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Modulation neuroinflammatoire développementale dans la physiopathologie des
lésions cérébrales néonatales

Par Marie-Elsa Brochu
Département de pédiatrie

Mémoire présenté a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention
du grade de maitre és sciences (M.Sc.) en immunologie, Faculté de médecine et des
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Qc, Canada, J1H 5N4

Introduction : Les Iésions cérébrales du nouveau-né sont majoritairement causées par un
manque d’oxygene et/ou une infection périnatale. Le profil des lésions cérébrales
retrouvées chez le nouveau-né prématuré différe de celui retrouvé a terme, malgré les
mémes facteurs de risque qui sont décrits. Une corrélation positive de 1’expression de
cytokines et la présence de dommages cérébraux est établie. Pourtant, bien qu’il soit connu
que la réponse anti-inflammatoire vienne contrebalancer les effets pro-inflammatoires
pouvant &tre déléteres, tres peu de données sont disponibles sur I’expression intracérébrale
de cytokines anti-inflammatoires dans le contexte de Iésions cérébrales du nouveau-né. De
plus I’apport de I'immunité systémique est connu dans les dommages cérébraux chez
I’adulte, mais peu connu chez le nouveau-né. Ce projet a pour but de comparer la réponse
neuroinflammatoire dans les lésions cérébrales d’un cerveau prématuré versus a terme.

Méthodes : Dans un modéle animal de ratons ayant une maturation cérébrale
correspondant & un humain prématuré (jour post-natal (P)1) versus un humain a terme
(P12), ’expression intracérébrale de cytokines anti-inflammatoires (IL-6, TGFBI1, IL-10 et
IL-1ra) et pro-inflammatoires (IL-1B et du TNFa) est déterminée par ELISA et IHC suite a
une exposition au LPS et/ou a I’HI postnatale. L’expression des chimiokines CINC-1 et
MCP-1 respectivement impliquée dans le recrutement des neutrophiles et des macrophages
sera €tudiée, en plus des cellules infiltrantes elles-mémes.

Résultats : Le cerveau de ratons a Pl ne démontre aucune augmentation de |’expression de
ces cytokines anti-inflammatoires, contrairement aux cerveaux a P12 des ratons exposés a
I’'HI et au LPS+HI qui présente une augmentation de cytokines dans 1’hémisphére
ipsilatérale a I'ischémie. Cette augmentation est détectée autant dans la substance grise que
blanche. L.’ augmentation des cytokines pro-inflammatoires est retrouvée seulement par [HC
a P1 dans les conditions HI et LPS+HI, mais est retrouvé aussi 4 P12. Le recrutement de
neutrophiles et macrophages est détecté a P12 suite a I’exposition a I’HI avec ou sans LPS.

Conclusion : Notre travail démontre que la réponse neuroinflammatoire chez le prématuré
est immature, comparativement a celle chez le nouveau-né a terme exposé a de mémes
agressions.

Mots clés : Dommages cérébraux, développement, prématurité, hypoxie-ischémie, LPS,
cytokines, chimiokines.



La réussite, c'est un peu de savoir,
un peu de savoir-faire

et beaucoup de faire-savoir.

— Jean NOHAIN
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A. INTRODUCTION

Une part importante des troubles neurodéveloppementaux, comme I’autisme, les troubles
d’apprentissage, 1’épilepsie ou encore la paralysie cérébrale, résultent de dommages
cérébraux périnataux et sont des problemes de santé majeurs qui affectent le
fonctionnement du cerveau principalement aux niveaux cognitif et moteur. Certaines de ces
conditions ont des répercussions importantes tout au long de la vie des personnes atteintes.
La recherche en neurologie pédiatrique est d’une importance capitale pour mieux
comprendre leurs physiopathologies. Un prérequis d’une telle recherche est d’abord une
bo_nne compréhension de I’organe le plus complexe de I'organisme, le cerveau, qui fait

partie du systéme nerveux central.
1. SYSTEME NERVEUX CENTRAL

De pair avec le systtme nerveux périphérique, le systéme nerveux central (SNC) a pour
rdle de coordonner le fonctionnement du corps humain entier et de I’adapter a une immense
variété de circonstances de la vie. Il contient tous les noyaux et les centres de coordination
et de motricité et est donc au centre de nos pensées, actions, faits et gestes. Le SNC est
constitué de I’encéphale, du tronc cérébral, du cervelet, et de la moelle épiniére. Le cerveau
est irrigué par deux artéres carotides internes et deux artéres vertébrales. Le SNC peut se
diviser en deux parties en termes de coloration macroscopique de ses principaux tissus, soit

la substance grise et la substance blanche.
1.1 Substance grise

Dans le cerveau, la substance grise se situe dans la partie externe, soit juste en dessous de la
boite cranienne, et constitue principalement le cortex cérébral. Elle contient
majoritairement une forte densité de corps cellulaires neuronaux et de capillaires d’ou la
couleur gris-brun de cette mati¢re. Les ganglions (ou noyaux gris) de la base sont une autre
partie de la substance grise, constituant un ensemble de noyaux regroupant entre autre, le

thalamus et le striatum (c.f. Figure 1). Ils sont situés au centre de chacun des hémispheres.



lIs sont impliqués, entre autre, dans un systéme de contrdle de la coordination des

mouvements.

Corps mamtiaires

Figure 1. Anatomie du cerveau humain. Différentes structures du cerveau humain sont
représentées sur une coupe coronale, notamment la substance blanche, comprenant le corps
calleux, et la substance grise, contenant le cortex et les noyaux gris centraux.

1.2 Substance blanche

La substance blanche est située au niveau du cerveau entre les noyaux gris de la base et le
cortex, et aussi au niveau de faisceaux commissuraux (corps calleux par exemple) ou de
projections (corticospinal par exemple). Elle est principalement composée de
prolongements axonaux myélinisés et d’oligodendrocytes ce qui lui confére sa coloration
blanchatre. Le corps calleux est une partie de la substance blanche qui traverse la quasi-
totalité du cerveau de |’avant vers I’arriére et qui fait le pont entre les deux hémisphéres

cérébraux (c.f. Figure 1).



1.3 Composants cellulaires

Deux catégories cellulaires sont principalement retrouvées dans le SNC, les neurones, qui
sont les premicres cellules a se différencier chez I’embryon, et les cellules gliales qui se
développent par la suite. Ensemble, ces cellules interagissent afin d’orchestrer le bon

fonctionnement du SNC.

Neurones

Les neurones sont des cellules hautement différenciées, connues comme étant les unités
fonctionnelles du SN. Elles forment un large réseau a la grandeur du corps et sont
spécialisées dans la réception, I’intégration et transmission de 1’information. L’axone est
entouré d’une gaine de myéline, produite par I’oligodendrocyte, qui rend la conduction de
I’influx nerveux rapide et efficace. Les trois derniers mois de gestation sont trés critiques
pour le développement cérébral, puisque les neurones y développent leurs prolongements
puis se connectent entre eux et aussi avec les autres cellules du cerveau. La capacité de
remplacement des neurones est faible. Ainsi, aprés une Iésion cérébrale, les neurones

endommagés ne seront pas tous remplacés.

Cellules gliales

Les cellules gliales sont dix fois plus nombreuses que les neurones et sont reconnues
comme étant les cellules de soutien du SN. Elles font le lien avec les vaisseaux sanguins,
rentrant dans la constitution de la BHE, et fournissent I’apport de nutriments aux cellules
nerveuses. Contrairement aux neurones, ces cellules sont plus facilement renouvelables. Il
existe trois types principaux de cellules gliales dans le SNC : astrocyte, microglic et

oligodendrocyte.



Astrocytes

Les astrocytes ont une forme étoilée et leur cytoplasme ainsi que leurs prolongements sont
faits de filaments riches en protéine glio-fibrillaire acide (GFAP) — utilisée couramment
comme marqueur astrocytaire — et en glycogeéne, réserve énergétique principale du SNC
(Seth et Koul, 2008). Les astrocytes forment un large réseau entre les neurones, et sont
ainsi bien positionnés pour mettre en ceuvre leur fonction de support trophique neuronal.
Les jonctions intercellulaires étroites et serrées entre les pieds astrocytaires bordant les
cellules endothéliales des capillaires cérébraux constituent la barriére hématoencéphalique
et empéchent plusieurs substances de pénétrer le cerveau via le systéme sanguin qui est la

seule porte d’entrée vers le cerveau (Kaur et Ling, 2008).

Lors de lésions cérébrales, les astrocytes aident a la survie neuronale en synthétisant et
fournissant les nutriments essentiels aux neurones. D’autre part, les astrocytes participent a
la cicatrisation des dommages du tissu cérébral. Dans des contextes pathologiques, les
astrocytes s’activent, deviennent hypertrophiés et/ou hyperplasiés et proliférent de maniére
a combler le vide laissé par les neurones qui n’ont pu étre rescapés, un phénoméne appelé

astrogliose (Sen et Levison, 2006).

Microglie

La cellule microgliale est le macrophage résident du SNC et est exprimée de maniére
ubiquitaire dans le SNC. La microglie peut se retrouver sous deux différentes formes, soit

ramifiée ou améboide.

La forme ramifiée est adoptée par la microglie qui n’a pas regu de stimulus d’activation.
Sous cette forme, la cellule a des prolongements qui permettent une mobilité constante a
travers le SNC. Elle a un role au niveau du maintien de I’homéostasie du SNC, de la
surveillance cérébrale pour répondre rapidement aux pathogénes et/ou a leurs toxines, ou

tout autres types de dommages cérébraux, ou encore pour éliminer les débris cellulaires par



phagocytose. Elle détecte donc les dérangements de I’intégrité fonctionnelle et structurale
au sein du SNC.

La microglie peut étre activée par différents stimuli, entre autre, par I’ADN bactérien ou
viral, ou par le lipopolysaccharide (LPS), un composant de la paroi des bactéries Gram
négatif. Certaines cytokines ont également la capacité d’activer la microglie. Activée, elle
perd ses ramifications et prend une forme améboide. Sous cette forme, la cellule
microgliale est donc active. Elle prolifére, exprime plus d’antigéne de surface, secréte un
nombre plus élevé de cytokines pro- et anti-inflammatoire et reldche différents facteurs de

croissance et des facteurs neurotrophiques (Nelson et al., 2002, Soulet et Rivest, 2008).

La microglie peut également contribuer a aggraver des dommages cérébraux. En fait, si la
microglie est suractivée, de fagon aigiie ou chronique, sa réponse sera inadéquate et cela
peut étre néfaste pour les autres cellules gliales et les neurones environnants. La microglie
reliche entre autre, des cytokines pro-inflammatoires, des radicaux libres, des
métalloprotéases, et du NO, qui en grande quantité, peuvent endommager les neurones, les

oligodendrocytes et la matrice extracellulaire (Kim et De Vellis, 2005).

Oligodendrocytes

Les oligodendrocytes sont de petites cellules dont la grande majorité est située dans la
substance blanche. Leur principal réle est de produire la myéline par leurs fins
prolongements qui entourent les axones. Un bris dans la myélinisation peut entrainer une
désorganisation dans la transmission de I'influx nerveux. Ce déréglement méne a des
troubles de nombreuses fonctions cérébrales, mais particuliérement marquées souvent au
début de ce type de maladie au niveau de la motricité comme observées au cours de la

sclérose en plaques ou de la paralysie cérébrale (Miller, 2002).



2. PARALYSIE CEREBRALE

La paralysie cérébrale (PC), aussi appelée déficience motrice cérébrale, est un désordre
neurologique non évolutif et non héréditaire, qui résulte principalement de lésions
cérébrales acquises durant la période périnatale. Ce désordre neurologique est caractérisé
principalement par des déficits moteurs engendrant des troubles de coordination et de
contrle musculaire, et peut également mener a des problémes de posture ou encore a des
troubles d’équilibre. Des troubles cognitifs menant a des difficultés d’apprentissage
peuvent étre également présents chez le sujet atteint de PC (Jacobsson et Hagberg, 2004,
Nelson, 2003).

La PC touche en moyenne de 2 a 3 nouveau-nés sur 1000 dans les pays développés
(Jacobsson et Hagberg, 2004). Cette incidence s’accroit a mesure que le temps de grossesse
diminue. La prématurité du nouveau-né est donc un facteur de risque majeur dans la
prédisposition a la PC. Entre autre, les enfants nés a moins de 28 semaines de gestation ont
un risque 100 fois plus €élevé que les enfants nés a terme (O'shea, 2008). Pourtant, prés de la
moitié des enfants atteints de PC sont nés a terme, les naissances a terme étant beaucoup
plus nombreuses que celles qui sont prématurées (Nelson, 2003). Il est donc tout aussi
important de considérer les deux conditions — prématuré et a terme — dans 1’analyse des

mécanismes physiopathologiques et donc aussi dans I’élaboration de modéles précliniques.

Mise a part la prématurité, le manque d’oxygénation et I’ischémie cérébrale ont longtemps
¢€té presque exclusivement associés au développement de Iésions cérébrales menant a la PC.
Mais, en dépit du progrés dans les soins néonataux visant a contréler I’oxygénation
cérébrale du nouveau-né, I’'incidence de la PC n’a pas diminuée. 11 a d’ailleurs été
récemment démontré que les manques d’oxygénation sévéres et purs seraient en cause dans
moins de 10 % des cas de PC (O'shea, 2008). Depuis environ 10 ans, un lien entre les
infections bactériennes périnatales et la PC a été progressivement établi, offrant une
nouvelle avenue de recherche qui s’avére prometteuse. Les infections durant la gestation ou
directement chez le nouveau-né, par exemple les infections bactériennes a Escherichia

Coli, sont corrélées avec le développement subséquent de la PC (Wang et al., 2006).



On peut également mentionner parmi les autres facteurs de risque de PC I’incompatibilité
rhésus menant a la jaunisse, aujourd’hui controlée grace a des traitements préventifs, ou
encore I’exposition a I’alcool et/ou la drogue durant la grossesse, certaines infections
virales, la malnutrition et les grossesses multiples. Cependant, ce sont tous des facteurs de

moindre importance en terme de fréquence (Jacobsson et Hagberg, 2004).

2.1 Lésions cérébrales chez le nouveau-né prématuré

De nombreuses pathologies peuvent survenir au niveau cérébral chez le prématuré, comme
I’hémorragie intraventriculaire ou encore des dommages au cervelet, mais les lésions de la
substance blanche cérébrale, notamment les leucomalacies périventriculaires (LPV)
demeurent prédominantes et menent principalement a la PC (Khwaja et Volpe, 2008). Les
LPV sont caractérisées par des 1ésions de la substance blanche, plus particuli¢rement dans
la région adjacente aux ventricules latéraux correspondant a la zone sous-ventriculaire
(Back et Rivkees, 2004, Yager et Ashwal, 2009). Les LPV existent sous deux formes, soit
focales, soit diffuses. La composante focale est une nécrose profonde causant une perte
cellulaire souvent macroscopique, tandis que les LPV diffuses sont caractérisées par une
réaction de gliose avec une diminution du nombre d’OL affectant 1’ensemble de la
substance blanche (Volpe, 2009).

