenchée
par la privation d’oxygéne, par les substances nutritives et les facteurs de croissance ou par
I’exposition a l’acide kainique (Sirén et al., 2001). En plus d’exercer des effets
autocrines/paracrines locaux, I’EPO est également une hormone circulante. Par conséquent,
il est possible qu’il existe une interaction entre les deux systémes, général et local (Sirén et
al., 2001).

Les astrocytes constituent la principale source cellulaire d’EPO dans le cerveau et
une faible tension en oxygéne stimule I’expression de ’ARNm de I’EPO dans les
astrocytes (Sakanaka et al., 1998). Le récepteur de I'EPO, tel que mentioné plus haut, a été
décelé dans les neurones ainsi que dans les astrocytes (Bernaudin et al., 2000;
Digicaylioglu et al., 1995; Ledbetter et Juul., 2000; Liu et al., 1997; Marti et al., 1996;
Masuda et al., 1993). Cela pourrait avoir des conséquences pour le préconditionnement
ischémique, étant donné que I’EPO est dotée de puissantes propriétés neuroprotectrices in
vivo et in vitro (Bernaudin et al., 1999; Brines et al., 2000; Calapai et al., 2000; Konishi et
al., 1993; Morishita et al., 1997; Sadamoto et al., 1998; Sakanaka et al., 1998; Sinor et
Greenberg, 2000; Sirén et al., 2001).
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5.6.1. Neuroprotection par I’EPO in vitro
Le glutamate est I'un des principaux acides aminés neutrotransmetteurs dans le
SNC des mammiferes et il agit également comme médiateur des lésions neuronales (Sasaki
et al., 2000). L’activation du récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDA), un récepteur du
glutamate exprimé dans les neurones, ouvre un canal perméable aux ions Na* et Ca**. On
pense que I’activation prolongée du récepteur NMDA, due a une récupération insuffisante
du glutamate libéré comme neurotransmetteur, serait responsable de la mort neuronale
provoquée par I’ischémie. L’entrée massive de Ca®* dans la cellule qui suit I’activation du
récepteur NMDA entraine la mort neuronale. L’EPO protége les neurones d’hippocampe et
de cortex cérébral en culture primaire des effets toxiques du glutamate (Bernaudin et al.,
1999; Morishita et al.,, 1997). La hausse intracellulaire du Ca®* causée par le glutamate
stimule la NO synthase neuronale, laquelle requiert le complexe Ca®*-calmoduline, ce qui
cause une augmentation du NO rapidement converti en composés hautement toxique tel
que le peroxynitrite. L’ajout d’EPO aux neurones en culture a permis d’éviter la mort
neuronale due au nitroprussiate, un producteur de NO (Sakanaka et al., 1998). Par
conséquent, I’EPO peut prévenir la mort neuronale en atténuant la toxicité des composés
dérivés du NO. L’EPO favorise la survie des précurseurs de la lignée érythrocytaire en
stimulant I’expression de Bcl-x, un membre de la famille Bcl-2 qui agit comme une
protéine anti-apoptotique. Le mécanisme par lequel ’'EPO favorise la survie neuronale

n’est pas connu.

5.6.2. Neuroprotection par I'EPO in vivo

Dans un modéle d’ischémie du cerveau antérieur chez la gerbille, une perfusion
intracérébroventriculaire d’EPO atténue la perte de synapses provoquée par I’ischémie dans
le champ CA1 de I’hippocampe, qui contient des neurones trés vulnérables aux lésions
ischémiques, et en bout de ligne, diminue la mort neuronale et les troubles d’apprentissage
(Sakanaka et al., 1998). L’utilisation d’une forme soluble du récepteur de I’EPO, un
domaine extracellulaire capable de se lier & I’'EPO, a fourni des indications que ’EPO
endogéne du cerveau est essentielle 4 la survie des neurones. La perfusion de récepteur
soluble de ’EPO a provoqué I’apparition de neurones contenant de ’ADN fragmenté
(révélés par la méthode TUNEL) dans le cerveau soumis a une ischémie 1égére,
n’entrainant pas de lésions cérébrales décelables. Ce traitement est responsable de la mort

neuronale et de troubles d’apprentissage, tandis que la perfusion d’une forme dénaturée par
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la chaleur du récepteur soluble de I’'EPO n’a pas eu d’effet nuisible (Sakanaka et al., 1998).
La perfusion d’EPO dans les ventricules cérébraux atténue l'incapacité au test de
navigation spatiale ainsi que I’infarctus cortical provoqués par I’occlusion permanente de
I’ACM (Bemaudin et al., 1999; Sadamoto et al., 1998). L’EPO a également des effets
neurotrophiques (Konishi et al., 1993; Tabira et al., 1995) et protége les neurones des effets
toxiques du glutamate lors de ’ischémie cérébrale globale (Sakanaka et al., 1998) et focale
(Sadamoto et al., 1998).

5.6.3. Role de I’EPO dans la tolérance ischémique

L’EPO semble impliquée dans les mécanismes moléculaires de tolérance
ischémique induite par I’hypoxie, comme I’indiquent des expériences in vitro et in vivo. En
effet, dans un modele d’ischémie cérébrale in vitro utilisant des neurones corticaux de rat
privés d’oxygéne et de glucose, Ruscher et ses collaborateurs (2002) ont réalisé les
observations suivantes: 1) les astrocytes ainsi que les neurones peuvent produire des
signaux paracrines qui entrainent une protection contre I’hypoxie/ischémie dans les
neurones; 2) un médiateur clé de la neuroprotection paracrine conférée par les astrocytes
(mais non les neurones) est 'EPO qui agit par I'intermédiaire de son récepteur; 3) la
neuroprotection conférée par I’'EPO est obtenue en quelques minutes et peut durer plusieurs
heures si I’exposition & ’EPO se poursuit; 4) dans les neurones, 'EPO entraine une
neuroprotection par I’entremise d’une série de phosphorylations de protéines, dont JAK2 et
PL;K/Akt, pouvant mener & I’inactivation de Bad, un membre de la famille des protéines
pro-apoptotiques Bcl-2; 5) les autres voies de signalisation bien caractérisées de I’EPO
(Stat, ERK) ne semblent pas jouer un rdle important dans ce systéme. La méme équipe a
montré que I’ARNm de I’EPO est augmenté dans le tissu cérébral chez les souris soumises
4 un préconditionnement hypoxique (8% O2 et 92% N2) et que I’administration du
récepteur soluble de I’'EPO diminue I’effet protecteur du préconditionnement (Prass et al.,
2003b).

En plus d’exercer des effets autocrines/paracrines locaux, I’EPO est également une
hormone circulante. Par conséquent, il est possible qu’il existe une interaction entre les
deux systémes, général et local (Sirén et al., 2001). Brines et ses collaborateurs (2000) ont
fourni des preuves qu’une interaction était possible entre 'EPO périphérique et I'EPO

centrale. Ces auteurs ont proposé que le passage de I'EPO périphérique a travers la barriére
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hémato-encéphalique pouvait se produire par transcytose faisant appel au récepteur de

’EPO abondamment exprimé dans les capillaires du cerveau (Brines et al., 2000).

5.7. L’EPO dans le traitement de ’AVC

L’un des plus importants progrés réalisés dans le domaine de la recherche s’est
produit lorsque Miyake et ses collaborateurs (Miyake et al., 1977) ont rapporté la
purification jusqu’a homogénéité de 'EPO humaine. Cela a permis a Lin et ses collegues
(Lin et al., 1985), et & Jacobs et ses collégues (1985), de cloner le géne de I’EPO et de
produire, A partir de cellules ovariennes de hamster chinois (CHO), une lignée de cellules
transfectées produisant de ’EPO recombinante utilisée dans le traitement des anémies
cliniques. L’EPOhr a été administrée a beaucoup de sujets au cours de la derniére décennie,
dont un bon nombre souffraient de maladies graves,  titre de traitement siir et trés efficace
de ’anémie.

Compte tenu de ces données pré-cliniques et cliniques, I"EPOhr, constitue une
candidate intéressante a évaluer comme traitement de I’AVC chez I’humain. Ehrenreich et
ses collaborateurs (2002) ont étudié 1’effet de I’administration de I’EPOhr chez des sujets
ayant un AVC sur une période de suivi de 30 jours. Dans les deux études, les patients ont
recu de ’EPOhr par voie intraveineuse (3,3 x 10* UI/50 mL/30 min), une fois par jour, les
troispremiers jours suivant un AVC. Aprés I’examen d’un nombre limité de patients, qui
consistait & la premiére étude pour I’évaluation de la tolérabilité et de la sécurité¢ de 'EPO,
ils ont constaté que I’EPOhr administrée a forte dose par voie intraveineuse a des sujets
ayant subi un AVC aigu dans le territoire de 1’ACM, était siire et bien tolérée. Par la suite,
dans une étude a double insue (deuxiéme étude), dans laquelle 40 patients ont regu de
’EPOhr ou une solution saline par voie intraveineuse, dans les huit heures suivant
I’apparition des symptomes d’ischémie, les mémes chercheurs ont observé une nette
amélioration de la fonction neurologique et une atténuation de I’incapacité liée a PAVC
lors d’une évaluation réalisée 30 jours aprés le traitement.

En résumé, aucun probléme lié a I'innocuité de I’administration de I’EPOhr n’a éte
mis en évidence. La concentration d’EPO dans le LCR était de 60-100 fois plus élevée que
chez les patients traités avec du salin, ce qui montre que ’EPOhr administrée par voie
intraveineuse atteint le cerveau. Dans 'essai portant sur ’efficacité, les patients ont regu de
’EPOhr dans les cing heures suivant I’apparition des symptomes (médiane; écart : 2 h 40-7

h 55). Une forte tendance a une réduction de la taille de I’infarctus a également été
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observée par fMRI chez les patients traités par I’EPOhr, comparativement aux témoins. Un
essai clinique de plus grande envergure serait donc justifié puisque cette étude n’a inclus
que 40 patients dans la phase a double insue et que le suivi des patients s’est effectué 30
jours suivant le traitement. Habituellement, un suivi de 90 jours est considéré comme
standard pour 1’évaluation des paramétres neurologiques et fonctionnels (Weir et al., 2004).

Une limitation possible & I’utilisation de ’EPO dans le traitement de I’ischémie
cérébrale pourrait étre due au fait que I’EPO cause, dans la circulation sanguine, une
augmentation de 1’hématocrite et par conséquent, de la viscosité du sang. Cet accroissement
de la viscosité pourrait avoir des effets défavorables dans I’ischémie cérébrale. Les
chercheurs ont constaté dans leur étude que le nombre de réticulocytes avait augmenté dans
le groupe de patients traités par I'EPOhr (statistique non fournie par 1’auteur), mais aucune
différence significative quant a 1’hématocrite n’a été observée entre les groupes durant la

période de suivi de 30 jours (Ehrenreich et al., 2002).

5.8. L’EPO dans 1’érythropoi¢se

L’érythropoiése est le processus par lequel une fraction des cellules souches
hématopoiétiques primitives et pluripotentes se différencient successivement en précurseurs
BFU-E (burst-forming units-erythroid), en précurseurs CFU-E (colony-forming units-
erythroid), en normoblastes, en érythroblastes, en réticulocytes et enfin, en érythrocytes
matures.

L’EPO est nécessaire au développement et a la maturation des cellules de la lignée
érythrocytaire et agit en stimulant la prolifération et la différenciation des précurseurs de
cette lignée. Des souris n’exprimant pas I’EPO ou son récepteur meurent in utero en raison
d’une érythropoiése feetale insuffisante dans le foie (Wu et al., 1995a). La production
d’EPO peut étre induite par ’hypoxie et assurer la régulation physiologique de la masse
érythrocytaire. A I’instar d’autres membres de la famille des cytokines ayant une action sur
I’érythropoiése tels que la thrombopoiétine, 1’interleukine-3 (IL-3), le facteur de stimulation
des granulocytes et des macrophages (GM-CSF) et la prolactine, JAK2 est nécessaire a la
signalisation (Neubauer et al., 1998; Parganas et al., 1998) et sa phosphorylation active le
facteur Stat5 (Quelle et al., 1996, Sawyer et Penta, 1996) et d’autres voies de transduction
de signal.

Le calcium a été mis assi en cause dans I’activité de I’EPO. Ainsi, dans les

précurseurs de la lignée érythrocytaire, I’'EPO entraine une augmentation dépendante de la
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concentration du calcium intracellulaire, par I’intermédiaire de la phosphorylation d’une
tyrosine du récepteur de I'EPO, plus précisément de la tyrosine cytoplasmique en position
460 (Miller et al., 1999). La capacité de la prolactine, de concert avec le récepteur de la
prolactine exprimé i ’aide d’un vecteur rétroviral, de permettre les stades tardifs de
I’érythropoiése (Socolovsky et al., 1999), laisse penser que la fonction principale de I’EPO,
mise & part sa capacité 2 induire la différenciation de la lignée érythrocytaire, est son
activité comme facteur de viabilité (Gregory et al, 1999; Muta et al., 1994) et de
prolifération (Socolovsky et al., 1997). Chez I’adulte, 1’érythropoiese nécessite I’action de

I’IL-3 et de ’EPO sur leurs récepteurs respectifs.

5.8.1. Facteurs intervenant dans la régulation de I’érythropoiese

L’érythropoiése est régulée par plusieurs cytokines. Le processus d’érythropoiese,
allant de la cellule souche pluripotente primitive & 1’érythrocyte mature et les étapes de
cette maturation, ou des facteurs de régulation interviennent pour stimuler ’engagement et
la maturation des cellules de la lignée érythrocytaire, sont illustrés dans la figure 13. Les
facteurs de croissance participant 3 1’érythropoiése sont le facteur de stimulation des
colonies de granulocytes (G-CSF), I'IL-6, le facteur des cellules souches (SCF), I'IL-1,
I’IL-3, 'IL-4, 'IL-9, I'IL-11, le facteur de stimulation des granulocytes et des macrophages
(GM-CSF), le facteur de croissance semblable a I’insuline-1 (IGF-1) et I'EPO. L’EPO agit
aux stades plus tardifs du développement des précurseurs de la lignée érythrocytaire. Elle
agit principalement sur les CFU-E de la moelle osseuse et les améne a proliférer et a
poursuivre leur maturation, en devenant des normoblastes, puis des réticulocytes et des
érythrocytes matures (Gregory et Eaves, 1977; Gregory et Eaves, 1978). L’EPO agit en
synergie avec le SCF, le GM-CSF, I'IL-3, I'IL-4, I'IL-9 et I’IGF-1 pour entrainer la
prolifération et la maturation des précurseurs BFU-E et CFU-E en normoblastes durant le
développement des cellules érythrocytaires (Lin et al., 1996; Wu et al., 1995b). L’EPO agit
principalement sur ’apoptose de maniére & diminuer le taux de mort cellulaire chez les

précurseurs érythroides de la moelle osseuse (Lin et al., 1996).
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Figure 13. Les facteurs de croissance ayant une influence sur 1’érythropoiése, de la cellule

souche pluripotente a 1’érythrocyte mature. (Sieff et Nathan, 1996)

Le SCF, I'IL-1, ’IL-3, ’IL-6 et I’'IL-11 stimulent la différenciation de la cellule
souche pluripotente en cellule souche myéloide, puis en CFU-GEMM (CFU-granulocyte,
erythroid, monocyte, megakaryocyte). 11 semble que le récepteur de I'EPO soit exprimé
principalement a la surface des cellules de la lignée érythrocytaire entre le stade CFU-E et
le stade normoblaste (Sawada et al., 1990; Wickrema et al., 1992). Peu de récepteurs de
’EPO sont exprimés sur les BFU-E et une faible réponse a I’EPO est observée dans ces
cellules (Sawada et al., 1990). Le nombre le plus élevé de récepteurs de I’'EPO est observé
sur les CFU-E et les pronormoblastes (Sawada et al., 1990; Wickrema et al., 1992). Le
nombre de récepteurs par cellule diminue graduellement au cours de la différenciation de la
lignée érythrocytaire et des études ont montré que le réticulocyte et I’érythrocyte mature ne
contiennent pas de récepteurs de I’EPO (Koury et al., 1987; Sawada et al., 1990; Wickrema
et al., 1992).
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5.8.2. Effets de I’hypoxie sur I’érythropoicse
Il a été démontré que dans des conditions de basse tension en oxygene, la hausse de
’EPO sérique constatée moins de 24 heures aprés le début de I’hypoxie était suivie d’une
diminution graduelle méme lorsque ’hypoxie persistait (Abbrecht et Littell., 1972; Fried et
al., 1970; Milledge et Cotes., 1985). Biljanovic-Paunovic et ses collaborateurs (1996) ont
étudié les mécanismes qui influencent la synthése d’EPO et I’augmentation de la masse
érythrocytaire dans des conditions d’hypoxie chronique. Ils ont examiné la production
d’EPO et les précurseurs de la lignée érythrocytaire (CFU-E) chez des rats soumis a une
hypoxie normobare (PaO2 de 55 mm Hg) pendant pendant 24heures ou pendant une, deux,
trois ou quatre semaines. Les résultats ont révélé que I’hypoxie provoquait une hausse de
I’hématocrite, de la concentration d’hémoglobine et du nombre de globules rouges,
I’hématocrite atteignant un plateau aprés deux semaines. Aprés 24 heures d’hypoxie, les
concentrations d’EPO étaient 20 fois plus élevées, cette hausse étant suivie d’une baisse .
Aprés la premiére semaine d’hypoxie, les valeurs de la concentration d’EPO étaient encore
supérieures a celles des témoins, mais aprés deux semaines et plus, elles n’étaient plus
significativement différentes des valeurs normales. Les changements dans le nombre de
CFU-E ont suivi les changements dans la concentration d’EPO, ont doublés aprés 24 heures
d’hypoxie, une augmentation additionnelle au cours des deux semaines suivantes avec un
maximum le 14° jour puis un déclin progressif au moment ot la concentration d’EPO était
normale. Les changements observés dans la concentration d’EPO (concentrations €levées
d’EPO apreés le début de I’exposition a I’hypoxie et déclinant aprés septjours) sont
semblables & ceux signalés par d’autres chercheurs dont les concentrations maximales
d’EPO ont été décelées aprés une période de six heures a trois jours (Fried et al., 1983;
Schooley et Mahlmann., 1975; Seferynska., 1989). Le nombre de CFU-E, plus élevé que la
normale observé durant les deux derniéres semaines d’hypoxie, refléte probablement le
niveau nécessaire au maintien de I’équilibre atteint dans des conditions d’hypoxie
persistante. La concentration normale d’EPO observée au cours de cette période pourrait
suffire & maintenir le taux existant d’érythropoiése, comme I’ont suggéré d’autres
chercheurs (Milledge et Cotes, 1985; Cotes et al., 1986).
En 1999, Kalaidjieva a décrit les effets d’une stimulation par hypoxie hypobare
(42,55 kPa pendant six heures) sur la concentration d’EPO et le nombre de réticulocytes
chez le rat. Les résultats indiquent que la concentration d’EPO chez les animaux ayant subit

une hypoxie hypobare traités (40,5 mU/mL) était plus élevée que chez les animaux témoins
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(13,83 mU/mL) immédiatement aprés I’hypoxie. Le nombre absolu de réticulocytes était
également élevé, dés la fin de I’application de I’hypoxie hypobare de six heures. Aucune
différence dans la concentration d’EPO n’a été constatée entre les rats témoins et les rats

exposés a une hypoxie hypobare, 24 heures ou 72 heures aprés I’expérience.

