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INTRODUCTION GENERALE

L’érythropoiétine (Epo) est une glycoprotéine impliquée dans la stimulation de la
prolifération des érythrocytes (hématopoiese) en réponse a la diminution de la teneur en
oxygene de I’environnement (hypoxie) [129]. Chez I’homme adulte, elle est produite par les
cellules tubulaires rénales et par les hépatocytes chez le foetus. Récemment, il a été mis en
évidence une production cérébrale de I’Epo et de son récepteur (Epo-R) chez les rongeurs, les
primates et ’homme [172]. Si les mécanismes moléculaires qui contrélent I’expression
constitutive de ’Epo au sein du systéme nerveux central ne sont pas actuellement bien
définis, il a été montré que I’expression cérébrale de I’Epo était induite en réponse a une
hypoxie [173]. Cette réponse nécessite I’activation du facteur de transcription inductible par
I’hypoxie -1 (HIF-1), dont sa sous-unité régulatrice HIF-1a est connue pour étre : 1) dégradée
dans les conditions normoxiques, et 2) stabilisée en conditions hypoxiques [173]. Ces
résultats suggérent que les mécanismes mis en jeu a la suite d’une hypoxie pour induire
I’expression de I’Epo au niveau du cerveau sont les mémes que ceux activés au niveau du
rein, a la seule différence que les niveaux d’inductions sont plus faibles au niveau central

qu’au niveau périphérique [174].

La découverte de 1’expression cérébrale de I’Epo a encouragé la recherche du réle
biologique qu’elle joue au sein du systeme nerveux central. Rapidement, il a ét¢ mis en
évidence que son expression constitutive cérébrale permet de protéger les neurones contre des
agressions d’intensités modérées, comme une ischémie de courte durée chez la gerbille [227].
Toutefois, cette expression constitutive s’est avérée inefficace dans la protection contre des
agressions séveres, comme une ischémie cérébrale permanente chez la souris [16]. En
revanche, dans ce dernier cas, 1’observation d’une induction de 1’expression de I’Epo et de
son récepteur autour de la zone agressée [16] a permis d’émettre ’hypothése selon laquelle
elle permettrait de limiter I’expansion des dommages cérébraux en augmentant la robustesse

des neurones adjacents [31].



Il apparait clairement que la synthése cérébrale d’Epo n’est pas suffisante pour lutter
efficacement contre la dégénérescence neuronale massive observée dans la zone
endommagée. Toutefois, cette limitation peut étre contournée par 1’administration de doses
importantes d’Epo de synthése [22]; [172]; [113], dont il a été montré qu’elle traverse la
barriere hémato-encéphalique (BHE) aprés son administration par voie systémique
[24,79,136,262]. Notre travail de thése s’inscrit donc dans un champ d’investigation dont
I’exploration est récente, et qui consiste a rechercher si I’apport exogéne d’Epo favorise
la survie neuronale, en soutien a I’action protectrice de I’Epo endogene, dans le cadre

d’une agression cérébrale sévére.

En effet, I’administration systémique d’Epo de synthése chez le rongeur a révélé des
propriétés neuroprotectrices dans différents modeles in vivo de pathologies du systeme
nerveux central et périphérique associées a des dommages neuronaux, dont le traumatisme
cranien [24], D’ischémie cérébrale permanente [24], 1’encéphalomyélite aigué [24], la
compression et la contusion de la moélle épinic¢re [106] ou la 1ésion des nerfs périphériques
[1]. En revanche, nous ne disposons d’aucune donnée concernant les effets protecteurs de
I’Epo dans les modeles de 1’épilepsie du lobe temporal, syndrome neurologique caractérisé
par une importante dégénérescence neuronale localisée en particulier dans I’hippocampe
[210]. Les modeles de ce type d’épilepsie peuvent étre induits, chez le rongeur, a la suite d’un
¢état de mal (status epilepticus) provoqué par I’administration d’un agent convulsivant, comme
la pilocarpine. Le premier objectif de notre travail de thése était de rechercher si I’Epo
endogéne et ’Epo exogéne pouvaient étre impliquées dans la survie des neurones de
I’hippocampe a la suite d’un status epilepticus induit par pilocarpine chez le rat adulte.
Pour ce faire, nous avons :

1) réalisé une description précise de I’expression cellulaire des protéines clés du systéme

Epoergique (Epo et son récepteur Epo-R) au sein du systéme nerveux central ;

2) vérifié si, a la suite du status epilepticus, il existe une induction de I’expression de I’Epo
et de son récepteur Epo-R au niveau de I’hippocampe ;

3) déterminé si I’administration systémique d’Epo de synthése favorise la survie des
neurones hippocampiques a la suite du status epilepticus ;

4) caractéris¢ précisément les populations neuronales protégées.

Malgré I’ensemble des résultats expérimentaux obtenus chez 1’animal sur les effets

bénéfiques de I’Epo de synthese dans la protection du tissu cérébral, une seule étude clinique



a recherché I’effet de son administration chez des patients victimes d’un accident vasculaire
cérébral [80]. Les résultats encourageants qui ont été obtenus, avec une amélioration de la
récupération des capacités cognitives et fonctionnelles chez les patients traités, ont permis de
proposer I’Epo comme agent thérapeutique dans le traitement de nombreuses maladies
neurodégénératives ou accidents cérébraux chez 1’homme. Toutefois, la mise en évidence,
chez certains patients anémiques traités a I’Epo de synthese, d’effets secondaires toxiques
associés a I’activité hématopoiétique de la molécule [22,172] a limitée le nombre d’études
cliniques, et suscitée le développement de nouvelles molécules dérivées de 1’Epo, conservant
les effets neuroprotecteurs mais perdant les effets hématopoiétiques [84,153]. Bien qu’il était
classiquement admis que la forme homodimérique de I’Epo-R soit I’unique récepteur assurant
les différentes fonctions de I’Epo au niveau périphérique et central [49,278], il a été suggéré
que la perte de la fonction hématopoiétique des nouvelles molécules dérivées de I’Epo était
liée a I’existence d’un récepteur alternatif impliqué uniquement dans la protection neuronale
[22]. Ce récepteur serait compos€ d’un monomere d’Epo-R et d’un homodimeére de la chaine
B commune (Bc) [22], dont I’absence d’expression chez des souris transgéniques est associée
a la perte des effets bénéfiques de I’Epo de synthese a la suite d’un traumatisme de la moélle
épiniére [23,153]. Pourtant, méme si ce résultat suggere 1’implication de la Bc dans les effets
neuroprotecteurs de 1’Epo, sa distribution tissulaire et cellulaire au sein du systéme nerveux
central reste encore inconnue. Le second objectif de notre travail de thése était de vérifier
Pimplication potentielle de la fc dans la formation d’un récepteur permettant la
transduction cellulaire du signal de survie induit par PEpo. Pour ce faire, nous avons
recherché si les variations d’expression des sous-unités du récepteur alternatif potentiel de
I’Epo (Epo-R et c) étaient corrélées a celles de I’Epo dans des situations :
1) physiologiques au cours du développement du systéme nerveux central ;

2) physiopathologiques a la suite d’un status epilepticus induit par la pilocarpine.



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I. L’hippocampe

L’hippocampe est une structure cérébrale qui compose la partie interne du cortex,
adjacente au cortex olfactif, chez les mammifeéres supérieurs. Il est au centre d’un réseau
neuronal complexe le mettant en contact avec de nombreuses structures cérébrales tels que
I'amygdale, le septum et le thalamus pour former le systéme limbique appelé le « berceau des
émotions ». De plus, sa capacité¢ a moduler sa morphologie en réponse a des modifications
environnementales lui permet de jouer un role crucial dans les processus de mémorisation et

d’apprentissage.

Le déploiement tridimensionnel de I’hippocampe au niveau du cerveau est complexe.
L’hippocampe apparait comme une structure allongée en forme de C qui prend son origine au
niveau du noyau septal localisé en position dorsale dans la portion antérieure du cerveau, qui
traverse en direction postérieure le diencéphale pour venir se loger au niveau du lobe

temporal, en position ventrale [3] (Figure B1A).

I-1. Structure tissulaire

L’hippocampe s’intégre au sein d’un ensemble de structures cérébrales regroupées
sous le terme de formation hippocampique composée de quatre régions cytoarchitecturales
distinctes dont 1) le gyrus denté¢ (GD); ii) la corne d’Ammon (CA) ou hippocampe, qui est
divisé en trois régions nommées CAl, CA2 et CA3; iil) le subiculum et iv) le cortex
entorhinal. Le regroupement de ces différentes structures sous le terme de « formation
hippocampique » est justifié par 1’existence d’un ensemble de contact nerveux de type
unidirectionnel entre-elles, entrainant la formation d’un vaste réseau neuronal. En effet, les
neurones du cortex entorhinal envoient leurs axones, formant la « voie perforante », vers le
GD pour contacter les dendrites apicales des cellules granulaires. Les axones des cellules
granulaires, appelés « fibres moussues », contactent les cellules pyramidales de CA3 qui, a
leur tour, projettent des axones, appelés « collatérales de Schaeffer », vers les neurones de la
région CAl. Ces derniers projettent hors de 1'hippocampe, vers le subiculum qui contacte en

retour le cortex entorhinal, formant ainsi une boucle anatomique [3] (Figure B1B et C).