OL. Progeunitor Pre OL Immature OL. Mature OL

reeqyELNAR VDA SN

Figure 2. Maturation des oligodendrocytes. Les cellules précurseurs des
oligodendrocytes sont incapables de myéliniser les neurones qui les entoure. Cette fonction
vient avec la maturation cellulaire lors du développement cérébral.



Selon certaines hypothéses, la formation de ces 1ésions pourrait étre en partie expliquée par
Pimmaturité des oligodendrocytes qui sont présents dans la substance blanche
périventriculaire (Wyatt, 2007). En fait, lors du développement cérébral, les
oligodendrocytes n’ont pas encore atteint leur forme mature (c.f. Figure 2). lls sont a un
stade ou ils ne produisent pas encore de myéline et un dommage les empécherait donc de
devenir matures. Par ailleurs, certains travaux montrent une vulnérabilité particuliére des
oligodendrocytes immatures 4 I’hypoxie (Back et al, 2006). Le risque de développer des
LPV semble corrélé avec le niveau de maturation des OL; elles sont donc moins fréquentes
chez I’enfant né a terme qui présente d’autres patrons de lésions décrites dans la section
suivante (Marret, 2003) (c.f. Figure 3). Des phénoménes de nécrose et de gliose dans la
substance grise peuvent aussi €tre présents parallélement avec les LPV, entre autre dans les
ganglions de la base, le thalamus et le cortex cérébral (Volpe, 2009). En effet, les axones
traversant les zones de LPV sont endommagés par ces lésions, ce qui peut mener a la
dégénérescence du corps cellulaire des neurones dont ils proviennent. Des atteintes directes
des neurones sont aussi observées chez les prématurés, a distance des dommages de la
substance blanche (Iésions dites de nécrose neuronale sélective). Plusieurs facteurs sont
soupgonnés d’étre impliqués dans la genése des dommages de la substance blanche, au-dela
des situations d’hypoxie, notamment les cytokines inflammatoires, les radicaux libres et le

glutamate, ce dernier produisant des l€sions dites excitotoxiques (Back et Rivkees, 2004).

2.2 Lésions cérébrales chez le nouveau-né a terme

Bien qu’ils aient une prédisposition moins élevée a développer des dommages cérébraux
que les prématurés, certains nouveau-nés a terme développent tout de méme des
dommages, et ceux-ci sont souvent beaucoup plus étendus que chez le prématuré.
Comparativement aux enfants prématurés qui ont majoritairement des atteintes de la
substance blanche, les enfants nés a terme ont plutot une susceptibilité a développer des
dommages de la substance grise, souvent retrouvés sous forme de nécroses neuronales
étendues formant des infarctus cavitaires (c.f. Figure 3). Les ganglions de la base, le cortex,
et la substance blanche sous jacente au cortex sont les principales régions atteintes,

particuliérement dans la région parasagittale (ou frontopariétale) de I’encéphale (Wyatt,



2007). 11 est possible selon certaines hypothéses que, les neurones encore peu différenciés
des nouveau-nés prématurés, et consommant moins d’oxygéne, soient moins sensibles aux
agressions, notamment de type hypoxique ou ischémique, ce qui fait en sorte que les
dommages de la substance grise chez ces nouveau-nés prématurés soient moins importants
que ceux retrouvés chez le nouveau-né a terme (Towfighi er al, 1997). Les lésions
cérébrales chez les nouveau-nés a terme peuvent étre causées suite a une période
d’asphyxie aigiie pure (par exemple lors d’une compression du cordon ombilical
(procidence) ou d’un décollement placentaire), mais d’autres facteurs notamment
infectieux/inflammatoires sont aussi corrélés avec le développement de dommages
cérébraux chez ces nouveau-nés a terme (Fatemi et al., 2009, Wyatt, 2007). Comme dans
les dommages cérébraux du prématuré, 1’excitotoxicité, le glutamate et les médiateurs

inflammatoires, tels que les cytokines, sont associés avec les 1ésions cérébrales (Fatemi et

al., 2009).

Spectrum of Neropathologic inhxry to the Immsture Brain

Ponnaostar Leukomalacia

Figure 3. Incidence des lésions cérébrales périnatales selon la maturité
développementale. Les LPV sont prédominantes chez le grand prématuré, son incidence
étant inversement proportionnelle a la durée de gestation. Les nécroses neuronales
sélectives sont présentes peu importe le niveau de développement du nouveau-né.
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2.3 Traitement et prévention de la PC

A ce jour, I’hypothermie controlée (environ 35-36°C) est utilisée chez les nouveau-nés a
terme présentant une encéphalopathie néonatale sévere et semble avoir un certain effet
neuroprotecteur. Par contre ce procédé n’est applicable que sur une mince population
atteinte de la PC; soit ceux nés a terme, ayant acces rapidement a ce type de soin, et ayant
des symptomes sévéres dés la naissance qui sont présents seulement chez une minorité de
patients qui développeront ultérieurement la PC. Les glucocorticoides sont utilisés contre
les infections, conjointement avec les antibiotiques, mais ont beaucoup d’effets secondaires
pouvant étre néfastes chez le nouveau-né, et leur bénéfice neurologique est controversé
(O'shea, 2008). La différence entre le profil des lésions cérébrales retrouvées chez le
nouveau-né a terme et le prématuré est probablement sous-tendue par des causes similaires
(hypoxie et/ou infection/inflammation) mais activant des mécanismes physiopathologiques
— au moins en partie — différents, notamment, selon notre hypothése, au niveau du profil de

réponse inflammatoire induite a chaque age.

La PC reste donc une condition sans traitement préventif ni curatif nettement efficace. La
poursuite des études pour une meilleure compréhension de la physiopathologie est un
prérequis nécessaire a I’amélioration des traitements. Entre autre, les modéles animaux dits
« précliniques » reflétant les différents timing et mécanismes physiopathologiques de la PC
sont d’une importance capitale pour I’avancement de la connaissance des mécanismes et le

développement de nouveaux traitements de la PC.

3. MODELES ANIMAUX DE DOMMAGES CEREBRAUX

I est connu que I’HI peut causer des dommages cérébraux dans les modé¢les animaux,
semblables & ce qu’on retrouve chez les enfants atteints de la PC. De plus, I’infection et/ou
I’inflammation est également corrélée avec le développement de Iésions cérébrales. Depuis
longtemps, ’étude des lésions cérébrales adultes se fait par l'utilisation de modeles
d’accidents vasculaire-cérébraux (AVC) et d’exposition au LPS chez le rat qui ont servi de

références pour mettre au point des modeles murins de Iésions cérébrales chez le nouveau-
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né. Mis a part le rat et la souris, certains modéles sont développés chez I’ovin, le lapin ou
encore chez le cochon, utilisant I’HI et I’infection ou I’exposition a des fragments de
pathogénes, afin de reproduire des dommages cérébraux périnataux. Le rat reste cependant

I’espeéce la plus étudiée (Hagberg et al., 2002, Yager et Ashwal, 2009).

3.1 Modéles animaux d’exposition a I’hypoxie et/ou ischémie (HI)

L’équipe de Robert et Susan Vannucci est pionni¢re dans le développement de modéles
animaux de dommages cérébraux néonataux via I’exposition a I’hypoxie-ischémie (Rice et
al,, 1981). Leur modéle a été¢ développé a P7 chez le rat étant donné le stade de
développement cérébral similaire a celui du feetus humain préterme, soit 32-34 semaines de
gestation. Dans un méme comparatif, un cerveau de raton a P12-13 correspond a un niveau
de développement correspondant au nouveau-né humain a terme (Vannucci et al., 1999).
De fagon générale, une ligature unilatérale permanente ou une occlusion temporaire de
Partére carotide commune droite est faite chez le rat nouveau-né (P5-P12) suivi d’une
période d’incubation a faible taux d’oxygene, soit ~6-10% selon les groupes de recherche,
pour des durées générales variant de 30 a 270 min (Bona ez al., 1999, Eklind et al., 2001,
Hagberg et al., 1996, Van Den Tweel et al., 2006).

Dans ces différents modéles animaux, I’HI cause d’importants dommages dans
I’hémisphére ispsilatéral a I’ischémie. Les principales régions affectées sont le cortex
cérébral, la substance blanche périventriculaire, le striatum et les hippocampes, qui
présentent une combinaison de gliose, et de mort neuronale pouvant aboutir & des lésions
cavitaires (Vannucci et al., 1999, Yager et Ashwal, 2009). La topographie des Iésions varie
légeérement selon le niveau de développement dans cet intervalle de temps P5-P12. Par
exemple, les 1ésions de I’hippocampe sont moins marquées a P5 qu’a un age plus avancé
(Towfighi et al., 1997).

Le manque d’oxygéne meéne d’abord, dans une premiére vague nocive, a un changement du
métabolisme énergétique avec un défaut de synthése d’ATP créant par exemple un

dysfonctionnement des pompes ioniques et éventuellement la mort cellulaire. Le défaut
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métabolique oxydatif cause aussi une accumulation de glutamate dans les fentes
synaptiques et une suractivation des récepteurs NMDA - dont le glutamate est un ligand —
a la surface des neurones qui peut mener a la mort neuronale, par un processus nommé
excitotoxicité. Cela peut affecter des voies menant a la génération de radicaux libres qui
sont toxiques pour les membranes et I’ADN des cellules qui les produisent et aussi des
cellules environnantes. Parmi ces radicaux libres figure par exemple le NO produit via

I’activation de la NO synthase (Leonardo et Pennypacker, 2009, Shalak et Perlman, 2004).

Dans une deuxiéme vague nocive, les médiateurs inflammatoires jouent un role
neurotoxique. La réaction gliale, soit dans un premier temps l’activation, puis la
prolifération des astrocytes et des cellules microgliales, font partie des phénoménes
déclenchés par I’HL. Ces cellules activées relachent différents facteurs pouvant étre
bénéfiques a la réparation tissulaire, mais en trop grande quantité, la relache de facteurs,
comme les cytokines pro-inflammatoires, est probablement néfaste. L’augmentation de
certaines cytokines pro-inflammatoires est €galement parmi les effets associés a I’'HI
retrouvés majoritairement dans I’hémispheére ipsilatéral a I’ischémie exclusivement. Entre
autre, 'IL-1P et le TNFa sont les plus étudiés; suite a une agression HI chez le rat adulte,
mais aussi chez le raton a P7, ces cytokines sont régulées a la hausse dans le cerveau de ces
derniers (Arvin et al., 1996, Silverstein et al., 1997). Par contre, bien qu’il soit connu que
les cytokines anti-inflammatoires ont un réle crucial pour venir contrebalancer la réponse
pro-inflammatoire, elles restent peu étudiées dans des mod¢les de lésions cérébrales chez
I’adulte et encore moins chez le nouveau-né. Les quelques études seront présentées dans les
sections suivantes. Le recrutement de cellules immunitaires systémiques a également été
associé a I’HI adulte, mais semble trés différent chez le nouveau-né, ou il reste peu étudié

comparativement a ’adulte.

Quelques modeles animaux de 1ésions cérébrales induites par I’HI ont aussi été construits
chez le raton & P1-P3, qu a une maturation cérébrale équivalente a celle d’un grand
prématuré chez I’homme (G28-32). Notre laboratoire a développé un modéle chez le rat a
P1. Ces différentes études ont démontré des Iésions cérébrales différentes de ce qui est

retrouvé a P7-12, soit des dommages dominant au niveau de la substance blanche, et sous
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forme de nécrose neuronale sélective laminaire ou en colonne, comme ce qui est retrouvé
en clinique chez le grand prématuré. L’ immaturité du développement cérébral pourrait
expliquer ces différences avec les modeles animaux plus dgés (Larouche et al., 2005,
Sizonenko et al., 2003).

3.2 Modéles animaux d’exposition au lipopolysaccharide (LPS)

Le LPS est un composé structural de la paroi de bactéries Gram (-) comme E. Coli, qui
induit une forte réponse immunitaire innée. Ses effets font suite a son interaction avec un
membre de la famille des Toll-like receptor (TLR), le TLR4. La signalisation de ce demier
peut se faire via une voie dépendante de MyD88, une molécule adaptatrice, ou via la voie
indépendante de MyD88 (Lu et al., 2008).

L’injection directe intracérébrale du LPS au niveau de la substance blanche a été faite dans
des modéles animaux chez le raton a P5-7 et a démontré des dommages dans cette région.
Une réduction du marquage des précurseurs d’OL et de la myélinisation, une dilatation des
ventricules et de 1’astrogliose dans la substance blanche ont été observés a 3 jours et a 3
semaines post-injection. Une augmentation de I’IL-1P, du TNFa et de I’IL-6 a également
été détectée dans cette région dans les 24h suivant I’injection (Cai et al., 2003, Lehnardt et
al., 2002, Pang et al., 2003). Une limitation de ces modeles est liée a la nécessité d’une
injection, donc d’une agression traumatique du tissu cérébral venant se combiner avec
I’effet du LPS. Leur pertinence est aussi critiquable puisque dans le contexte des Iésions
cérébrales périnatales humaines générant la PC, il n’y a pas — ou rarement, dans les cas de

méningite — de pénétration cérébrale des bactéries.

Des modéles d’infections intra-utérines par I’injection de LPS chez la rate gestante —en fin
de gestation — ont été développés afin d’étudier I’effet de I'infection maternelle sur les
Iésions cérébrales chez le nouveau-né et pour tenter de reproduire la situation clinique tres
commune d’infection gestationnelle, par exemple au E. coli. Ces injections sont faites chez
la rate gestante entre le jour 14 de gestation (G14) et la mise bas et a des doses variant entre

0,1 mg/kg et 5 mg/kg, selon les études (Wang e al., 2006). Ce type d’agression meéne a la
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détection de cytokines pro-inflammatoires dans le placenta (IL-18, TNFa, IL-6), le liquide
amniotique, mais aussi au sein du cerveau des ratons dans les heures suivant 1’agression et
peut perdurer jusqu’a environ 1 semaine (Bell et al., 2004, Cai et al., 2000, Gayle et al.,
2004, Paintlia et al., 2004).

Les infections bactériennes se produisant directement chez le nouveau-né sont également
parmi les facteurs de risque de développement de lésions cérébrales. Des modéles
d’infection postnatale dans les premiers jours de vie de raton ont été faits, par contre ces

injections sont souvent combinées a I’HI et seront donc discutées ci-dessous.

3.3 Modéles animaux combinant le LPS et I’'HI

La combinaison de I’exposition au LPS et a I’HI est peu étudiée dans le contexte des
Iésions cérébrales périnatales, alors qu’elle correspond a une des situations cliniques les
plus fréquentes tant chez le nouveau-né prématuré qu’a terme. Tout de méme, il est connu
que de fagon générale, une exposition systémique au LPS meéne a une sensibilisation des
animaux a une agression HI subséquente, et donc a une amplification des dommages

cérébraux chez le raton (Coumans et al., 2003, Eklind et al., 2001, Wang et al., 2010).