5.8.3. Effets d’une augmentation de I’érythropoiése consécutive a une hypoxie

En réponse 4 I’hypoxie, le rein adulte accroit la synthése de I’EPO (Jelkmann, 1992)
et améne les précurseurs de la lignée érythrocytaire a produire un plus grand nombre
d’érythrocytes matures, augmentant ainsi la capacité de transport de I’oxygene (Erslev et
al., 1989; Jelkmann, 1994). Les concentrations plasmatiques élevés d’EPO entrainent a leur
tour une hausse de la masse érythrocytaire et peuvent causer une augmentation considérable
de I’hématocrite et, par conséquent, de la viscosité du sang. Cet accroissement de la
viscosité peut avoir des effets défavorables dans 1’ischémie cérébrale. Il est bien connu que
le déterminant principal de la viscosité du sang entier est I’hématocrite (Harrison, 1989).
Les hausses de 1’hématocrite pourraient épuiser le NO et, par conséquent, altérer le débit
sanguin (McMahon et al., 2002; Rao et Stamler, 2002; Ruschitzka et al., 2000). Des
animaux transgéniques surexprimant I’EPO meurent rapidement d’un dysfonctionnement
cardiovasculaire lorsqu’on leur administre un inhibiteur de la NO synthase (Ruschitzka et
al., 2000). En outre, I’'EPO peut élever la tension artérielle et la fréquence des thromboses
(Rao et Stamler, 2002). Enfin, des hausses de I’hématocrite ont été associées a une
surmortalité chez des patients atteints de cardiopathie ischémique (Berarab et al., 1998;

Hebert et al., 1999).

5.8.4. Effets de valeurs élevées d’hématocrite aprés ischémie cérébrale aigué

Les modifications d’ordre hémorhéologique jouent un réle important dans la
physiopathologie de I’AVC ischémique (Gotoh et Lechner, 1986). Gotoh et son
collaborateur ont observé que différents paramétres hémorhéologiques tels que la viscosité
du sang entier, la viscosité plasmatique, la déformabilité érythrocytaire et la concentration
sérique de fibrinogéne, sont altérés dans I’AVC. Des paramétres hémorhéologiques tels que
la viscosité du sang entier, I’hématocrite, la capacité de filtration des globules rouges et la
concentration sérique de fibrinogéne, en présence d’une affection vasculaire cérébrale
chronique sont statistiquement différents des mémes parametres chez des sujets témoins.

Hussain et Puniyani (1995) ont décrit que la viscosité sanguine était significativement plus
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élevée chez des patients ayant subi un AVC que chez des témoins (Ott, 1986). Thomas
(1982)a examiné 1’hématocrite et la tension artérielle chez des patients ayant subi un AVC
aigu. Ils ont montré que les patients présentant un hématocrite élevé étaient plus a risque
d’infarctus lacunaire. Cela pourrait étre di 4 I’augmentation rapide de la viscosité sanguine
qui accompagne la hausse de I’hématocrite et 4 la relation inverse entre la viscosité
sanguine et le débit sanguin cérébral.

Bien que I’hémodilution accroisse I’irrigation dans le cerveau ischémique, elle
diminue également la capacité du sang & transporter ’oxygéne. Il existe une relation
importante entre le débit sanguin cérébral et la teneur du sang artériel en oxygene, le débit
sanguin cérébral se modifiant au besoin pour maintenir le transport de I’oxygéne au cerveau
a Dintérieur de certaines limites (Brown et al., 1985). Il est probable que chez le sujet
normal, le débit sanguin se maintienne en dépit de valeurs d’hématocrite élevées, en raison
du mécanisme de régulation métabolique intrinséque de la circulation cérébrale. Toutefois,
dans le cerveau ischémique, ayant perdu la capacité d’autorégulation du débit et dans
lequel les vaisseaux sont déja dilatés au maximum, les facteurs hémorhéologiques
deviennent des déterminants trés importants du débit sanguin (Friedland et Grant, 1979). La
manipulation de la viscosité sanguine offre alors un moyen efficace et rapide d’accroitre
Iirrigation des régions ischémiques du cerveau et le traitement par hémodilution améliore
la microcirculation dans la zone de pénombre ischémique, en diminuant la viscosité

sanguine (Gilroy et al., 1969).

5.9. Conclusion

La production accrue d’EPO dans le rein représente le principal mécanisme
d’adaptation a ’hypoxie par I’organisme. Une augmentation des érythrocytes, ainsi que de
’hématocrite et de I’hémoglobine se produit et assure ainsi un rétablissement de 1’état
homéostatique de I’oxygéne. Des changements marqués de I’expression de I’EPO et de son
récepteur ont été notés dans le tissu cérébral aprés une lésion ischémique. Il semble aussi
que I’EPO soit neuroprotecteur pour le tissu cérébral et il a été observé que les astrocytes
et les neurones produisaient I’EPO. Cependant, on ignore encore I’impact de I’ischémie

cérébrale aigué sur les niveaux d’EPO en périphérie.



CHAPITRE 6

ROLE DES CELLULES ET DES CYTOKINES PRO-INFLAMMATOIRES EN
REPONSE A L’ISCHEMIE CEREBRALE AIGUE

6.1. Introduction

La progression histologique de 1’inflammation post-ischémique est comprise depuis
pas mal de temps, mais on a récemment fait des progrés considérables dans la
compréhension des voies biochimiques associées a I’inflammation et leur rble dans
’exacerbation des 1ésions tissulaires. Il est de plus en plus évident que I’'inflammation due a
un AVC joue un rdle-clé dans les lésions neuronales (Barone et Feuerstein, 1999; Beamer
et al., 1995; DeGraba, 1998; Giulian et Vaca, 1993). De récentes données permettent de
penser que cette réaction inflammatoire pourrait contribuer aux lésions tissulaires précoces
et tardives qui suivent I’AVC, d’out la possibilité intéressante d’influencer la cascade
inflammatoire avec un traitement dans le but de réduire les lésions ischémiques.
L’inflammation est médiée par des cellules, comme la microglie et les leucocytes provenant
du sang circulant et des molécules solubles comme les cytokines, dont un bon nombre
possédent des propriétés pro- ou anti-inflammatoires a ’origine d’effets néfastes ou
bénéfiques (Barone et Feuerstein, 1999; Dirnagl et al., 1999; Stoll et al., 2002).

Des expériences sur I’ischémie ont démontré, en effet, qu’un processus
inflammatoire cellulaire-clé se produit & I’interface entre le sang et les cellules
endothéliales des vaisseaux de petit calibre (Hallenbeck, 1996). La microglie, les
astrocytes, les cellules endothéliales et les neurones locaux libérent des cytokines, comme
I’TL-1B et le TNF-a, qui influencent ce processus (del Zoppo et al., 2000). En I’espace de
quelques minutes, ou de quelques heures aprés la réduction du débit sanguin cérébral, des
leucocytes sont recrutés, activés et adhérent a I’endothélium de petits vaisseaux cérébraux.
Les leucocytes activés obstruent les petits vaisseaux cérébraux en cause (del Zoppo et al.,
1991), et des neutrophiles et des monocytes/macrophages migrent dans la zone de
’infarctus cérébral a travers la paroi vasculaire (Garcia et al., 1994). La reperfusion
influence peut-étre aussi I’étendue des 1ésions inflammatoires; de plus, il est possible que
’inflammation liée 4 la reperfusion limite I’efficacité du traitement thrombolytique de

I’AVC aigu (Jean et al., 1998). En plus de la réponse inflammatoire centrale, des processus
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inflammatoires systémiques se produisent également, avant et aprés PAVC aigu. C’est
pourquoi des modifications du moment et/ou de la composition des réponses cellulaires
inflammatoires pourraient influencer I’étendue des lésions neuronales. Dans les pages qui
suivent, nous allons décrire les principales cellules et cytokines qui interviennent dans

I’inflammation post-ischémique, en insistant sur leurs effets déléteres.

6.2. Réponse cellulaire apres ischémie cérébrale aigué

L’ischémie cérébrale focale déclenche 1’activation de la microglie et des astrocytes
locaux, de méme que le recrutement de granulocytes, de lymphocytes T et de macrophages
provenant de la périphérie. Le rdle de cette réponse inflammatoire dans 1’exacerbation de la
mort neuronale et le remodelage tissulaire aprés une ischémie cérébrale n’a pas été élucidé
(Stoll et al., 1998). La microglie et les macrophages sécrétent un certain nombre de
molécules effectrices toxiques ou protectrices et jouent donc un rdle-clé dans les processus
inflammatoires du SNC (Arvin et al., 1996; Banati et Graeber, 1994; Banati et al., 1993;
Giulian et al., 1994; Lees, 1993). Schroeter et d’autres chercheurs ont démontré que les
réponses de la microglie et des macrophages, aprés une ischémie cérébrale focale, sont
hétérogenes relativement aux caractéristiques spatio-temporelles de I’activation cellulaire et
aux types de cellules recrutées (Jander et al., 1998; Lehrmann et al., 1997; Schroeter et al.,
1997; Schroeter et al., 1999). 11 est bien connu que les leucocytes jouent des rdles cruciaux
dans la défense normale de I’hdte et il y a de plus en plus lieu de croire que les
neutrophiles, en particulier, pourraient étre des médiateurs de 1ésions cérébrales secondaires
en présence d’ischémie cérébrale et de reperfusion. Les cellules microgliales sont les
premiéres cellules non neuronales a répondre aux lésions du SNC; elles sont la principale
source de cytokines et d’autres molécules immunitaires dans le SNC, et deviennent des
phagocytes aprés leur activation compléte par la mort de neurones (Emsley et Tyrrell,

2002).

6.2.1. Microglie, macrophages et astrocytes

La plupart des données sur la microglie dans I’ischémie cérébrale proviennent de
travaux expérimentaux. Les cellules microgliales ramifiées ou «au repos» constituent 5 % a
20 % de I’ensemble des cellules gliales du SNC. Aprés une ischémie cérébrale focale, elles
subissent des changements substantiels de forme et d’activité métabolique. Elles

s’hypertrophient, leurs prolongements raccourcissent et elles subissent une régulation
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génique positive rapide et profonde, le degré d’activation étant fonction du temps et de
I’étendue des lésions (Kato et Walz, 2000; Zhang et al., 1997). Chez des rongeurs, on a
constaté que les cellules microgliales et les macrophages étaient la principale source de
cytokines telles que I'TL-1B, le TNF-a et le TGF- dans le SNC (Gregersen et al., 2000;
Lehrmann et al., 1998; Rothwell, 1999).

6.2.1.1. Microglie et macrophages

La microglie répond & presque tous les événements pathologiques
(Kreutzberg, 1996). Les cellules microgliales peuvent exercer plusieurs fonctions en se
transformant en phagocytes, en présentant des antigénes a des lymphocytes T ou en
produisant des facteurs neurotoxiques (Banati et al., 1993; Lees, 1993). Les cellules
microglioales résidentes expriment le récepteur du complément de type 3 (CR-3; complexe
CD11b/CD18) reconnu par I’anticorps monoclonal (AcM) OX42 chez le rat. Une fois
activés, elles expriment des molécules de classe I et II du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH), le récepteur CD4 et des phagolysosomes reconnus par I’AcM
ED1" (Flaris et al., 1993). L’activation est souvent accompagnée d’une transformation avec
perte de la forme ramifiée typique. Quelques heures aprés 1’occlusion permanente de
I’ACM et dans le modele de photothrombose, I'immunoréactivité de I’AcM OX42 sur la
microglie est augmentée dans la zone ischémique, les prolongements des cellules
microgliales raccourcissent et disparaissent (Stoll et al., 1998). Les cellules microgliales en
périphérie de la zone infarcie se transforment en phagocytes (Schroeter et al., 1997).

L’activation microgliale semble étre le premier changement inflammatoire cellulaire
dans les modeles murins d’AVC. Les macrophages (et probablement les cellules
microgliales activées) sont abondants entre le 1" et le 5° jour aprés 1’occlusion chez le rat et
la souris (Feuerstein et al., 1994; Morioka et al., 1993; Van Beek et al., 2000). Dans un
modele d’ischémie focale permanente chez la souris, Gregersen et ses collaborateurs (2000)
ont constaté une activation modeste de la microglie a la 6° heure, se manifestant par une
augmentation de I’'immunoréactivité de CD11b/AcML1. Il a été rapporté que les cellules
microgliales étaient des indicateurs sensibles d’ischémie. Abraham et Lazar (2000) ont
démontré une activation microgliale dans un mode¢le d’ischémie légére du cerveau antérieur
chez le rat (20 minutes) immédiatement aprés 1’occlusion. Cependant, le taux d’activation

n’atteignait plus que la moitié au bout de cinq heures et le quart au bout de 24 heures. Cette
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réduction de I’activation était sans doute due a la briéveté de I’occlusion, par comparaison
avec une ischémie plus longue et plus néfaste.

Par ailleurs, au cours des premiers jours suivant un infarctus déclenché par
photothrombose, on a observé que les phagocytes situés en bordure de la zone infarcie
provenaient surtout de la microglie locale, alors que les macrophages circulants é€taient
recrutés plus tard (Schroeter et al., 1994). La réponse des macrophages semble étre plus
vigoureuse dans le modéle d’occlusion de ’ACM que dans celui d’ischémie par
photothrombose. Le retard de la réponse des macrophages, dans ce dernier modele, est tres
compatible avec les résultats d’une étude histologique approfondie de Clark et ses
collaborateurs (1993) qui ont constaté une grande profusion de macrophages dans la zone
infarcie  partir du 5° jour et jusqu’a la régression des lésions, 30 jours aprés I’occlusion
permanente de ’ACM. Zhang et ses collaborateurs (1997) ont décrit la cinétique de la
réponse microgliale dans un modéle d’occlusion temporaire (2 heures) de ’ACM chez le
rat Wistar. Des cellules microgliales rondes et amiboides sont devenues prédominantes
dans la zone centrale ischémique, tandis qu’elles coexistaient avec des cellules microgliales
trés ramifiées en bordure de cette zone, 22 heures aprés le début de la reperfusion. Des
cellules microgliales trés ramifiées se trouvaient dans une zone adjacente contenant des
neurones de forme intacte. Les cellules microgliales rondes et amiboides se limitaient a la
bordure interne de la 1ésion ischémique, entourant la zone infarcie, au bout de 46 heures. A
partir de 70 - 166 heures, des cellules microgliales rondes et amiboides étaient présentes
dans toute la lésion ischémique de la zone infarcie. On pouvait observer une réduction
marquée du nombre et de I’intensité des cellules microgliales trés ramifiées a I’extérieur de
la 1ésion durant cette période. Des résultats similaires ont été rapportés par Kato et ses
collaborateurs (1996), ainsi que Lehrmann et ses collaborateurs (1997), chez le rat
génétiquement hypertendu. Dans les zones de pénombre, un recrutement et une activation
précoces de cellules microgliales et de macrophages, traduits par la régulation positive de
molécules immunitaires, contrastaient avec 1’envahissement massif retardé de phagocytes
dans le noyau caudé et le putamen nécrosés. Ces études ne nous indiquent pas dans quelle
proportion ces phagocytes provenaient de la microglie ou de la circulation.

La pertinence de la microglie dans les AVC cliniques in vivo fait ’objet d’études
basées sur de nouvelles techniques d’imagerie. La tomographie par émission de positons
avec [11CJPK11195, un marqueur du récepteur périphérique de benzodiazépine qui est

exprimé sur les microglies activées, a permis de metire en évidence des cellules
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microgliales activées dans des infarctus des territoires des artéres cérébrales moyenne et
postérieure, chez des patients ayant subi un AVC ischémique (Gerhard et al., 2000) et dans
les lésions thalamiques ipsilatérales secondaires, chez des patients ayant un infarctus dans
le territoire de ACM (Pappata et al., 2000). Une telle activation microgliale peut étre

présente pendant plusieurs semaines aprés le début de I’infarctus cérébral.

6.2.1.2. Astrocytes

L’astrogliose réactionnelle est un élément-clé de la réponse cellulaire a une
lésion du SNC (Ridet et al., 1997). Beaucoup d’études indiquent que des mécanismes
inflammatoires modulent a la fois la prolifération et les activités de biosynthése des
astrocytes réactifs (Balasingam et Yong, 1996; Smith et Hale, 1997; Yong et al., 1991). Ces
cellules exercent peut-étre des effets néfastes et des effets bénéfiques durant la réparation
de tissus 1ésés du SNC (Brodie, 1996; Fitch et Silver, 1997; Ridet et al., 1997; Yoshida et
al., 1992). Les astrocytes réactifs ont exprimé le facteur de croissance des nerfs (NGF pour
Nerve Growth Factor), ce qui porte a croire qu’ils contribuent a la survie des neurones
aprés une occlusion temporaire de ’ACM chez le rat Wistar (Lee et al., 1996).
L’importance fonctionnelle de la réponse astrocytaire aux infarctus cérébraux focaux reste
4 déterminer. L’astrogliose réactionnelle consécutive a une lésion du SNC a été considérée
comme un obstacle majeur 4 une régénération axonale. Or, dans certaines conditions, les
astrocytes réactifs sécrétent des neurotrophines et fournissent un substrat favorable a la
repousse axonale (Ridet et al., 1997).

Les astrocytes peuvent étre mis en évidence par immunocytochimie, en détectant
leur protéine gliofibrillaire acide (GFAP, glial fibrillary acidic protein), un filament
intermédiaire. La GFAP est exprimée constitutivement dans les astrocytes fibreux de la
substance blanche et beaucoup moins, dans les astrocytes protoplasmiques, qui constituent
la plupart des astrocytes de la substance grise. Le passage de 1’état de repos & 1’état réactif
s’accompagne d’une augmentation du nombre de filaments intermédiaires appelés
vimentine (Schiffer et al., 1986). L’hypertrophie et I’hyperplasie des astrocytes, de méme
que la régulation positive de la protéine GFAP, sont quelques-unes des caractéristiques les
plus frappantes de 1’ischémie focale permanente chez les rats avec hypertension spontanée
(SHR) et apparaissent au cours des deux premiers jours a la périphérie de la lésion (Clark et
al., 1993). Une réponse astrocytaire similaire accompagnée de la régulation positive de la

GFAP et de la vimentine a été constatée aprés trois jours a la périphérie de lésions causées
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par photothrombose et a donné lieu & la formation de tissu cicatriciel au stade atrophique au
60° jour (Schroeter et al., 1995). Yamashita et ses collaborateurs (1996) ont démontré une
augmentation de ’ARNm de la GFAP par hybridation in situ six heures aprés 1’occlusion
permanente de I’ACM, dans le cortex cingulaire de I’hémisphére 1és€, qui s’est propagée
graduellement 2 la partie latérale du cortex ipsilatéral et au striatum, entre la 12° heure et le
3%jour. Dans le modéle de ’occlusion temporaire (2 h) de I’ACM, & partir du 2° jour
suivant le début de la reperfusion, les astrocytes GFAP-positifs avaient diminué en nombre
et n’étaient presque plus détectables au centre de la Iésion, mais ils étaient plus nombreux et
trés intenses a la périphérie des lésions, et ce, jusqu’au 7° jour (Chen et al., 1993; Li et al,,
1995). Aprés 30 minutes d’occlusion temporaire de I’ ACM, certains astrocytes exprimaient
la protéine associée a la croissance GAP43/B-50 autour des lésions infarcies du 3° au
14° jour, mais avaient disparu au 30° jour (Yamada et al., 1994).