La corne d'Ammon est constituée par la stratum pyramidale qui contient les corps
cellulaires des neurones pyramidaux de type glutamatergique, ainsi que la stratum radiatum et
la stratum lacunosum moleculare (SLMo) qui contiennent respectivement les segments
proximaux et distaux de l'arbre dendritique apical. Au niveau de CA3, une couche
supplémentaire est observée, appelée stratum lucidum, qui contient les segments les plus
proximaux des dendrites des cellules pyramidales recevant les fibres moussues des cellules
granulaires. Les axones des cellules pyramidales présentent de nombreuses collatérales,
notamment les collatérales de Schaeffer reliant les régions CA3 et CAl. Anatomiquement, la
corne de Ammon et le GD avec leur forme de C s’enchevétrent ’un dans 1’autre (Figure B1B

et C).

Le GD se compose d'une couche de cellules granulaires délimitant la région du hile
composée d’une couche cellulaire dite polymorphe dans laquelle vient pénétrer la portion
CA3c de la corne de Ammon. Les dendrites des cellules granulaires arborisent dans la couche
moléculaire du GD. Leurs axones ou fibres moussues, traversent la couche polymorphe du
hile et pour venir former des synapses avec les dendrites des cellules pyramidales au niveau

de la stratum lucidum de la région CA3 (Figure B1B et C).
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Figure Bl. Anatomie de I’hippocampe. (A) Localisation de I’hippocampe dans le cerveau de rat. (B)
Coupe coronale réalisée dans la partie antérieure de I’hippocampe, comme indiqué en (A) et colorée au crésyl
violet. Les subdivisions CA1, CA2 et CA3 de la corne d’Ammon (CA) et le gyrus denté (GD) sont indiquées.
(C) Structure de la formation hippocampique. Abréviations : (1) sous-couche cellulaire : SO, stratum oriens ; SP,
stratum pyramidale ; SR, stratum radiatum ; SLMo, stratum lacunosum moleculare ; Sg, stratum granulosum ;
Sm, stratum moleculare. (2) connections nerveuses : VP, voie perforante ; fm, fibres moussues ; cs, collatérales
de Schaeffer. (3) région hippocampique : CA, corne d’Ammon ; GD, gyrus denté; H, hile. (4) structure
cérébrale : CE, cortex entorhinal.



[-2. Structure cellulaire

Les différents neurones qui composent 1I’hippocampe sont répartis en deux familles
cellulaires distinctes en fonction de leur activité excitatrice ou inhibitrice au sein du réseau
neuronal hippocampique. La premicre famille est composée de cellules dites « principales »
impliquées dans la transmission de I’information nerveuse a travers 1’hippocampe par la
libération synaptique du neurotransmetteur excitateur principal du systéme nerveux central :
le glutamate. En revanche, la deuxiéme famille regroupe les cellules dites « secondaires »,
appelées aussi interneurones, qui régulent 1’excitation hippocampique par la libération

synaptique d’un neurotransmetteur inhibiteur : I’acide y-amino-butirique (GABA) [54].

I-2.1. Cellules principales glutamatergiques

I-2.1.1. Les cellules granulaires

Le GD est la région cible de la majorité des afférences provenant du cortex entorhinal
dont la fonction est de transmettre de nombreuses informations sensorielles provenant de

I’environnement extérieur.

Les cellules principales du GD sont les cellules granulaires dont les petits corps
cellulaires (8-12 pm de diamétre) forment une couche dense et compacte appelée la stratum
granulosum. Ces cellules possédent spécifiquement deux dendrites émettant de nombreuses
branches fines qui atteignent la fissure hippocampique. L’arborisation dendritique des cellules
granulaires est confinée au niveau de la stratum moleculare, qui est la couche adjacente a la
stratum granulosum. Les axones des cellules granulaires, appelés les fibres moussues,
émergent du soma et projettent massivement sur les dendrites apicales des neurones
pyramidaux de la région CA3 en formant un bouton synaptique géant caractéristique. Au
niveau du hile, les axones donnent naissance a de nombreuses collatérales qui contactent les

cellules principales du hile, les cellules moussues [244,245].

1-2.1.2. Les cellules moussues du hile

Les cellules moussues représentent la population cellulaire majoritaire du hile et sont
des cellules excitatrices qui réalisent des projections de type ipsilatéral et commissural au
niveau du GD [91]. Elles se distinguent par une arborisation dendritique trés dense ainsi que

la présence de nombreuses excroissances en forme d’épine au niveau de leurs corps cellulaires
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et de leurs axes dendritiques. Les dendrites des cellules moussues sont confinées au niveau de
la région du hile [2], bien que certaines d’entre elles puissent contacter la couche moléculaire
du GD [229]. Dans ce dernier cas, les axones des cellules moussues projettent sur le premier
tiers de la couche moléculaire du GD pour innerver les dendrites des neurones granulaires
[30]. Il a également été observé I’existence de collatérales au niveau du hile qui contactent les

dendrites des interneurones se trouvant a proximité [30].

I-2.1.3. Les neurones pyramidaux de CA3

Les cellules pyramidales de la région CA3 sont les cibles principales des neurones
granulaires du GD. Elles regoivent les fibres moussues du GD au niveau de la stratum
lucidum qui est une couche spécifique de la région CA3 située entre sa stratum pyramidale et
sa stratum radiatum. La région CA3 est subdivisée en trois parties appelées CA3a (le
« coude » de I"hippocampe directement adjacent a la région CA2), CA3b et CA3c (la portion
qui pénetre dans le hile) [3]. Les cellules pyramidales présentent un large soma caractéristique
qui donne naissance a une couche de 60-120 um de large, la stratum pyramidale. Une ou deux
dendrites apicales proéminentes émergent du soma, orientées vers la stratum radiatum et la
SLMo ou elles donnent naissance a de fines branches qui atteignent la fissure hippocampique
et la frontiere du hile [125]. Les dendrites basales sont beaucoup plus nombreuses et sont
orientées en direction de la stratum oriens. Les axones ou « collatérales de schaffer » de
cellules pyramidales de CA3 émergent du soma au niveau des dendrites basales et forme une
arborisation axonale trés dense dans la région de CA3 avant de projeter exclusivement dans la

région de CA1 [3].

I-2.1.4. Les neurones pyramidaux de CAl

La région CAl est la principale cible des collatérales de Schaffer des neurones
pyramidaux de la région CA3. Les corps cellulaires des neurones pyramidaux de cette région,
qui sont plus petit que ceux des neurones pyramidaux de CA3, forment une couche de 50-100
um d’épaisseur, appelée la stratum pyramidale. Les cellules pyramidales de CA1 présentent
une dendrite unique, orientée de manicre radiale, qui émet de nombreux prolongements qui
traversent la stratum radiatum pour venir se terminer, sous forme de fines touffes, au niveau
de la SLMo [125]. Les axones émergent de la région du soma directement adjacente aux
dendrites apicales et projettent principalement au niveau du subiculum et du cortex entorhinal,

devenant ainsi la région majeure dans la transmission extra-hippocampique de 1’information
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nerveuse. Les axones émettent des collatérales dont 1’arborescence est confinée au niveau de

la stratum oriens.

I-2.2. Cellules secondaires GABAergiques : les interneurones du hile

Au niveau de I’hippocampe, en plus des cellules pyramidales glutamatergiques que
nous venons de décrire, il existe des cellules dites secondaires appelées « interneurones » et
qui sont de type GABAergique. Ces derniers sont présents dans I’ensemble des couches
cellulaires non pyramidales de I’hippocampe et assurent un contrdle négatif sur le niveau
d’excitation des neurones pyramidaux voisins. Dans ce paragraphe, nous ne décrirons que les
interneurones de la région du hile du GD qui sont représentatifs de 1’ensemble des

interneurones de I’hippocampe.

1-2.2.1. Généralités

Les interneurones sont une population cellulaire trés hétérogene, classiquement décrits
comme étant « des cellules inhibitrices avec des axones courts qui jouent un role essentiel
dans la régulation des circuits locaux d’excitation du systéme nerveux central ». L’avancée
des connaissances sur leurs caractéristiques anatomiques et biochimiques ainsi qu’une
meilleure compréhension de leurs fonctions montrent que cette définition est aujourd’hui

beaucoup trop simple et restrictive.

Quoiqu’il en soit, I’ensemble des interneurones de I’hippocampe utilise le GABA
comme principal neurotransmetteur [91] et joue un role majeur dans 1) le contréle du niveau
d’intensité et de la durée des potentiels d’action, ii) la modulation du nombre de cellules qui
participe a la décharge, iii) les boucles de contréle et de rétro-contréle négatifs de la
transmission de I’information nerveuse et iv) la génération de réseaux d’oscillation rythmique
dont les variations de fréquences sont impliquées dans de nombreux comportements
biologiques [228]. Ils sont principalement localisés dans les régions du hile et de la SLMo

ainsi que dans 1’ensemble des sous-couches cellulaires de la corne d’Ammon [91].
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1-2.2.2. Les « cellules en paniers »

Au niveau de I’hippocampe, les cellules dites «en paniers » représentent une
population d’interneurones trés hétérogéne qui varie en fonction des origines trés diverses de
leurs afférences, de la distribution de leur projection axonique et de leurs caractéristiques

neurochimiques.

Au niveau du GD, on peut distinguer deux sous-populations de cellules en paniers en
fonction de la localisation de leurs corps cellulaires, de leurs distributions dendritiques et des
marqueurs biochimiques qu’elles expriment [91]. Les cellules en paniers dites « granulaires »
présentent une arborisation dendritique restreinte au niveau du hile. La majorité de leurs
afférences excitatrices proviennent des collatérales des axones des cellules granulaires [91] et
des cellules moussues [245]. Leurs corps cellulaires, deux fois plus gros que ceux des cellules
granulaires, donnent naissance au niveau du soma a un axone qui projette dans la stratum
moleculare du GD ou apparaissent de nombreuses collatérales qui rentrent en contact avec les
dendrites et les corps cellulaires de cellules granulaires [220]. Les cellules en paniers
granulaires peuvent étre différenciées par 1I’expression spécifique de différents neuropeptides
tels que la cholécystokinine (CCK), la calrétinine (CR) et le polypeptide intestinal vasoactif
(VIP). Les cellules en paniers granulaires qui expriment la paravalbumine (PV) sont les cibles

spécifiques des cellules moussues au niveau du hile [91,245].