Le développement et la caractérisation d’un modéle murin de Iésions cérébrales induites par
I’exposition anténatale au LPS et a ’HI a Pl ont été fait au laboratoire (Larouche et al.,
2005). De plus, les travaux de Karine Lavoie, M.Sc. au laboratoire ont mené a un modéle
similaire de lésions cérébrales a P12 par I’exposition postnatale au LPS et a I'HI. Dans le
mode¢le original développé dans notre laboratoire de combinaison de LPS anténatal suivie
d’une HI a P1, des déficits moteurs ont été démontrés. Il a également été montré dans ce
modele, suite 3 I’HI postnatale, ou a la combinaison LPS+HI, un débalancement dans
I’expression intracérébrale du systéme de I’IL-1, avec une augmentation de I'IL-1B
contrastant avec une diminution de I'IL-1ra. De plus, dans ce modéle il n’y a aucune
augmentation du TNFa dans ces conditions expérimentales (Girard et al., 2009, Girard et
al., 2008, Roy et al., 2009). Ces résultats indiquent que la réponse neuroinflammatoire a P1

semble bien différente de celle observée chez les animaux Iégérement plus matures et chez
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I’adulte. Ceci incite a explorer plus avant les particularités de la réponse
neuroinflammatoire selon le niveau de développement cérébral et ses liens éventuels avec
les vaniations d’incidence et de pattern de lésions cérébrales du nouveau-né prématuré

versus a terme que nous avons détaillées ci-dessus.

Les cytokines sont un point d’intérét majeur dans I'étude des dommages cérébraux
périnataux, mais la majorité des études se limitent & I’étude du TNFa et de I'IL-1B.
Cependant I’étude de Girard et al. qui démontre un déficit dans la production de I'IL-1ra
comparativement a la production d’IL-1B montre bien I’importance de 1’étude des systémes
anti-inflammatoires qui viennent normalement atténuer la réponse pro-inflammatoire via
une cascade d’interactions réciproques (Girard ef al, 2008). Parmi ces cytokines anti-
inflammatoires figurent I’'IL-6, le TGFB1, I'IL-10 et I'IL-1ra. Cette derniére est la seule qui
ait déja été étudiée dans notre laboratoire, dans un modéle d’infection prénatale combinée a

I’HI postnatale.

Cytokines anti-inflammatoires systémiques chez le nouveau-né

Au niveau systémique, le profil de réponse des cytokines anti-inflammatoires chez le
nouveau-né humain a été beaucoup plus étudié que dans le cerveau. Des travaux ont permis
de mettre en évidence les particularités du systéme immunitaire des nouveau-nés. Entre
autre, la balance entre la production des cytokines pro- et anti-inflammatoires est un sujet
d’intérét majeur dans |’étude des nouveau-nés. Briévement, la production de cytokines
lymphocytaires CD4 de type Thl est faible chez le nouveau-né, ce qui méne a une réponse
inflammatoire polarisée vers la réponse Th2. Ce débalancement Th1/Th2 est age-dépendant
et un stimulus peut accélérer la maturation du systéme. Paradoxalement trés peu de données
sont disponibles sur les cytokines anti-inflammatoires dans le cerveau néonatal (Levy,

2007).
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4. CYTOKINES ANTI-INFLAMMATOIRES ET/OU NEUROTROPHIQUES DANS
LE SNC

4.1 L’interleukine-6 dans le SNC

L’interleukine-6, d’un poids moléculaire de 25 a 30 kDa, est une cytokine
multifonctionnelle qui fait partie de la famille portant son propre nom, soit la famille de
PIL-6. Cette famille de cytokines comprend le CNTF, LIF, oncostatine M, la
cardiotrophine-1, GPA et I’'IL-11 dont les récepteurs partagent tous la chaine commune
gp130 comme molécule d’association et de translocation de signal intracellulaire. Certains
effets sont donc redondants entre ces différentes molécules, par exemple au niveau de
P’hématopoiése et de la réponse immune, et notamment, des effets neurotrophiques (Taga et
Kishimoto, 1997).

L’IL-6 est exprimée dans tous les tissus et fluides de ’organisme et est produite par une
panoplie de cellules du corps humain. Au sein du SNC, tous les types cellulaires peuvent en
produire lors de stimulation par différents facteurs, par exemple une stimulation d’autres
cytokines, lors d’infections ou toutes formes de dommages tissulaires, comme 1’ischémie
induite par les AVC. Plus précisément, le neurone, 1’ astrocyte et la microglie produisent de
I’IL-6 lorsqu’il y a stimulation par I’IL-1P et le TNFa. L’IFN et des pathogénes viraux et
bactériens, comme le LPS et des neurotransmetteurs peuvent aussi stimuler la production

d’IL-6 par les cellules du SNC (Gadient et Otten, 1997).

Signalisation

L’IL-6 produit ses effets via sa liaison a son récepteur, soit I’IL-6Ra. Lorsque I'IL-6 se lie
a son récepteur, ce dernier se lie avec le gp130. Différentes cascades de signalisation sont
activées via le gpl30, comme la voie des MAP kinases, mais la voie des Jak/Stat est la
principale. La liaison de I’IL-6 au récepteur induit la dimérisation puis la phosphorylation

(Jak) de gp130 qui meéne a la phosphorylation des Stat qui dimérisent par la suite pour
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transloquer au noyau afin d’activer différents génes (c.f. Figure 4). La Sta3 est la
principale Stat impliquée dans la cascade de signalisation de 1'IL-6 (Suzuki et al., 2009).

Figure 4. Voies de signalisation de PIL-6. L'IL-6 lie son récepteur qui se couple au
récepteur gpl130 afin de produire son action via la voie des Jak/Stat. La Stat3 est la
principale voie activée et la dimérisation des Stats permet leur translocation au noyau afin

d’activer différents génes.
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Effets de I’IL-6 dans le SNC

En général, I'IL-6 est connu pour ses effets pro-inflammatoires dans un contexte
pathologique. Son principal rdle en périphérie est de réguler la réponse immunitaire et
inflammatoire, entre autre, en stimulant la différenciation et I’activation des lymphocytes et
macrophages. Dans le cerveau, I’IL-6 stimule la gliose, mais selon les études, les effets nets
de I’IL-6 restent ambivalents. D’une part des études démontrent son pouvoir délétére pour
le tissu cérébral, tandis que dans d’autres conditions ses effets sont bénéfiques pour la

protection neuronale.

En effet, plusieurs études du SNC démontrent les effets bénéfiques de I'IL-6. Ces effets
sont surtout neurotrophiques. L’IL-6 augmente la différentiation et la survie neuronale
(Kushima et al., 1992, Marz et al., 1998). Il stimule aussi la croissance des neurites (Ihara
et al., 1996, Wu et Bradshaw, 1996). De plus, il protége les neurones contre les effets
néfastes du NMDA et du glutamate (Toulmond et al., 1992, Yamada et Hatanaka, 1994).

Des effets bénéfiques de I’IL-6 sur les cellules gliales sont aussi répertoriés. L’IL-6 stimule
la prolifération astrocytaire et inhibe leur production de TNFa en culture (Benveniste et al.,
1995, Selmaj et al, 1990). L’'IL-6, en combinaison avec d’autres facteurs trophiques,
comme LIF et CNTF, augmente le taux de survie des oligodendrocytes en culture cellulaire

(Barres et al., 1993).

L’IL-6 aurait aussi des effets directement anti-inflammatoires. Un lien entre la présence
d’IL-6 et I'induction de la synthése d’IL-1ra et du récepteur soluble p55 du TNFa - qui sont
respectivement des antagonistes de I'IL-1 et du TNFa - dans le plasma des patients qui

regoivent un traitement de recombinant de I’IL-6 a été démontré (Tilg et al., 1994).

Plusieurs effets de I'IL-6 ont également été décrits comme étant a I’opposé a ce qui est
décrit ci-haut. En fait, les effets de I’'IL-6 semblent dépendre du contexte pathologique, et

possiblement aussi du niveau et de la durée (aigiie ou chronique) de son hyperexpression.
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L’IL-6 est exprimée, dans plusieurs désordres du SNC, comme |’ Alzheimer, le parkinson et
la sclérose en plaques et les AVC (Gadient et Otten, 1997), et semble jouer un réle dans la

physiopathologie de certaines de ces maladies humaines.

Lors de dommages cérébraux chez |’adulte, I’expression de I'IL-6 est régulée a la hausse
par rapport aux conditions normales autant dans le sang que dans le cerveau. En fait,
plusieurs groupes ont démontré une augmentation de I’IL-6 dans le sérum de patient trés
rapidement aprés un AVC (Suzuki et al., 2009). Cette augmentation qui débute vers les 24h
et qui perdure jusqu’a 4 jours est proportionnelle avec la taille de la lésion cérébrale.
D’autres études ont démontré une augmentation de I’IL-6 dans le liquide céphalorachidien
(LCR) de ces patients victimes d’AVC. Le niveau d’IL-6 détecté dans le LCR est plus
élevé que celui du sérum, ce qui suggere que ’apport cérébral dans la production d’IL-6
induit par un AVC est plus important que celui systémique (Suzuki et al., 2009). Dans le
cas de lésions cérébrales chez le nouveau-né humain, peu de données sont disponibles. -
Dans certaines études, une augmentation de I'IL-6 est détectée dans le sang de cordon
ombilical, dans le liquide amniotique, dans le liquide céphalorachidien et directement dans
certains échantillons de cerveau de nouveau-nés prématurés ayant une LPV
comparativement aux nouveau-nés indemnes de LPV (Ellison et al., 2005, Yoon et al.,
1997, Yoon et al., 1996). Ce résultat est controversé, car d’autres études montrent une
corrélation inverse entre le niveau d’IL-6 dans le sang du cordon et le risque de survenue de
lésions cérébrales (Kaukola et al., 2006), et une faible expression d’IL-6 dans les lésions de

LPV (Kadhim et al., 2001).

Les modéles animaux permettent d’appuyer, mais surtout d’approfondir ces données
humaines. L’ischémie cérébrale induite par I’occlusion de I’artére cérébrale moyenne, dans
des modéles animaux adultes, méne a ’augmentation de I’'IL-6 dans le cerveau, IL-6
provenant surtout des neurones du cortex. En plus d’avoir des données controversées chez
I’animal adulte a propos du role potentiel de I’IL-6 dans les lésions cérébrales, trés peu de
données sont disponibles sur la modulation de I'IL-6 et son effet cérébral chez 1’animal

nouveau-né,
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4.2 Transforming Growth Factor §1 dans le SNC

Le transforming growth factor B (TGFP) est un facteur de croissance qui est connu sous 3
isoformes soit TGFB1 -2 et -3 ayant environ 70-80% d’homologie entre leurs séquences et
qui partagent les mémes récepteurs. Leurs roles sont donc parfois redondants. Cependant, le
TGFB1 est le plus étudié des trois et semble le plus impliqué au niveau développemental. Il
est également étudié pour ses effets post-ischémie qui semblent prometteurs au point de vue

de la neuroprotection (Bottner et al., 2000).

Le TGFp1 est produit dans plusieurs organes comme le cceur, le foie et la rate et il est
également détecté dans le cerveau en développement. Il peut €tre produit autant par les
neurones que les cellules gliales. Lorsque le TGFpB1 est produit, il est associé a une protéine
appelée le peptide latent associé (LAP). Le TGFB1 et la LAP, sont assemblés chacun sous
forme d’homodiméres liés par des ponts disulfure. Puis ces homodiméres s’associent de
maniére non-covalente pour former un tétramére, qu’on appelle le petit complexe latent, qui
regroupe donc deux molécules de TGFPB1 et deux de LAP (c.f. Figure 5). La LAP facilite la
sécrétion du complexe a l'exténieur de la cellule et permet d’assurer une grande
disponibilité du TGFP1 extracellulaire en le protégeant de sa dégradation. Une autre
molécule de latence peut s’associer au petit complexe latent par un pont disulfure pour
former le grand complexe latent, soit la latency-TGF-binding-protein (LTBP) (c.f. Figure
5). La LTBP permet de faciliter la sortic du grand complexe latent hors des cellules
productrices. La LTBP peut aussi s’associer a la matrice extracellulaire qui permet la
localisation du grand complexe a la matrice et sa stabilisation (Flanders et al., 1998, Taylor,
2009).

L’activation du TGFP1 est I’étape cruciale dans la régulation de ses divers effets, c’est-a-
dire qu’il doit se libérer de la LTBP et de la LAP. Le TGFB1 est facilement activé par un
changement de pH (élevé ou faible), la chaleur, I’irradiation ou encore par des molécules
endogénes comme la plasmine, la trombospondine-1, la furine. Une fois libre, le TGFp1

peut se lier a son récepteur et exercer ses effets biologiques (Hyytiainen ef al., 2004).



21

A.
Intraceliular Extracellular
Small latent complex Large latent complex
== =3-=3 =5 —3=
A Actve TGF -beta
TGF -beta ¢!
B.
4 rActive TGF-g
TGF-g 25 kDa dimer
sLC < INon—covalentIy linked
TGF-$ Pro-Protein
LLC< (Latency Associated Peptide (LAP))
_ 75 kDa dimer
I Disulfide linked
Latent TGF-8 binding protein (LTBP)
“ 160 kDa monomer

Figure 5. Structure du TGFp1 en association avec ses protéines de latence. Le TGF1
lié avec la protéine LAP forme le petit complexe latent (SLC : small latent complex). Ce
complexe en association avec le LTBP forme le grand complexe latent (LLC : large latent
complexe). Ce LTBP permet entre autre au TGFB1 de s’associer a la matrice extracellulaire
pour stabiliser le complexe.

Signalisation

Il existe 3 types de récepteurs pour le TGFf1, soit le TGFBRI, le TGFBRII et le TGFBRIII
qui sont partagés avec le TGFB2 et -3. Le TPRI et le TBRII font partie de la famille de
récepteurs transmembranaire sérine-thréonine kinases. Le TGFpl se lie au TBRII en
premier lieu et le complexe ainsi formé recrute le TBRI, permettant la phosphorylation du
récepteur TBRI. Ceci permet ’activation de la voie des Smad. Les Smad sont des protéines
adaptatrices. La famille des Smad contient plusieurs membres qui se répartissent en 3 sous-
familles : les r-Smad (Smadl, -2,-3, -5, -8), les co-Smad (Smad4) et les i-Smad (Smad6 et -

7). La signalisation du TGFpBl se fait via Smad2 ou 3 qui est recruté lors de la
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transphosphorylation du récepteur. Les Smad phosphorylés forment alors un complexe
hétéromérique avec Smad4. Ce complexe transloque ensuite au noyau afin d’activer les
genes cibles (c.f. Figure 6). L’endogline et le TPRIII (aussi appelé betaglycan) sont des
protéoglycans de haut poids moléculaire qui lient le TGFP, mais qui n’induisent pas de
cascade de signalisation, étant donné qu’ils ne possédent aucun domaine kinase. Ces
récepteurs servent entre autre a présenter le TGFBI au TBRII pour ainsi faciliter son

activation (Govinden et Bhoola, 2003).