A distance des lésions ischémiques causées par photothrombose, les astrocytes
corticaux de tout I’hémisphére ipsilatéral ont présenté une régulation positive temporaire de
la GFAP, mais pas de la vimentine & compter du 3°jour (Schroeter et al., 1995). Cette
réponse était toujours présente le 6° jour et avait disparu le 14° jour. Des résultats similaires
ont été obtenus a 1’échelle de I’ARNm, aprés une occlusion permanente de ’ACM
(Yamashita et al., 1996).

6.2.1.3. Observations histopathologiques de la microglie et des macrophages chez I’humain
aprés ischémie cérébrale aigué

Peu d’études basées sur des techniques immunocytochimiques modernes ont permis
d’approfondir les descriptions histopathologiques classiques des infarctus cérébraux
humains. D’aprés les examens histopathologiques, une nécrose tissulaire complete,
P’infiltration de leucocytes polynucléaires au bord des infarctus humains, la phagocytose
des débris, et enfin, la formation de kystes, ont été décrits (Graham et Brierley, 1984).

Des macrophages s’accumulaient dans les infarctus étudiés aprés 5+ 9 jours et
étaient le plus abondants dans la zone centrale des infarctus 17 et 18 jours aprés le début de
I’AVC. Dans une petite série d’infarctus humains étudiés aprés 5 a 14 jours, Stoll et ses
collaborateurs (1998) ont constaté I’accumulation de phagocytes a la périphérie des
infarctus au cours de la premiére semaine, aussi observé dans des AVC expérimentaux. Au

voisinage des infarctus, les cellules microgliales étaient activées et exprimaient des
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molécules de classe I du CMH. Dans certaines zones, on a pu suivre la transformation des

cellules microgliales ramifiées en phagocytes prés de la limite des zones infarcies.

6.2.2. Infiltration des PMN et des lymphocytes T aprés ischémie cérébrale aigué

Il est généralement reconnu que I’ischémie-reperfusion donne lieu & une réponse
inflammatoire qui met en jeu l’infiltration de polymorphonucléaires neutrophiles (PMN)
dans le tissu ischémique. Le rdle de cet afflux de PMN dans I’apparition des lésions
déclenchées par I’ischémie a fait 1’objet de nombreuses études, y compris des études sur le
recours a diverses stratégies de réduction ou de prévention de I’accumulation des PMN
dans I’ischémie cérébrale focale temporaire. Les PMN pourraient contribuer aux lésions
ischémiques en participant au stress oxydatif, un phénoméne connu pour étre délétére dans
les cas d’AVC (Chan, 2001; Gilgun-Sherki, 2002; Love, 1999). Les PMN peuvent, en effet,
produire des radicaux libres oxygénés par le biais de deux enzymes, la NADPH-oxydase
associée a la membrane et la myéloperoxydase (MPO) (Babior, 2000; Hansen, 1995; Jordan
et al., 1999; Witko-Sarsat et al., 2000).

Beray-Berthat et ses collaborateurs (2003) ont mené des études pour déterminer si
Iinfiltration des PMN contribuait aux lésions cérébrales et au stress oxydatif dans le cortex
et le striatum, dans un modéle d’ischémie cérébrale focale temporaire. Ils ont obstrué
I’ACM gauche et I’artére carotide commune ipsilatérale pendant deux heures chez le rat.
L’administration de vinblastine (0,5 mg/kg par voie i.v.), un agent neutropénique, a produit
une chute importante du nombre de PMN circulants, qui s’accompagnait de 80 % de
diminution de I’activité de la myéloperoxydase, un marqueur de I'infiltration des PMN, a la
fois dans le cortex et le striatum. Dans le cortex, les animaux traités par la vinblastine ont
présenté 44 % de réduction du volume infarci et un stress oxydatif réduit (évalué par la
baisse de la concentration de glutathion). Dans le striatum, par contre, la neutropénie n’a
modifié ni la taille de la 1ésion ni le stress oxydatif, ce qui porte a croire que le rdle des
PMN dans les 1ésions post-ischémiques et le stress oxydatif dépend de 1’aire cérébrale en
cause.

Des données expérimentales en faveur d’un réle de la pression de I’oxygéne dans la
régulation de la fonction des PMN proviennent d’études in vitro au cours desquelles des
PMN humains exposés a une hypoxie, semblable & celle qui pourrait exister a des sites
d’inflammation aigué (PaO, de 15 mmHg), étaient préactivés pour une phagocytose accrue

(Knowles et al., 1995; Knowles et al., 1997; Simms et D’Amico., 1994) et une activité
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microbicide (Knowles et al., 1997) en réponse a une stimulation par des cytokines.
L’accroissement de la réactivité des PMN dans ces conditions était associé a une
augmentation de I’expression des récepteurs pour les opsonines (Knowles et al., 1997) et a
une régulation positive de I’expression des récepteurs de type I de I’'IL-1B (IL-1BRI), du
TNF-a (p80) et de I'IL-8 (Simms et D’ Amico., 1996).

La cascade inflammatoire qui suit une ischémie focale a été bien décrite chez des
rongeurs. Chez le rat, les premiers signes d’inflammation apparaissent six heures aprés une
ischémie focale, avec une infiltration 3 prédominance neutrophilique dans le tissu 1ésé.
Entre les 5° et 15° jours, on observe une gliose réactionnelle et la composition de I'infiltrat
inflammatoire change lentement, passant de cellules polynucléaires a des cellules
mononucléées. Le 15°jour, les neutrophiles sont essentiellement absents (Clark et al.,
1994). La Iésion chronique est caractérisée par la cavitation, I’enlévement continuel de tissu
nécrosé et conjonctif par les macrophages et la formation d’une cicatrice gliale. Fait a
signaler, cette évolution peut étre nettement retardée dans les modéles d’ischémie focale
permanente. L’infiltration des neutrophiles se produit plus tot et dans une plus grande
mesure dans les tissus reperfusés que dans les tissus en ischémie permanente (Clark et al.,,
1993).

Des études réalisées aprés occlusion transitoire de I’ACM chez la souris, montrent
qu’a la suite du recrutement des cellules microgliales activées et des macrophages,
Pinfiltration des neutrophiles est significative autour de 48 h et elle reste élevée 96 h post-
occlusion, alors que le nombre de lymphocytes T infiltrants augmente plus tardivement (72-
96 h) apres occlusion (Stevens et al., 2002).

L’équipe de Schroeter et Jander a observé la présence de phagocytes CD8+ dans
I’infiltrat leucocytaire aprés occlusion transitoire (Schroeter et al., 2001) ou permanente
(Jander et al., 1995; Schroeter et al., 1994) de I’ ACM chez le rat. Ces cellules CD8+ ne
sont pas des lymphocytes T parce qu’elles n’expriment pas le marqueur CD5
caractéristique des lymphocytes T chez le rat et on en ignore encore leur nature exacte.

Une étude récente a analysé la littérature concernant le role des PMN infiltrant le
cerveau dans I’ischémie cérébrale (Emerich et al., 2002). Cette étude souléve les limites des
travaux antérieurs, notamment celles liées a I’absence d’études cinétiques. Elle conclut que

des études additionnelles sont nécessaires pour établir les relations de cause a effet entre
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I’accumulation des PMN dans le cerveau et leur role dans la pathogenése de I’AVC

(Emerich et al., 2002).

6.2.3. Role des sélectines et des intégrines dans I’infiltration des leucocytes aprés ischémie
cérébrale aigué

On sait que les infarctus corticaux sont infiltrés temporairement par des PMN et
pendant plus longtemps par des macrophages (Garcia et al., 1994; Hallenbeck et al, 1986;
Kochanek et Hallenbeck, 1992). Cette réponse inflammatoire des PMN met en jeu plusieurs
étapes d’adhérence cellulaire qui permettent aux leucocytes d’accéder au cerveau a travers
la paroi endothéliale. Des lymphocytes patrouillent continuellement & la recherche
d’antigénes étrangers, en passant du sang aux tissus et des tissus au sang. Des granulocytes
et des monocytes/macrophages sortent de la circulation sanguine, en réponse a des
changements moléculaires & la surface des vaisseaux sanguins qui leur signalent la présence
d’une 1ésion ou d’une infection. Plusieurs familles de protéines, ayant chacune une fonction
distincte, donnent des signaux aux leucocytes (Clark et Zivin, 1997; Schroeter et al., 1994).
Trois grandes étapes interviennent: 1) le roulement, 2) ’adhérence et 3) la migration
transendothéliale des leucocytes. Ces trois étapes sont facilitées par 1’interaction entre
certains ligands exprimés de maniére constitutive a la surface des leucocytes et les
récepteurs membranaires situés a la surface des cellules endothéliales qui sont inductibles
par des stimuli inflammatoires. Le roulement des leucocytes le long de I’endothélium réduit
leur vélocité dans le sang. Il est médié par les sélectines. La L-sélectine est exprimée sur
tous les leucocytes; les récepteurs P-sélectine et E-sélectine peuvent étre induits sur les
cellules endothéliales par des cytokines inflammatoires. La liaison des leucocytes a la paroi
vasculaire est renforcée sous I’influence de chimiokines libérées du c6té de la 1ésion. Le
processus d’adhérence qui s’ensuit est médié par des molécules d’adhérence de la famille
des intégrines (figure 14). Différentes molécules dirigent ’adhérence des sous-groupes de
leucocytes : les lymphocytes portent constitutivement les intégrines CD11a/CD18, LFA-1
(Leukocyte Function Associated Antigen-1) et VLA-4 (Very-Late-Antigen-4) a leur
surface; les monocytes, les intégrines LFA-1, VLA-4 et CD11b/CD18 [MAC-1 ou CR-3
(Complement Type 3 Receptor)] et les granulocytes, les intégrines LFA-1 et CD11b/CD18.
Les ligands endothéliaux correspondants sont la molécule d’adhérence intercellulaire 1
(ICAM-1) pour les intégrines LFA-1 et CD11b/CD18 et la molécule d’adhérence vasculaire
1 (VCAM-1) pour ’intégrine VLA-4. L’ICAM-1 et la VCAM-1 sont habituellement peu
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exprimées sur les cellules endothéliales, mais elles sont fortement augmentées par les
cytokines dans les maladies inflammatoires (Cannella et al., 1990). Les leucocytes
infiltrants contribueraient aux lésions ischémiques secondaires en produisant des substances
toxiques qui tuent les neurones cérébraux et perturbent la barriere hémato-encéphalique
(del Zoppo et Hallenbeck, 2000; Loddick et Rothwell, 1996). Une infiltration se produit
quand des leucocytes se lient a I'ICAM-1 et cette derniére est augmentée aprés une

ischémie (Zhang et al., 1995).

Fig 14. Transport des leukocytes du sang vers les tissus. (Tiré¢ de Mucke, 2000)
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Deng et ses collaborateurs (2003), ainsi que d’autres équipes, ont constaté qu’une légére
hypothermie durant une ischémie diminuait I’expression de I'ICAM-1 (Wang et al., 2002),
I’infiltration de neutrophiles (Inamasu et al., 2000; Maier et al., 1998; Toyoda et al., 1996)
et la perturbation de la barriére hémato-encéphalique (Dietrich et al., 1990a; Karibe et al.,
1994) aprés un AVC expérimental. C’est ainsi que des leucocytes sont dirigés vers le site
de la 1ésion. Des molécules d’adhérence cellulaire sont exprimées peu aprés une ischémie
cérébrale focale, permanente ou temporaire, sur les vaisseaux de petit calibre; cette
expression précéde 1’adhérence de leucocytes aux cellules endothéliales et leur migration
dans le tissu ischémique. Stoll et ses collaborateurs (1998) ont observé que I’expression de
I’ICAM-1 commengait dans les quatre heures sur les cellules endothéliales et qu’elle était
la plus prononcée au cours des trois premiers jours suivant une ischémie par occlusion
permanente de I’ACM ou photothrombose (Jander et al., 1995; Schroeter et al., 1994). Le
3° jour, un marquage additionnel d’ICAM-1 est apparu a la surface de leucocytes infiltrants.
Le 7° jour, I'immunoréactivit¢ de I'ICAM-1 était fortement réduite. Wang et Feuerstein
(1995) ont démontré la régulation positive de ’ARNm de I'ICAM-1 trois heures aprés
I’occlusion permanente de ’ACM chez le rat; la concentrationd’ARNm a atteint son
maximum aprés 6 - 12 heures et est resté élevé pendant une période allant jusqu’a
cing jours. Le signal immunocytochimique de I'ICAM-1 était localisé dans des cellules
endothéliales de vaisseaux sanguins intraparenchymateux du cortex ischémique. L’ARNm
de la molécule d’adhérence leucocytaire endothéliale 1 (ELAM-1) subissait également une
régulation positive (Wang et al., 1995b; Wang et Feuerstein, 1995). Une analyse de
I’évolution temporelle a révélé que I’expression accrue de 'ICAM-1 et de ’ELAM-1 se
produisait en méme temps que celle de chimiokines, mais plus tard que celle du TNF-a et
de l’interleukine-1béta (IL-1B) qui, on le sait, induisent 1’expression de 'ICAM-1 et de
I’ELAM-1 sur les cellules endothéliales (Briscoe et al., 1992; Dustin et al., 1986). De plus,
I’ARNm de la VCAM-1 a été détecté sur des cellules endothéliales par hybridation in situ,
son taux atteignant un maximum le 3° jour a la périphérie des lésions photothrombotiques
(Jander et al., 1996).
Dans le modéle de I’occlusion temporaire (1 -2 h) de I’ACM du rat, ’ARNm de
PICAM-1 était détectable par Northern blot aussi peu que une heure aprés le début de
I’ischémie et a atteint son maximum 10 heures aprés le début de la reperfusion. Des taux

élevés ont persisté pendant une semaine. En méme temps, I’expression de la protéine
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ICAM-1 a augmenté dans la zone ischémique (Zhang et al, 1995). Okada et ses
collaborateurs (1994), ont constaté qu’une régulation positive de la P-sélectine commengait
durant 1’ischémie temporaire chez le babouin comme chez le rat (Zhang et al., 1998) et ont
observé une régulation positive de I'ICAM-1 sur des cellules endothéliales 2 1a 1° et 4 la
4° heure dans le territoire des artéres lenticulo-striées chez le babouin. La E-sélectine a été
mise en évidence avec un maximum 4 la 24° heure dans les petits vaisseaux ischémiques et
beaucoup moins, dans le tissu non ischémique, durant une ischémie cérébrale focale
temporaire chez un primate non humain (Haring et al., 1996). Jusqu’a présent, I’expression

de la VCAM n’a pas été étudiée aprés 1’occlusion temporaire de I’ ACM.

6.3. Role des cytokines dans la réponse a 1’ischémie cérébrale aigué

Les cytokines sont des polypeptides généralement associés a I’inflammation, a
’activation immunitaire et a la différenciation cellulaire ou a la mort cellulaire. De plus,
elles régulent les interactions entre les cellules immunitaires telles que les lymphocytes T,
les lymphocytes B et les monocytes/macrophages et orchestrent ainsi les réponses
immunitaires (Arai et al., 1990). En périphérie, les cytokines sont produites par des
macrophages, des monocytes, des lymphocytes, des cellules endothéliales, des fibroblastes,
des plaquettes et de nombreuses autres cellules activées, mais la microglie activée est leur
principal site de synthése dans le SNC. Les données en faveur du réle des cytokines dans
I’inflammation causée par un AVC dans le SNC et la périphérie, proviennent de mod¢les
animaux et d’études cliniques, quoique dans ces derniéres, il manque souvent de données
sur 1’évolution et 1a localisation cellulaire de 1’expression des cytokines. Il est donc difficile
de faire la distinction entre la réponse des cytokines a la 1ésion et I’expression précoce qui
pourrait contribuer a la mort cellulaire. Les cytokines pro-inflammatoires classiques, 1'IL-1
et le TNF-o, semblent exacerber les lésions ischémiques cérébrales, alors que les molécules
anti-inflammatoires, notamment I’interleukine-10 (IL-10) et I’antagoniste sélectif du
récepteur de I'IL-1 (IL-1ra) qui est produit naturellement, semblent posséder des propriétés
neuroprotectrices (Allan et Rothwell, 2001).

Une meilleure compréhension du réle des cytokines pro- et/ou anti-inflammatoires
dans la modulation de la réponse du cerveau a une lésion ischémique pourrait donner lieu a
de nouvelles stratégies pharmacologiques, pour minimiser les Ilésions cérébrales
consécutives a un AVC. Des travaux préliminaires sur des modeles animaux permettent de

penser que des antagonistes du récepteur de I'IL-1 et du facteur d’activation des plaquettes
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ont un effet protecteur (Frerichs et al., 1990; Lindsberg et al., 1990; Relton et al., 1996). La
mesure de cytokines pro-inflammatoires pourrait aussi fournir des renseignements
diagnostiques et pronostiques et aiderait peut-étre a reconnaitre les patients en début
d’AVC. En particulier, selon des constations récentes, la production précoce d’IL-6,
susceptible d’étre détectée dans le LCR et le plasma, serait en corrélation avec la taille
finale de I’infarctus aprés un AVC aigu chez I’humain (Fassbender et al., 1994; Tarkowski
et al., 1995a).

Dans les lignes qui suivent, nous résumons briévement les connaissances actuelles
sur la séquence des événements impliqués dans la synthése des cytokines aprés AVC, le
role des cytokines IL-1pB, IL-6 et TNF-a qui font I’objet d’une partie de notre travail, ainsi

que les relations entre I’hypoxie et les cytokines aussi pertinentes pour notre étude.

6.3.1. Séquence des événements impliqués dans la synthése des cytokines inflammatoires
aprés AVC

Le déclenchement de 1’expression de plusieurs génes par I’ischémie cérébrale est
parmi les premiers événements qui se produisent aprés un AVC (Barone et Feuerstein,
1999). On note la régulation positive de nombreux génes pro-inflammatoires, y compris des
facteurs de transcription, des protéines de choc thermique, des cytokines, des chimiokines
et des molécules d’adhérence. Plusieurs de ces génes sont régulés in vitro par le facteur
nucléaire NF-xB. Mentionnons, par exemple, le TNF-a, I’'IL-1B, I’interleukine-6 (IL-6), la
NO-synthase (NOS), la cyclo-oxygénase-2 (COX-2) et 'ICAM-1 (Bacuerle et Henkel,
1994). Le NF-kB régule peut-étre aussi I’expression génique dans ’AVC ischémique
clinique, parce que ce facteur de transcription est induit dans les cellules gliales suite aun
infarctus cérébral humain (Terai et al., 1996).