Briévement, au niveau du GD, il existe une deuxiéme population de cellules en paniers
appelée « pyramidale » dont le corps cellulaire est localis¢ a proximité des neurones
granulaires mais dont une dendrite apicale émerge du soma, traverse la stratum moleculare, et
projette au niveau de la fissure hippocampique. En revanche, leurs projections axonales sont

identiques a celles des cellules en paniers granulaires [91].

I1. Les épilepsies du lobe temporal

I1-1. Généralités

L’épilepsie est le syndrome neurologique le plus répandu dans le monde avec environ
50 millions de patients [43]. Elle touche une population de tous ages méme si le risque de

développer des épilepsies est plus grand durant I’enfance ou apres 60 ans [210]. Le taux de
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mortalité dramatiquement ¢élevé chez les patients épileptiques, avec un risque de mort subite
vingt quatre fois supérieur chez un patient épileptique que chez un individu sain, a rendu
critique le développement de nouveaux traitements permettant de lutter efficacement contre ce

syndrome.

La principale caractéristique du syndrome épileptique est son expression
comportementale qui correspond au développement spontané de crises ¢épileptiques
récurrentes [43]. Les crises épileptiques résultent d’une décharge synchrone des neurones liée
a des modifications intrinséques du tissu cérébral. La complexité de la maladie s’exprime
par : 1) les multiples formes d’expression des crises qui peuvent prendre leurs origines dans
n’importe quelles régions du cerveau, ii) une étiologie souvent difficile a établir et iii) une
¢évolution variable du syndrome au cours du temps. Actuellement, il a été caractérisé quarante
types de syndromes épileptiques distincts. Les épilepsies du lobe temporal (ELT) représentent
la forme d’épilepsie la plus diagnostiquée chez les patients mais aussi la plus difficile a traiter
surtout chez I’adulte. En effet, 25 a 35% des patients sont atteints d’ELT dites « pharmaco-
résistantes », les traitements anti-épileptiques actuels n’entrainant pas d’arrét de la récurrence
des crises épileptiques chez ces patients (National Institute of Neurological Disorders and

Stroke, www.ninds.nih.gov).

I1-2. Les traitements

1I-2.1. La voie médicale

Le traitement des €pilepsies par voie pharmacologique est de type « symptomatique »
et vise a faire disparaitre les crises ou a en diminuer leur fréquence. La majorité des anti-
épileptiques actuels sont des anti-convulsivants qui agissent sur les mécanismes intimes a
I’origine de I’excitation neuronale. En effet, les anti-épileptiques actuels présentent une action
pharmacologique qui peut s’exercer soit au niveau électrophysiologique (diminution de la
tendance aux décharges répétitives au niveau du foyer épileptogeéne ; réduction de la
propagation de la décharge aux structures avoisinantes), soit au niveau neurochimique
(modification d’activité enzymatique; activation de la synthése ou dégradation de

neurotransmetteurs ; modification de la structure des récepteurs aux neurotransmetteurs).
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La réponse au traitement permet de distinguer trois grandes classes d’épilepsies
suivant leurs évolutions qui sont : 1) les épilepsies dites « pharmaco-sensibles » ou les crises
diminuent rapidement puis disparaissent sous 1’effet du traitement qui peut étre arrété au bout
de quelques années, ii) les épilepsies dites « pharmaco-dépendantes » ou les crises
disparaissent rapidement sous traitement mais toute tentative d’arrét de la prise
médicamenteuse fait réapparaitre les crises et iii) les épilepsies dites « pharmaco-résistantes »
ou les crises vont persister malgré la prise correcte et réguliére du traitement. Les épilepsies
pharmaco-résistantes représentent environ 25 a 35% des épilepsies et présentent le plus
fréquemment un foyer épileptogéne au niveau du lobe temporal (National Institute of

Neurological Disorders and Stroke, www.ninds.nih.gov). Chez ces épilepsies, quand la région

cérébrale atteinte ne controle pas des fonctions vitales de 1’organisme, la voie chirurgicale, qui

consiste en la résection de la zone épileptogene, peut étre envisagée.

Dans I’avenir, une nouvelle approche thérapeutique pourrait étre envisagée avec le
développement de nouvelles molécules qui seraient de type « anti-épileptogene ». En effet, le
traitement des patients a risques avec celles-ci permettrait d’empécher I’émergence de crises
chroniques et ainsi la mise en place de 1’épilepsiec. Mais ceci nécessitera obligatoirement
I’établissement d’une classification étiologique clairement définie sans laquelle aucun
traitement préventif ne pourrait étre envisage.

I1I-2.2. La voie chirurgicale

La chirurgie de 1’épilepsie est soit 1) « palliative » avec la section des voies de
transmission de la propagation de la décharge épileptique, i1) « curative » avec I’exérése d’une
lésion considérée comme épileptogéne et/ou du foyer épileptogéne qui doit étre
obligatoirement cortical, unique, d’étendue limitée et dont les contours doivent étre
clairement définis. Cette derniére ne peut €tre envisagée que dans les cas d’ELT pharmaco-
résistantes et la résection corticale ne doit pas entrainer de déficit fonctionnel. Cela en limite
grandement I’indication. On estime, actuellement en France, a 12 000 le nombre de candidat a
la chirurgie de 1’épilepsie pour une centaine d’interventions seulement chaque année. En
revanche, lorsque tous les critéres sont réunis pour réaliser 1’intervention, les résultats sont
encourageants avec 67 a 85% de réussite dans le contrdle des crises récurrentes et 1’arrét de

I’ELT [248].
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II-3. Physiopathologie de I’épilepsie :

les évidences anatomiques chez I’homme

La crise épileptique, qui est I’expression comportementale du syndrome épileptique
chez le patient, résulte de modifications profondes du systéme nerveux central provoquant
I’émergence d’un nouveau réseau neuronal favorisant la décharge synchronisée des neurones
et I’apparition des crises. L’une de ces modifications est la présence d’importants dommages
cérébraux liés a une dégénérescence massive des neurones de I’hippocampe que 1’on observe

chez 70% des patients souffrant d’épilepsie de type pharmaco-résistante [120].

I1-3.1. Difficultés de I’analyse des observations anatomiques obtenues chez ’homme

L’examen des tissus cérébraux réséqués provenant de patients épileptiques est
essentiel dans la compréhension des modifications tissulaires qui interviennent au niveau du
cerveau et qui seraient a l’origine de la mise en place de I’épilepsie. En revanche, de
nombreux facteurs doivent étre pris en compte lors de I’interprétation des résultats : 1) les
tissus collectés ne sont pas représentatifs de 1’ensemble des patients épileptiques puisqu’ils
proviennent uniquement de chirurgie de I’épilepsie (3 a 8% des patients épileptiques) ou de
prélévements post-mortem (1 patient sur 1000), 2) la variabilit¢ importante du profil
génétique entre les patients, 3) la difficulté de dissocier la perte neuronale liée aux crises
épileptiques de celle provenant de I’agression cérébrale initiale a 1’origine de la mise en place
de I’épilepsie, 4) les effets des différents traitements médicaux qu’ont recu les patients, avant
de subir une chirurgie, sur la dégénérescence neuronale, 5) la variation du nombre, de la
nature et de la durée des crises qu’ont subit les patients avant le prélévement du tissu cérébral.
L’ensemble de ces observations montre que « s’il existe un grand nombre d’informations sur
les épilepsies du lobe temporal » obtenu a partir d’études cliniques, réalisées post-mortem sur
les patients, mais aussi expérimentales, a 1’aide de différents modéles animaux ; il existe

finalement que « peu de connaissances concretes du syndrome neurologique en lui méme »

[242].
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I1-3.2. La sclérose hippocampique

L’observation histologique des tissus prélevés chez des patients souffrant d’ELT a
permis de mettre en évidence la présence systématique au niveau de I’hippocampe i) d’une
dégénérescence neuronale toujours associée avec ii) une réactivité importante des cellules
gliales. Ces deux phénomenes ont été regroupés sous le terme de « sclérose hippocampique ».
De plus, une augmentation du nombre des cellules granulaires ou « neurogenese » a été mise
en évidence, a I’aide du marqueur PSA-NCAM, chez des patients épileptiques ayant une
sclérose hippocampique de moyenne intensité [186]. En revanche, cette observation n’a

jamais €té confirmée avec le marqueur de prolifération cellulaire Ki67 [68].

I1-3.2.1. La dégénérescence neuronale

L’analyse histologique de tissus cérébraux obtenus a la suite d’une chirurgie chez des
patients atteints d’ELT pharmaco-résistantes a mis en évidence que la récurrence des crises
est associée avec une dégénérescence massive des neurones de 1’hippocampe [56,64]. La
comparaison des mesures de densité neuronale entre des hippocampes de patients
épileptiques, obtenus aprés chirurgie, et d’individus sains post-mortem, montre une
diminution globale du nombre de neurone chez les patients épileptiques avec une perte
dramatique au niveau des régions CAl (~70%) et CA3 (~40%) de la corne d’Ammon [64]. 11
a été observé dans ces deux régions, une activation des systémes de mort par apoptose avec
une augmentation de I’expression des protéines BCL-2, BAX et de la caspase 3 au niveau des
neurones pyramidaux qui aboutie a une importante fragmentation de I’ADN, observée par
marquage TUNEL [117] (comme décrit dans le chapitre I1I-3.1.). L’ensemble de ces résultats
suggere que les ELT seraient étroitement liées a une dégénérescence massive des neurones de
I’hippocampe par [’activation, dans les régions vulnérables, des voies de signalisation

cellulaire impliquées dans 1’apoptose.