Effets dans le SNC

Le TGFB1 est multifonctionnel et peut jouer un role dans des fonctions tissulaires et
cellulaires importantes comme la croissance et la différenciation, [’angiogenése,
I’hématopoiése et la production de matrice extracellulaire. Toutes ces fonctions contrdlées
par le TGFB1 sont opérantes a la fois dans I’'inflammation et dans plusieurs étapes du
développement cérébral (Bottner et al., 2000, Massague, 1998). Dans le cerveau, le TGFP1
a principalement des effets neurotrophiques. Il participe, entre autre, a la spécification
régionale et fonctionnelle des cellules souches, & la migration neuronale vers le cortex
cérébral, au contréle de la balance survie/mort neuronale et aussi au contrdle de la
prolifération des cellules gliales (Gomes er al, 2005). Ces effets cruciaux pour le
développement du cerveau et le maintien de la trophicité de ses cellules pourraient aussi

supporter la survie neuronale dans un contexte pathologique.



23

Figure 6. Voie de signalisation du TGFf. Le TGFB lie d’abord le TGFBR afin que la voie
des Smad soit activée. La dimérisation des protéines Smads permet leur translocation au
noyau pour aller activer différents génes.

Chez 'humain, le TGFB1 est augmenté dans le tissu cérébral de patients adultes ayant subi
un AVC (Krupinski ef al., 1996). Des études animales reproduisant le méme phénoméne
démontrent I’effet neuroprotecteur du TGFB1. Son administration i.v. ou encore i.c.v. chez
I’animal adulte méne a une réduction de la mort neuronale et a une diminution de la taille

de linfarctus cérébral suite a une occlusion de [’artére cérébrale moyenne MCAOQ
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(Dhandapani et Brann, 2003). Cependant, le systéme du TGF reste trés peu étudié chez le
nouveau-n€. Une étude clinique indique néanmoins par immunohistochimie que le cerveau
nouveau-né atteint de LPV exprime, au sein de ces lésions, plus de TGFB1 que les cerveaux

de nouveau-nés sains (Meng et Takashima, 1999).

4.3. IL-10 dans le SNC

L’IL-10 est la cytokine anti-inflammatoire la plus connue. Plusieurs cellules peuvent en
produire, comme les lymphocytes, les macrophages et également des cellules du SNC, soit
I’astrocyte et la microglie. Sa production est normalement induite par les cytokines pro-
inflammatoires, telles que I’IL-1 et le TNF. Son principal role étant de contrebalancer la
réponse pro-inflammatoire, I'IL-10 est capable de produire plusieurs effets via son
récepteur visant a atténuer cette réponse, par exemple, I’inhibition de la production de I'IL-
1 et du TNF ou encore la réduction de I’expression de leur récepteur respectif a la surface
cellulaire (Moore et al., 2001, Strle et al., 2001).

Signalisation

Le récepteur de I'IL-10 est un tétramere composé de deux sous-unités de liaison, soit deux
molécules d’IL-10RI et de deux sous-unités accessoires, soit deux molécules d’IL-10RIL.
L’IL-10R est présent sur les cellules gliales. La signalisation de I’IL-10 via son interaction
avec son récepteur inhibe ou active plusieurs voies de signalisation, incluant les voies des
Jak/Stat, PI3k, MAPK, SOCS, NF-xB, mais I'IL-10 agit principalement via la voie des
Jak/Stat, dont les membres sont exprimés dans le SNC. L’IL-10RI est lié a Jakl et I'IL-
10RII a Tyk2 et ’activation du récepteur par son ligand permet la phosphorylation de la
chaine intracellulaire de I'IL-10RI sur des résidus tyrosines (c.f. Figure 7). Par la suite, les

Stats sont recrutées et se lient par leur domaine de liaison SH2 (Strle et al., 2001).
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Figure 7. Voies de signalisation de ’IL-10. L’IL-10 lie son récepteur tétramérique afin
d’induire la signalisation des Jak/Stat. La dimérisation des Stats permet leur translocation
au noyau et I'induction de la transcription de génes.

Parmis les Stats, les Stats 3 sont principalement recrutées, mais Stat 1 et 5 peuvent
¢galement I’étre dans certaines cellules. Une fois phosphorylées. les Stats se dimérisent et
trénsloqucnt au noyau afin de lier différents promoteurs pour moduler la transcription de
plusieurs génes. Les Stats sont entre autre impliquées dans la division cellulaire. la

différentiation et la survie des neurones et des cellules gliales embryonnaires, les effets
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anti-inflammatoires, et les activités régulant le cycle et la mort cellulaire selon le pattern de
geénes qui seront activés. L’IL-10 vient réguler les voies des MAPKs et JNK, p38 et ERK1-
2 qui sont impliquées dans I’activité anti-iﬁﬂammatoire et immunosuppressive de I'IL-10.
De plus, I’[L-10 inhibe le NF-kB et active SOCS2 et -3 qui inhibent I'IFN-y, I'I[FN-a, I’'IL-
6 et I'IL-10 et supprime [’activité de membres des Jak/Stats. Ces deux actions ménent donc

a I’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires (Strle et al., 2001).
Effets de I'IL-10 dans le SNC

Le role principal de I'IL-10 est de contrebalancer la réponse pro-inflammatoire dans une
réponse immune et il en est de méme dans le cerveau. L’IL-10 semble impliquée dans la
majorité des maladies du SNC et est potentiellement d’'une grande importance dans ce
contexte pour inhiber la production de cytokines, supprimer I’immunité cellulaire via la
réduction de composant permettant [’interaction cellule-cellule et favoriser la survie
neuronale et gliale via des facteurs neurotrophiques, par exemple le NGF (Strle et al.,

2001).

Dans les lésions cérébrales, il est connu que I’'IL-10 est modulée a la hausse dans le cerveau
de rats adultes ayant subi une MCAO. L’injection d’IL-10 est principalement faite dans des
modéles animaux afin d’étudier ses effets neuroprotecteurs potentiels. Son administration
autant intracérébroventriculaire (i.c.v.) que systémique méne a une réduction de la taille de
I’infarctus cavitaire suite a une ischémie cérébrale (Spera et al., 1998). Malgré ces quelques
données, les données chez le nouveau-né au sein de lésions- cérébrales sont rares concernant
I'IL-10. Une étude animale montre néanmoins chez le rat a P9 une augmentation d’IL-10
suite a une injection au NMDA dans le cortex cérébral, injection de NMDA qui réplique la
suractivation des récepteurs du glutamate qui est impliquée dans les premiéres étapes

excitotoxiques de la neurotoxicité liée a I’HIL.
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4.4 Antagoniste du récepteur d’interleukine-1 (IL-1ra)

L’IL-1ra est une cytokine anti-inflammatoire faisant partie de la famille de I'IL-1. Comme
son nom I'indique, il s’agit d’'un compétiteur hautement sélectif de I’IL-1 a son récepteur.
Dans le SNC, cette cytokine est principalement produite par la microglie, mais peut aussi
I’étre par I’astrocyte. Son effet est d’inhiber I’action de I'IL-1 et aucun effet indépendant ne
lui est connu. Dans le contexte de dommages cérébraux chez I’animal adulte, 'IL-1ra est
modulé, tout comme I'IL-1B, suite a8 une MCAO et son rdle protecteur a été démontré par
son inhibition ou son ajout qui respectivement aggrave ou améliore les dommages

cérébraux dans ce contexte pathologique (Loddick et al., 1997).

Cependant, cette cytokine a déja été étudiée a notre laboratoire dans un modéle
d’exposition prénatale a des fragments de pathogéne, par administration de LPS combiné a
I’HI et comme mentionné précédemment, un débalancement entre la production de I’'IL-1
et 'IL-1ra est détecté dans le cerveau de rats nouveau-nés exposés au LPS anténatal et HI a
Pl (Girard et al., 2008). Les travaux de Karine Lavoie au laboratoire ont par contre
démontré que I'IL-1ra est induite rapidement a la hausse, parallélement a I'IL-1pB, dans le
cerveau de rats exposés au LPS et/ou a I’'HI a P12. L’effet de I’exposition postnatale au
LPS sur I'IL-1ra et son impact subséquent sur le cerveau immature (P1) n’ont pas été

étudiés.

5. CHIMIOKINES ET RECRUTEMENT CEREBRAL DE MACROPHAGES ET
POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES DANS LE CONTEXTE NEONATAL

. Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques qui ont pour role immunitaire principal
le recrutement cellulaire systémique vers un site tissulaire 1ésé. Ces chimiokines sont
catégorisées selon leur motif structural, dont les plus communs sont CC ou CXC. L’IL-8
(CXCLI1) est une chimiokine humaine connue pour sa propriété d’attraction des
neutrophiles. Chez I’animal, cette chimiokine est connue sous le nom CINC-1. MCP-1
(CCL2) est la principale chimiokine associée au recrutement des monocytes et des

macrophages.
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Différentes études se sont consacrées a I’étude du neutrophile chez le nouveau-né. En cas
de sepsis, le nouveau-né présente un défaut de production de neutrophiles comparativement
a I’adulte. De plus, il a été démontré qu’au plan fonctionnel, la capacité de migration, de
phagocytose, et de production de facteurs bactéricides, tels les radicaux libres, de méme
que la production de réseaux de fibres extracellulaire — nommées neutrophil extracellular
traps (NETs) — par ces cellules granulocytaires chez le prématuré est fortement réduite
comparativement au nouveau-né a terme (Falconer et al., 1995, Kallman et al., 1998, Yost
et al., 2009). De plus, une faible expression de protéines importantes dans le roulement et
’adhéston des neutrophiles, principalement des sélectines et des intégrines, sont détectées

chez le nouveau-né, particuliérement chez le prématuré (Carr, 2000).

Chez I’animal adulte ayant subi une MCAO, les neutrophiles sont les premiéres cellules a
infiltrer la région ischémique, tandis que ’infiltration de macrophages et I’activation de
microglie est détectée plus tardivement (Jin ef al., 2010). Le CINC-1 et le MCP-1 peuvent
étre produits principalement par les microglies et les astrocytes dans le cerveau (Conductier
et al., 2010, Semple et al., 2010), et sont induits lors d’une agression HI (Conductier et al.,
2010, Kim et al., 1995, Semple e? al., 2010, Yamasaki et al., 1997). De plus, des études ont
démontré que I’'IL-1 pouvait induire MCP1, et ce, dans le contexte de Iésions cérébrales. Il
a aussi été démontré que MCP-1 pourrait étre impliqué dans la modulation plus globale de
la perméabilité de la barriere hématoencéphalique, qui permettrait donc par la suite I’entrée
de cellules systémiques autres que les macrophages dans le cerveau (Anthony et al., 1998,
Anthony et al., 1997).
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6. HYPOTHESE ET OBJECTIFS DE RECHERCHE

Selon notre hypothése, un déséquilibre du profil de production intracérébrale de cytokines
pro- versus anti- inflammatoires induite par les infections bactériennes périnatales et/ou
I’hypoxie-ischémie joue un role central dans la genése des Iésions responsables de la
paralysie cérébrale. De fagon plus précise, notre hypothése est que la modulation de ces
cytokines suite a ces différentes agressions différe selon le stade de développement
cérébral. La réponse immunitaire innée des nouveau-nés prématurés étant immature, elle
occasionnerait un profil particulier de production de cytokines a ce stade de
développement, profil différent de celui du nouveau-né a terme. Ces différences
développementales dans la réaction neuroinflammatoire pourraient jouer un role clé dans la
genese des lésions cérébrales périnatales et aussi dans leurs variations selon le niveau de

développement, prématuré versus a terme.

Objectifs

Ce projet a pour but d’étudier I’expression cérébrale de cytokines anti-inflammatoires (IL-
6, IL-10, TGFB1 et IL-1ra) chez le nouveau-né via I'utilisation de modéles de lésions
cérébrales périnatales induites chez le rat par diverses combinaisons d’agressions a

différents stades développementaux.

L’objectif central sera de comparer les réponses anti-inflammatoires au LPS et/ou a I’HI
postnatal dans un modele de lésions cérébrales chez le raton a un dge correspondant a un
niveau de développement cérébral du prématuré humain (Pl) versus un modéle
correspondant au niveau de maturation cérébrale comparable & nouveau-né humain a terme

(P12).

Pour approfondir les résultats, I’expression de cytokines pro-inflammatoire (IL-1§ et
TNFa) sera étudiée parallelement a celle des anti-inflammatoires, et ce, comparativement
dans nos modéles a Pl et P12, suite aux agressions par un composant de pathogéne (LPS)
et/ou I’HL.
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Finalement, I’effet net de la balance des productions pro- et anti-inflammatoires sera étudié
comparativement a P1 et P12 sur la production de chimiokines et le recrutement cérébral de
cellules immunitaires systémiques - neutrophiles et macrophage — via de I’expression de

leurs principales chimiokines respectives CINC-1 et MCP1.
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B. ARTICLE

Developmental regulation of the neuroinflammatory responses to LPS and/or
hypoxia-ischemia between preterm and term neonates: An experimental study
Marie-Elsa Brochu, Sylvie Girard, Karine Lavoie, Guillaume Sébire

*Soumis dans Journal of Neuroinflammation

Avant-propos

L’article intitulé « Developmental regulation of the neuroinflammatory responses to LPS
and/or hypoxia-ischemia between preterm and term neonates: An experimental study »
présentement soumis dans Journal of Neuroinflammation traite principalement de mon
projet de recherche, mais s’y ajoute également une partie du projet de Sylvie Girard,
étudiante au doctorat qui est co-premier auteur de cet article, ainsi qu’une partie du projet
de Karine Lavoie, étudiante a la maitrise au laboratoire qui figure également parmi les
auteurs. Les travaux ont été supervisés par mon directeur de recherche Dr. Guillaume

Sébire.

J a1 effectué la majorité du travail de laboratoire contenu dans cet article dans le cadre de
mon projet de maitrise. Certains résultats sont obtenus en collaboration avec Sylvie Girard
et Karine Lavoie. Les manipulations techniques, I’analyse des résultats, 1’élaboration des
figures et la rédaction du manuscrit ont fait partic de mes tiches au laboratoire. Sylvie a
grandement collaboré a I’écriture du manuscrit et la supervision du projet, le tout sous la
direction du Dr. Sébire. Je tiens également a ajouter qu’une partie de mes résultats ont été
obtenus grace a la participation de Sinziana Briota, une stagiaire d’été au laboratoire qui

m’a été d’une grande aide.