La séquence des événements inflammatoires et la production des cytokines qui
accompagnent un épisode ischémique, ont été particuliérement bien étudiées au moyen de
modéles animaux d’ischémie focale (Clark et al., 1994; Clark et al., 1995; Garcia et al,,
1994; Schroeter et al., 1994). Les premiers changements suivant 1’occlusion de I’ACM
mettent en jeu l’activation de cellules résidentes non-neuronales (soit microglie et
astrocytes), qui migrent vers le site de la lésion et produisent des cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL-18, I'IL-6 et le TNF-a. Ces cytokines, et d’autres,

interviendraient dans la médiation de la neurotoxicité qui suit un AVC (Beamer et al., 1995;
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Feuerstein et al., 1997; Gelbard et al., 1993; Tarkowski et al., 1995a). Elles peuvent avoir
aussi des propriétés anti-inflammatoires ou protectrices (voir effets des cytokines IL-1B,
TNF-a et IL-6 dans différents modéles in vivo et in vitro dans le Tableau III ci-aprés). De
plus, la libération de ces cytokines et chimiokines (ex. MCP-1, MIP-1a et CINC) favorise
le recrutement de leucocytes en provenance de la périphérie. Les leucocytes infiltrants
libérent des cytokines pro-inflammatoires et d’autres cytotoxines, comme des radicaux
oxygénés et des protéases, susceptibles de détruire le tissu ischémique. Des études sur
I’inhibition de [infiltration de leucocytes ont démontré une réduction des lésions
neuronales, ce qui montre bien le role de I’inflammation dans 1I’exacerbation des Iésions

causées par un AVC (Clark et al., 1995; Grogaard et al., 1989).

6.3.2. Interleukine-1 (IL-1) et antagoniste du récepteur de I’'IL-1 (IL-1ra)

Des modeles d’AVC expérimentaux ont fait progresser notre compréhension de
I’IL-1 dans la neurodégénérescence (Allan et Rothwell, 2001; Rothwell, 1999) et donnent a
penser qu’elle joue un réle fonctionnel direct dans les lésions ischémiques cérébrales.
L’administration centrale ou périphérique d’un IL-1ra recombinant & des rongeurs a réduit
nettement les 1ésions cérébrales causées par une ischémie cérébrale (Relton et al., 1996;
Relton et Rothwell, 1992), et la surexpression d’IL-1ra dans le cerveau inhibe également
les lésions cérébrales ischémiques (Betz et al.,, 1995). L’administration d’un anticorps
neutralisant anti-IL-1ra augmente les 1ésions cérébrales ischémiques chez le rat (Loddick et
al., 1998), alors que I’injection d’un anticorps anti—IL-1P est neuroprotecteur (Yamasaki et
al., 1995). Jusqu’a présent, il n’y a eu que quelques rapports cliniques sur ’administration
d’IL-1P et d’IL-1ra a des patients ayant subi un AVC. Des concentrations sériques €levées
de la protéine IL-1B n’ont pas été détectées (Fassbender et al., 1994; Tarkowski et al.,
1995a), méme si la production intrathécale d’IL-1f est possible (Tarkowski et al., 1995a).
L’expression accrue de I’ARNm de I’[L-1P dans des cellules mononucléées périphériques
de un a trois jours aprés le début des symptomes, se normalisant dans les 20 a 31 jours,
présentait une corrélation modérée avec le degré de déficit neurologique (Kostulas et al.,
1999). Les concentrations plasmatiques d’IL-1ra sont élevées chez les patients dans les 4 &
2 jours (moyenne + écart-type) suivant un AVC ischémique aigu, accompagné ou non

d’une infection, par comparaison avec les témoins sains (Beamer et al., 1995).
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Tableau III. Effets pro- et anti-inflammatoires des cytokines IL-1B, TNF-a et IL-6 dans

différents modéles in vivo et in vitro

Cytokines
et modéles
expérimentaux

IL-1B
Ischémie focale

Traumatisme cranien
Modéle animal de
Parkinson

In vitro

Traumatisme crinien
TNF-a

Ischémie focale
Animaux sains
In vitro

In vitro

Animaux sains
Ischémie focale
Animaux
transgéniques

EAE

IL-6

Ischémie focale

Ischémie focale

In vitro

Souris sensibilisées a
la Bacille de
Calmette-Guerin

In vitro

Modele de choc
septique

Effets observés

Augmente le volume d’infarctus cérébral

Inhibe ’angiogénése & fortes concentrations
Favorise la croissance neuronale

Induit les facteurs de croissance (NGF, FGFs

Induit I’angiogénése & faibles concentrations

Augmente le volume d’infarctus cérébral
Inhibe 1’angiogénése a fortes concentrations
Protége les cellules embryonnaire de
I’hippocampe de rat

Induit les facteurs de croissance (NGF, FGFs
Induit I’angiogénése a faibles concentrations
Diminution du dommage neuronal

Dévelope spontanément une inflammation
chronique du SNC

Sévére déficite neurologique avec hausse de la
mortalité et démyélination des neurones

Associé 3 une deterioration neurologique
précoce

Diminution du volume d’infarctus cérébral
Réduction de la production de TNF
Reduction de la production de TNF

Diminution de la production de IL-1 et TNF

Diminue la mortalité associée au choc septique

Espéces
animales

Rat

Rat
Rat

Culture d’astrocytes
de rat
Rat

Rat

Souris

Cellules
embryonnaires de
rat

Culture d’astrocytes
de rat

Souris

Souris mutante
Souris transgénique
sur-exprimant TNF-
o

Souris mutante
déficiente en TNF-
a

Humain

Rat
Cellules U-937
Souris

Cellules
mononucléaires
humaines
Souris

Références

Loddick et Rothwell,
1996

Giulian et al., 1989
Wang et al., 1994

Yoshida et al., 1992
Gadient et al., 1990
Giulian et al., 1989

Barone et al., 1997
Fajardo et al., 1992
Chen et al., 1994

Yoshida et al., 1992
Gadient et al., 1990
Fajardo et al., 1992
Bruce et al., 1996
Probert et al., 1995

Liuetal., 1998

Vila et al., 2000

Loddick et al., 1998
Aderka et al., 1989
Aderka et al., 1989

Schindler et al., 1990

Barton et Jackson, 1993

On a constaté que le taux d’ARNm de I'IL-1p était élevé dans le cortex ischémique
entre quelques heures et quatre jours suivant 1’occlusion permanente de I’ACM chez des
rats normotendus et des rats génétiquement hypertendus (Arvin et al., 1996; Buttini et al.,
1994; Liu et al, 1993). Le taux d’ARNm de I'IL-1p était plus élevé chez les rats

génétiquement hypertendus que chez les rats normotendus. La régulation positive de I’IL-
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1B était accompagnée d’une augmentation des signaux intracellulaires transmis par les

récepteurs de I’'IL-1 (Wang et al., 1997).

6.3.3. Interleukine 6 (IL-6)

L’IL-6 semble participer a la réponse aux lésions cérébrales ischémiques focales
puisqu’on a constaté 1’induction de son ARNm (Wang et al., 1995a) et une augmentation
spectaculaire de sa bioactivité dans 1’hémisphére ischémique (Loddick et al., 1998) apres
’occlusion de I’ACM chez le rat. L’injection intracérébroventriculaire d’IL-6 recombinante
réduit nettement les 1ésions cérébrales ischémiques apres 1’occlusion de I’ACM chez le rat.
Ceci porte & penser que cette cytokine est un inhibiteur endogéne important de la mort
neuronale durant ’ischémie cérébrale (Loddick et al., 1998). Dans une petite étude menée
sur des patients en phase aigué d’ischémie cérébrale, les concentrations d’IL-6 circulante
ont augmenté significativement et atteint un plateau entre 10 heures et trois jours, avant de
se normaliser au plus tard le 7° jour (Fassbender et al., 1994). Les concentrations élevées
d’IL-6 présentaient une corrélation positive significative avec le volume de la lésion
cérébrale i la tomodensitométrie et avec des résultats fonctionnels et neurologiques
médiocres. Divers autres rapports ont fait état de concentrations plasmatiques élevées d’IL-
6 chez des patients ayant subi un AVC aigu (Beamer et al., 1995; Carlstedt et al., 1997,
Fassbender et al., 1997; Ferrarese et al., 1999; Kim et al., 1996; Tarkowski et al., 1995a;
Vila et al., 2000a; Vila et al., 2000b).

Récemment, Perini et ses collaborateurs (2001) ont confirmé la présence de taux
sériques accrus d’IL-6 chez des patients présentant un AVC aigu, le maximum étant atteint
le 3°jour. Lors d’études antérieures, une élévation des taux sériques d’IL-6 avait été
observée aprés huit heures et avait durée jusqu’au 19°jour (Fassbender et al., 1994;
Ferrarese et al., 1999; Kim et al,, 1996a; Tarkowski et al., 1995a). Les faibles taux
constatés, au départ, et aprés un jour, chez des patients participant a I’étude de Perini et al.
(2001), pourraient é&tre dus a I’application de critéres d’exclusion plus stricts. Des études
antérieures (Fassbender et al.,, 1994; Tarkowski et al., 1995a), visaient a trouver un
«prédicteur précoce» de lésions tissulaires afin de bien estimer le rapport risques-avantages
justifiant un traitement de la phase aigué en quelques heures.

Des globules blancs sanguins stimulés provenant de patients ayant fait un AVC
présentent une augmentation importante de la libération d’IL-6 dés le 1% ou le 2° jour, et

jusqu’a un mois aprés ’AVC (Ferrarese et al., 1999). Les concentrations d’IL-6 dans le
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LCR sont nettement plus fortes que ses concentrations sériques. Elles ont atteint leur
maximum les jours deux et trois, et les concentrations initiales d’IL-6 dans le LCR
présentaient une corrélation significative avec le volume de P’infarctus mesuré par fMRI
aprés deux a trois mois (Tarkowski et al., 1995a). Erren et ses collaborateurs, ont suggéré
que I'élévation des taux d’IL-6 circulante constituait un signe inflammatoire d’une
athérosclérose avancée. Par ailleurs, I’IL-6 pourrait produire des effets anti-inflammatoires
(Tilg et al., 1994) et neuroprotecteurs (Loddick et al., 1998) dans certaines circonstances.
Tilg et ses collaborateurs (1994), afin de démontrer les propriétés anti-inflammatoires de
I’IL-6, ont observé que I’administration d’un recombinant de IL-6 augmentait les
concentrations plasmatiques de I'IL-lra et des récepteurs solubles p55 du TNF
(TNFsRp55), chez les patients atteints de cancer. D’autres chercheurs ont démontré aussi
les propriétés anti-inflammatoires de I'IL-6 (Aderka et al., 1989; Barton et jackson, 1993;
Schindler et al.,, 1990; Ulich et al., 1991). De plus, Loddick et ses collaborateurs ont
démontré lors d’une série d’expérimentation que 1’injection intracérébroventriculaire d’un
recombinant de 1’IL-6 diminuait la taille de la 1ésion ischémique, suggérant ainsi que I’IL-6
posséde des propriétés endogénes inhibitrices de la mort neuronale durant une ischémie

cérébrale.

6.3.4. Facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a)

L’induction de I’ARNm du TNF-a dans le cortex ischémique et la présence de la
protéine TNF-o. neuronale ont été mises en évidence aprés I’occlusion permanente de
I’ACM chez le rat (Buttini et al., 1996; Liu et al., 1994). De plus, I’induction de I’ARNm
du TNF-a dans le cortex ischémique, a été démontrée aprés I’occlusion temporaire de
’ACM chez le rat (Wang et al., 1994). Par ailleurs, les 1ésions ischémiques cérébrales
focales sont réduites par I’inhibition de I’activité du TNF-a au moyen du récepteur soluble
du TNF (sTNF-R) (Barone et al., 1997; Dawson et al., 1996) ou d’un anticorps monoclonal
anti-TNF-a. (Barone et al., 1997), tandis qu’elles sont exacerbées par 1’administration de
TNF-a (Barone et al., 1997). L’autopsie de patients ayant fait un infarctus cérébral aigu
montre la régulation positive du TNF-a dans le tissu cérébral (Tomimoto et al., 1996); ce
phénoméne apparait consécutivement dans la zone centrale et la zone périphérique de
Pinfarctus, avant 1’expression du TNF-o dans I’hémisphére contralatéral et les zones

cérébrales éloignées de I'infarctus (Sairanen et al., 2001). Chez les humains subissant un
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AVC ischémique aigu, les concentrations de TNF-a sont élevées dans le LCR (Vila et al,,
2000a; Zaremba et al., 2001), y compris chez ceux qui présentent des lésions prononcées
dans la substance blanche (Tarkowski et al., 1997). Les concentrations sériques de TNF-a
étaient élevées dans la plupart des études sur des patients atteints d’'un AVC ischémique
aigu (Carlstedt et al., 1997; Intiso et al., 1997; Vila et al., 2000a; Zaremba et al., 2001).
Chez les patients présentant un infarctus lacunaire, les concentrations plasmatiques élevées
de TNF-o sont associées a une détérioration neurologique précoce et a une évolution
fonctionnelle défavorable (Castellanos et al,, 2002). Il y a cependant une étude dans
laquelle aucune augmentation des concentrations sériques de TNF-a n’a été observée
(Fassbender et al., 1994).

L’injection intracérébroventriculaire de TNF-a, 24 heures avant I’occlusion de
I’ACM, a augmenté nettement la taille de I’infarctus et cet effet pouvait étre annulé par
’application d’anticorps anti-TNF-a (Arvin et al., 1996; Barone et al., 1997). Ces données
portent A penser que le TNF-a pourrait peut-étre préparer le cerveau a des lésions
subséquentes, en activant ’endothélium capillaire, ce qui le rendrait pro-adhésif. De plus, le
TNF-a peut induire ’apoptose d’une variété de cellules cibles (Fehsel et al., 1991; Selmaj
et al., 1990; Zhang et al., 1995). Comme le TNF-a. est abondant dans les 1ésions cérébrales
ischémiques débutantes et tardives, il est possible que I’apoptose neuronale décrite dans le
chapitre 3, soit déclenchée en partie par des cytokines produites localement.

Par contre, selon des données in vitro, le TNF-o pourrait aussi protéger les
neurones contre les agressions métaboliques et excitotoxiques (Cheng et al., 1994). Le rdle
neuroprotecteur du TNF-a dans I’ischémie cérébrale est aussi appuyé par le fait que des
souris génétiquement déficientes en récepteurs du TNF-a ont présenté des infarctus plus

volumineux (Bruce et al., 1996).

6.3.5. Hypoxie et cytokines

Une hypoxie locale est trés courante a différents degrés (Moulder et Rockwell,
1987) et cette situation contrdle peut-étre la libération des cytokines physiologiquement
pertinentes, selon le contexte. Par conséquent, un changement microenvironnemental d’une
cytokine donnée pourrait intervenir dans le contrdle des lymphocytes T et la prolifération
d’autres types de cellules. Quand les cellules sont hypoxiques, on constate une

accumulation des cellules en phase G1 du cycle de croissance cellulaire (Amellem et
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Pettersen, 1993; Graeber et al., 1994; Taylor et Hodson, 1984); cette phase est
habituellement inversement proportionnelle au taux de croissance cellulaire. Naldini et ses
collaborateurs ont démontré que I’hypoxie influengait sur les activités antivirale (Naldini et
al., 1993) et antiproliférative de I’IFN (Naldini et al., 1995) et sur la cytotoxicité du TNF
(Naldini et al., 1994). Tous ces effets peuvent €tre reliés a la présence d’oxygene et a la
sensibilité de divers types de cellules a 'IFN ou au TNF (Aune et Pogue, 1989).

Dans des études in vitro avec des cellules mononucléées du sang périphérique
humain, I’hypoxie a influencé différemment la production des cytokines selon leur nature
stimulatrice ou inhibitrice (Naldini et al., 1997). En effet, la libération d’IL-2, d’IFN-y,
d’IL-4 et d’IL-6 (connues pour leurs activités stimulatrices sur la prolifération et la
différenciation de cellules immunocompétentes) était nettement plus élevée que chez les
témoins aprés 16 heures, tandis que celle d’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire) était
nettement inhibée. Les travaux d’un autre groupe montrent que 1’hypoxie déclenche la
production d’IL-1 dans les cellules endothéliales humaines en culture, ce qui causerait la
régulation positive des molécules d’adhérence des leucocytes par un mécanisme autocrine
(Shreeniwas et al., 1992).

6.3.6. Autres marqueurs périphériques de ’inflammation post-ischémique

Un AVC ischémique donne lieu & une augmentation de marqueurs périphériques de
la réponse inflammatoire, y compris la protéine C réactive (Muir et al., 1999; Syrjinen et
al., 1989; Vila et al., 1999), la vitesse de sédimentation (Chamorro et al., 1995; Vila et al.,
1999), le nombre total de leucocytes périphériques (Pozzilli et al., 1985), le nombre de
neutrophiles périphériques (Vila et al., 1999) et la température corporelle (Boysen et
Christensen, 2001). Une augmentation de ces marqueurs périphériques de I’inflammation et
de la réponse inflammatoire en phase aigué semble annoncer une évolution défavorable de
I’AVC (Azzimondi et al., 1995; Chamorro et al., 1995; Di Napoli et al., 2002; Muir et al,,
1999; Vila et al., 1999).

6.4. Conclusion

L’AVC induit un processus inflammatoire qui inclut I’activation de cellules locales
et le recrutement de cellules de la périphérie. Les cellules du SNC tels la microglie, les
cellules endothéliales et les neurones produisent des cytokines ayant des propriétés pro- ou

anti-inflammatoires. Il est de plus reconnu que I’ischémie donne lieu a une réponse
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inflammatoire par I’infiltration des PMN, des monocytes/macrophages et des lymphocytes
T au niveau du SNC. Nous avons montré aussi que les cytokines pouvaient intervenir dans
la médiation de la neurotoxicité qui suit un AVC. L’inflammation est reconnue comme un
élément-clé dans la pathogénése et le prognostic d’'un AVC. Une meilleure compréhension
des mécanismes impliqués dans la réponse inflammatoire pourrait avoir une implication

importante dans la thérapie appliquée aux patients avec AVC.