I1-3.2.2. La gliose réactionnelle

La prolifération de la glie est une des caractéristiques principales de la sclérose
hippocampique chez ’homme. Pourtant, I’important intérét apporté a la description et la
compréhension de ce phénoméne dans les modéles animaux (décrit dans le paragraphe V-

2.2.) contraste avec le peu d’études réalisées chez I’homme.
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I1-3.2.2.1. Les astrocytes

Les astrocytes sont des cellules cérébrales de type « glial », présentant une
morphologie caractéristique en « étoile ». Dans les conditions basales, ils assurent différentes
fonctions indispensables au maintien de ’homéostasie du systéme nerveux central. En effet,
les astrocytes interviennent dans le soutien des structures cérébrales en formant un réseau
tridimensionnel compact par I’intermédiaire de leurs étroits contacts les une avec les autres.
De plus, ils interviennent dans la régulation de 1’excitation nerveuse : i) en amont, par la
transmission du lactate aux neurones qui est la molécule énergétique indispensable a ceux-ci
pour assurer leurs fonctions dont la libération de glutamate dans la fente synaptique [169] et
i1) en aval, par la capture du glutamate présent dans la fente synaptique du fait de leur étroit

contact avec I’ensemble des synapses du systeme nerveux [149].

Chez des patients souffrant d’ELT, il a été montré au niveau des pieces réséquées
d’hippocampe, une augmentation dramatique de la population astrocytaire dont la localisation
est toujours corrélée avec les régions hippocampiques ayant subit une dégénérescence
neuronale massive comme CAl, CA3 et le hile [56]. Cette réactivité astrocytaire est toujours
accompagnée par une modification morphologique des astrocytes avec une augmentation de
la taille de leur noyau et 1’apparition de nombreux prolongements fins qui définissent un vaste
réseau au niveau des régions 1ésées de 1’hippocampe [56]. Il a été émis ["hypotheése que ce
réseau formerait une « cicatrice astrocytaire » au niveau des régions lésées de I"hippocampe,
ou I’abondante libération de facteurs trophiques par les astrocytes favoriserait la modification
du tissu cérébral sain en un tissu épileptique hyperexcitable [219]. Pourtant, il a ét¢ mis en
évidence que, dans certaines conditions, les cytokines libérées par les astrocytes a la suite
d’une ischémie cérébrale peuvent devenir bénéfiques pour le tissu en assurant la survie des

neurones [252].

11-3.2.2.2. La microglie

Les cellules microgliales sont de petites cellules mobiles, de forme variable et au
noyau allongé. Elles appartiennent au groupe cellulaire des macrophages et sont capables de
phagocytose. Dans les conditions basales, elles sont largement présentes dans le tissu cérébral
mais dans un état dit « résidentiel » sous une forme quiescente et non activée. En revanche, a
la suite d’une agression du systéme nerveux central, elles deviennent « actives », proliférent
rapidement et secrétent de nombreuses molécules dont des cytokines et des radicaux libres qui

aggravent les 1ésions tissulaires [267].
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Il a été mis en évidence I’existence d’une prolifération des cellules microgliales au
niveau de I’hippocampe chez des patients atteints d’épilepsie [56], avec un nombre de cellules
onze fois supérieur dans CA1 et trois fois supérieur dans CA3 par rapport a des témoins sains
[10]. Les cellules microgliales qui sont activées au niveau du tissu épileptogene présentent
une morphologie caractéristique avec une augmentation de leur volume cytoplasmique et de

leurs prolongements [10].

II-4. Etiologies des épilepsies chez I’homme

Le développement d’une crise de type épileptique par un individu sain ainsi que la
possible répétition de crises, définissant la mise en place du syndrome épileptique chez le
patient, vont dépendre de D’intervention plus ou moins prépondérante i) des facteurs

génétiques et ii) des facteurs environnementaux.

I1-4.1. Les causes des épilepsies et leurs classifications

Le réle d’une prédisposition génétique va se traduire par la survenue d’une crise en
I’absence de lésion cérébrale décelable et qui apparait évident lorsque plusieurs membres
d’une famille présentent le méme syndrome épileptique [86]. A 1’opposé, certaines lésions
cérébrales paraissent suffisantes, par leurs caractéres topographiques et/ou histologiques, pour
favoriser 1’apparition de 1’épilepsie chez un individu. Cependant, pour une méme Iésion,
quelle que soit sa localisation cérébrale, les sujets présentant des antécédents d’épilepsie
familiale, auront plus de risque de développer des crises. La part des facteurs acquis et des
facteurs génétiques, de méme que leurs interactions, restent tout de méme difficiles a
apprécier. L’étiologie de D’épilepsie est dite « multifactorielle », ce qui explique les
nombreuses classifications qui existent pour mieux appréhender la part des différents facteurs

dans la survenue de 1’épilepsie [77].

On parle d’épilepsie « idiopathique » lorsque les crises surviennent chez des sujets
sains, ne présentant aucune Iésion cérébrale. L apparition des crises s’explique par un seuil
¢épileptogene anormalement abaissé dont I’origine génétique est le plus souvent supposée ou

démontrée. Ces formes d’épilepsie sont souvent retrouvées chez I’enfant et leur fréquence
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diminue a 1’age adulte. A 1’opposé, les épilepsies qui surviennent a 1’age adulte sont
généralement de type « symptomatique » dont l’origine est une atteinte cérébrale aigué
entrainant, dans un délai qui peut étre d’une trentaine d’années, le développement de crises
épileptiques récurrentes par le patient. Il convient cependant de rappeler qu’actuellement pres
de 40% des épilepsies qui apparaissent a 1’age adulte restent d’origine inconnue et sont

appelées « cryptogénique ».

I1-4.2. Les circonstances de survenue des épilepsies symptomatiques

Les nombreuses €tudes sur les origines possibles des épilepsies chez I’homme ont mis
en évidence que de nombreux types de traumatismes cérébraux augmentent les risques de
développer une épilepsie. Il a été montré que ces atteintes cérébrales sont suivies d’une
période de latence, d’une durée variable, avant I’apparition de crises récurrentes caractérisant
la mise en place du syndrome épileptique chez les patients. Cette période de latence est
appelée « épileptogenése » et est activement étudiée dans de nombreux modéles animaux
(voir paragraphe II-5.2.). On observe durant cette période de nombreuses modifications
morphologiques et biochimiques au niveau du cerveau avec i) une dégénérescence neuronale
massive, ii) une axogenese importante, et iii) une neurogencse exacerbée [210]. Chez
I’homme, ce temps de latence a la suite de 1’agression cérébrale pourrait étre une « fenétre de
prévention » durant laquelle une intervention clinique sur des individus dits «a risque »

pourrait étre réalisée de fagon a éviter ou limiter la mise en place du syndrome épileptique.

L’apparition de crise peut étre en rapport direct avec un traumatisme cranien (4%), un
accident cérébro-vasculaire (11%) ou une encéphalite (5-10%). Une crise isolée peut étre
aussi la manifestation inaugurale du syndrome épileptique (6%) ou la présence d’agents
toxiques dans I’organisme comme 1’alcool qui est I'un des principaux vecteurs épileptiques. Il
ne faut pas, en outre, sous estimer le role jou¢ par d’autres molécules et certains médicaments
comme les anti-dépresseurs tricycliques, certains neuroleptiques, ou des cytotoxiques dont la
consommation peut étre associée a la survenue de crises épileptiques. Enfin, la principale
cause d’apparition de crises récurrentes chez les patients épileptiques est la survenue d’un
épisode d’état de mal cérébral appelé « status epilepticus », qui est a I’origine de 40% des

épilepsies diagnostiquées [121].
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II-5. Le status epilepticus

Une crise épileptique peut étre variable dans sa durée. Certaines absences ou crises
partielles isolées peuvent pratiquement passer inapercues, leurs durées n’excédant pas
quelques secondes, sachant que généralement les crises les plus longues dépassent rarement
quelques minutes. En revanche, on parle de status epilepticus (SE) lorsqu’une crise
épileptique se prolonge ou se répéte dans un intervalle bref sur une durée supérieure a trente

minutes.

Le SE est état de mal cérébral convulsif représentant une condition épileptique grave.
Il nécessite une prise en charge thérapeutique immédiate. Il se définit par la survenue, sur une
période supérieure a trente minutes, de nombreuses crises généralisées tonico-cloniques ou
d’une crise anormalement prolongée. Chez le patient, il est observé une absence de reprise de
la conscience entre les crises ainsi qu’une aggravation des constantes physiologiques
(tachycardie, hypotension, troubles respiratoires). La dégradation des signes neuro-végétatifs
s’accompagne d’une chute brutale de la consommation cérébrale en oxygene et en glucose
survenant dans les vingt premiéres minutes apres le début de I’état de mal [195]. Ce délai
représente une « fenétre thérapeutique » dans laquelle il est impératif d’intervenir pour éviter
I’apparition de 1ésions cérébrales graves. Cet état d’urgence neurologique est le plus souvent
pris en charge cliniquement par la prescription de benzodiazépines associées a un anti-
épileptique avec une demie-vie longue mais certains états de mal peuvent s’avérer tres

résistants a ces thérapeutiques et nécessitent alors une anesthésie générale du patient.