Résumé de D’article

Introduction. Les nouveau-nés prématurés et a terme sont grandement susceptibles a

développer des dommages cérébraux, pouvant mener a la paralysie cérébrale et a des
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difficultés d’apprentissage. L’hypoxie-ischémie (HI) et I’exposition a des pathogénes, et
I’augmentation subséquentes de cytokines pro-inflammatoires sont associées avec de tels
dommages cérébraux. Toutefois, la balance entre I’expression de cytokines pro- et anti-
inflammatoires, ses variations potentielles et leur effets au cours du développement
demeurent inconnus. Méthodes. En utilisant un modéle animal de lésions cérébrales
induites par exposition au lipopolyssacharide (LPS) et/ou a I’HI, nous avons comparé
I’expression de cytokines entre un niveau de développement cérébral comparable a soit un
nouveau-né prématuré (P1), soit 4 un nouveau-né i terme (P12). Résultats. A Pl,
I’expression des cytokines anti-inflammatoires n’est pas modulé (IL-10 et IL-6) ou est
méme régulé a la baisse (TGFP1 et IL-1ra) dans le cerveau de ratons exposés au LPS+HI.
Au contraire, & P12, les ratons exposés aux mémes agressions montrent une augmentation
de P’expression de ces cytokines anti-inflammatoires. Parall¢lement, I'IL-1p est la
principale cytokine pro-inflammatoire dont I’expression augmente a P1 et P12, de pair avec
une faible augmentation du TNF-a. Cette réaction inflammatoire dépendante du stade
développemental s’accompagne a P12 par la combinaison de: (i) I’expression des
chimiokines CINC-1 et MCP-1, (ii) la perméabilisation de la barriére hémato-encéphalique
et (iii) par le recrutement de cellules immunitaires systémiques, tel les neutrophiles.
Conclusion. L’HI et le LPS+HI induisent une réponse immunitaire de type pro-
inflammatoire autant dans un cerveau équivalant a un nouveau-né prématuré et i terme,
avec une réponse maximale obtenue avec la combinaison du LPS+HI. Cependant, le profil
de ces réponses neuroinflammatoires présente des différences majeures selon I’age : aucune
ou une diminution de la réponse anti-inflammatoire associée principalement avec une
relache d'IL-1 dans le cerveau équivalant au prématuré (P1), contrairement au cerveau
correspondant a un nouveau-né a terme (P12) qui présente une forte réponse anti- et pro-
inflammatoire, incluant une relache d’IL-1B et de TNFa et un bris de la barriére hémato-
encéphalique. Ces différences développementales en terme de réponse neuroinflammatoires
pourraient contribuer au profil différentiel des lésions observées selon la durée de gestation.
De plus, ces différences démontrent la nécessité de prendre en considération le stade de
maturation, autant un niveau cérébral que systémique, afin d’étudier la population de

nouveau-né dans le but de développer de nouveaux traitements neuroprotecteurs adéquats.
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such as neutrophils. Conclusion. HI and LPS+HI induce pro-inflammatory oriented
immune responses in both preterm and term like brains, with a maximal inflammatory
response triggered by the combination of LPS+HI. However, the profile of these
neuroinflammatory responses presented striking variations according to age: no or down-
regulated anti-inflammatory responses associated with mainly IL-1f release in preterm-like
brains (P1), in sharp contrast to term-like brains (P12) presenting stronger anti-and pro-
inflammatory responses, including both IL-1$ and TNF-a releases, and BBB leakage.
These developmental-dependant variations of neuroinflammatory response could contribute
to the differential pattern of brain lesions observed across gestational ages in humans. This
also highlights the necessity to take into consideration the maturation stage, of both brain

and immune systems, in order to develop new anti-inflammatory neuroprotective strategies.

Background

Human newbormns, especially preterm, are at high risk of brain damage [1-4]. Decreased
oxygen and other blood nutrient supply to the brain, remote pathogen exposure, or both
combined, and the associated neuroinflammatory responses are the most important
perinatal risk factors associated with brain injury and subsequent cerebral palsy and/or
learning and behavioral impairments [1-3]. The incidence of these forms of neonatal brain
damage is inversely proportional to gestation age and thus higher in preterm than in term
newborn [4]. Type and distribution of brain lesions differ markedly between preterm and
term newborns [4, 5]. This is attributed to different levels of brain maturity and
vulnerability to aggression due to regional and age-specific metabolic needs [1, 2, 4, 5].
Accordingly, our hypothesis is that developmental differences in neuroinflammatory
reactions also contribute to the age-specific patterns of brain injury.

Pro-inflammatory cytokine expression within the brain, especially IL-13 and TNF-a, has
been implicated in perinatal brain damage induced by pathogen components and/or
hypoxia-ischemia (HI) both in experimental model [6-11] and the human newborn brain
[12-22]. On the other hand, relatively little is known about anti-inflammatory and
neurotrophic cytokine responses in such perinatal brain damage. Anti-inflammatory

cytokines are already known either to be constitutively expressed to support brain
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development, or to be induced in pathological conditions to counterbalance the pro-
inflammatory response and to promote neuronal survival [23-33].

To uncover potential differences between term and preterm neuroinflammatory responses
to neonatal insults, we used rat models of brain damage induced at different stages of brain
development. Postnatal day 1 (P1), corresponds, in terms of brain development, to the of
very preterm human brain (26-32 weeks of gestation), whereas P12, corresponds to the
term human neonate brain [34]. We compared the intracerebral profiles of pro- and anti-
inflammatory cytokines responses, chemokines responses and related immune cell

recruitments at both developmental stages.

Methods

Animals

Gestational Lewis rats were purchased from Charles River Laboratories (Saint-Constant,
Quebec, Canada) at embryonic day 16 (E16) and gave birth naturally. At P1 or P12, rat
pups were injected intraperitoneally (ip) either with lipopolysaccharide (LPS; 200ug/kg,
Escherichia coli, 0127:B8; Sigma, ON, Canada) diluted in 50 ul of saline, or saline only.
HI was induced 4h after the LPS injection by permanent ligation of the right common
carotid artery followed by exposure to 8% O,/N, for 210 min at Pl or 90 min at P12 in a
chamber at 36°C as described previously [35]. The duration of hypoxia was decreased at
P12 because of higher mortality rates of pups during hypoxia. The P1 and P12 pups were
randomized into five groups: (1) control, (2) sham, (3) HI, (4) LPS, (5) LPS+HI. Pups were
sacrificed by decapitation at 4, 24 and 48h post-HI and brain were either frozen and kept at
-80°C for protein extraction or fixed in paraformaldehyde and embedded in paraffin for
immunohistochemistry (IHC) (see below for details). Since there was no difference
between control and sham animals, both groups were combined. This protocol was duly
approved by the appropriate institutional Animal Research Ethics Board and conducted in

accordance with all applicable laws and regulations.
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Brain cytokines quantification

Both cerebral hemispheres were studied in combination at P1 as we previously showed the
presence of bilateral brain damage [35]. At P12, however, cerebral hemispheres were
studied separately since brain damage is mostly unilateral. Proteins were extracted and
concentrations determined as previously described [36]. Cytokines (IL-1B, TNF-a, IL-10,
IL-1ra, IL-6, TGF-B1) and chemokines (MCP1 and CINC-1) were quantified using ELISA
kits (R&D System, MN, US; except for MCP-1: BD Biosciences, NJ, US) according to
manufacturer’s instruction. ELISA for IL-Ira detection was performed as described
previously [6]. All samples were analyzed in duplicate. Western blotting was used to detect

specific variation in the mature form of IL-1f as previously described [36].

Immunohistochemistry

Total brains were embedded in paraffin and Spm-thick sections were mounted on silanized
slides. Brain sections were prepared as previously described [36]. Sections were incubated
overnight at 4°C with the following primary antibodies directed against the following: IL-
1B (Serotec, NC, US), TNF-a (Chemicon, ON, Canada), [L.-10 (R&D System, MN, US),
IL-1ra (Santa Cruz Biotechnology, CA, US), IL-6 (R&D System, MN, US), TGF-B1 (Santa
Cruz Biotechnology, CA, US), MCP-1 (Chemicon, ON, Canada), CINC-1 (LifeSpan
Biosciences, WA, US), CD68 (Chemicon, ON, Canada), and with adsorbed antiserum
directed against rat neutrophils (Cedarlane, ON, Canada). For albumin detection, sections
were incubated 2h at room temperature with IgG albumin fraction (MP Biomedicals, OH,
US) after blocking overnight with 10% milk. The appropriate HRP-conjugated secondary
antibodies (anti-mouse, Cell Signaling Technology, MA, US; anti-rabbit, Serotec, NC, US;
anti-swine, Cedarlane, ON, Canada) were used for each primary antibody and incubated for
lh at room temperature. Labeling was revealed using diaminobenzidene (DAB) (Roche,
Qc, Canada). Cytokine and chemokine staining intensities were measured in brain cortex
striatum and adjacent subcortical/periventricular white matter (corpus callosum and
external capsule) using Image J program (NIH) as described previously [22]. Quantitative
comparisons were performed between staining intensities from LPS +/- HI conditions

compared to control. Neutrophils and CD68+ macrophages were counted in coronal
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sections at bregma level -0.36 mm in the brain hemisphere ipsilateral to ischemia, as

previously described [37].

Statistical analyses

Data are presented as mean + standard error of the mean (SEM). Comparisons between
groups were performed using one-way analysis of variance (ANOVA) with the Student-
Newman—Keuls post test and the unpaired t-test with Welch correction. The significance

level was set at p<0.05.

Results

A. Comparison of brain anti-inflammatory responses at P1 and P12 after LPS and/or
HI exposure

We first assessed the impact of exposures to LPS and/or HI on the expression of anti-
inflammatory cytokines in Pl and P12 pup brains. We quantified IL-10, IL-1ra, IL-6 and
TGF-B1 expressions in cerebral hemispheres by ELISA. LPS and/or HI did not induce the
expression of any of the anti-inflammatory cytokines studied (IL-10, IL-1ra, IL-6 and TGF-
B1) in P1 brain at 4h, 24h, or 48h post-HI (the latter shown in Fig 1). Brain from P1 rat
pups exposed to combined LPS+HI presented a decreased expression of TGF-1 (Fig 1D)
compared to control level. In contrast, brain from P12 pups exposed to HI and LPS+HI, had
up-regulated levels of all anti-inflammatory cytokines in the hemisphere ipsilateral to
ischemia, as compared to control animals (Fig 1A-D), or to the contralateral hemisphere
(data not shown), both having similar levels of expression. This induction of IL-6 and TGF-
Bl at P12 was detected as early as 4h post-HI and maintained until 48h (Fig 1C, D),
expression peaking at 48h. On the other hand, IL-1ra and IL-10 expressions at P12 were
delayed, with a transient IL-1ra increase at 24h (Fig 1B), and up-regulation of IL-10 at 48h
post-HI (Fig 1A). Administration of LPS prior to HI did not lead, at P12, to any further
increase of any anti-inflammatory cytokines (IL-10, IL-1ra, IL-6, TGF-B1) compared to HI

alone.
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Figure 1. Comparison between P1 and P12 ELISA titrations of brain anti-
inflammatory cytokines. Developmentally regulated induction of anti-inflammatory
cytokines was shown after exposure to HI +/- LPS. An increased expression was detected
after LPS and/or HI exposures at P12, but not at P1, for IL-10 (A), IL-1ra (B), IL-6 (C) and
TGF-1 (D). At P1, since the induction pattern is the same at 4, 24 or 48h post-HI, only 48h
was shown. Basal levels (E) of intracerebral cytokine titers were compared between P1 and
P12. Protein detection was performed on 3 to 6 brains assayed in duplicate at each time
point under each experimental condition. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, one-way
ANOVA with Newman-Keuls post test (A-D) and t test with Welch correction (E).
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The weaker induction of anti-inflammatory cytokines at P1 compared to P12, ie. at a
developmental stage corresponding to preterm versus term human brains, likely reflects the
immaturity of the intracerebral immune response of the premature brain. This is further
supported by the basal intracerebral expression of anti-inflammatory cytokines, which was
also developmentally regulated. Indeed, constitutive levels of expression were higher at

P12 than at P1 for all anti-inflammatory cytokines studied (Fig 1E).

We then studied, by in situ IHC, the localization of cytokine expression in different brain
region, with a special focus on those affected in human perinatal brain damage, i.e.
superficial (cortex) and deep (striatum) gray matter and adjacent white matter, at 48h (Fig
2A-D). At P1, no differences were detected in both gray and white matter, in IL-6 (Fig 2A)
and IL-10 (Fig 2C) staining intensity under LPS and/or HI conditions compared to control.
At P12, HI and LPS+HI increased IL-10 expression in both hemispheric gray and white
matters ipsilateral to ischemia (Fig 2C, D). IL-6 expression (Fig 2B) at P12 followed a
pattern similar to IL-10 but was increased in both ipsi and contralateral white matter under
HI and LPS+HI conditions as compared to control (data not shown). TGF-B1 expression at
Pl was down-regulated in the gray matter of rat exposed to LPS+HI (Fig 3A, B). In
contrast, at P12, TGF-B1 up-regulation was detected in both gray and white matters
ipsilateral to ischemia (Fig 3C) as well as in white matter contralateral to ischemia.
Intracerebral IL-1ra expression was decreased in P1 pups 48h after exposure to HI, LPS or
both combined (Fig 3D, E). Conversely, an IL-1ra increase was detected in P12 rats at 48h
post-HI and LPS+HI, but only in the gray matter of the hemisphere ipsilateral to ischemia
(Fig 3F).
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Figure 2. Comparison between P1 and P12 immunostaining intensities of IL-6 and IL-
10 in brain. IL-6 and IL-10 expressions were increased only at P12 in brains of rat pups
exposed to HI+/- LPS. Data are presented (A, C) as fold increase of IL-6 and IL-10
expressions compared to control (set at 1). (B) Increased IL-6 staining (arrowheads) in P1
spongiotic frontal cortex and underlying external capsule exposed to LPS+HI compared to
control. (D) Increased IL-10 staining (arrowheads) in P12 lesioned frontal cortex and
underlying external capsule exposed to LPS+HI compared to control. [HC was performed
at 48h post-HI, in 3 to 4 brains under each experimental condition. *p<0.05, **p<0.01,
***5<0.001, one-way ANOVA with Newman-Keuls post test. Scale bars = 15 um (B, D)
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Figure 3. Comparison between P1 and P12 immunostaining intensities of IL-1ra and
TGF-B1 in brain. IL-1ra and TGF-B1 expressions were decreased at P1 and conversely
increased at P12 in brains of rat pups exposed to HI and/or LPS. Data are presented (A, D)
as fold increase of IL-lra and TGF-Bl expressions compared to control (set at 1).
Decreased TGF-B1 (B) and IL-1ra (E) staining in P1 frontal cortex exposed to LPS plus Hi
versus control. Increased TGF-B1 (C) and IL-1ra (F) staining (arrowheads) in P12 lesioned
frontal cortex and underlying external capsule exposed to LPS+/-HI versus control. [HC
was performed at 48h post-HI, in 3 to 4 brains under each experimental condition. *p<0.05,
**n<0.01, ***p<0.001, one-way ANOVA with Newman-Keuls post test. Scale bars = 15

pm (B, C, E, F).

B. Comparison between P1 and P12 intracerebral pro-inflammatory responses to LPS
and/or HI

The balance between pro and anti-inflammatory mediators and their interactions is known
to determine the magnitude of the inflammatory reaction. Thus, in addition to anti-

inflammatory responses, we also used ELISA to study neurodevelopmental modulation of
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expression of pro-inflammatory cytokines, namely IL-1B and TNF-a, following LPS and/or
HI exposures. At P1, we detected no TNF-a or modulation of total IL-1f levels by ELISA
in the brain (Fig 4A, B). However, using western blotting to further distinguish between pro
and active forms of IL-1PB, we detected a slight increase of the active form of IL-1B
(17kDa) in brains exposed to HI and LPS+HI (data not shown). In contrast, both IL-1§ and
TNF-a were up-regulated (IL-1§ at a much higher level than TNF-a) in P12 brains
exposed to HI and LPS+HI at 4, 24 and 48h post-HI.