CHAPITRE 7

INTERACTIONS NEUROIMMUNES ET ASYMETRIE
FONCTIONNELLE APRES ISCHEMIE CEREBRALE AIGUE

7.1. Communication bidirectionnelle entre le SNC et le syst¢tme immunitaire

Plusieurs voies de communication bidirectionnelles et plusieurs interactions
fonctionnelles ont été décrites entre le SNC et le systéme immunitaire (Ader et al., 1990;
Downing et Miyan., 2000). En 1919, Ishigami a démontré une réduction de I’activité
phagocytaire chez des patients tuberculeux pendant des épisodes de stress émotionnel.
L’influence du SNC sur le systéme immunitaire a été proposée apres que la vulnérabilité
aux maladies en période de stress psychique eut été remarquée (Ader et al., 1996; Blalock,
1994). Un réseau de connections, par le biais de voies nerveuses, de cascades hormonales
et d’interactions cellulaires, permet au SNC de réguler le systtme immunitaire a 1’échelle
locale (au foyer de I’inflammation), régionale (dans les organes immunitaires) et générale
(par des voies hormonales).

A son tour, par des connections similaires, le systéme immunitaire régule aussi le
SNC. Ces deux systémes sont capables de répondre a un nombre infini de stimuli externes
ou internes et de présenter, par la suite, un comportement d’adaptation basé sur la mémoire
et I’expérience. Le fait que les lymphocytes soient capables de sécréter des substances
solubles comme des hormones peptidiques (Weigent et Blalock, 1987) qu’on croyait étre
sécrétées uniquement par le SNC et le fait que les cellules gliales synthétisent des cytokines
immunorégulatrices (Fontana et al., 1982), comme I'IL-1, indiquent que I’interrelation
entre le systtme immunitaire et le cerveau est sans doute plus que conceptuelle. Durant
I’inflammation, les cytokines produites au foyer de I’'inflammation peuvent envoyer des
signaux au cerveau et entralner des symptomes non spécifiques tels la fievre et le
comportement de maladie, etc. (Banks et al.,, 1991; Straub et al., 1998). En outre, les
cytokines sont exprimées dans des zones du cerveau, par exemple par la glie, les neurones
et les macrophages comme on I’a déja mentionné et jouent un rdle dans la mort des

neurones (Gutierrez et al., 1993; Maier et al., 1998) aussi bien que dans leur survie (Kohm

et al., 2000).
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Le SNC régule le systéme immunitaire par deux grands mécanismes : (a) la réponse
hormonale au stress et la synthése de glucocorticoides, et (b) le systéme nerveux autonome
par la libération de noradrénaline. Le SNC peut aussi réguler le systéme immunitaire
localement, par I’intermédiaire des nerfs périphériques, par la libération de neuropeptides
tels que la substance P et par la sécrétion de corticotrophine (CRH) (Kasprowicz et al.,
2000; Melmon et al., 1974). Le systéme immunitaire est ensuite soumis aux influences
neuroendocriniennes (Ader et al., 1996). Réciproquement, les infections ou les maladies
inflammatoires de méme que les agressions immunologiques influencent la transmission
monoaminergique cérébrale et I’activité de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (axe
HHS) (Barneoud et al., 1988; Besedovsky et al., 1975; Besedovsky et al., 1977; Dunn et
al., 1989; Masek et al., 1982; Sarlis et al., 1992). La figure 15 de Khom et ses
collaborateurs (2000) illustre les voies de communication entre le SNC et le systéme

immunitaire.

7.1.1. Réle des hormones dans la réponse neuroimmune

Plusieurs étudesont démontré les effets que le systtme hormonal produit par
I’intermédiaire des glucocorticoides sur de nombreux aspects du fonctionnement des
cellules immunitaires (Adcock et Ito, 2000; Barnes et Adcock, 1998). Jusqu’a récemment,
on ne comprenait néanmoins pas bien que les glucocorticoides jouent un réle physiologique
essentiel dans la régulation du systtme immunitaire en présence ou en l’absence de
maladies. Le principal mécanisme de régulation de 1'effet des glucocorticoides sur le
systéme immunitaire est ’axe HHS (figure 15). Les principales composantes de cet axe
sont le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus, le lobe antérieur de I’hypophyse située a
la base du cerveau et les surrénales. La CRH est sécrétée par le noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus, gagne le lobe antérieur de I’hypophyse par la circulation porte
hypophysaire et stimule la sécrétion d’ACTH. Cette derniére circule ensuite jusqu’aux
surrénales ou elle déclenche la sécrétion et la libération de glucocorticoides. L’axe HHS est
soumis a la régulation du SNC et de la périphérie. Il peut aussi étre modulé par d’autres
facteurs, comme le systéme nerveux sympathique, les cytokines et d’autres neuropeptides,
tels que 1’arginine-vasopressine (AVP) (Scott et Dinan, 1998). La CRH est soumise a une
régulation négative par I’ACTH, par elle-méme et par d’autres neuropeptides et
neurotransmetteurs dans le cerveau, tels que le systtme acide y-aminobutyrique-

benzodiazépines (GABA-BZP) et le systéme des peptides opioides.
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Figure 15. Diagramme schématique des voies de communication entre le systéme nerveux

central et le syst¢éme immunitaire (Khom et al., 2000).

La CRH est régulée positivement par les systétmes sérotoninergique, cholinergique et
histaminergique (Calogero et al., 1988). Une surstimulation de I’axe HHS accompagnée de
quantités excessives de glucocorticoides circulants et d’une suppression globale des
réponses immunitaires augmente la vulnérabilité aux infections, tandis qu’une sous-
stimulation donne lieu & de faibles taux de glucocorticoides circulants et a une faible
vulnérabilité a I’inflammation. Un déréglement pourrait se produire a 1’échelle moléculaire
et entrainerait alors une résistance aux glucocorticoides et une augmentation de la
vulnérabilit¢é a [I’inflammation. Les glucocorticoides jouent un rdle dans
I’immunosuppression en réprimant le NF-xB, un facteur nucléaire important qui intervient

dans la régulation de cytokines et d’autres réponses immunitaires (Baldwin, 1996; Ghosh et

al., 1998; McKay et Cidlowski, 1999).

7.1.2. Role du systétme nerveux autonome sympathique dans la communication
bidirectionnelle entre le SNC et le systéme immunitaire

Il est généralement admis que des cellules immunitaires activées patrouillent
normalement dans le SNC et que leurs produits exercent des effets protecteurs et des effets
néfastes dans les pathologies du SNC. De méme, bien que le médiateur chimique du
systéme nerveux sympathique, la noradrénaline (NA), soit connu depuis longtemps pour sa
contribution a la réponse de lutte ou de fuite, on sait maintenant qu’il stimule aussi les

cellules immunitaires en présence d’une infection ou d’une agression immunitaire. Pour
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que ce role soit rempli, les organes lymphoides contiennent beaucoup de fibres nerveuses
sympathiques (Felten et al., 1987), qui commencent dans le SNC et se terminent a des
terminaisons axonales, & des lieux de contacts similaires ou tout prés de lymphocytes T ou
B, ce qui permet a la NA d’influencer directement 1’activité des lymphocytes (Straub et al.,
1998).

Roszman et Brooks (1985) ont démontré qu’un traitement par la 6-
hydroxydopamine (6-OHDA) occasionne une déplétion de la NA dans le tronc cérébral et
dans I’hypothalamus, sans que la concentration de sérotonine ne change, ni dans I'un, ni
dans Pautre. La déplétion de la NA dans le SNC et les lésions hypothalamiques peuvent
produire une altération notable de la fonction immunitaire. Ces observations, de méme que
la libération et dégradation (‘turn over’) de la NA dans I’hypothalamus peuvent dépendre
de la réactivité immunitaire (Besedovsky et al., 1983).

Chez la souris, il a été prouvé que la stimulation du systéme immunitaire par des
lipopolysaccharides (LPS) bactériens, le virus de la maladie de Newcastle (NDV) ou le
virus de la grippe, augmente la libération de la NA et de la sérotonine (SHT) dans le
cerveau et active la synthése d’hormone adrénocorticotrope (ACTH) et de corticostérone
(Dunn et al.,, 1987; Dunn et al., 1989; Dunn et Welch, 1991; Rivier et al., 1989a). Ces
réponses neurochimiques et endocriniennes se produisent rapidement quelques heures apres
I’administration des LPS bactériens et sont probablement médiées par les cytokines
produites par les cellules immunitaires stimulées. I1 a été démontré que I'[L-1, synthétisce
par les macrophages activés (Oppenheim et al., 1979) est responsable de I’accroissement de
la sécrétion d’ACTH qui suit I’administration de LPS ou du NDV (Besedovsky et Del Rey,
1989; Rivier et al., 1989a). De plus, I’administration directe d’IL-1 change les
concentrations centrales de monoamines, effets qui ressemblent beaucoup a ceux qu’on
constate aprés ’administration de LPS ou du NDV (Berkenbosch et al., 1987; Rivier et al.,
1989b).

Des augmentations similaires mais retardées de la concentration de la NA et de la
5HT, de méme qu’une stimulation de I’axe HHS, ont été observées aprés I'immunisation
contre les globules rouges de mouton. Cette activation s’est produite au moment ou la
synthése d’anticorps IgM était maximale, comme en témoignait le nombre de cellules
formatrices de plages de lyse dans la rate (Besedovsky et al., 1975; Besedovsky et al.,
1977; Besedovsky et al., 1983; Carlson et al. 1987). La presence de fibres nerveuses

sympathiques dans les organes lymphoides et la libération de NA par les terminaisons
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nerveuses situées tout prés des cellules immunitaires constituent un mécanisme par lequel
la NA pourrait influencer le fonctionnement des cellules immunitaires (Khom et al., 2000).
A sa libération, la NA se lie aux récepteurs p,-adrénergiques (B2AR) exprimés a la surface
de diverses cellules immunitaires et influence ainsi leur activité. L’activité des nerfs
sympathiques qui commencent dans le SNC pourrait étre influencée par les produits de
cellules immunitaires activées, puisque les cytokines et les cellules circulantes sont
transportées activement dans le SNC; de plus, la stimulation des récepteurs de cytokines
exprimés sur les axones périphériques influence leur activité (Khom et al., 2000). Fait
encore plus important, un petit nombre de lymphocytes patrouillent activement dans le
SNC sain. Quand ils sont activés, un nombre accru de lymphocytes entrent dans le SNC et
y produisent des cytokines et des anticorps susceptibles de le protéger contre des 1ésions
ou, au contraire, de les exacerber. Enfin, la synthése d’hormones déclenchée par
’activation de I’axe HHS pourrait également influencer diverses activités systémiques des
cellules immunitaires (Khom et al., 2000).

Une infection, I’immunisation par des globules rouges de mouton et la présence de
cytokines inflammatoires influencent toutes, tant I’activation du SNC, que la libération de
NA dans les organes lymphoides. Plus particuliérement, I’'IL-1 (Banks et al., 1991; Maier et
al., 1998) et le TNF-o. (Gutierrez et Banks, 1993) ont déja été considérés comme les
principaux signaux provenant de cellules immunitaires et capables de stimuler & la fois
I’activation du SNC et la libération de NA. De données récentes ont cependant révélé que
les lymphocytes B et les lymphocytes CD4+ spécifiques d’antigénes jouent un réle crucial
dans la stimulation lymphocytes T de la libération de NA dans la rate (Khom et al., 2000).

7.2. Latéralisation cérébrale et conséquence de I’AVC sur le systéme nerveux sympathique

La latéralisation ou I’asymétrie fonctionnelle du cerveau est bien connue chez
I’humain et les animaux (Glick et al., 1977; Glick et al., 1979; Geschwind et Galaburda,
1982). Des études fonctionnelles, anatomiques et neurochimiques ont toutes démontré que
les hémisphéres droit et gauche n’ont pas les mémes fonctions (Geschwind et Galaburda,
1985a; Geschwind et Galaburda, 1985b; Geschwind et Galaburda, 1985c). La parole et la
prédominance gestuelle dépendent de 1’hémisphére dominant, tandis que la représentation

de P’espace, I’affect et la mélodie sont des propriétés situées dans I’hémisphére mineur ou
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non-dominant (Heilman et Valenstein, 1993). Ce ne sont 1a que quelques exemples de
latéralisation cérébrale.

De plus en plus de données récentes portent a penser que les efférences autonomes
cérébrales sont aussi latéralisées. Chez le rat, les infarctus de I’hémisphére droit ont plus de
conséquences sur le systéme nerveux sympathique que ceux de I’hémisphére gauche, y
compris des changements de la tension artérielle moyenne, des décharges neuronales
sympathiques rénales, des électrocardiogrammes et des taux plasmatiques de NA
(Hachinski et al.,, 1992). De méme, chez des patients présentant un AVC aigu, la
perturbation du contrdle de la fonction autonome cardiaque dépend de I’hémisphere atteint,
avec une prédominance sympathique dans les AVC de 1’hémisphére droit (Robinson et al.,
1997).

Une étude a été effectuée pour évaluer le dysfonctionnement autonome cardiaque
de patients présentant un infarctus ischémique au niveau du cortex insulaire ou ailleurs
dans le cortex et pour démontrer une latéralisation de I’activité autonome médiée par le
cortex insulaire (Meyer et al., 2004). La fonction sympathique a été évaluée de maniére
prospective, en déterminant les taux plasmatiques de noradrénaline et d’adrénaline chez 15
patients atteints d’'un AVC au niveau de ’ACM de I’hémisphére gauche (quatre infarctus
insulaires) et 14 patients ayant subi un AVC au niveau de I’ACM de I’hémisphére droit
(cing infarctus insulaires). Les tensions artérielles systolique et diastolique ainsi que la
fréquence cardiaque ont été enregistrées pendant les cinq premiers jours suivant I’AVC.
L’activité sympathique était significativement plus élevée dans les cas d’infarctus insulaire
que dans les autres (p < 0,05). Les parameétres cardiovasculaires étaient également €levés
chez les premiers. L’activation pathologique du systéme nerveux sympathique était plus
importante aprés un AVC au niveau du cortex insulaire de I’hémisphére droit (p < 0,05).
Les patients présentant un AVC dans le cortex insulaire de I’hémisphére droit sont donc les

plus susceptibles de connaitre un dysfonctionnement autonome cardiaque.

7.3. Latéralisation cérébrale, préférence manuelle et immunité

Une relation entre la latéralisation cérébrale et la fonction immunitaire a été
suggérée par Geshwind et ses collaborateurs (Geschwind et Galaburda., 1985a; Geschwind
et Galaburda 1985b; Geschwind et Galaburda 1985c; Geschwind et Behan, 1982). Ils ont
observé une fréquence plus élevée de gauchers chez les patients atteints d’une maladie

immunitaire (Geschwind et Behan, 1982). D’autres études ont donné des résultats



115
contradictoires concernant la relation entre les maladies auto-immunes et la manualité
gauche (Pennington et al., 1987; Satz et Soper, 1986; Searleman et al., 1987; Van Strien et
al., 1987). Cependant, quelques études viennent appuyer I’existence d’une association entre
la latéralisation cérébrale et la fonction immunitaire. Des différences d’activité des cellules
NK ont été constatées chez des femmes, en fonction de I’asymétrie de I’activation EEG
frontale (Kang et al., 1991). Chez 25 patients agés, droitiers, ayant récemment subi un
AVC, un patient ayant eu un AVC du coté droit et six patients ayant eu un AVC du coté
gauche, ont présenté une réduction fonctionnelle immunologique et une infection grave
(Kawaharada et Urasawa, 1992).

Une étude réunissant 176 adultes et enfants a montré des différences de réactions
cutanées a I’histamine, entre le bras gauche et le bras, droit selon la latéralité manuelle
personnelle et familiale (Wise et al., 1993). Le diamétre de la papule causée par I’histamine
était plus grand sur le bras gauche des droitiers dont tous les parents proches étaient
droitiers, égal sur les bras gauche et droit des droitiers ayant des parents proches non
droitiers et plus grand sur le bras droit des gauchers. Etant donné que I’histamine est le
médiateur commun final pour les réactions d’hypersensibilité immédiate, ces résultats

appuient une relation entre I’asymétrie cérébrale et celle du systéme immunitaire.

7.4. Lésions corticales et latéralisation de la réponse immune chez les animaux

Des études animales indiquent que le néocortex intervient dans la modulation de la
fonction immunitaire (Ader et al., 1996; Blalock, 1994) et que les effets modulateurs des
hémisphéres droit et gauche sont différents (Neveu, 1988; Neveu, 1992; Neveu et al., 1994
Renoux, 1988).

Un contrdle néocortical latéralisé du nombre et de la fonction des lymphocytes T,
mais non des lymphocytes B, a été démontré (Bardos et al., 1981; Biziere et al., 1985;
Biziére et Renoux, 1986; Renoux et al., 1980; Renoux et al., 1983b). Des résultats récents
ont également établi que le néocortex influence les activités immunostimulatrices de
I’'imuthiol (Renoux et al., 1984; Renoux et al. 1987). Le néocortex est donc probablement
le grand organisateur de diversité, qui module le nombre et 1’activit¢ des cellules
immunocompétentes et qui dirige chaque composante du systéme immunitaire, pour qu’elle
joue son rdle adéquatement. Pour créer un effet de latéralisation du systéme immunitaire
chez des souris, elles ont été soumises & des 1ésions au niveau des faces dorsale et latérale

des structures corticales fronto-pariétales, sans pénétrer dans le corps calleux (Biziere et al.,
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1985; Renoux et al., 1983a). Ces chercheurs ont constaté que I’ablation partielle du
néocortex droit augmentait significativement le poids du thymus par rapport aux témoins
(Renoux et al., 1980; Renoux et al., 1983a; Renoux et al., 1984). Le poids de la rate et celui
du thymus étaient réduits chez les souris lésées du coté gauche et associés a des
changements d’architecture thymique (Biziere, 1985). En outre, le nombre de lymphocytes
T était réduit chez les souris porteuses d’une l€sion corticale gauche, jusqu’a environ 50 %
de celui des souris témoins ou lésées du coté droit, tandis que le nombre de lymphocytes B
spléniques était similaire chez les souris 1ésées et les souris intactes (Renoux et al., 1980;
Renoux et al., 1983b; Renoux et al., 1984). Simultanément, les I€sions du néocortex gauche
réduisaient 1’activité du facteur sérique qui induisait la maturation des cellules précurseurs,
alors que les lésions du néocortex droit I’augmentaient (Renoux et al., 1983a).