II-5.1. Complications médicales a la suite d'un status epilepticus

Le survenue d’un épisode de SE augmente dramatiquement le risque de mort subite du
patient, principalement chez 1’adulte, avec un taux de mortalité variant entre 15% et 22%
[69,115]. Ce taux de mortalité élevé est directement li¢ aux causes de 1’apparition du SE, avec
60 a 70% des déceés qui sont associés a des phénomenes d’anoxie ou d’hypoxie [259]. La
durée de la période de crise est un facteur déterminant dans 1’évaluation du risque de mortalité
a la suite du SE. En effet, il a ét¢ montré qu’une période de SE excédent les soixante minutes
diminue dramatiquement les chances de survie des patients [259]. En revanche, si cette

période ne dépasse pas les vingt neuf minutes, le taux de mortalité chute a 4,4% [167].

23



L’ensemble de ces résultats suggere I’existence de mécanismes physiologiques de
« résistances » aux crises épileptiques qui seraient activés deés les premiéres minutes du SE
mais dont I’action ne serait pas maintenue ou suffisante au cours du temps, réduisant

dramatiquement les chances de survie du patient.

Chez les patients ayant survécu au SE, il a ét¢ montré que le risque de développer une
épilepsie est augmenté. En effet, 40% des patients ayant subit un SE ont développé une
épilepsie dans les années qui ont suivies [121]. La relation entre le SE et la mise en place
d’une ¢épilepsie chez les patients a ¢été confirmée par des évidences anatomiques,
radiologiques et biochimiques. Le SE serait responsable d’une mort neuronale massive au
sein du systéme nerveux central avec un profil de dégénérescence qui serait identique a celui
observé chez les patients atteints d’ELT (décrit dans le paragraphe 1I-3.2.1.). Les autopsies
réalisées sur des hippocampes de patients décédés au moins 7 jours aprés avoir subit un SE
ont mis en évidence une réduction importante de la densité neuronale mesurée dans les
régions CA1l et CA3 de I’hippocampe par rapport a des patients contrdles sains ou décédés a
la suite d’une ischémie cérébrale [67]. En accord avec ces résultats, des données d’imagerie
montrent une importante sclérose hippocampique évoluant au cours du temps chez des
patients ayant survécu a un SE [277]. Enfin, il a été mesuré au niveau du fluide cérébro-spinal
des patients, immédiatement aprés un épisode de SE, un taux élevé d’énolase [66], un
marqueur de la souffrance neuronale dont I’augmentation est classiquement observée chez les

patients épileptiques [210].

I1-5.2. Les modéles animaux du status epilepticus

Les résultats provenant des études étiologiques et des observations cliniques ont mis
en évidence un role potentiel du SE dans la mise en place de I’épilepsie chez les patients. Afin
d’étudier les mécanismes moléculaires et cellulaires qui sont activés a la suite d’un SE ainsi
que les modifications du tissu hippocampique favorisant I’apparition des crises récurrentes,

des modéles animaux ont été développés.

L’ensemble des modéles animaux dit « d’épilepsie chronique » est caractéris¢ par la
présence systématique : i) d’une période de SE dite «aigu€», induite soit par voie
pharmacologique soit par stimulation électrique, ii) d’une phase de latence plus ou moins

longue appelée « épileptogenése » qui aboutie iii) a 1’apparition de crises spontanées dites
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« chroniques ». Ces similitudes suggerent que le SE induirait 1’activation de mécanismes

épileptogenes aboutissant a la mise en place de 1’épilepsie chez les animaux.

I1-5.2.1. Les modéles d’induction pharmacologique de I’état de mal cérébral

I1-5.2.1.1. Le modele pilocarpine

L’implication du systéme cholinergique dans I’épilepsie a été suggérée au début du
siecle dernier [150] et a été confirmée plus tard a la suite de I’injection de pilocarpine, un
agoniste des récepteurs muscariniques, qui provoque 1’apparition d’'un SE chez 1’animal
[261]. Le modéle d’induction du SE par 1’administration de pilocarpine représente

aujourd’hui un des trois grands modeles animaux d’étude de I’épilepsie [40].

L’émergence d’une épilepsie chez I’animal a la suite de 1’administration de la
pilocarpine est aussi bien un modele de SE, caractérisé par I’apparition de crise a la suite de
I’injection, qu’un modele d’étude des crises €pileptiques spontanées qui apparaissent chez
I’animal environ quinze jours apres 1’arrét du SE. L’apparition de crises spontanées chez
I’animal est un bon critére de caractérisation d’un état épileptique puisqu’il correspond a ce
que I’on observe chez les patients atteints d’ELT qui développent spontanément des crises
épileptiques récurrentes a la suite d’un état convulsif prolongé [39]. La description des
modifications pathologiques qui surviennent a la suite du SE induit par la pilocarpine, durant
la période d’épileptogenese, permet de mieux comprendre les processus de mise en place de
1’épilepsie.

L’administration de pilocarpine ou de lithium-pilocarpine chez les rongeurs induit une
activité épileptique au niveau de I’hippocampe et du cortex qui est associée a des altérations
comportementales comme 1’ataxie ou le développement de clonies des membres inférieurs et
supérieurs qui aboutissent au SE [216]. A la suite de la période de SE, les animaux, durant la
période aigué€, sont dans un état comateux associ¢ a une importante activité¢ de décharge des
neurones présents dans [’hippocampe et le cortex. Durant cette période, il a été observé une
augmentation de [I’utilisation de glucose dans différentes régions cérébrales dont
I’hippocampe ou I’activation métabolique, suite au SE, est toujours étroitement associée avec
une importante dégénérescence neuronale. Malgré le fait que 1’on observe une perte neuronale
a la suite des crises induites par 1’administration de pilocarpine ou de lithium-pilocarpine, le
systéme cholinergique n’est pas considéré comme potentiecllement excitotoxique mais

servirait & I’apparition et au maintien de I’activité épileptique au niveau cérébral [40].
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Les animaux qui survivent a la période aigué€, présentent une phase de latence sans
crise, ou de nombreuses modifications morphologiques au niveau de 1’hippocampe ont été
observées dont une dégénérescence massive des neurones de 1’hippocampe (comme décrit
dans le paragraphe I1I-1) avec un profil identique a celui observé chez I’homme. Cette période
est appelée €pileptogenese et se termine par I’apparition des crises spontanées entre une et
huit semaines apres ’arrét du SE. La récurrence des crises, durant la période chronique, peut
varier de plusieurs par jour a une seule par mois en fonction du protocole d’injection qui a été

utilisé [40].

I1-5.2.1.2. Les autres modéles d’induction pharmacologique de I’état de mal
cérébral

Brievement, il existe deux autres modeles d’induction du SE par voie
pharmacologique grandement étudiés ou la pilocarpine est substituée soit par de l’acide
kainique [13], soit par du pentylénetétrazol (PTZ) [262]. Ces modeles présentent de
nombreuses similarités avec le modele pilocarpine dont les trois périodes : 1) aigu€ du SE, ii)
épileptogenese, durant laquelle sont observées de nombreuses modifications morphologiques
au niveau de I’hippocampe, et iii) chronique, avec I’apparition des crises récurrentes. En
revanche, il a ¢ét¢ mis en évidence, a la suite du SE, une perte neuronale au niveau de
I’hippocampe dont I’intensité est plus modérée que dans le modele pilocarpine mais dont la
localisation est identique a celle observée chez les patients atteints d’ELT (comme décrit dans

le chapitre III-1).

I1-5.2.2. Modéle d’état de mal cérébral induit par stimulation électrique

Le principale désavantage des modéles animaux de SE induit par voie
pharmacologique est la difficulté de contrdler I’intensité du SE entrainant la mort d’une partie
des animaux durant cette période et une grande variabilité dans I'¢tendue des dommages
cérébraux visibles chez les animaux ayant survécu ainsi que D’incapacité de prédire

I’expression des crises récurrentes [260].

Le réle de la stimulation électrique dans I’induction d’un SE a été énoncé pour la
premicre fois par Vicedomini et ses collaborateurs (1987). Il a mis en évidence que des
stimulations intermittentes de n’importe quelles voies excitatrices entrainaient 1’apparition
d’un SE chez les animaux. De plus, 1’application répétée de plusieurs décharges de hautes

fréquences au niveau de la voie perforante, la principale voie d’entrée de 1’hippocampe au
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niveau des neurones granulaires du GD (comme décrit dans le paragraphe I-1.), entraine le
développement d’une activité épileptique spontanée importante chez les animaux stimulés,
caractérisée par I’apparition de nombreuses crises durant une période de plusieurs heures
[181]. A partir de ces observations, Sloviter a développé un élégant modéle ou la stimulation
de la voie perforante chez des animaux anesthésiés provoque des Iésions spécifiques et
reproductibles au niveau de I’hippocampe (comme décrit dans le paragraphe III-1),
démontrant qu’une activité synaptique excessive est suffisante pour entrainer une mort

neuronale [240,243].

I11. La dégénérescence sélective des neurones de I’hippocampe

a la suite du status epilepticus

ITI-1. Le profil de dégénérescence neuronale a la suite du

status epilepticus dans les modéles animaux

De nombreuses perturbations physiologiques peuvent expliquer la rupture de
I’équilibre de la balance excitation/inhibition en faveur d’une hyperexcitabilité neuronale

observée au cours de 1’épilepsie, comme :

» L’altération des fonctions du récepteur au GABA hippocampique, appelé GABAAx, a la
suite du SE [25]. En effet, les sous-unités qui composent le récepteur GABA, varient en
fonction de la localisation hippocampique du récepteur et des conditions environnementales.
Il a été montré chez ’homme [126] et I’animal [101] que sa composition en sous-unités est
modifiée a la suite d’un SE et serait responsable des variations de sensibilit¢ au GABA
observées dans les différentes régions de I"hippocampe avec une augmentation au niveau des

cellules granulaires du GD [101] et une diminution au niveau des neurones pyramidaux de la

région CA1 [101].