Using IHC, we then studied the distribution of pro-inflammatory cytokines. Some rare foci
of slight TNF-a expression were detected by IHC at P1, only after combined exposures to
LPS+H], in both gray and white matter at 48h (Fig 4C). At P12, TNF-a expression was
increased after exposure to HI or combined LPS+HI at 4h and 48h post-HI in both gray and
white matter (Fig C). IL-1p expression was also induced at P1, in both gray and white
matter of animals exposed to HI and LPS+HI, and also in animals exposed to LPS alone,
but only in white matter (Fig 4D). At P12, increased IL-1 immunoreactivity was detected
at 48h in ipsilateral gray and white matters after HI or LPS+HI (Fig 4D) as well as in
contralateral white matter, albeit to a lesser extent under the same experimental conditions

(data not shown).
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Figure 4. P1 versus P12 ELISA titrations and immunostaining intensities of cerebral
pro-inflammatory cytokines, IL-18 and TNF-a. TNF-a was not detected by ELISA at
P1 but an up-regulation — weaker than the one observed for IL-1B — was detected at P12
after HI and LPS+HI exposures by ELISA (A) and IHC in both white and gray matters (C).
No modulation of IL-1B was detected by ELISA at P1 (B), whereas some foci of increased
IL-1 immunostaining were detected by IHC in brain exposed to HI or LPS+HI, at 48h post-
HI (D). At P12, THC results confirmed an increased IL-1p expression localised especially
in gray, and in a lesser extent in white matter, of brains exposed to HI and LPS+HI (D) and
a TNF-a increase was detected only in the LPS+HI brains (C) at P1. Protein detection was
performed by ELISA on 3 to 4 brains assayed in duplicate, at each time point under each
experimental condition. [HC was performed at 48h post-HI, in 3 to 4 brains in each
experimental condition. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, one-way ANOVA with Newman-
Keuls post test.
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C. BBB permeability and systemic immune cell recruitment

A systemic contribution of infiltrating macrophages and neutrophils to the
neuroinflammatory response has been associated with HI induced brain damage, especially
in adult models. We therefore studied the intracerebral recruitment of circulating immune
cells and the expression of related chemokines. Using ELISA on brain extract, we
quantified the expression of CINC-1 and MCP-1, which are known to mediate the
recruitment of neutrophils and macrophages respectively. CINC-1 expression was induced
in both P1 and P12 pups brains after exposure to LPS+HI at 4h (Fig 5A; data not shown at
Pl) and, to a lesser extent only at P12 at 48h post-HI (Fig 5A). However, this CINC-1
induction was greater in P12 than P1 brains (2 fold higher). Those results were confirmed
by IHC showing at P12 — but not at P1 - an induction of CINC-1 expression in the gray
matter only, at 48h post HI and LPS+HI (Fig 5B, C). Infiltrating neutrophils were detected
at 48h (but not at 4h) after the aggressions, in P12 brains exposed to HI (mean number of
cells counted in one section from ipsilateral hemisphere: 35 + 28) or LPS+HI (mean
number of cells counted in one section from ipsilateral hemisphere: 110 + 45) (Fig 5D). In
contrast, no neutrophils were detected in P1 brain exposed to LPS and/or HI. No neutrophil
was detected in the hemisphere contralateral to ischemia at P12 in any of the experimental
conditions used. Neutrophils were distributed throughout the lesioned area (both gray and
white matter of the hemisphere ipsilateral to ischemia) and their number was correlated
with the extent of the histological damage (data not shown), which was more severe
following LPS+HI compared to HI alone (Fig SE).
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Figure 5. P1 versus P12 intracerebral expressions of CINC-1 and levels of neutrophil
infiltrations. No CINC-1 was detected at 48h after HI at Pl in brains exposed or
unexposed to LPS+/-HI either by ELISA (A) or IHC (data not shown) 48h post-HI. In
contrast, following HI or LPS+HI at P12, CINC-1 was up-regulated in brains at 4, 24 and
48h post-HI as shown by ELISA (A) and IHC experiments (B, C) showed that this increase
of CINC-1 intracerebral expression (C, arrowhead) at P12 was limited to the neocortical
gray matter (C), but not in the underlying white matter. Neutrophils (D, arrowheads) were
detected only at P12 — not at P1 —, at 48h post LPS+HI, in the neocortex ipsilateral to
ischemia, i.e. in the areas of neocortical damage as illustrated in a schema (E). Protein
detection was performed by ELISA on 3 to 4 brains assayed in duplicate at each time point
under each experimental condition. IHC was performed at 48h post-HI, in 3 to 4 brains
under each experimental condition. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, one-way ANOVA
with Newman-Keuls post test. Scale bars = 15 pm (C, D).
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MCP-1 expression was induced early at P1 (only at 4h) and only after exposure to LPS or
LPS+HI (data not shown), but not HI alone. At P12, MCP-1 levels were significantly up-
regulated, 4h after exposure to HI, LPS, or both combined, and this induction was more
important than at P1 (4 fold higher at P12, Fig 6A). MCP-1 expression further increased
and peaked at 24h after HI, and at 48h after LPS+HI exposures. The combined LPS+HI
aggression led to more sustained expression than did HI alone (Fig 6A). Using IHC, we
confirmed that although MCP-1 levels were induced by LPS and LPS+HI at early time
points at P1, no change was detected in intracerebral MCP-1 expression at 48h and no
CD68+ cells were detected (Fig 6B). In contrast, at P12, we detected a significant increase,
but only in gray matter, of MCP-1 expression at 4h and 48h (Fig 6C). The distribution of
MCP-1 staining correlated with the lesioned area and also with the area displaying CD68+
infiltrating cells (Fig 6D, E). Some CD68+ cells were also detected in the white matter of

the hemisphere contralateral to ischemia (data not shown).

Another major regulator of immune cell recruitment is the integrity of the blood-brain
barrier (BBB), which can be altered by pro-inflammatory cytokines [38, 39]. We found that
exposure to HI with or without LPS led to a breakdown of the BBB at P12 only, as shown
by albumin extravasation into the brain parenchyma detected 48h post-HI (Fig 6F). This
was displayed to a greater extend in the gray matter than in the white matter. This BBB
breakdown was more pronounced within the brains of LPS+HI exposed animals than in
those of animals exposed to HI alone and this distribution was the same for infiltrating
immune cells (Fig 6G, see also SE and 6D for each cell type distribution separately). The
distribution of BBB disruption spatially matched the infarcted area as seen at 8 days post-
HI (data not shown). No staining and no change in albumin extravasation was detected in
either gray or white matter — in any of the experimental conditions used - at earlier time
points (i.e. 4h at P12) or at P1. No mast cell infiltration was detected in P1 or P12 brains in

any of the experimental conditions used (data not shown).
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Figure 6. P1 versus P12 intracerebral expressions of MCP-1, levels of neutrophil
infiltrations, and BBB leakage. No MCP-1 was detected 48h after HI at P! in brains
exposed or unexposed to LPS+/-HI either by ELISA (A) or IHC (data not shown) at 48h
post-HI. In contrast, following HI or LPS+HI at P12, MCP-1 was up-regulated in brains at



48

4, 24 and 48h post-HI as shown by ELISA (A). IHC experiments (B, C) showed that this
increased intracerebral MCP-1 expression (C, arrowhead) at P12 was only detected in the
neocortex (C), but not in the underlying white matter. CD68+cells (E, arrowheads) were
detected only at P12 —~ not at P1 — at 48h post LPS+HI in the neocortex ipsilateral to
ischemia, i.e. in the areas of neocortical damage as illustrated in a schema (D). Increased
albumin staining in right hemispheric gray and white matters of LPS+HI exposed P12
brains compared to control (F). Schematic presentation of distribution of BBB leakage at
P12, including albumin extravasations, PMN and CD68+ cells infiltration in HI and
LPS+HI brains showing a topographic correlation between all these components of
neuroinflammatory response and brain damage (G). Protein detection was performed by
ELISA on 3 to 4 brains assayed in duplicate at each time point under each experimental
condition. IHC was performed at 48h post-HI, in 3 to 4 brains under each experimental
condition. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, one-way ANOVA with Newman-Keuls post
test. Scale bars = 15 pm (C, E)

DISCUSSION

Using animal models of brain insults occurring at neurodevelopmental stages equivalent to
the preterm (P1) and term (P12) human brain [34], we showed that exposures to a bacterial
endotoxin (LPS) and/or HI led to distinct patterns of neuroinflammatory responses
depending on the stage of brain maturation, and on the type of insult. At P1, the
neuroinflammatory reaction triggered by HI or LPS+HI was limited to IL-1p — with no
TNF-a — over-expression, without any concomitant induction of classic counteracting anti-
inflammatory cytokines. IL-1p expression at P1 was more prominent within the cerebral
white matter than in the grey matter, thus correlating with predominant white matter
damage occurrence previously described by us under our Pl experimental conditions in
rodents [37], and as also typically seen in premature human newborns [4, 40]. At P1, anti-
inflammatory cytokines’ responses were absent (IL-6, IL-10), or even down-regulated (IL-
Ira, TGF-B1) under HI or LPS+HI conditions. Lack of anti-inflammatory response at P1
might deprive the challenged brain of neurotrophic factors — such as TGF-f1, IL-10, IL-1ra
and IL-6 — involved in neuronal survival and brain tissue repair following brain injuries [6,

41-50].

At P12, in sharp contrast to P1, both pro- (IL-1B peaking 8-fold higher than TNF-a at 4h
post LPS+HI) and anti-inflammatory cytokines (namely IL-1ra, IL-6, IL-10 and TGF-B1)

were over-expressed within brains exposed to HI or LPS+HI. Despite the combined
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induction of pro- and anti-inflammatory cytokines at P12, the balance of pro/anti effect
remained strongly oriented towards inflammation, at a neurodevelopmental stage
equivalent to that the term human brain. Thus, HI- or LPS+HI-induced chemokine
responses (MCP-1 and CINC-1), known to derive in part from the activation of the IL-1
pathway [51, 52], were much more prominent at P12 than at Pl - particularly under
LPS+HI conditions compared to HI alone. Combined, and likely interacting, IL-1$ and
chemokine induction were also associated at P12 (but not at P1) with BBB leakage and
massive neutrophil infiltration within HI and LPS+HI damaged brain areas.

After identical endotoxin and/or HI exposures, premature human newborn commonly
present patchy areas of white matter damage whereas term newborns display major cortico-
subcortical infarcts associated with BBB disruption and leukocyte infiltration [4]. The
distinct neuroinflammatory responses to similar aggressions were documented in both
preterm- (P1) and term-like (P12) brains and their mechanistic features might contribute to
the strikingly different age-dependent neuropathological differences of perinatal brain
damage observed in rodents [35, 37, 53] as well as between preterm and term human

newborns [4].

Systemic adaptive and innate immune responses of the human neonates are known to differ
from the adult’s one in several ways, such as a bias towards Th2 response, and peripheral
blood monocyte stimulation from pathogens leading to higher IL-6, and IL-10 responses,
but lower TNF-a expression than in the adults [54, 55]. Certain developmental
comparisons have already been performed between neonatal and adult neuroinflammatory
responses and across neonatal period [56, 57]. For instance, a “window of susceptibility” to
intracerebral IL-1B exposure was detected in juvenile (2-6 week-old) as opposed to
neonatal (P1) or adult (P90) rats, with juvenile rats displaying a peculiar age-dependent
hyper-response in term of neutrophil infiltration and neural cell damage [58, 59]. Our
experimental data further delineate that over a short time frame, the P1 brain reacts
differently than the P12 brain following exposure to systemic endotoxin and/or HI
aggressions. The neuroinflammatory response, even when induced at both
neurodevelopmental stages, was weaker in P1 than in P12 brains in its neurotoxic, as well

as neuroprotective components. In agreement with these experimental results, both IL-1ra,
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IL-1B, and subsequent MMP-9 expressions were shown in situ, to be more weakly
expressed in preterm than in term damaged white matter from human brains [6]. In
addition, studies testing the transmigration across barriers of peripheral immune cells
showed only modest capacities for circulating leucocytes, such as neutrophils, to migrate
into the brain of preterm human newborns as compared to term newborns [55]. This is
known to be linked to immature adhesion molecule expression by blood or BBB cells. In
addition, the reduced P1 (preterm-like) expression of chemokines we showed at the most
immature stage of postnatal brain development might also contribute to the weak preterm
recruitment of systemic cells within the brain in our model, as also observed by others [53,
58]. In close correlation with the age-dependant level of CINC-1 production we showed,
neutrophils are already known to be implicated in perinatal ischemic brain damage in
rodents but only after P7, with a peak of deleterious effects at P12-P30 {34, 58]. Recent
data showed that the neonatal BBB is more mature than previously thought, and that after
an inflammatory challenge at P1, the BBB was less permeable than later on [58, 60]. This is
in keeping with our observations showing that albumin extravasation and leucocytes
infiltrations across the BBB were abundant in rat brains exposed to HI, or LPS+HI, at P12,

but absent following the same insults at P1.

CONCLUSION

In sum, following HI and combined LPS+HI, the predominant pro-inflammatory IL-1B
response within the brains of preterm- and term-like neonates — whatever the level of anti-
inflammatory cytokine response - may have damaging effects at both stages of
development. However, the magnitude of the neuroinflammatory response seems to be
proportional to the intensity of the IL-1 response as well as to the age-dependent

consequences on BBB permeability, chemokines responses, and neutrophil infiltration.
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C. DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

Les cytokines pro-inflammatoires jouent un rdle dans la pathophysiologie des dommages
cérébraux périnataux (Girard et al., 2010). Les cytokines anti-inflammatoires connues pour
limiter et diminuer I’expression de I'IL-18 et du TNFa sont des médiateurs potentiellement
importants. En effet, sachant que le niveau de développement cérébral du rat a Pl
correspond a un grand prématuré humain, tandis qu’a P12 il correspond a un nouveau-né a
terme, nous avons démontré qu’en réponse au LPS et/ou 4 I"HI la réponse cytokinique anti-
inflammatoire est absente & P1, voire diminuée par rapport au niveau constitutif chez le
prématuré, dans plusieurs types d’agression impliquant le LPS et/ou I’HI. Par contre, a P12,
I’expression intracérébrale de cytokines anti-inflammatoires est nettement activée suite aux
agressions HI ou LPS+HI, tandis qu’aucune induction n’est observée avec le LPS seul.
Malgré cette réponse anti-inflammatoire accrue a P12 par rapport 2 P1, la réponse pro-
inflammatoire est non seulement présente a P12, mais également a P1, quoit qu’a P12 les
niveaux se situent méme a un niveau nettement supérieur par rapport a3 P1. Une production
de chimiokines est également détectée a P12 — mais pas & P1 - dans le cerveau des ratons
exposés a I’HI avec ou sans LPS. Un recrutement massif de polynucléaires neutrophiles et
de macrophages infiltrant le tissu cérébral est également détecté¢ a P12 dans les régions
lésées du cerveau, mais pas a P1. Dans ces régions lésées, uniquement a P12, la BHE est

perméable concomitamment a I'infiltration cellulaire (Tableau 1).
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Pl P12
Cytokines pro-  IL-1B + T
inflammatoires  TNFa 0 T
IL-6 - 1
Cytokines anti-  IL-10 - T
inflammatoires  TGFB1 NK T
IL-1ra N T

CINC1 -
Chimiokines T
MCP1 - 0
Cellules infiltrantes PMN - 1T
Mo - 0
Perméabilité de la BHE non oui

Tableau 1. Résumé des résultats a P1 et P12. Induction des différentes molécules étudiés
a Pl et P12 dans la condition LPS+HI & 48h post-HI par rapport au groupe contréle. La
réponse inflammatoire qui est plus forte a P12 corréle avec linfiltration de cellules
immunitaires systémiques et un bris de barriére.