L’influence du néocortex sur les lymphocytes T s’étend a leurs capacités
fonctionnelles. Une lésion corticale gauche réduisait la capacité des cellules spléniques a
étre stimulées par les mitogénes des lymphocytes T et diminuait le nombre d’IgG anti-
GRM (globules rouges de mouton) déterminé par la technique des plages de lyse, sans
modifier les réponses qui dépendaient des lymphocytes B. En revanche, la
lymphoprolifération induite par la PHA ou la concanavaline A (Con A) et le nombre d’IgG
anti-GRM déterminé par la technique des plages de lyse étaient augmentés dans les cellules
spléniques des souris lésées du cté droit, par rapport aux souris témoins, changements bien
supérieurs chez les souris lésées du coté droit que chez les souris 1ésées du coté gauche,
alors que les réponses dépendant des lymphocytes B n’étaient pas changées (Renoux et al.,
1980; Renoux et al., 1983b; Renoux et al., 1984). Les 1ésions du néocortex gauche inhibent
’activité des cellules NK sans changer la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendant des
anticorps (ADCC) pour les globules rouges de poulet (Bardos et al. 1981), ce qui porte &
croire que cette activité cytotoxique dépendant des macrophages n’est pas contrdlée par le
néocortex fronto-pariétal. Léser le néocortex influence également la réponse d’une culture
mixte de lymphocytes. L’activation, par des allo-antigénes, des cellules spléniques des
souris lésées a gauche, est retardée par rapport a celle des témoins, tandis que la réponse
d’une culture mixte de lymphocytes spléniques de souris Iésées a droite est maximale, une
fois que les cellules témoins ne répondent plus (Renoux et al., 1983b). Une lésion
néocorticale droite augmente la quantité d’antigénes de classe I et I du CMH exprimés sur
les lymphocytes T (Renoux et al., 1987). Finalement, ’emploi d’imuthiol, qui recrute et

active les lymphocytes T et régule leur nombre et les activités qui en dépendent, a été
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étudié (Renoux et al.,, 1984; Renoux et Renoux., 1979). Chez des animaux au néocortex
gauche 1ésé, I’imuthiol a normalisé ou méme augmenté encore plus le nombre et la réponse
des lymphocytes T. L’imuthiol n’a pas influencé la lignée lymphocytaire T chez les souris
au néocortex droit 1ésé, quoique chez ces animaux, les activités des lymphocytes T soient
toujours augmentées sans traitement.

Des études menées chez les rats (Barneoud et al., 1988b; La Hoste et al., 1989) ont
démontré également que les 1ésions du néocortex gauche réduisent I’immunité liée aux

lymphocytes T, alors que les 1ésions du coté droit la rehaussent.

7.5. Lésions corticales et latéralisation de la réponse neuroimmune systémique chez les
humains

Chez I’humain, une étude a examiné les différences d’effets immunologiques de
résections cérébrales, du c6té dominant ou mineur, chez 11 patients adultes nécessitant une
opération pour épilepsie (Meador et al., 1999). Le nombre absolu de lymphocytes, le
nombre total de lymphocytes T, le nombre de lymphocytes T auxiliaires CD4+ et le
nombre de lymphocytes T suppresseurs CD8+, étaient tous réduits aprés une résection dans
’hémisphére dominant, mais ils étaient augmentés aprés une résection dans I’hémisphere
non-dominant. Ces constatations réunies donnent a penser que le cortex cérébral influence

le systéme immunitaire périphérique et que cette influence est latéralisée.

7.6. Impact des lésions sous-corticales du cerveau sur la réponse immune chez les animaux
Roszman et ses collaborateurs (1985a) ont entrepris une série d’expériences visant a
explorer les conséquences immunologiques de lésions destructrices de certaines zones du
cerveau. Les lésions électrolytiques au niveau de la partie antérieure de I’hypothalamus
(AH) de rats Fischer-344 ont supprimé divers paramétres immunitaires (Cross et al., 1980;
Roszman et al., 1985b), tandis que les lésions de I’hippocampe (HC), de I’amygdale (AM)
et des corps mamillaires étaient stimulatrices comparativement aux lésions du cortex
frontal et aux animaux sains (Brooks et al., 1982; Roszman et al., 1985b) (pour plus de
détails, voir le Tableau IV). Ces altérations du nombre et de la réactivité des lymphocytes
et de 1activité des cellules NK (Cross et al., 1984) ont été de courte durée. En effet, I’effet
maximal a été observé quatre jours aprés la formation des Iésions et tous les parameétres se
sont normalisés en moins de trois semaines. Méme si la plasticité des neurones et/ou des

neurotransmetteurs a 1’échelon moléculaire pourrait expliquer les effets aigus et la
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récupération observée, la suppression immunologique pourrait aussi résulter du stress causé
par la création des lésions. Etant donné, cependant, que les concentrations sériques de
corticostérone ne différaient pas entre les animaux expérimentaux et les animaux témoins,
les modifications du nombre de lymphocytes et de leur réactivité aux mitogénes et/ou aux
antigénes n’étaient pas simplement des modifications causées par les corticostéroides
(Cross et al., 1980). Ces résultats renforcent le concept de neuro-immunomodulation et
corroborent I’hypothése suivant laquelle le SNC peut aussi bien inhiber que stimuler la

réactivité immunitaire.

Tableau IV. Effet de 1ésions électrolytiques bilatérales sur les paramétres immunitaires

(selon Roszman et al., 1985b)

“% = = | Partie antérieure de Hippocampe ou
|| I’'hypothalamus amygdale
niques | Diminution Absence de changement
Nombre de thymocytes Diminution Absence de changement
ou augmentation (HC)

Réactivité des cellules Diminution Augmentation
spléniques aux mitogenes
Réactivité des thymocytes aux | Absence de changement Augmentation
mitogénes
Réactivité aux antigénes Diminution Non déterminée
Activité des cellules NK Diminution Non déterminée
Activité des cellules Augmentation Diminution
suppressives macrophages

7.7. Latéralisation de la réponse immune chez les patients avec un AVC

Certaines constatations cliniques permettent de supposer I’existence d’une
latéralisation cérébrale de I’immunomodulation aprés un AVC. Chez 25 patients droitiers,
agés, en phase aigué d’AVC (11 AVC droits, 14 AVC gauches), une réduction du nombre
de lymphocytes circulants et de leurs fonctions, ainsi qu’une augmentation de I’incidence
d’infections graves étaient nettement plus fréquentes quand 'AVC se situait dans
I’hémisphére gauche (Kawaharada et Urasawa, 1992). Une latéralisation des réponses
inflammatoires cutanées médiées par les lymphocytes T a également €té retrouvée chez des

patients ayant eu un AVC (Tarkowski et al., 1991; Tarkowski et al., 1995b).
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Des données préliminaires de Saint-Marseille et ses collaborateurs, sur 15 hommes

agés (5 AVC droits, 5 AVC gauches et 5 témoins sains appariés) ont indiqué 56 %
d’inhibition de la réponse proliférative in vitro des lymphocytes T du sang périphérique a la
phytohémagglutinine A (PHA) dans les cas d’AVC gauche et une absence de différence
dans les cas d’AVC droit. L’inhibition de la réponse des lymphocytes T aux mitogénes
s’est maintenue dans les cas d’AVC gauche pendant toute la période d’examen, d’une
durée de trois semaines, commengant pas moins de 15 jours aprés le début de 1’ischémie.
Pour cette étude, seuls des sujets ayant des lésions néocorticales unilatérales aprés un AVC
thrombotique ont été recrutés. Les 1ésions étaient objectivées par I’échographie Doppler et
la tomodensitométrie. Les lésions sous-corticales et bilatérales étaient exclues (Saint-

Marseille et al., 1996).

7.8. Conclusion

Le systtme immunitaire et le SNC ont des similitudes frappantes. Les deux
systtmes présentent une diversité cellulaire remarquable; les deux possédent des
caractéristiques mnésiques qui n’existent pas dans d’autres systémes. Les deux visent a
reconnaitre des substances étrangéres et 4 réagir pour maintenir les caractéristiques de
I’espéce et de I’individu. L’apprentissage entre cellules dans les deux systémes et la
communication entre le cerveau et le reste du corps met en jeu un réseau complexe dans
lequel des messages sont transmis et regus (Pert et al., 1985).

Les influx nerveux envoyés par le néocortex au moyen des neurotransmetteurs, des
hormones et des catécholamines constituent 1’arc efférent du réseau qui participe a la
différenciation des cellules lymphoides. Les lymphocytes et les macrophages activés par
des antigénes informent le SNC de la présence d’un intrus, en produisant des neuropeptides
et des catécholamines. Ainsi donc, les cellules immunitaires influencent la sécrétion
cérébrale de neurotransmetteurs qui, a leur tour, modifient le fonctionnement du systéme
immunitaire en réponse a un élément étranger.

Le systéme nerveux autonome, en particulier le systéme nerveux sympatique et
son médiateur la NA, servent de relais au cerveau pour réguler I’'immunité et
I’inflammation en périphérie. Or, certaines observations suggeérent que I’AVC entraine des
dysfonctionnements asymétriques du systéme nerveux autonome, dans le sens ou ces
dysfonctionnements dépendent de I’hémisphére cérébral lésé. De plus, la localisation

spécifique des 1ésions cérébrales (cortex versus sous-cortex) peut influencer les
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conséquences immunologiques en périphérie, allant de I’immunosuppression a
I’immunostimulation. Cependant les modeles utilisés jusqu’a présent sont trés artificiels et
restent en majorité éloignés de la physiopathologie de I’AVC. Il devient donc important de
savoir si les 1ésions cérébrales unilatérales induites dans les modéles bien établis d’AVC
entrainent des effets asymétriques sur le systtme nerveux sympathique et la réponse

immunitaire en périphérie.



DEUXIEME PARTIE
CONTRIBUTION ORIGINALE



BUT ET OBJECTIFS SPECIFIQUES

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) restent une cause majeure de mortalité
et d'incapacité physique permanente, essentiellement parce qu’on n’a pas complétement
¢lucidé les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les Iésions cérébrales
primaires et secondaires. L’AVC ischémique est le type le plus fréquent. Il est causé
généralement par I’occlusion d’une artere cérébrale majeure par un thrombus ou un embole,
entrainant la réduction ou la perte de I’irrigation sanguine d’une partie du cerveau et une
cascade d’événements complexes aboutissant a4 la mort des neurones cérébraux.
L’hypoxémie et I’'inflammation systémique sont des complications importantes de I’AVC
ischémique. Ces complications peuvent avoir un impact sur les 1ésions cérébrales et elles
représentent des cibles thérapeutiques potentielles. Le but de ce travail est de mieux
caractériser 1’hypoxémie et 1’inflammation systémique induites par I’AVC ischémique et
d’évaluer si ces phénomeénes sont soumis a I’asymétrie cérébrale, comme c’est le cas de
plusieurs conséquences de I’AVC. Les objectifs spécifiques sont les suivants : (i) Evaluer
les modifications des gaz sanguins, 1’érythropoiétine (EPO) plasmatique, le compte des
globules rouges, ’hématocrite et les globules blancs sanguins dans le modéle animal bien
établi d’occlusion de ’ACM chez le rat; (ii) Déterminer la cinétique d’induction des
cytokines pro-inflammatoires IL-1p, IL-6 et TNF-a dans le sang et la rate aprés occlusion
de PACM; (iii) Comparer les effets de 1’occlusion unilatérale de 1’ACM gauche ou droite

sur les globules rouges et les globules blancs sanguins, ainsi que sur le nombre et la

fonction des globules blancs spléniques.

Les travaux permettant d’atteindre ces objectifs sont décrits dans les trois
publications originales qui suivent. De plus, la section consacrée a la discussion générale
intégre ’ensemble de nos résultats, identifie les limites de ce travail et définit quelques

unes des perspectives futures.
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Background and Purpose — Systemic hypoxia is a common complication in stroke
patients, and it may exacerbate ischemic brain damage. Expression of the hypoxia-
inducible cytokine erythropoietin (EPO) is up regulated in the brain both in stroke patients
and in animal stroke models, and exerts local neuroprotective effects in the ischemic brain.
EPO is also well known to stimulate red blood cell (RBC) production. The purpose of the
present study was to evaluate whether post-stroke systemic hypoxia is present in the rat
model and is associated with increased peripheral EPO and RBC production.
Methods — Wistar rats underwent 1-hour transient middle cerebral artery occlusion
(MCAO) under mechanical ventilation, followed by reperfusion without further ventilation.
Groups of MCAO and sham-operated animals were evaluated at extended times after
reperfusion for assessment of arterial blood gases, plasma EPO, and complete blood count.
Results — Arterial oxygen saturation was significantly lower in the infarct group between 6-
24 hours after reperfusion (P=0.0005), and plasma EPO levels were increased at 6 hours
after reperfusion (P<0.05). RBC counts and hematocrit were transiently increased 2-7 days
after reperfusion in animals with MCAO compared to sham. Maximal increases were seen
at day 7 (22% and 16% increases of RBC count and hematocrit, respectively; P<0.001). In
contrast, the white blood cell counts in animals with MCAO decreased by more than 30%
in the same time period.
Conclusions —Plasma EPO levels, RBC counts and hematocrit are all increased in response

to systemic hypoxia following cerebral ischemia in rats.
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Clinical observations indicate that hypoxia is a common complication of stroke, in
the acute phase and hours to days after stroke onset.'” Even in stroke patients who appear
normoxic during the day, 25% develop hypoxia at night.* Studies in rats using intraluminal
filament transient middle cerebral artery occlusion (MCAO) and graded levels of hypoxia
have shown that hypoxia exacerbates ischemic brain damage. It is not known whether
animals with MCAO spontaneously develop systemic hypoxia after a stroke, but this might
be expected.

Eryhropoietin (EPO) is a hypoxia-inducible cytokine, originally identified as a
kidney-derived stimulator of erythroid progenitor cell proliferation and differentiation.>®
Increased synthesis of EPO is known to stimulate the production of red blood cells (RBC),
thereby increasing oxygen delivery to tissues as a mechanism of physiological adaptation
to hypoxia.”® Recent studies have shown that EPO and its receptor (EPOR) are expressed
in rodent and human brain tissues.”'® Expression of the EPO system is up-regulated in the

.12 and in human autopsy brains with ischemic

ischemic brain following MCAOQ in rodents,
infarcts or general hypoxic damage."’ Neutralization of endogenous brain EPO by
administration of soluble EPOR potentiates ischemic brain injury in a rodent MCAO stroke
model,'*'® suggesting a role for the brain EPO system in neuroprotection against ischemic
damage. Little is known about potential up-regulation of the levels of peripheral EPO and
its erythropoietic activity in response to systemic hypoxia following cerebral ischemia. In
MCAO mice, a transient increase of blood hematocrit was observed at the end of occlusion,
with normalization 1 hour after reperfusion.'® A similar study showed increases in
hematocrit 24 hours after reperfusion.'’ Potential changes in blood hematocrit at later
reperfusion time points, and their relationship with changes in blood gases and plasma EPO
are not known. The purpose of the present study was to evaluate the changes in plasma

EPO, RBC numbers and hematocrit from 0 to 28 days after transient MCAQ in Wistar rats,

and to examine whether these changes are associated with systemic hypoxia.
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Materials and Methods
Animals

All procedures were carried out in accordance with current guidelines of the
Canadian Council on Animal Care. Adult male Wistar rats (Charles River Breeding Center,
St. Constant, Quebec) were housed in groups of 3-5 and maintained under a natural light
cycle of 14 h light/10 h dark, with food and water available ad libitum. Animals were fasted
for 2 h before surgery and weighed prior to the surgery and at the moment of sacrifice. The
animals’ weights were uniform at the beginning of the experiments and ranged between
350-400 g.

Transient MCAO

The technique for transient MCAO was modified from Zhu and Auer,'® as described
previously.'® Anesthesia was induced with 5% isoflurane inhalation and maintained with 1-
2% isoflurane in nitrous oxide/oxygen (70%/30%). Animals were intubated and ventilated
(Harvard model 683 rodent ventilator). Rectal temperature was maintained throughout
surgery at 37+0.5 °C with a heating blanket (Harvard Homeothermic Blanket Control unit).
The tail artery was cannulated for blood sample collection, and blood pressure monitoring
(Gould 13-6615-50 preamp and 6600 Amp amplifier, Graphtec Mark8 recorder). Blood
gases and glucose level pre- and immediately post-ischemia were obtained. The total
amount of blood removed never exceeded 400 pul and was replaced with an equal volume of
saline. Arterial blood gases (PaO,, PaCO,, SaO,, pH) were measured using a blood gas
analyzer (Radiometer ABL520, Copenhagen, Denmark). The animals’ ventilatory rate was
adjusted to maintain normal levels of oxygen and carbon dioxide. MCAO was induced with
a 3-0 monofilament coated with poly-L-Lysine at a mean arterial blood pressure (MABP)
of 60 mm Hg by regulating the percentage of isoflurane for a period of 60 min. The
filament was then withdrawn to allow reperfusion, and discontinuing the isoflurane restored
blood pressure. All wounds were closed, and the animals were allowed to recover in a room
maintained at 21.6-21.8 °C. Sham-operated animals underwent the same surgical treatment
without suture insertion or MABP reduction. In some experiments, a separate sham
hypotensive group was also studied. This sham hypotensive group was identical to the
normotensive one except for MABP, which was reduced to 60 mm Hg for 60 min after
isolation of the internal carotid. All other physiological parameters were similar in MCAO,

sham normotensive and sham hypotensive rats, both pre- and immediately post-surgery.
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Manipulation of the carotid body was identical in all sham and ischemic groups. When
follow-up periods exceeded 24 hours, a subcutaneous bolus of 10 ml 0.9% NaCl was given
immediately post-surgery and daily for 2 days to prevent dehydration. Neurological
assessment was performed in all rats before surgery, and at the moment of sacrifice, using
clinical scales described elsewhere.'” There was a 30-40% decrease in sensory and motor
activity in rats undergoing MCAO. No neurological abnormalities were observed in sham

and sham hypotensive groups.

Experiment 1: Blood Gases, Plasma EPO, and Hematological Changes During the
First 24 Hours After Reperfusion

A total of 4-5 animals in left sham-operated groups and 5-6 animals in left MCAO
groups were killed at 8 different time intervals (0, 1, 2, 4, 6, 18, and 24 hours) after
reperfusion. The animals were anesthetized and blood from the tail artery was used for
measurement of blood gases, followed by cardiac puncture for measurement of EPO levels
and complete blood count (CBC). Plasma EPO levels were measured by competitive
radioimmunoassay using the EPO-Trac 125] RIA kit (DiaSorin).2’ CBC was performed with
a Coulter Counter analyzer, and WBC differential count was measured by light microscopy

on peripheral blood smears stained with Wright-Giemsa.

Experiment 2: Hematological Changes from 0 to 28 Days After Reperfusion

MCAO was induced in the left or the right middle cerebral artery. Changes in
hematological parameters were measured at 0, 2, 7, 14, and 28 days after reperfusion. A
total of 10-15 animals in each of left or right sham-operated groups and 5-9 animals in each
of left or right MCAO groups were killed at each time point. Blood was harvested by intra-

cardiac puncture, CBC and WBC differential count were performed as above.