» Le GABA, principal neurotransmetteur inhibiteur du systéme nerveux central,
deviendrait excitateur a la suite du SE [52]. En effet, il a été observé une activité excitatrice
du GABA sur des tranches d’hippocampe provenant de patients épileptiques [52]. Ces
résultats sont en accord avec les observations réalisées durant le développement cérébral, ou

le GABA contrdle I’accumulation d’ion chlorure (CI') au niveau des neurones provoquant leur
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dépolarisation et leur excitation [12]. L’ensemble de ces résultats a suggéré a Ben-Ari et ses
collaborateurs (2002) que 1’épileptogenése ne serait qu’une récapitulation de la période

d’ontogenése.

» Les interneurones de type GABAergiques qui contrdlent les niveaux d’excitation de
I’hippocampe, dégénéreraient sélectivement a la suite du SE [54]. Pourtant, les
démonstrations les plus convaincantes de la perte neuronale proviennent des modeles
animaux d’induction d’un SE qui ont montrés de maniére indéniable que les neurones les plus
vulnérables a un SE sont les neurones excitateurs de 1’hippocampe [195]). En effet, il est
classiquement accepté que 1’une des régions cérébrales les plus vulnérables a une période de
SE est ’hippocampe, dont les neurones pyramidaux des régions CAl et CA3 ainsi que les
cellules moussues du hile dégénérent massivement a la suite d’un SE, alors que les neurones

granulaires du GD et les interneurones inhibiteurs du hile sont résistants.

I11-1.1. Dans les modéles d’induction pharmacologique du status epilepticus

A la suite d’une période de SE, malgré une variabilit¢ de I’intensité de la perte
neuronale mesurée dans les différentes études qui ont été réalisées, certaines structures
cérébrales comme I’hippocampe, présentent constamment une dégénérescence neuronale.
L’évaluation de la perte neuronale peut étre réalisée par de nombreuses techniques qui
permettent la caractérisation biochimique ou structurale des cellules en dégénérescence et
ainsi différencier les cellules mourant par apoptose ou nécrose au sein du tissu cérébral. A la
suite de ’administration de pilocarpine, la dégénérescence neuronale a été décrite en fonction
de sa nature apoptotique ou nécrotique [95]. Il est important de remarquer que Sloviter a
récemment exprimé I’idée qu’une classification de la dégénérescence neuronale ne prenant en
compte que ces deux catégories €tait confuse et ne refléterait pas la réalité [239], certains
neurones en dégénérescence exprimant en méme temps aussi bien les caractéres nécrotiques
qu’apoptotiques [95]. Il a émis I’hypothése selon laquelle 1’agression excitotoxique induite
par le SE au niveau du cerveau entrainerait une dégénérescence neuronale immédiate au
niveau de la zone lésée qui pourrait étre d’origine nécrotique puis la perte neuronale
s’étendrait progressivement vers les régions périphériques en provoquant la mort par apoptose

des neurones voisins.
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L’¢tude la plus complete sur le profil de dégénérescence cérébrale a la suite d’une
période de SE induit par 1’administration de pilocarpine a été réalisée par Peredery et
collaborateurs (2000). I1 a mis en évidence que la perte neuronale est dispersée dans
I’ensemble du systéeme nerveux central mais que les régions les plus sensibles sont
I’hippocampe, le cortex piriforme et le thalamus. De plus, la comparaison de la localisation et
de D’intensité de la perte neuronale apres 1’administration de pilocarpine ou d’acide kainique a
montrée que les dommages cérébraux sont, dans les deux modeles animaux, localisés au
niveau de I’hippocampe, du cortex, de ’amygdale et de I’hypothalamus [55]. En revanche, la
perte neuronale présente une intensité plus importante chez les rats traités a la pilocarpine par
rapport a ceux ayant recu une injection d’acide kainique [55]. L’observation de la
dégénérescence neuronale au cours du temps par imagerie cérébrale, qui permet de suivre le
décours temporel des dommages neuronaux sans sacrifice de 1’animal, a été réalisée des
I’administration de la pilocarpine jusqu’a 1’apparition des crises récurrentes spontanées [222].
Les résultats obtenus ont confirmé qu’il existe une perte neuronale importante au niveau de
I’amygdale, du cortex piriforme et du cortex enthorinal mais surtout ils ont permis de mettre
en évidence une corrélation entre la sclérose hippocampique et le développement des crises
récurrentes chez les animaux. En revanche, il est encore impossible de savoir si c’est la
sclérose hippocampique qui cause 1’apparition des crises ou si ce sont les crises qui entrainent

la sclérose hippocampique.

I1I-1.2. Dans le modéle de status epilepticus induit par stimulation électrique de la voie

perforante

Sloviter (1987) a mis en évidence qu’un SE focal est obtenu chez des rats anesthésiés
par une stimulation électrique continue, durant 24 heures, de la voie perforante [240]. A la
différence des modéles de stimulation électrique classique de la voie perforante [181], aucune
crise comportementale n’est observée durant la période de SE et la dégénérescence neuronale
est restreinte aux populations cellulaires du hile au niveau ipsilatéral et des neurones
pyramidaux de la corne d’Ammon au niveau ipsi- et contra-latéral. En revanche, aucune autre
région cérébrale ne présente de 1ésions par rapport aux modeles pharmacologiques. Ce modele
est particulierement intéressant pour la caractérisation des propriétés physiologiques des
circuits inhibiteurs et excitateurs présents au niveau du GD et leurs implications dans la mise

en place de 1’épilepsie [245,288] (comme décrit dans le chapitre I11-1.3).
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I11-1.3. La dégénérescence de neurones de I’hippocampe

L’étude de la dégénérescence des neurones de 1I’hippocampe a la suite du SE a mis en
évidence que les différentes couches hippocampiques ne présentaient pas la méme
vulnérabilité, la perte neuronale étant spécifique 1) de certaines aires hippocampiques et ii) de

certains types cellulaires.

III-1.3.1. Les neurones pyramidaux de la corne d’Ammon

Il a été montré que les neurones pyramidaux en culture présentaient une grande
vulnérabilité face a I’excitotoxicité glutamatergique [196]. Cette observation a été confirmée,
in vivo, par de récents résultats montrant qu’a la suite d’un SE, induit par voie
pharmacologique ou é¢lectrique, il est constamment observé une perte des neurones des
régions CAl et CA3 de la corne d’Ammon [40,76,181]. En revanche, I’intensité de la
dégénérescence neuronale mesurée a la suite du SE varie en fonction de nombreux
parameétres: 1) la dose de 1’agent convulsivant injecté, comme I’a démontré Turski (1983) lors
de sa caractérisation du modele pilocarpine ; 2) la durée du SE, aucune perte neuronale
n’étant observée a la suite d’un SE d’une durée inférieure a 30 minutes [18] ou 60 minutes
chez le rat [94]; 3) ’espéce et ’age des animaux utilisés, certaines souches de souris ne
présentant jamais de dommages neuronaux a la suite de 1’administration d’acide kainique
[230]. Ces résultats ont aussi été confirmés chez le rat, ou la souche Long-Evans présente une
dégénérescence neuronale plus importante dans les régions CA1 et CA3 que la souche Wistar
a la suite d’un SE [122]. L’ensemble de ces résultats suggere 1’existence d’un mécanisme de
protection endogene intrinséque au tissu hippocampique dont I’efficacité varie en fonction des

caractéristiques génétiques des animaux étudiés.

I1I-1.3.2. Les neurones du hile

I11-1.3.2.1. Les interneurones

Comme nous ’avons précédemment décrit (chapitre 1-2.2.), les interneurones du hile
jouent un role essentiel dans la régulation des circuits locaux d’excitation de I’hippocampe
par I'intermédiaire de la libération du neurotransmetteur inhibiteur GABA. Ils composent une
famille neuronale trés hétérogéne dont les membres ont été caractérisés par leur expression

spécifique de différents neuropeptides [91].

30



Le devenir des neurones GABAergiques de I’hippocampe a la suite d’un SE est
caractérisé par une vulnérabilité sélective de certaines populations d’interneurones [195]. En
effet, il a été mis en évidence chez le rongeur a la suite d’un SE induit par 1’administration
d’acide kainique [28,29,170] ou de pilocarpine [74] ou par stimulation de la voie perforante
[240,243] que les interneurones exprimant la somatostatine faisaient partis des populations
cellulaires les plus vulnérables de I’hippocampe. La dégénérescence des interneurones
exprimant la somatostatine représenterait 83% de la perte total des neurones GABAergiques
au niveau du hile [29] et environ 50% de la perte des interneurones localisés au niveau de la
stratum oriens de CAl [74]. En revanche, la perte de marquage immunohistochimique
observée pour différents marqueurs comme le neuropeptide Y, la calrétinine, la
cholécystokinine ou la parvalbumine a été rapportée comme étant une diminution de
I’expression des neuropeptides par les interneurones mais n’a jamais été associée a une

dégénérescence cellulaire spécifique d’une population des neurones GABAergiques [63].