Niveau basal d’expression de cytokines

Des travaux se sont concentrés a déterminer |’expression basale de cytokines systémique
dans un but comparatif entre le nouveau-né prématuré et celui a terme. En fait, le systéme
immunitaire du nouveau-né est décrit comme étant orienté vers une réponse Th2 (Levy,
2007). Des différences de réponses immunitaires systémiques sont aussi présentes entre le
nouveau-né prématuré et celui a terme (Georgeson ez al., 2001, Kallman ef al., 1998), mais
les éventuelles particularités des réponses neuroinflammatoires restent mal connues. Notre
travail clarifie le profil d’expression intracérébrale de cytokines en réponse aux expositions
a des fragments de pathogénes et/ou a I’HI postnatale. L’étude de cerveaux contrdles

montre que toutes les cytokines pro- et anti-inflammatoires étudiées sont constitutivement
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produites, mais a un faible niveau, dans le cerveau immature. Le niveau basal d’expression
intracérébrale de cytokines est proportionnel au stade de développement cérébral du
nouveau-né. Il est possible que cette production constitutive de cytokines anti-
inflammatoires participe a la répression de la production de cytokines pro-inflammatoires
lors des agressions a P1, mais d’autres facteurs doivent intervenir puisqu’un tel phénoméne
d’atténuation de la réponse pro-inflammatoire n’est pas constaté a P12, alors que la réponse
anti-inflammatoire est beaucoup plus marquée qu’a Pl. Il semble donc que la faible
production de cytokines pro- et anti-inflammatoires a P1, comparativement & P12, soit

probablement liée a une immaturité du développement des cellules neuroimmunes.

Evolution de la balance pro- versus anti-inflammatoire entre P1 et P12

Nos résultats confirment, lors d’agressions LPS+/- HI post-natales, des études montrant a
Pl un débalancement pro-inflammatoire particulier de I'IL-1B/IL-1ra (Girard et al., 2008)
et I’absence de production de TNF-a (Roy et al., 2009) dans un modéle d’exposition
prénatale au LPS combiné a I'HI postnatale. Ce déséquilibre IL-1/IL-1ra et la faible
production d’autres cytokines anti-inflammatoire constatés a P1 s’inversent a P12, ou I’on
constate une surexpression intracérébrale d’IL-6, IL-10, TGFB1 et IL-1ra suite a I'HI ou
LPS+HI, comparativement au contrdle. La production de cytokines pro-inflammatoires
s’intensifie également a P12 ou une réponse TNF-, et surtout IL-1f trés intense, sont
constatés. La faible réponse pro-inflammatoire & Pl ne semble donc pas due a une
surexpression constitutive ni induite de cytokines anti-inflammatoires, mais plutdt a une
immaturité globale des capacités des cellules cérébrales a produire tous types cytokines
sauf I'IL-1B. A P12, malgré des aptitudes accrues des cellules cérébrales a produire des

cytokines anti-inflammatoires, la réponse pro-inflammatoire est plus intense qu’a P1.

Réponse anti-inflammatoire a P1

Nos résultats démontrent que I’exposition au LPS et/ou a I’HI a Pl ne méne a aucune

variation de I’expression de I’IL-6 et de I’IL-10 par rapport au contrdle et a une diminution
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de I'TL-1ra et du TGFB! a des niveaux inférieurs a celui des niveaux de base dans les

controles. Cette diminution pourrait s’ expliquer par quelques hypothéses.

Pour le TGFBI en ELISA, ’hypothése se base sur le fait qu’il ne s’agit pas d’un défaut
global d’expression de protéine, puisque d’autres protéines augmentent (par exemple I'IL-
1B). Ainsi, la quantité de TGFBI, malgré qu’elle reste stable, se refléte par un ratio plus
faible par rapport a la quantité totale de protéine ce qui résulte en une diminution apparente
de la protéine. Par contre les données d’'ITHC démontrent que le TGFB1 diminue dans la

condition LPS+HI a P1 ce qui confirme la diminution.

Une autre hypothése est que parmi les protéines augmentées, celles impliquées dans la
dégradation du TGFB1 et de I'IL-1ra en fait parti. Ainsi, bien que la production des
cytokines ne soit pas modulée, leur dégradation est déclenchée. Pour vérifier cette
hypothése, il faudrait étudier I’expression de protéines qui sont responsables de la

dégradation du TGFp1 et de I'IL-1ra dans ce méme contexte.

La biologie des cytokines fonctionne en réseau. La diminution ou I’augmentation d’une
cytokine résulte de I’effet de plusieurs autres cytokines. Dans le cas du TGFBI, d’autres
membres de la grande famille du TGFP et peuvent également étre régulés a la hausse par
ces agression et ainsi activer des voies de rétroinhibition qui agissent aussi sur la répression
de production du TGFB1. Par exemple I'TFN induit d’expression de Smad7 qui interfére
avec la phosphorylation du récepteur TGFP ce qui réduit la capacité d’auto-induction des
membres de la famille du TGFp (Massague, 1998). L’étude des récepteurs du TGFB1 et de
I'IL-1ra pourrait également vérifier cette hypothése, puisqu’une baisse d’expression de

ceux-ci est reliée a la diminution d’expression de son ligand.

De fagon globale, la diminution de I'IL-ira et du TGFB1 est probablement due a
I'immaturité de ['immunité innée du nouveau-né prématuré, mais rien ne permet de

confirmer le mécanisme pour |’instant.
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Effet de la maturation cellulaire

Le niveau de maturation cellulaire durant le développement pourrait donc étre impliqué
dans les variations de production de cytokines. Il est connu qu’a P1 les cellules microgliales
encore peu différenciées exprimeraient peu ou pas TLR-4 (Harju et al., 2001), le récepteur
principal du LPS. On sait aussi que la tolérance a I'HI des cellules cérébrales est
documentée comme étant meilleure a P1 qu’a P12, avec possiblement une moindre
activation de la voie HIF qui est inductrice de cytokines (Alvarez-Diaz et al., 2007,
Hagberg et al., 2002). Ceci pourrait influencer le niveau de réponse cytokinique induite par
I’HI. Enfin, nos résultats montrent un défaut de production de chimiokines CINC-1 et
MCP-1 a Pl, ainsi qu'un maintien de la perméabilit¢ de la BHE, et une absence
d’infiltration du tissu cérébral par les polynucléaires neutrophiles, alors que I’inverse est
observé pour chacun de ces points a P12. L’absence de perméabilisation de la barriére et
donc de contribution systémique a la neuroinflammation fournit également une explication

a la plus faible réponse neuroinflammatoire a P1 qu’a P12.

Effet additif du LPS

Des études ont démontré que le LPS injecté avant I’exposition a I’HI agit comme agent de
préconditionnement dans le cerveau. En fait, le préconditionnement est le fait qu’un agent
agresseur amene la tolérance a une agression subséquente, et ainsi, minimise les dommages
cérébraux (Lin et al., 2009, Mallard et Hagberg, 2007). Au contraire, certaines études
démontrent plutdt une sensibilisation a I’HI par le LPS, soit une amplification de la réaction
qui cause I’augmentation des lésions cérébrales (Eklind et al., 2005, Girard et al., 2009).
Tout dépend de la dose donnée et surtout du temps qui espace les agressions. Cependant,
dans plusieurs de nos résultats, le LPS n’a pas d’effet additif ou répressif a I’'HI, ni méme
d’effet seul. En systémique, il est décrit que le LPS chez le nouveau-né donne de moins
grandes réactions immunitaires que chez I’adulte. La fonction de TLR4 qui n’est pas
mature chez le nouveau-né pourrait expliquer 1’absence de réaction inflammatoire chez les

ratons (Sadeghi er al., 2007).
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Expression de cytokines uni- ou bi-latérale

Nous avons démontré que I’expression de cytokines est répandue dans les deux
hémisphéres a P1 et qu’aucune différence d’expression de ces cytokines n’est retrouvée
entre ces deux hémisphéres a P1. Au contraire, a P12, I’expression de cytokines est
uniquement dans 1’hémisphére ipsilatéral a I'ischémie. Parmi les agressions infligées aux
animaux, I’exposition au LPS et ’hypoxie sont des phénoménes qui affectent I’organisme
entier. Il n’est donc pas inattendu de détecter des dommages dans les deux hémisphéres
cérébraux comme c’est le cas a P1. Le cerveau des ratons & Pl est connu pour mieux
compenser la ligature permanente d’une artére carotide commune, et réussir 2 maintenir un
meilleur flux sanguin que le cerveau plus mature grace a un flux sanguin artériel se faisant
via des artéres collatérales encore tres efficaces a ce stade de développement ce qui atténue
I’impact de I’agression, au prix d’une réduction globale (bilatérale) - méme si asymétrique
— du flux sanguin (Alvarez-Diaz et al., 2007). Par contre, I’effet de I’ischémie (la ligature
permanente de la carotide commune) en terme de chute de débit sanguin cérébral ipsilatéral
a la ligature est beaucoup plus important 3 P12 qu’a P1, en raison d’un affaiblissement des
possibilités de circulation collatérale de suppléance, ce qui explique que les dommages
cérébraux ne sont détectés que dans I’hémisphére ipsilatéral a I'ischémie, et ce de fagon
plus sévére qu’a P1, tandis que I’hémisphére controlatéral est préservé, puisqu’il conserve
intact son débit cérébral, non dévié, comme a P1, pour suppléer a la ligature. Le fait de ne
pas retrouver de dommages dans I’hémisphére controlatéral pourrait aussi étre expliqué par
le fait qu’une augmentation de certaines cytokines anti-inflammatoires détectée dans la
substance blanche de cet hémisphére controlatéral a 1’ischémie qui viendrait protéger
I’autre hémisphére de dommages cérébraux. Nos résultats démontrent aussi la présence de
cellules microgliales qui pourrait étre a I’origine de la production de ces cytokines dans

cette région.

Validité du modéle animal

Nos modéles animaux représentent bien ce qui est retrouvé en clinique chez les patients

atteints de dommages cérébraux. Notre modéle & Pl reproduit les Iésions a la substance
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blanche tout comme ce qui est vu chez le grand prématuré humain (Deng, 2010). Tandis
qu’a P12, I’étendue et la profondeur des dommages reflétent bien les dommages trés
sévéres, cavitaires, touchant le cortex, la substance blanche et les noyaux gris de la base
retrouvés chez le nouveau-né a terme (Wyatt, 2007). Les modéles animaux de dommages
cérébraux faits chez le rat a P7 correspondant 4 un nouveau-né prématuré, proche du terme
(34-37 semaines de gestation chez I’homme), donnent plutot des lésions similaires a ce que
nous avons produit & P12, soit principalement des dommages neuronaux ipsilatéral a
I'ischémie (Hagberg et al., 1997, Hu et al., 2000). 1l était donc nécessaire d’utiliser un
modéle d’age plus précoce, soit Pl, afin de bien saisir les différences entre les deux
modéles dans le but de comprendre les différences chez le nouveau-né prématuré versus a
terme. L’utilisation du LPS est adéquate pour cette étude, puisque les infections a E.coli
sont fréquentes en fin de grossesse (par exemple les infections placentaires qui produisent
une chorioamnionite) et sont corrélées a la survenue de lésions cérébrales chez le nouveau-
né aussi bien prématuré qu’a terme (Wang et al., 2006). De plus, le LPS est un composé
utilisé couramment pour étudier différents systémes d’inflammation et ses modalités
d’utilisation et ses mécanismes d’action sont donc trés documentés. L HI est bien connu
dans le domaine des dommages cérébraux et nos méthodes ont été adaptées selon I’ige
développemental du rat, pour les raisons décrites précédemment. Ainsi, notre modele est
fiable et peut servir de base pour I’étude comparative du prématuré et du nouveau-né a
terme, comme dans notre cas ot nous avons décrit les différences de réactions

neuroinflammatoires entre ces deux populations.

Séquence d’événement a P1 et P12

Selon nos résultats, nous pouvons poser 1’hypothése quant a la séquence des événements
qui se produisent a P1 et P12. D’aprés nos résultats, le manque d’oxygéne et d’apport
sanguin a P12 avec ou sans composant bactérien, les cytokines pro- inflammatoires sont les
premicres a étre exprimées dans la circulation systémique, mais également au cerveau du
coté ipsilatéral a I’agression. Les cytokines anti-inflammatoires sont ensuite induites pour
venir atténuer la réponse et parallélement, les chimiokines sont trés précocement et

fortement induites, probablement - entre autre — par 1’effet de I'IL-1B autant au niveau
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systémique que cérébral, ce qui déclenche le recrutement de neutrophiles et macrophages
au cerveau. Cette cascade inflammatoire participerait aux lésions des neurones dans le
cerveau a terme et subséquemment. a des dommages de la substance grise dans la région ou
une réponse neuroinflammatoire extréme a lieu, comparativement a ce qui est observé a Pl
(c.f. Figure 8). Notre hypothése explicative des événements & P1 est que la gliose et la
production de cytokine pro-inflammatoire qui se fait dans chacun des hémisphéres
contribue aux dommages des oligodendrocytes (une des principales cellules de la substance
blanche) étant donné leur vulnérabilité d I'inflammation et a I’HI dans le cerveau immature
(Kinney et Back, 1998). L'IL-1B semble la principale cytokine pro-inflammatoire
impliquée dans le contexte des dommages cérébraux du nouveau-né prématuré. Son effet
est probablement amplifié a ce stade de développement par la diminution paradoxale de la
synthése d’IL-1ra et par ’absence ou la diminution de synthése des autres cytokines anti-
inflammatoires. Le défaut de production de I'IL-6 et du TGFB! dans le cerveau a P1 exposé
au LPS et/ou a I'HI pourrait induire un manque de support trophique intervenant dans la
réparation du tissu neural. On sait en effet que I'IL-6 et le TGFBl ont un réle
neurotrophique direct ou indirect (via ’induction de la synthése d’autres facteurs
neurotrophiques) qui est fondamental dans la limitation des lésions ischémiques du cerveau
adulte et aussi dans leur réparation, via notamment certains mécanismes de

plasticité/réparation cérébrale (c.f. Figure 9).