Statistical Analysis

After data validation and normality checks, the effects of the main factors were
assessed by means of a mixed analysis of variance (ANOVA) model with a first order
autoregressive covariance structure. Main treatment effects were calculated and plotted for
each of the factors. Comparisons at specific time-points were analyzed using simple

ANOVA for independent groups, and post-hoc analysis was done by the Wilcoxon rank-
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sum test. Spearman coefficients (r) were used to assess the degree of correlation between

the main factors. Statistical significance was reached if P<0.05.
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Results
Effect of MCAO on Blood Gases After Reperfusion

There was a precipitous drop in SaO; immediately following surgery in both MCAO
and sham groups, as the animals were no longer oxygenated and ventilated (Figure 1). SaO,
stabilized at about 85% in the sham animals at 6 hours after reperfusion, but continued to
drop to 75-80% in the MCAO animals, with a significant difference between these groups
at 24 hours (P=0.03). The average SaO; values for the period 0-4 hours after reperfusion
were virtually identical in the 2 groups (Figure 2A : 94.3+1.2% versus 93.7+1.8% in sham
and MCAQO rats, respectively). Between 6—24 hours after reperfusion, average SaO, values
were significantly lower in the MCAO rats, and were in the hypoxic range (86+0.8% versus
78.811.7%; P=0.0005) (Figure 2A). Changes in PaO, were similar to those of Sa02, with
no difference between MCAO and sham animals 0-4 hours after reperfusion, and
significantly lower PaO, levels in MCAO rats between 6-24 hours after reperfusion
(66.7+1.4 mm Hg vs. 58.0+2.0 mm Hg; P<0.0013) (Figure 2B). There was no significant
difference in PaCO, values between sham and MCAQ animals, although there was a trend
for PaCO, from 6-24 hours after reperfusion to be higher in the MCAO group (P=0.0551;
Figure 2C).

Effect of MCAO on Peripheral EPO Production and Hematological Parameters After
Reperfusion

EPO concentrations were similar in both groups at time 0, and they increased
gradually with time in both cases, followed by a decline towards baseline levels. Peak
concentration of EPO was 20% higher in the MCAO animals (89.2+/-8.9 mU/ml versus
74.443.1 mU/ml, P<0.05, Figure 3), and occurred 2 hours later (6 versus 4 hours after
reperfusion). As well, plasma EPO levels in MCAO rats tended to have a negative
correlation with the SaO, values in these animals (r=-0.62; P=0.056). Changes in
hematological parameters during the first 24 hours after reperfusion are summarized in
Table 1, with no difference between groups, except a 26% decrease in WBC count at 24
hours in MCAO rats as compared to sham (P<0.05).
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Effect of MCAOQO on Hematological Parameters from 0-28 Days After Reperfusion
CBC was performed on all animals at 0, 2, 7, 14 and 28 days after reperfusion. Data
from left- and right-sided MCAQO rats were pooled since no difference was observed
between the sides of occlusion. RBC (Figure 4A) and hematocrit (Figure 4B) were
unchanged in MCAOQ versus sham rats at the end of the surgical procedure (time 0). At day
2, the increases were significant in the stroke group: 12% (P<0.01) and 14% (P<0.01) for
RBC and hematocrit, respectively. Maximal changes were observed at day 7, with a 22%
increase for RBC (P<0.001), and a 16% increase for hematocrit (P<0.001). These
parameters normalized 14 and 28 days after reperfusion. Changes in hemoglobin
concentration in MCAOQ rats were similar to those of RBC count and hematocrit, with 10%
(P<0.01) and 20% (P<0.001) increases at days 2 and 7, respectively, and no changes at
days 14 and 28, as compared to sham. In contrast to the increases induced by MCAO in
RBC variables, WBC count was decreased by 33% (P<0.01), 45% (P<0.001), and 38%
(P<0.01) at 2, 7, and 14 days, respectively (Figure 4C). These changes in WBC count
reflected as much the decrease within the MCAO group (27% decrease at day 7 compared
to day 0) as the increase in counts in the sham group (58% increase at day 7 compared to
day 0). The WBC counts were similar in both groups by day 28 (Figure 4C). Hematological
parameters were assessed at days 0, 2 and 7 after surgery in the sham hypotensive group
and compared to the sham normotensive group. MABP values in the hypotensive group
were 22-25% lower than those in corresponding normotensive animals, and there was no

difference in RBC count, hematocrit, and WBC count between these groups (Table 2).
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Discussion

This study shows that MCAO rats develop moderate hypoxia (Sa0.< 80%; PaO,<
60%) from 6 to 24 hours after reperfusion. The decreases in SaO, and PaO; in the ischemic
animals are significant not only compared to sham controls, but because these values are
now at levels that compromise oxygen delivery.?! The post-stroke systemic hypoxia in
MCAO rats correlates well with previous clinical observations in stroke patients."” Other
studies using transient MCAO model in Wistar rats have found no difference in PaO, up to
4 hours after reperfusion,22 but no measurements were made after the 4-hour time frame.

In the ischemic brain, where autoregulation is often impaired, even low or moderate
hypoxia can produce detrimental effects.?* The causes of post-stroke hypoxia may be
multiple, including alterations in the central regulation of respiration, weakness of the
respiratory muscles on the hemiplegic side, and obstructive sleep apnea.” Medical
complications arising after a stroke such as aspiration, chest infection, and pulmonary
emboli may also impair oxygenation. In our model, hypoxia is not likely due to aspiration
pneumonia or pulmonary embolism as the animals were not infected or immobile. The low
Pa0, associated with a slightly increased PaCO, point to a problem of ventilation, such as
respiratory muscle weakness, central respiratory dysfunction or sleep apnea. It is also
possible that MCAO animals had a greater respiratory depressant response to anesthesia
because of progressive underlying brain damage. The immediate response to hypoxia
involves reflex hyperventilation mediated by chemoreceptors in the carotid body.?
Manipulation of the carotid body during surgery was identical in the sham and MCAO
groups, thus eliminating damage to the chemoreceptors as a possible reason for the
difference in PaO, between the two groups.

Hypoxia is the main stimulus of EPO production both in peripheral and brain
tissues, by activation of a transcription factor, the hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-
1c).5"?% A prolongation of the increase over time of plasma EPO is observed in the MCAO
rats 6 hours after reperfusion, followed by moderate polycythemia 2-7 days after
reperfusion. The fact that EPO levels increased only transiently in the presence of persistent

827.28 and this may be explained,

hypoxemia is consistent with observations in other models,
at least in part, by cellular adaptation to hypoxia.&28 The early time course of RBC increase
is also consistent with the known effects of hypoxemia and EPO increase on erythropoesis

in rats.??>3° The maximal increases in plasma EPO, RBC count and hematocrit in MCAO



136
rats are 20-30% over sham controls. These responses remain below the magnitude required
to increase blood viscosity or contribute to cerebral infarction.’'* As well, the amounts of
brain EPO induced by MCAO are also relatively low,'""'? and likely insufficient to protect
against acute cerebral ischemia. They may however play a neuroprotective role in the
tolerance to further stroke episodes,'® by mechanisms involving prevention of neuronal cell
death through inhibition of apoptotis.>* By analogy, the moderate polycythemia observed in
MCAO rats might represent an attempt to precondition the brain against subsequent
ischemia.

Systemic hypotension is a feature of the MCAO model, but not present in the sham
group.'®® The results of the sham hypotensive group eliminate hypotension as a
contributor to the observed hematological changes, and previous studies have demonstrated
that controlled mild hypotension does not affect systemic oxygen delivery to tissues.>>*®
Therefore, the hypoxia and the changes in hematological parameters in the stroke group
appear independent of hypotension.

It is possible that the increase in hematocrit is simply the result of dehydration and
hemoconcentration, but this is unlikely. Hydration was assured by subcutaneous
administration of saline and, if hematocrit increased as a result of dehydration, a
concomitant increase in WBC count would be seen as well. In this study, the increase in
RBC and hematocrit was accompanied by a concomitant decrease in WBC, which is
inconsistent with dehydration. Future studies measuring reticulocyte counts will provide
additional proof of true erythropoiesis. Interestingly, a decrease in spleen white cells was
previously observed in this same model," indicating that white cells may shift both from
blood and spleen into other lymphoid and/or non-lymphoid tissues, including the ischemic
brain. Alternatively, increased cell death may play a role. To our knowledge, this is the first
study relating systemic hypoxia to plasma EPO increase and erythropoiesis following
MCAO. This supports the hypothesis that hypoxia occurs after cerebral ischemia and may

affect outcome.
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TABLE 1. Time Course of Hematological Changes During the First 24 Hours After
Reperfusion in MCAO and Sham Rats

Reperfusion RBC Hematocrit WBC
Time (hours) Group n (10'%/L) (L/L) (10°/L)
0 Sham 5 6.41£0.28 0.38+0.02 8.80+1.01
MCAO 5 5.94+0.52 0.34+0.03 8.98+2.14
1 Sham 5 5.53+0.21 0.32+0.01 6.42+0.66
MCAO 5 5.81+0.19 0.33£0.01 6.32+£0.73
2 Sham 4 6.31+0.13 0.3620.00 9.50+0.80
MCAO 5 6.06+0.20 0,35+0.01 7.84+£0.83
4 Sham 5 6.2120.11 0.35+0.01 12.50+2.04
MCAO 5 6.58+0.33 0.37+0.02 9.12+0.84
6 Sham 4 5.51%0.51 0.32+0.03 10.80+1.26
MCAO 6.48+0.46 0.360.03 9.72+0.62
18 Sham 5 6.76+0.15 0.39+0.01 10.90+1.20
MCAO 5 6.74+0.36 0.39+0.02 9.64£1.15
24 Sham 5 6.88+0.23 0.39+0.01 9.10+£0.89
MCAO 6 7.17£0.21 0.40+0.01 6.74+0.72*

Values are expressed as mean+SEM.

*Different from sham group (P<0.05, ANOVA followed by Wilcoxon rank-sum test).
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TABLE 2. Time Course of Hematological Changes in Sham-operated Animals with or

without Hypotension
Reperfusion MABP RBC Hematocrit  WBC
Time (hours) Group n mmHg  (10'YL) (L/L) (10°/L)
0 Sham + HYPO 10 59.82+0.60 6.254+0.11 0.36+£0.01 5.90+0.50
Sham 10 79.27£2.66 6.22+0.16 0.34+£0.01 6.02+0.30
48 Sham + HYPO 10 58.38+0.59 6.49+0.22 0.38+0.01 8.55+0.53
Sham 13 75.81+2.46 6.21+0.24 0.36:0.01 7.35+0.64
168 Sham + HYPO 9 57.32+£1.09 6.56+0.18 0.39+0.01 9.38+1.23
Sham 9 73.96+3.47 6.40+0.17 0,38+0.01 9.22+0.89

Values are expressed as mean+SEM.

Sham + HYPO : Sham-operated animals with MABP controlled at 60 mm Hg
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Figure Legends

Figure 1. Time-dependent changes in SaO; levels after reperfusion in MCAO and sham
rats. *P=0.03, MCAO versus sham.

Figure 2. Levels of SaO, (A), PaO; (B), and PaCO; (C) in groups of MCAO and sham
operated rats at periods of 0-4 hours, and 6-24 hours after reperfusion. The P values of the

statistical differences between MCAQ and sham rats are indicated.

Figure 3. Temporal modulation of plasma EPO following transient MCAO in Wistar rats.
*P<0.05, MCAO versus sham rats.

Figure 4. Changes in RBC (A), hematocrit (B), and WBC count (C) following MCAO in
Wistar rats. * P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001, MCAO versus sham rats.
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Summary

Systemic hypoxia is a common complication in stroke patients and may exacerbate
inflammatory processes and ischemic brain damage. Using the transient middle cerebral
artery occlusion (MCAO) model in Wistar rats, we have shown previously that ischemic
animals develop systemic hypoxia from 6 hours to at least 24 hours after reperfusion,
leading to increases in plasma erythropoietin levels, followed by transient increases in red
blood cell counts and hematocrit values from 2 to 7 days. The purpose of the present study
was to evaluate whether post-stroke systemic hypoxia in MCAO rats is associated with
increases in systemic expression of inflammatory cytokines in blood and spleen at the
mRNA level, focusing on IL-1P, IL-6 and TNF-o.. Results show that expression of the
inflammatory cytokines is upregulated in ischemic brain tissue from 6 to 24 hours after
reperfusion. No difference was observed between sham and MCAO rats in the expression
of the cytokines in the peripheral tissues during the first 24 hours, while a marked increase
was observed after 2 days of reperfusion, followed by a decline towards baseline levels
after 7 days. These results indicate that post-stroke sytemic hypoxia is associated with a

transient systemic inflammatory response which may modulate erythropoiesis.
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Introduction

Systemic hypoxia is a common complication in stroke patients (Roffe, 2001).
Graded levels of hypoxia produced by lowering the inspired oxygen in the widely used
middle cerebral artery occlusion (MCAO) stroke model in rats have shown that hypoxia
exacerbates ischemic brain damage (Miyamoto et al, 2000). Recently, we have shown that
systemic hypoxia spontaneously occurs from 6 hours until at least 24 hours after
reperfusion in MCAO rats, supporting the previous clinical observations in stroke patients
(Gendron et al, 2004). In response to the post-stroke hypoxia, plasma erythropoietin (EPO)
was increased by 6 hours after reperfusion, followed by a moderate and transient
polycythemia from 2 to 7 days after reperfusion (Gendron et al, 2004).

Stroke is associated with upregulation of a number of inflammatory mediators in the
brain, including the pro-inflammatory cytokines IL-1B, IL-6 and TNF-a which may
contribute to ischemic brain injury (Dimagl et al, 1999). In parallel, anti-inflammatory and
neuroprotective mediators are induced after stroke, including neurotrophins (Tabakman et
al, 2004) and EPO (Prass et al, 2003b). It is believed that the balance between these
neurotoxic and neuroprotective mechanisms will determine the final outcome. While most
studies focus on the inflammatory response in the ischemic brain, it is possible that a
similar paradigm is operating in peripheral tissues, through development of systemic
hypoxia, with potential impact on neuronal damage or repair. The purpose of the present
study was to evaluate whether post-stroke systemic hypoxia in MCAO rats is associated
with increases in systemic expression of inflammatory cytokines in blood and spleen at the
mRNA level, focusing on IL-1B, IL-6 and TNF-a., and to compare the time course and

intensity of the systemic response to that occurring in the ischemic brain.

Materials and Methods

Male Wistar rats underwent 1-hour transient MCAO under mechanical ventilation
followed by reperfusion without further ventilation, as described elsewere (Gendron et al,
2002). MCAO was induced in the left middle cerebral artery. Groups of 4-10 MCAO and
sham-operated animals were evaluated at different times after reperfusion for assessment of
arterial blood gases, plasma EPO, and complete blood count (Gendron et al, 2004). Total
RNA was extracted by the Trizol reagent and cytokine mRNAs were measured in the left

(ischemic) brain hemisphere, right (non-ischemic) brain hemisphere, whole blood, and
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spleen cell suspensions using a multi-probe RNase protection assay system (BD
Biosciences). Relative cytokine mRNA levels were calculated using 132 as a control.

Statistical significance was assessed by ANOVA.

Results

Typical autoradiograms of protection assays of RNA samples from blood, spleen,
left brain and right brain hemispheres are shown in Figure 1A. Quantitative analyses of
cytokine mRNAs are represented in Figures 1B-1D. Expression of IL-1B, IL-6 and TNF-
o was induced in the ischemic brain by 6 hours after reperfusion, and the response was
maximal after 18-24 hours with the following increasing order : TNF-a <IL-1B<IL-6
(Figures 1A and 1B). No cytokine was detected in the non-ischemic brain during this
period. Large amounts of IL-1p and lower amounts of IL-6 and TNFa were expressed in
blood and spleen in both sham and MCAO rats, with no significant difference between
these animals in the first 24 hours after reperfusion, reflecting a non-specific response to
the surgical stress (Figure 1A). However, IL-6 mRNA expression was markedly increased
in blood (Figure 1C) and spleen samples (Figure 1D) from MCAO rats, as compared to
sham controls, after 2 days of reperfusion (P<0.05), and the response was normalized by
day 7. Similar results were observed with IL-1$ and TNFa in blood and spleen after 2 and
7 days (not shown).

Conclusions

The results of this study reveal that transient MCAO upregulates expression of the
pro-inflammatory cytokines IL-1p, IL-6 and TNF-a in blood and spleen. The response is
delayed by about 24 hours as compared to expression of brain cytokines, and is transient,
with a maximum at 2 days, and normalization by 7 days. It is likely that post-stroke
systemic hypoxia is involved in the upregulation of these cytokines, as it is observed with
increased plasma EPO levels. Future studies will determine the interplay between pro- and
anti-inflammatory cytokines induced outside the brain by post-stroke hypoxia, and their

potential detrimental and/or beneficial effects on neuronal damage and stroke outcome.
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Figure legend

Figure 1. Multi-probe RNase protection assay of inflammatory cytokines in MCAO and
sham rats. Typical autoradiograms of protection assays of RNA samples from blood,
spleen, left brain and right brain hemispheres (A). Time course of cytokine mRNA
expression in the ischemic brain (B), blood (C), and spleen (D). * P<0.05, MCAO versus
sham rats (ANOVA).
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Abstract
The left and right neocortex of the brain has been shown to exert asymmetrical
effects on the immune system. In the present study, we used a middle cerebral artery
(MCA) occlusion model in Wistar rats to analyze the influence of unilateral CNS
ischemia on spleen cell number and function. The occlusion time was 1 h, followed by
reperfusion with survival for 0, 2, 7, 14, and 28 days. Changes in plasma norepinephrine
levels were used as an index of peripheral sympathetic activity. Results showed that the
total number of spleen cells significantly decreased after 2-28 days of survival in
animals with cerebral ischemia compared to sham-operated controls. There was no
change in the percentage of CD5'-CD4" T cells, MHC class II' cells, and ED1*
macrophages. However, the percentage of CD5'-CD8" T cells decreased at 2 days,
resulting in increased CD4/CD8 ratio, and both parameters returned to control levels
after 7 days. Mitogen-induced T and B lymphocyte proliferation increased after 0-28
days post-ischemia independently of the mitogen used. There was no difference in
immune response or norepinephrine levels between left and right MCA occlusions.
These results are consistent with the notion that cerebral ischemia induces mobilization
of certain immune cells from the periphery to the brain, where they may contribute to
the local inflammatory response. Additionally, the data indicate that cerebral ischemia is
followed by a systemic activation of T and B lymphocytes. Absence of asymmetric
effects of left versus right stroke, and failure to demonstrate any suppressive effects of
left-sided lesions on lymphocyte proliferation, probably reflects the fact that these large

cerebral ischemic lesions affect both cortical and subcortical areas.

Theme: Endocrine and autonomic regulation
Topic: Neural-immune interactions
Keywords: Cerebral ischemia; Cerebral lateralization; Lymphocyte subsets;

Lymphocyte proliferation
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1. Introduction

Functional, anatomical and neurochemical studies have all shown that the left
and right hemispheres do not have identical functions [17-19]. Speech and hand
dominance are a function of the dominant hemisphere, whereas spatial awareness, affect
and melody are properties located in the non-dominant hemisphere [22]. These are just a
few examples of cerebral lateralization. During the last few years, there has been
growing evidence that cerebral autonomic outflow is lateralized as well. In the rat, right
hemisphere infarcts have greater sympathetic consequences than left hemisphere
infarcts, including changes in mean arterial blood pressure, renal sympathetic nerve
discharge, electrocardiogram tracings, and plasma norepinephrine (NE) levels [21].
Similarly, in patients with acute stroke, the control of cardiac autonomic function is
impaired in a lateralized fashion, with sympathetic predominance in right hemisphere
strokes [49].