I11-1.3.2.2. Les cellules moussues

Les cellules moussues du hile sont des neurones excitateurs de type glutamatergique,
connus pour étre les cellules les plus vulnérables de I"hippocampe, grace a 1’identification de
marqueurs des cellules moussues avec : 1) chez I’homme, le singe et le rat, les récepteurs au
glutamate GIluR2 et GIuR3 [62,154], i1) chez le rat, la CGRP (pour « calcitonin gene-related
petide ») [92], iii) chez la souris et la gerbille, la calrétinine [20,146,164]. En effet,
I’utilisation de ces marqueurs spécifiques, méme si ils ne sont pas parfaits, a permis
d’observer directement la dégénérescence des cellules moussues a la suite d’une agression
cérébrale et de démontrer, aussi bien chez I’homme que [’animal, qu’elles meurent

massivement a la suite d’une ischémie, d’un traumatisme cranien ou d’un SE [217].

Il a ét¢ mis en évidence, par immunohistochimie de la protéine GluR2/3, une
dégénérescence massive des cellules moussues du hile a la suite du SE induit par
I’administration d’acide kainique [170] ou par stimulation de la voie perforante [243,245]. En
revanche, dans le mode¢le pilocarpine, les résultats sont contradictoires. En effet, Scharfman et
ses collaborateurs (2001) ont mis en évidence au niveau du hile, par marquage
immunohistochimique spécifique des neurones a la neurobiotine accompagné d’une
caractérisation morphologique et électrophysiologique, une dégénérescence des cellules
moussues a 1 et 6 mois apres I’arrét du SE. Pourtant, il a ét¢ montré que le nombre de cellules

du hile immunopositives pour le CGRP, un marqueur spécifique des cellules moussues, ne
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varie pas 1 mois aprés I’arrét du SE par rapport aux rats témoins, suggérant que les cellules

moussues seraient résistantes au traitement a la pilocarpine [165].

Quoiqu’il en soit, I’ensemble de ces résultats démontre que le réseau de contrdle
excitateur assuré par les cellules moussues est altéré a la suite du SE. Actuellement,
I’implication de cette altération dans la mise en place de 1’épilepsie reste encore inconnue
mais certaines observations anatomiques ont permis I’émergence de trois hypotheses
complémentaires mettant en avant le role central de la perte des cellules moussues dans

I’hyperexcitabilité hippocampique (Figure B2) :

» La perte des cellules moussues est a ['origine de la formation de collatérales
aberrantes (« sprouting ») des fibres moussues. Cette hypothése part de la constatation
anatomique que les fibres moussues, qui sont les axones des neurones granulaires du GD
(comme décrit dans le paragraphe I-1.), innervent massivement les cellules moussues du hile.
Il a donc été suggéré qu’a la suite du SE, la perte des cellules cibles (cellules moussues) des
fibres moussues serait responsable de la formation, par celles-ci, de collatérales aberrantes
excitatrices qui viendraient contacter les dendrites des cellules granulaires entrainant leur
hyperexcitabilit¢é. On peut remarquer que le « sprouting» est 1’une des caractéristiques
morphologiques classiquement observée au niveau des hippocampes de patients épileptiques
ou de mode¢les animaux [123,179].

» La perte des cellules moussues est a [’origine de la mise en « sommeil » des cellules
en paniers du hile. Cette hypothése a été développée par Sloviter (2003) en partant de la
constatation anatomique que la dégénérescence des cellules moussues a la suite du SE
entraine la disparition de leurs connections excitatrices avec les cellules en paniers du hile, qui
sont des interneurones de type GABAergique. Il a donc été suggéré que cette perte serait a
I’origine de la mise en hypoactivité ou « sommeil » des cellules en paniers, qui ne pourraient
plus assurer le contrdle négatif de 1’activation des neurones granulaires, qu’elles exercent dans

les conditions basales, favorisant ainsi 1I’hyperexcitabilité des cellules granulaires.

» Les cellules moussues qui survivent au SE sont plus actives ou « irritables » que dans
les conditions basales. Cette hypothése se distingue des deux précédentes en s’intéressant non
pas aux cellules moussues qui meurent mais a celles qui survivent. En effet, Scharfman et ses
collaborateurs (2001) ont mis en évidence la survie d’une infime partie de la population des

cellules moussues du hile a la suite du SE dont ’activité électrique est exacerbée. Il a donc été
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suggéré¢ que ces cellules moussues survivantes et hyperactives favoriseraient
I’hyperexcitabilit¢ des neurones granulaires qu’elles contactent, une cellule moussue

contactant les dendrites de plusieurs neurones granulaires.

III-2. L’inflammation cérébrale a la suite d’un status epilepticus :

une des origines potentielles de la dégénérescence neuronale

Comme nous venons de le décrire dans le paragraphe précédent, I’architecture
cérébrale est profondément modifiée a la suite du SE. Une des conséquences les plus précoces
a la suite d’une période de SE est I’apparition d’une dégénérescence neuronale sélective au
niveau de certaines couches cellulaires spécifiques de I’hippocampe, suivi quelques jours plus
tard par une étape d’activation et de prolifération des cellules astrocytaires et microgliales
résidentes du tissu cérébral appelée gliose réactionnelle [128]. La mort massive des neurones
de I’hippocampe aurait pour origine I’inflammation dont I’intensité est terriblement exacerbée
au niveau du tissu cérébral a la suite du SE entrainée par la libération de nombreuses

cytokines dites « pro-inflammatoires » par les cellules microgliales [267].
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Figure B2. Implications des cellules moussues dans I’hyperexcitabilité des neurones granulaires
a la suite du status epilepticus. A, Hypothése 1 : la perte des cellules moussues a la suite du SE serait
a Porigine de la formation de collatérales aberrantes par les neurones granulaires qui favoriseraient
ainsi leur hyperexcitabilité?. B, Hypothése 2 : La perte des cellules moussues a la suite du SE
entrainerait la disparition de la boucle de rétrocontréle négative de ’activité des neurones granulaires,
favorisant ainsi leur hyperexcitabilité¢ ?. C, Hypothése 3 : Les cellules moussues qui survivent a la
suite du SE seraient hyperactifs et viendraient hyperexciter les neurones granulaires qu’ils contactent
dans les différentes couches adjacentes de la couche granulaire du GD ?

I11-2.1. L’inflammation cérébrale a la suite d’un status epilepticus

Le systéme immunitaire et la réponse inflammatoire qui lui est étroitement associée
jouent un role majeur dans les mécanismes de protection et de réparation tissulaire lors d’une
agression infectieuse ou pathogene de I’organisme. Au niveau du systéme nerveux central, la
réponse inflammatoire nécessite obligatoirement la présence de différentes molécules
appelées cytokines qui ne sont jamais ou tres peu détectées dans les conditions basales au sein
du tissu. Ces molécules sont libérées dans le tissu par des cellules du parenchyme cérébral tels
que les astrocytes, les cellules microgliales mais aussi les neurones. De plus, la barriére
hémato-encéphalique (BHE) joue un role crucial dans le contréle de la réponse inflammatoire

au niveau du systéme nerveux central. En effet, dans les conditions basales, la BHE assure la
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protection du systéme nerveux central en régulant spécifiquement 1’entrée, dans le tissu

nerveux, des molécules et des cellules immunitaires présentes dans le milieu périphérique.

A la suite d’un SE, on observe des modifications physiologiques et structurales de la
BHE [262,291]. En effet, la perte de 1’intégrit¢ de la BHE ainsi que la présence d’un état
inflammatoire important au niveau cérébral sont deux éléments classiquement observés a la
suite d’un SE [267]. En effet, ’abondante production de cytokines pro-inflammatoires par les
cellules endothéliales de la BHE, les cellules immunitaires circulantes et les cellules gliales
(microglie et astrocyte) du parenchyme cérébral entraine 1’activation de différents
mécanismes cellulaires qui aboutirait a 1’augmentation de la perméabilité de la BHE [166].
Chez le rat, dans les modeles d’acide kainique ou de lithium-pilocarpine, on observe
I’apparition d’une importante réponse inflammatoire, dés les premiéres heures et durant les 3
jours suivant I’arrét du SE, au niveau des régions cérébrales ou est localisée 1’activité
épileptique et qui serait induite par les astrocytes et les cellules microgliales présentes dans

ces régions [65,188,266,270].

I11-2.2. Role de ’inflammation dans la gliose réactionnelle

Il a été observé, a la suite du SE, une forte réactivité de la population des cellules
gliales composée des astrocytes et des cellules microgliales, dont le maximum est atteint a 3
jours post-SE. Cette prolifération cellulaire importante représente un des éléments majeurs,
avec la dégénérescence neuronale, de la sclérose hippocampique observée aussi bien chez
I’homme que dans les modéles animaux [10,180,182,202,219]. De nombreuses composantes
de la réponse gliale sont impliquées dans la mise en place du tissu épileptique [267], 'une de
ces composantes majeures est I’inflammation. Elle jouerait un rdle central dans 1) I’activation
et la coordination de la réponse gliale, ii) le contrdle de la propagation de la pathologie dans le
tissu et iii) la mort neuronale grace a la libération par les cellules gliales de molécules de

signalisation : les cytokines pro-inflammatoires.

I11-2.2.1. Inflammation et réactivité astrocytaire

A la suite du SE, il a été mis en évidence une perte précoce de la capacité des
astrocytes a capturer le glutamate au niveau de la fente synaptique, suggérant qu’ils seraient
impliqués dans I’induction des crises épileptiques en participant a 1’augmentation de la

concentration du glutamate dans le tissu cérébral et I’excitation neuronale [232]. En revanche,
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il a été observé une réponse tardive des astrocytes au SE, caractérisée par une expression
génique augmentée et une prolifération cellulaire exacerbée qui s’accompagne d’une
modification morphologique. Cette réponse astrocytaire tardive serait induite par les
cytokines pro-inflammatoires comme il a ét¢é montré sur des cultures de cellule du tissu
cérébral ou I’administration d’interleukine-1 (IL-1) favorise la prolifération des cellules

astrocytaires [105].