Figure 8. Evénements séquentiels hypothétiques suite a Pinduction de lésions
cérébrales chez le rat a P12, La réponse inflammatoire se retrouve d’abord au niveau
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sanguin et 'induction de cytokines et chimiokines au cerveau permettent le phénomeéne de
gliose ainsi que Pentrée de cellules immunitaires systémiques. Les neurones sont les
principales cellules atteintes, menant ainsi a des dommages de la substance grise
majoritairement.

Figure 9. Evénements séquentiels hypothétiques suite a linduction de lésions
cérébrales chez le rat a P1. La réponse inflammatoire est faible et n’implique pas
I'immunité systémique. Les oligodendrocytes sont principalement affecté, d’ou les
dommages a la substance blanche.

Perspectives

Pour confirmer nos hypothéses sur le réle différencié des cytokines pro- et anti-
inflammatoire a Pl versus P12, il serait intéressant de regarder I’effet de bloqueur de
neutrophiles sur |’étendue des lésions & P12, et I’effet de bloquant de I’IL-1 et de TNF-a a
Pl et a P12, voire I’effet protecteur de |’administration de cytokines anti-inflammatoire
comme I’'[L-10 qui n’est pas produite & Pl. Dans des modéles animaux de dommages
cérébraux ischémiques chez I’adulte, I’ utilisation de bloquant de neutrophiles ou encore de
molécules associées a leur infiltration, tel la chimiokine CINC-1 ou les molécules
d’adhésion comme ICAM-1, sont utilisés et réduisent la mortalité, la taille de la lésion,
ainsi que les déficits moteurs (Cao et al, 2009, Jin et al., 2009). 11 serait tout aussi

intéressant d’approfondir la voie par laquelle les cellules sont normalement recrutées, afin
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de déterminer si I'itmmaturité du prématuré affecte I’ensemble de la production des
molécules impliquées ou si la déficience d’une d’entre elle cause ’absence des autres. Le
blocage de cytokines pro-inflammatoires dans les deux populations pourrait étre intéressant
afin de déterminer I’implication de chacune d’entre elle, a savoir si effectivement I’absence
de cytokine pro-inflammatoire améliore 1’état des lésions et au contraire que 1’absence
d’une cytokine anti-inflammatoire méne nécessairement a 1’aggravation du dommage. Des
études ont déja démontré au laboratoire des effets bénéfiques de I’IL-lra recombinant
humain dans un modéle d’infection gestationnelle (Girard et al., 2010). La co-localisation
des cytokines et chimiokines avec les différentes populations cellulaires au cerveau serait
pertinente a regarder afin de bien comprendre le phénoméne. A P12, Karine Lavoie, MSc, a
démontré que trés peu de cellules marquées a I’TL-1PB ou au TNFa étaient positives pour un
marquage astrocytaire ou microglial, ce qui suggére la participation des cellules infiltrantes,
notamment des macrophages et des neutrophiles. L’expression systémique des différentes
molécules et cellules inflammatoires & P12 serait pertinente a approfondir dans le but de
connaitre le « time course » de ces molécules. De plus, le lien plus clair entre la réaction

systémique et le SNC pourrait étre approfondi parallélement.

Conclusion

Nos résultats démontrent que la différence de réaction inflammatoire dge-dépendante suite
a 'exposition au LPS+HI pourrait contribuer aux différences de profil lésionnel entre le
nouveau-né prématuré et celui a terme et démontre donc I’importance de considérer la
population des nouveau-nés prématurés séparément de ceux nés a terme. Il est également
tout aussi important de considérer le stade de développement cérébral, que le stade de
maturation du systeme immunitaire dans I’étude physiopathologique et les essais de

traitements neuroprotecteurs des lésions cérébrales périnatales.
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F. ANNEXES

1. MATERIEL ET METHODES SUPPLEMENTAIRES

Notre laboratoire s’intéresse aux dommages cérébraux du nouveau-né et un axe important
des recherches vise a comprendre I’impact d’une inflammation gestationnelle, connue pour
étre un facteur de risque a de subséquentes lésions cérébrales. L’induction de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1p et TNFa), ainsi que I’IL-1ra a déja été étudiée au laboratoire dans un
modele d’exposition au LPS en fin de gestation. Ces résultats démontrent une faible
production de TNFa et un débalancement du systéme de I’IL-1 dans le cerveau des ratons a
P1 (Girard et al., 2008, Roy et al., 2009). On s’est donc également posé la question a savoir
si ce déséquilibre pouvait impliquer également les cytokines anti-inflammatoires (IL-10,
IL-6 et TGFB1), étant donné nos résultats obtenus avec I’exposition au LPS directement a
Pl, pour déterminer s’il pourrait y avoir une contribution du systéme immunitaire inné

maternel.

Modéle animal d’exposition au LPS prénatal

Les rates gestantes sont injectées de fagon intrapéritonéale avec 100 pL de LPS (200 pg/kg
dilué dans 100 uL de solution saline exempt de pyrogéne, d’Escherichia Coli, 0127:B8,;
Sigma, ON, Canada) ou de solution saline, et ce aux 12 heures, en fin de gestation pour un
total de 4 a 6 injections. Par la suite, les animaux a P1 sont soumis a I’HI, tel que décrnt
précédemment, I’hypoxie étant d’une durée de 3h30 (Larouche et al., 2005). Pour éviter les
confusions avec les groupes exposés au LPS postnatal retrouvés dans I’article, les animaux

provenant de mére exposés au LPS seront nommés LPS,,.
Extraction d’ARN total
Les animaux sont euthanasiés par décapitation. Les deux hémisphéres cérébraux des ratons

ont été prélevés séparément, fixés dans le méthylbutane et entreposés a -80°C jusqu’au

moment de 1’extraction d’ARN totale ou encore de I’extraction de protéines. L’ ARN total
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des hémisphéres cérébraux est extrait avec le TRIzol (Invitrogen Gibco, ON, Canada),
selon les directives du manufacturier. En résumé, les cerveaux sont homogénéisés dans du
TRIzol® Reagent. L’addition de chloroforme permet la séparation de la phase aqueuse et
de la phase organique, tandis que 1’ajout subséquent d’isopropanol permet la précipitation
de I’ARN. Finalement un lavage a 1’éthanol est fait, puis I’ARN est dissous dans de I’eau
DEPC. L’ARN a été quantifié par spectrophotométrie (NanoDrop) standard, puis conservé

a4 -80°C en aliquots.

Transcription inverse (RT)

Pour transformer I’ARN en ADN, 200 ug/mL d’amorces aléatoires (Roche, Qc, Canada)
est ajouté a 2 ug d’ARN pour étre chauffé 5 min 4 70°C. Ensuite, | mM de chaque ANTP
(Roche, Qc, Canada), 20U d’inhibiteurs d’ARNase (Roche, Qc, Canada) et 30 U de
transcriptase inverse (AMW; Roche, Qc, Canada) sont ajoutés et incubés 60 min a 42°C et
5 min 4 94°C dans un appareil thermocycleurs Biometra TGradient (Montreal Biotech, Qc,
Canada)

Réaction en Chaine par Polymérase (PCR)

L’ADNCc obtenu de la RT est amplifié par PCR. Pour 1 pL de produit de RT, 0.4mM de
chaque dNTP est ajouté, 1 U de la polymérase a ADN Taq (Roche, Qc, Canada) et | mM
de chaque paire d’amorces (tableau 1). La réaction d’amplification en chaine pour chacune
des réactions débute par une dénaturation de 2 min a 94°C et termine avec une extension

finale de 7 min a 72°C. Le détail de chacune des réactions se retrouve dans le tableau 2.
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Tableau 2. Amorces et programmes pour les réactions d’amplification en chaine

“94°C 1 min
60°C 40 sec
5'-ACT CCA GGT AGA AAC GGA ACT CAA-3 | 72°C 40 sec

5’-TAC CACTTC ACA AGT CGG AGG CTT-3’

94°C 1 min
60°C 40 sec
5"-TCT TCA GTC TCT CTC CCA GGG AAT-3’ 72°C 40 sec

A Rt ) TR b i

5’-ATA ACT GCT CCC ACT TCC CAG TCA-3”

5-ATA CGC CTG AGT GGC TGT CT-3’ 94°C 30 min
57°C 30 sec
5°-TGG GAC TGA TCC CAT TGA TT-3’ 7 °C 30 sec

5°-CCA AAG TTG TCA TGG ATG AC-3° 94°C 1 min
60°C 40 sec
Non-sens | 5°-GTG AAG GGT GTG AAC GG-3’ 72°C 40 sec

Les produits de PCR sont déposés sur gel d’agarose 2 % avec bromure d’éthidium pour la
migration pour étre observé sous UV. Une analyse semi-quantitative est faite en calculant le
ratio entre I’expression de I’ARNm d’intérét et I’expression de la GAPDH respective. Par
la suite, les données du groupe controle sont normalisées a 1, afin d’exprimer les résultats

en variation par rapport au controle.

Détails sur I’analyse d’intensité de marquage immunohistochimique

Suite a 'THC, des photos sont prises sur les coupes a 1’aide d’un microscope muni d’une
caméra a un grossissement de 400x. Les photos sont traitées avec le programme Image J.
La macro « Colour Deconvolution » est utilisée afin de séparer le marquage brun (DAB) du
reste des couleurs retrouvées sur 1’image. Dans ce cas-ci, I'option « HDAB» (H:
hématoxyline DAB : diaminobenzidine) est choisie, étant donné que nous voulons séparer
les couleurs de I’hématoxyline, avec laquelle la contre-coloration a été faite, a celle du

DAB. L’image se divise donc en trois images, soit une en brun, une en bleu-mauve et une
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en vert pile. L’image brune est utilisée puisqu’elle représente le marquage en DAB qui
nous intéresse. Le seuil de détection de ce marquage est établi sur une photo provenant
d’un animal du groupe Ctl (c.f Figure 1). Le méme seuil est conservé pour toutes les
images que nous voulons comparer entre elles. Une fois le seuil établi, il suffit de prendre
la mesure en cliquant sur « Measure ». Par la suite, le ratio de chacune des données par

rapport a la moyenne des données Ctl est fait; cette moyenne étant établie a 1.

Figure 1. Analyse de l’intensité de marquage IHC. Les photos sont prises sur les coupes
3 un grossissement de 400x pour étre analysées par le programme Image J. La macro
« Colour Deconvolution » est employée afin de séparer les différentes couleurs de la photo.
L’option « HDAB » est choisie (H : hématoxyline DAB : diaminobenzidine) et le résultat
est démontré par fléche 1. L’image brune obtenue représente le marquage au DAB. Le seuil
de détection est déterminé sur une coupe Ctl et est appliqué a toutes les photos & analyser
(fleche 2, seuil en rouge). Une fois le seuil établi et accepté, I'image passe du rouge au noir
(fleche 3) et 1a mesure d’intensité se fait en appuyant sur « Measure ».
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2. RESULTATS SUPPLEMENTAIRES
Expression intracérébrale de PARNm de ’IL-6, I’'IL-10 et du TGF§1

L’expression de I’ARNm de I'IL-6, de I'IL-10 et du TGFP dans le cerveau des ratons
exposés au LPS maternel (LPS,,)) et/ou a I’HI a P1 (Figure 2). L’expression de I’ARNm de
I’IL-6 est augmentée de maniére significative par rapport au groupe contrdle a 4 et 18h
post-HI (Figure 2A et D). La combinaison du LPS,, avec I’HI postnatal induit un
accroissement similaire d’ARNm de I'IL-6 que le LPS,, seul, ou I'HI seule. L’expression
de ’ARNm de I'[L-10 diminue 24h post-HI dans le cerveau des ratons exposés au LPS,,
et/ou a I’HI a P1 (Figure 2B et D). Le LPS,, et I’HI a P1 ne causent pas d’augmentation de
I’ARNm du TGFB1 post-HI a I’exception de I’HI seule qui induit une faible augmentation
du TGFB1 en ARNm a 4h (Figure 2C et D).

Expression intracérébrale de I’IL-6, I’IL-10 et du TGFp1

En protéine, la localisation fégionale de chacune des cytokines étudiées a été faite par IHC.
Les régions d’intérét sont la substance grise (cortex et le striatum regroupés) et la substance
blanche. Comme pour I’ARNm de I’'IL-6, la protéine est également modulée 3 la hausse
dans le cerveau des ratons exposés au LPS,+HI, mais plus tardivement que son ARNm,
soit 48 h post-HI. Cette augmentation d’IL-6 est détectée seulement dans la substance grise,
pas dans la substance blanche. Par contre, aucune augmentation d’IL-6 n’est détectée dans
le cerveau des ratons exposé au LPS postnatal combiné a I'HI (Figure 3A). La combinaison
du LPS,, a I’'HI & Pl méne a I’augmentation intracérébrale de I’expression du TGFp1, plus
particuli¢rement dans la substance grise (Figure 3B). Cet effet est inverse de celui détecté
lorsque I’exposition au LPS est postnatale, ou I’expression du TGFBl diminue dans la
substance grise des ratons qui ont eu cette exposition combinée a I'HI. L’IL-10

intracérébral est indétectable par IHC 48 h post-HI
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Figure 2. Expression intracérébrale de ’ARNm de I’IL-6 I’IL-10 et du TGFf1. Les
ratons ont €té exposés au LPS anténatal (LPS,;,) et a I’HI a P1. Le ratio entre ’intensité de
la bande correspondant a 1I’'IL-6 (A), I'IL-10 (B) et du TGFB1 (C) par rapport a la GAPDH,
le geéne rapporteur, a été fait et les données provenant des groupes controle sont ramenés a
la valeur 1. Les échantillons ont migré sur un gel d’agarose et ont été¢ exposés aux UVs (D).
Les échantillons ont été testés en duplicata sur 4 3 6 animaux par condition. *p<0.035,
**p<0.01, ***p<0.001 par le test ANOVA de Newman-Keul.
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Figure 3. Expression intracérébrale d’IL-6 et de TGFB1 a P1. L’expression de I'I[L-6 et
du TGFB1 a été détecté par IHC a 48h post-HI sur 3 a 4 échantillon de cerveau. *p<0.05
par le test ANOVA et Newman-Keul et ##p>0.001, #p>0.05 par le test de t avec
correction de Welch.

3. DISCUSSION DES RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

Nous avons démontré 'effet différentiel de 1’exposition a I'infection prénatale versus
postnatale sur ’expression de cytokines anti-inflammatoires au cerveau d’un prématuré.
L’exposition au LPS durant la gestation donnant des niveaux de cytokines plus élevés dans
le cerveau des ratons a P1 pourrait étre expliquée par I’apport de la mére. D’ailleurs, des
études portant sur le placenta au laboratoire démontrent que le coté feetal du placenta est
celui atteint par I'inflammation qui pourrait donc étre véhiculé par le sang feetal jusqu’au
cerveau. Des études comparatives plus avancés entre |’effet de I’exposition a des fragments
de pathogeéne prénatal versus post-natal seraient nécessaires afin de mieux comprendre ces

mécanismes.