Although the immune system was once thought to be independent of central
neural influence, recent studies demonstrate a link between autonomic nervous system
activity and the peripheral immune response. Indeed, the sympathetic nervous system is
one of the major pathways whereby the CNS signals the immune system [32]. Studies in
mouse [43,48] and rat [4,34] have looked at the effects of cortical lesions on the
immune system. These studies showed that lesions of the left neocortex depress T-cell
immunity, whereas right-sided lesions enhance it. Cerebral neocortex modulation of
other immune functions seems to be lateralized as well, including natural killer cell
activity [2,7] and phagocyte functions [42]. All these functions are reduced by left-sided
cortical lesions, and increased or unchanged by right-sided lesions. Hemispheric
asymmetries in immune regulation have been confirmed by behavioral approaches and
are thought to be related to asymmetries in brain monoaminergic neurotransmitters
[3,11,41,44,45]. In humans, one study [37] examined the differential immunologic
effects of dominant versus non-dominant cerebral resections in 11 adult patients
requiring surgery for epilepsy. Absolute lymphocyte count, total T cells, CD4" helper T
cells and CD8" suppressor T cells were all reduced after a dominant hemisphere
resection, but were increased after non-dominant resection. Taken together, these
findings suggest that the cerebral cortex influences the peripheral immune system, and
that this influence is lateralized.

Certain areas of the CNS have been more specifically linked to the control of the
immune response. Roszman and colleagues found that electrolytic lesions in the anterior

hypothalamus suppressed a variety of immune parameters including spleen and thymus
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cell numbers, and spleen cell responsiveness to mitogens [9,53], whereas lesions in the
hippocampus, amygdala and mamillary bodies increased these same parameters [8,53].
The response was not only lesion-specific, as described above, but transient, observed
only during the first 4 days following the lesion [10].

Stroke has been shown to be associated with altered immune function, especially
in the brain. The local cerebral immune and inflammatory responses to stroke involve
upregulation of several inflammatory mediators, including cytokines, chemokines, cell
adhesion molecules, and reactive oxygen and nitrogen species that contribute to
neuronal damage [1,23]. Such mediators are released by resident cells (e.g., microglia,
astrocytes), and by peripherally-derived leukocytes infiltrating the CNS following
disruption of the blood-brain barrier, and exposure of relatively sequestred CNS
antigens to the peripheral circulation [24,26,28,31,40,56-58]. Impairment and
lateralization of immune function in the periphery are likely to occur after ischemic
stroke, given the reported asymmetries of stroke-induced sympathetic consequences and
the important role of the sympathetic nervous system in immune regulation. Some
clinical observations have postulated the existence of cerebral lateralization of
immunomodulation following stroke. In 25 elderly right-handed patients with acute
stroke (11 right, 14 left), a decrease in peripheral blood lymphocyte counts and
functions, and an increase in the incidence of severe infections were clearly more
frequent when the stroke was located in the left hemisphere [29]. Lateralization of T-
cell mediated cutaneous inflammatory responses was also found in patients with stroke
[61,62]. Our own preliminary data in elderly male patients, including 5 left, 5 right, and
5 age-matched normal controls, indicated a 56% inhibition of the in vitro proliferative
response of peripheral blood T lymphocytes to phytohemagglutinin A (PHA) in patients
with left stroke [55]. The response was not affected in patients with right stroke. The
inhibition of the T cell mitogenic response was maintained in left stroke patients during
the entire period of examination of 3 consecutive weeks beginning at least 15 days after
the onset of ischemia. In this study, only subjects with unilateral neocortical lesions
after a thrombotic cerebrovascular accident were selected by using Doppler ultrasound
and tomodensitometry, excluding subcortical and bilateral damage [55].

In the present study, we used a well-established transient middle cerebral artery
(MCA) occlusion stroke model in Wistar rats [5,13,66] to evaluate whether cerebral
ischemic lesions lead to changes in immunologic functions in the periphery, and if these
changes are lateralized. To this end, we measured spleen cell number and subsets, and

mitogen-induced spleen T and B lymphocyte proliferation at different time intervals
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after a left or right-sided cerebral ischemia, and compared them to sham-operated
controls. In addition, changes in plasma NE levels were used as an index of peripheral

sympathetic activity.
2. Materials and Methods

2.1. Chemicals

Thymidine [methyl-3H] (specific activity 2 Ci/mmol) was purchased from
PerkinElmer Life Sciences (Mississauga, Canada). All other drugs and reagents were
obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA).

2.2. Animals and experimental design

All procedures were carried out in accordance with current guidelines of the
Canadian Council on Animal Care. Adult male Wistar rats (Charles River) were housed
in groups of 3-5 and maintained under a natural light cycle of 14 h light/10 h dark, with
food and water available ad libitum. Animals were fasted for at least 3 h before surgery
and weighed prior to the start of the surgical process. The weight range was limited to
350-400 g. Just before the induction of anaesthesia the rats were given a cursory
neurologic exam to ensure that they were able to move, walk, and feed normally, and to
set normal values for the neurological tests (described in section 2.3). Any
abnormalities excluded the animals from further study. The animals were then given
atropine sulfate sub-cutaneously (5mg/kg) and, 15mins later, anesthesia was induced
with 5% isoflurane in nitrous oxide/oxygen (70:30). Anesthetic gases were then reduced
to 2% and the animal was allowed to breathe via face mask for 5 min. The animals
were intubated and connected to a ventilator (Harvard model 683 rodent ventilator); the
volume insufflated was 10 ml/kg at a rate of between 50-60 breaths per minute. Body
temperature was maintained at 37+0.5 °C with a temperature control system (Harvard
Homeothermic Blanket Control unit).

The tail artery was canulated with an Abbocath 26-gauge Cathlon and blood
pressure was recorded via a disposable transducer linked to the amplifier (Gould 13-
6615-50 preamp and 6600 amp case) and viewed as hard copy on a chart recorder
(Graphtec mark8). The blood pressure was maintained at a mean of 75 mm Hg and
blood samples were collected for blood gases, and glucose level pre and immediately
post ischemia. The total blood removed never exceeded 400 pl. Pcoa, Po2, and pH were

measured using a blood gas analyzer (Radiometer ABL520, Copenhagen, Denmark).
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Once blood gas results were verified, the animal’s ventilatory rate was adjusted if
necessary to maintain normal levels of oxygen and carbon dioxide.

The left or right MCA was occluded using an intraluminal thread technique
described in detail elsewhere [5,66]. The common carotid, external carotid, internal
carotid and pterygoydal arteries were exposed and isolated through a midline cervical
incision. A 32mm length of 3-0 monofilament coated with poly-L-lysine with a
diameter of 0.26-0.30 mm was inserted into the external carotid and carefully advanced
into the internal carotid artery. The suture was then advanced upwards, carefully
avoiding entry into the pterygopalatine artery, and the suture was stopped when gentle
resistance was felt (at approximately 22-26 mm), thereby occluding the origin of the
MCA. A sudden transient systemic blood pressure drop was an indicator of proper
thread placement as previously demonstrated by Sutherland et al. [59]. Sham-operated
animals underwent the same surgical treatment but had no suture inserted into the
internal carotid artery. The blood pressure of all animals was then reduced to 60 mm Hg
by increasing the concentration of isoflurane for a period of 60 min. The thread was
then withdrawn, wounds were closed, and the animals were allowed to recover in a
room where the ambient temperature was maintained at 21.6-21.8 °C.

A total of 10 to 15 animals in each of left or right sham-operated groups and 5 to
9 animals in each of left or right middle cerebral artery occlusion groups were killed at 5
different time intervals (0, 2, 7, 14, and 28 days ) after the surgery. For each survival
time, the animals were divided into sham (left and right), right-sided infarct and left-
sided infarct groups.

After the detailed neurological assessment (described in section 2.3), the animals
were anesthetized and blood (10 cc) was taken for analysis via cardiac puncture. The
spleen was aseptically removed and placed in a Petri dish containing sterile RPMI 1640
medium. Spleen cells were gently teased, and large cell clumps were removed. After
washings by centrifugation, cells were suspended in a culture medium consisting of
RPMI 1640 medium supplemented with 10% inactivated fetal bovine serum, 20 mM L-
glutamine, penicillin (100 units/ml), streptomycin (100 pg/ml), and 0.02 mM 2-
mercaptoethanol. Cell counting and viability were assessed by trypan blue exclusion,
and viability of freshly isolated spleen cells was always greater than 95%, without any
difference between the different experimental groups. Immunophenotyping of spleen
cells and mitogen assays were performed as described below, and were all done by a

person blinded to the source.



163

The animals were then perfused with saline and the brains were removed. The

brains were sectioned into 2 mm slices and put into a solution of 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC) for 30 min for staining. The infarct volume was
visualized as pale areas with lack of staining, and it was directly calculated using
computerized planimetric analysis. Images were digitalized and areas expressed as a
summation of pixels calculated with a digital software (ScanPro, version 5). Then,
infarct volumes were expressed as a percentage of the ipsilateral hemisphere. To
compensate for brain swelling in the ischemic hemisphere, we used the formula
described previously [5]. Furthermore, in order to determine macroscopically which
areas were affected, the lesions at each level were transposed onto templates and

assessed by using a mapping technique [60].

2.3. Neurological assessment

After a period of 0-28days post-ischemia, the animals were weighed and clinical
signs were assessed using 2 neurological scales. The Rogers' scale [51] is a functional 8-
point scale that measures the severity of a focal motor deficit. The scale varies from 0,
which is no deficit, to 7, which represents the death of the animal. A score of 4
represents severe weakness. The scale adapted from Garcia et al [16] uses a battery of
tests to assess the sensory, motor and sensorimotor deficits induced by the stroke. These
tests assess exploratory behaviour, symmetry of locomotion pattern, front paw
outstretching, postural adjustments, palpebral reflex, and reaction of the palpation of
vibrissae. The calculation of the degree of the impairment uses the percentage of post-

compared to pre-ischemic evaluations (post/pre-ischemia x 100).

2.4. High-performance liquid chromatography determination of NE in plasma

Blood samples were transferred to microfuge tubes that had been rinsed with a
preservative solution containing reduced glutathione (75 mg/ml) and ethyleneglycol-bis,
B-aminoethyl ether,N,N'tetraacetic acid (EGTA, 90 mg/ml). Immediately following
collection, the plasma was separated by centrifugation and frozen at -80 °C. NE
concentrations were determined by high-performance liquid chromatography (HPLC)
with electrochemical detection, using the Waters Plasma Catecholamine Analysis
System (Waters, Milford, MA). Briefly, 50 pl of an internal standard solution of 3,4-
dihydroxy-benzylamine (DHBA) (10 ng/ml), 400 pl of 2 M Tris/EDTA buffer (pH 8.7),

and 10 mg of alumina were added to 500 pl of plasma samples. After vortexing, the
alumina was washed with 0.2% Tris/EDTA (pH 8.1), and NE was extracted by the
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addition of 100 ul of an elution reagent containing acetic acid, sodium disulfite, and
EDTA. Samples were then centrifuged to extract the eluted NE. The eluate (25 pl) was
injected into the Waters chromatographic system, which consisted of a Model U6K
liquid chromatography injector, a Model 590 HPLC pump, a reverse phase 15 cm x 3.9
mm (i.d.) column packed with C,g 5-pm beads and a Model 460 amperometric detector
equipped with a glassy carbon electrode maintained at a potential of +0.6 V. The mobile
phase (pH 4.5) consisted of 0.05 M sodium acetate, 0.02 M citric acid, ]| mM
dibutylamine, 3.75 mM sodium octyl sulfate, 0.134 mM disodium EDTA, and 50 ml
methanol in 1 L of nanopure water. The flow rate of the mobile phase was 1.0 ml/min.
Peak areas were integrated with the Waters 745 Data Module, and NE concentrations
(pmol/L) were calculated with reference to calibrators provided by the manufacturer and

subjected to the same procedure as the plasma samples.

2.5. Immunophenotyping of spleen cells

The relative distribution of spleen lymphocyte subsets and spleen macrophages
were determined by direct immunofluorescence and analyzed by flow cytometry. For
these studies, we used the following mouse IgG1 anti-rat monoclonal antibodies, all
provided by Serotec (Oxford, UK): phycoerythrin-conjugated anti-rat CD5 (OX-19) that
recognizes a 69 kD cell surface glycoprotein expressed by rat T lymphocytes;
fluoresceinated anti-rat CD4 (W3/25) recognizing a 55 kD cell surface glycoprotein
expressed by helper T lymphocytes and weakly by monocytes; fluoresceinated anti-rat
CD8 (OX-8) for cytotoxic/suppressor T cells; fluoresceinated anti-rat I-A (OX-6) that
recognizes a monomorphic determinant on rat MHC RTI1B class II molecule present on
B lymphocytes, dendritic cells, some macrophages, and certain epithelial cells;
fluoresceinated anti-rat monocytes/macrophages (ED1%) that recognizes a single chain
glycoprotein of 90-110 kD expressed by the majority of tissue macrophages and weakly
by peripheral blood granulocytes. CD5*-CD4" and CD5*-CD8" T lymphocytes were
determined by double staining with OX-19/W3/25, and OX-19/0X-8, respectively.
Fluoresceinated and phycoerythrin-conjugated mouse IgGl (Serotec) were used as
negative controls. Lymphocytes isolated from the spleen were washed in 1% cold PBS
with 0.1% sodium azide and 0.1% BSA. The cells were then incubated (5 x 10°
cells/sample) with antibodies for 30 minutes at 4 °C in the dark. Following two washes,
the cells were resuspended in PBS-formaldehyde 0.1%. The percentage of positive cells

and their fluorescence intensity were analyzed on a FACS Calibur flow cytometer
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(Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA). Dead cells were excluded by gating

with propidium iodide.

2.6. Mitogen assays

Mitogen assays were performed as described in detail elsewhere [12,25]. Splenic
lymphocytes were obtained as described above and used at a final density of 4 x 10°
cells per well in a total volume of 0.2 ml. Mitogens were added at their final optimal
concentrations. These include PHA (50 pg/ml) for stimulation of T lymphocytes,
pokeweed mitogen (PWM, 5 pg/ml) for T-dependent stimulation of B lymphocytes,
lipopolysaccaride (LPS, 10 pg/ml) plus dextran sulfate (DxS, 10 pg/ml) for T-
independent stimulation of B lymphocytes, and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA ;
10 pg/ml) plus ionomycin (Iono, 500 pg/ml) for receptor-independent stimulation of
both T and B lymphocytes. Cells were incubated at 37 °C in a humidified atmosphere
containing 5% CO,. The optimal incubation times were 96 h for PHA, LPS+DxS and
PWM, and 72 h for PMA+lIono in all experimental groups, as determined by kinetic
studies at culture time points of 48-120 h. Cultures were pulsed with *H-thymidine (1
pCi in a volume of 10 ul) for the last 6 h of the incubation period. Cell nuclei were
harvested, and radioactivity was counted with a Wallac System 1409 scintillation
counter (Wallac Oy, Turku, Finland). Determinations of H-thymidine uptake were
made in sexplicate wells, and results were expressed as proliferation index given by the

ratio between stimulation in the presence of mitogens/controls without mitogens.

2.7. Statistical analysis

After data validation and normality checks, the effects of the three main factors
involved in the study’s design (group, hemisphere, and time of reperfusion post-
ischemia) were assessed using analysis of variance based on the general linear model,
except for the focal deficits evaluated by the Rogers’ scale. The component "time post-
ischemia" was treated as a within-subject (repeated) factor, with the Huynh-FedIt
correction for non-sphericity. Simple main effects were calculated for all significant
interactions and Sidak’s correction was used for post hoc comparisons. Focal deficits
were analyzed with the Mann-Whitney test. P values of less than 0.05, 0.01, and 0.001

were indicated by *, ** and ***, respectively.
y P y
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3. Results

3.1. Physiological parameters and plasma NE levels

Almost 30% of our animals died during the first 7 days following their stroke.
This is what one expects after severe stroke and reflects the severity of the ischemic
lesions. Table 1 shows that all physiological parameters except blood pressure are
similar in the infarcted and the sham animals both pre and post procedure. As
mentioned, blood pressure was deliberately reduced during the occlusion of the MCA to
allow a significant amount of cerebral ischemia. Of note is that all animals with infarct,
be it right or left, showed the same autonomic response of the blood pressure at the time
of occlusion. This response was a sudden transient blood pressure drop at the moment
of thread insertion. To further assess autonomic response, plasma NE was measured in
the various groups at the first three time points, i.e. at 0, 2, and 7 days of reperfusion
post-ischemia. As shown in Table 2, NE levels increased gradually with time within the
sham group reaching a significant level by 7 days (p = 0.027), as compared with NE
levels at day 0. At day 2 post-ischemia NE levels were significantly higher than baseline
(day 0, p = 0.004) as well as significantly higher than the sham animals at day 2 (p=
0.04). The NE levels in the ischemia group returned to baseline at day 7, and there was
no difference between sham and ischemia NE levels at that point in time. There was no
difference in the increase of NE between right and left infarcts.

Fig. 1 shows the changes in the body weight in sham and infarcted animals.
There was a significant loss in body weight noted in the animals with left- and right-
sided stroke who were sacrificed within the first 14 days. The animals who lived longer
than 14 days were able to recover, and they regained the initial weight loss. There was
no significant weight loss in the sham group, but a weight gain was observed with time,
which was significant by 14 and 28 days. The body weight changes seen in the rats with

left and right MCA occlusion may be considered as a marker of severity of the disease.

3.2. Infarct volume and neurological deficits

No difference was found in the volume of infarcts between the left and right
hemispheres at all times of sacrifice (Table 3). The volume of infarct expressed as a
percentage of the total hemispheric volume was significantly different in the ischemic
animals compared to sham. This difference is present at all times of sacrifice except at
time 0. At 2 and 7 days after the ischemic event, the infarct volume was about 30% of

the total hemispheric volume (Table 3), and the clinical deficit on the scale used by
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Rogers et al. [51] was considered moderate to severe (score of > 3) (Table 4). At 14 and
28 days after ischemia, the infarct volume was between 13 and 18% of total
hemispheric volume (Table 3), and the neurological deficit was classified as mild to
moderate (score of < 3) (Table 4). The cortical and subcortical components of the
infarct were measured (Fig. 2). Results show that almost one-third of the ischemic
damage was in the subcortical area, with similar results in both left and right MCA
occlusion. The areas uniformly affected by ischemia included the striatum (caudate,
putamen and globus pallidus), the internal capsule and the sensory-motor cortex. The
amygdala was ischemic in most but not all animals, there were distant lesions in the
hippocampus, but the hypothalamus was rarely if ever affected (not shown).

The severity of the clinical neurological deficits correlated with the size of the
infarct when the motor or sensory-motor deficit is assessed (clinical focal symptoms on
the Rogers' scale: r = 0.654, p<0.001; motor score on modified Garcia's scale: r = -
0.496, p<0.001; sensorimotor score on modified Garcia's scale: r 