Le role joué par la réactivité astrocytaire n’est actuellement pas encore clairement
¢tabli, pourtant il a été montré que i) les astrocytes présents dans la région CA3 de
I’hippocampe empécheraient le passage des axones des neurones granulaires sur les dendrites
des neurones pyramidaux de CA3 entrainant la formation de connections neuronales
aberrantes au niveau du hile [219] et ii) qu’elle favoriserait la mise en place d’une réponse
inflammatoire importante par la libération massive de cytokines au niveau de 1’ensemble du
tissu hippocampique [128]. Les cytokines agiraient de maniere autocrine sur les astrocytes les
ayant produites pour stimuler leur prolifération et modifier leur morphologie [185] mais aussi
de maniére paracrine sur les neurones et les cellules microgliales voisines pour moduler leur

physiologie [161].

I11-2.2.2. Inflammation et réactivité microgliale

A la suite d’un SE, les cellules microgliales répondent aux crises épileptiques par une
modification de leur morphologie, une augmentation de leur niveau d’expression génique et
par une prolifération exacerbée [219]. Il a été montré en culture cellulaire que les cellules
microgliales peuvent libérer des facteurs neurotoxiques dans certaines conditions [104] et que
la nature des molécules qu’elles libérent est contrdlée par les cytokines présentes dans le
milieu environnant. En effet, chez des souris transgéniques qui n’expriment pas la cytokine du
facteur de nécrose neuronale (TNF), la microglie ne réagit pas a la suite d’un SE [26].
L’ensemble de ces résultats suggére que la réponse neurotoxique de la microglie, en réponse
au SE, serait induite par I’activation précoce des astrocytes et la libération par ceux-ci de

nombreuses cytokines pro-inflammatoires dans le milieu cérébral.
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I1I-2.3. Les cytokines pro-inflammatoires

Les cytokines sont des molécules solubles faisant parties des principaux médiateurs de
la communication cellulaire. Elles peuvent étre synthétisées au sein du systéme nerveux
central par les cellules gliales (astrocytes et microglie) et les neurones, et viennent agir de
facon autocrine (sur la cellule productrice) ou paracrine (cellules proches) sur d'autres cellules
pour en réguler l'activité et la fonction. A la suite du SE, de nombreuses cytokines sont
produites et interviennent dans la mise en place de la réponse inflammatoire du tissu cérébral

aux crises ¢pileptiques [128].

I11-2.3.1. Interleukine-1
Le nombre important de modeles d’agression cérébrale entrainant la mort neuronale
dans lesquels la régulation de I’interleukine-1 (IL-1) a été étudiée et caractérisée [152],

contraste avec le peu d’intérét qui lui a été porté dans les modeles d’épilepsie.

A la suite de I’injection d’acide kainique chez le rat, on observe une augmentation
immédiate de la transcription cérébrale de I’ARN messager codant pour I'IL-18 (IL-1pB-
ARNm), la forme biologique principale de I’IL-1, avec un pic d’expression a 1 heure et 30
minutes post-injection [188,189]. En revanche, I’augmentation de ’expression de I’ARN
messager codant pour I’IL-1f n’est pas observée aux mémes moments dans 1’ensemble des
régions cérébrales. En effet, 1 heure aprés I’injection d’acide kainique, 1’augmentation de
I’IL-1B-ARNm est détectée uniquement au niveau de I’hippocampe, alors que les niveaux
d’expression maximum pour le cortex, le thalamus et de I’hypothalamus sont atteints 2 heures
post-injection [188]. L’expression de IL-13-ARNm est revenue a son niveau basal 24 heures
post-injection dans 1’ensemble des régions cérébrales sauf pour I’hippocampe ou le niveau
d’expression basale n’est retrouvé que 72 heures post-injection [188]. En revanche, un profil
d’expression du transcript codant pour I'IL-1p identique a été observé chez le rat apres
I’administration de PTZ, mais avec un décours temporel plus rapide soit une induction
précoce dés 30 minutes post-injection et un retour au niveau basal d’expression deés 3 heures
post-injection dans I’ensemble des régions cérébrales étudiées [189]. L’ensemble de ces
résultats démontre le role central de I’IL-1B dans la réponse inflammatoire qui survient a la
suite du SE, puisqu’une induction de son expression est toujours observée quelque soit le
modele de SE utilisé, mais avec un profil d’expression dépendant du mode¢le, suggérant une

variation de la réponse inflammatoire en fonction des agents pharmacologiques administrés.
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Il a été mis en évidence une induction précoce de I’expression de ’ARN messager
codant pour I'IL-1P, 2 heures aprés I’injection d’acide kainique chez le rat, qui est détectée
dans de nombreuses cellules localisées dans I’ensemble des régions cérébrales et possédant
une morphologie de type microgliale [280]. Ce résultat a été¢ confirmé chez des rats ayant regu
une infusion intra-corticale de méthanoglutamate, ou la protéine de IL-1f a été détectée dans
les cellules microgliales 24 heures post-infusion et au niveau des astrocytes a partir de 2 jours
et jusqu’a 7 jours post-infusion [207]. Enfin, il a ét¢ montré que le blocage de I’activité
biologique de I’IL-1 au niveau du tissu cérébral durant la période de SE protege les neurones
hippocampiques contre la dégénérescence neuronale induite par I’injection d’acide kainique

[204], suggérant I’implication directe de IL-1 dans la mort neuronale.

I11-2.3.2. Interleukine-6

A la suite de I’administration d’acide kainique chez le rat, I’expression de I’ARNm
codant pour I’interleukine-6 (IL-6) est augmentée (6 fois le niveau d’expression basale) au
niveau de I’hippocampe dés 2 heures post-injection avec une augmentation progressive
jusqu’a 4 heures post-injection (10 fois le niveau d’expression basale) [128,188]. Ces résultats
ont été confirmés chez le rat et ’homme ou une élévation de la concentration tissulaire a été
mesurée a la suite d’un SE. Il a été mis en évidence, sur des tranches d’hippocampe provenant
de rat ayant été traités avec de 1’acide kainique, une activité biologique importante de la
protéine IL-6 a 2 jours post-injection [61]Ces résultats sont en accord avec les observations
cliniques réalisées chez des patients épileptiques, ou il a été mesuré, 15 heures apres I’arrét de
la crise tonico-clonique, une augmentation transitoire de la concentration de I’IL-6 au niveau

du fluide cérébro-spinal de 3 a 20 fois supérieure a un individu sain [208].

Le role biologique de I’IL-6 a été ¢tudié chez des souris transgéniques sur-exprimant
I’ARN messager codant pour I’'IL-6 [36]. Il a ét¢ observé que ces animaux développaient
spontanément des crises épileptiques associées a des phases comportementales de
tremblements et d’ataxie. Ces observations comportementales ont été confirmées par la
réalisation d’électro-encéphalogramme ou il a été mesuré des décharges paroxysmiques ainsi
qu’une disparition du rythme théta au niveau de 1’hippocampe [250]. L’examen histologique
des hippocampes a révélé, au niveau du hile, la présence de connexions nerveuses aberrantes
et d’une dégénérescence importante des neurones du hile. De plus, une forte réactivité
astrocytaire est observée dans I’ensemble des régions hippocampiques, couplée a une

importante néovascularisation. Ces résultats suggérent que I'IL-6 interviendrait dans
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I’établissement du nouveau réseau neuronal observé durant la période d’épileptogenese,

responsable de 1’apparition des crises épileptiques.

I11-2.3.3. Facteur de nécrose tumoral a

De nombreux travaux ont étudié le role du facteur de nécrose tumoral o (TNFa) dans
I’émergence de 1’épilepsie et le développement des crises épileptiques, mais son action durant
I’épileptogenese reste encore ambigu€. En effet, ’autopsie de souris transgéniques, qui
surexpriment le TNFa au niveau de leurs neurones, a révélé d’importantes anomalies du
développement du a I’apparition d’une inflammation cérébrale entrainant une démyélinisation
axonale qui aboutit a ’apparition de crises épileptiques [214]. Bien que ce résultat suggere
une implication directe du TNFa dans la mort neuronale et la mise en place de 1’épilepsie
d’autres études montrent un réle bénéfique du TNFa a la suite d’un SE induit par voie

pharmacologique.

A la suite de I’administration d’acide kainique chez le rat, on observe une induction (2
heures et 4 heures post-injection) de I’ARN messager codant pour le TNFa au niveau de
I’hippocampe, du cortex, du striatum, du thalamus et de I’hypothalamus [188]. Des résultats
similaires ont ét¢ obtenus chez la souris aprés une injection intra-hippocampique d’acide
kainique [26]. De plus, il été mesuré, sur des tranches d’hippocampe provenant de rats ayant
recu une injection intra-amygdalienne d’acide kainique, une importante activité de la protéine
TNFa a 2 jours et 7 jours aprés le SE [61]. Ces résultats ont été confirmés par
immunohistochimie, avec une augmentation du nombre de cellules TNFa-positives, a 4
heures post-injection, au niveau des corps cellulaires des neurones pyramidaux des régions
vulnérables CA1 et CA3. L’injection intra-hippocampique d’une dose convulsivante mais non
cytotoxique d’acide kainique chez des souris transgéniques n’exprimant pas le récepteur au
TNFa, montre que les souris ayant développé un SE, présentent une dégénérescence
exacerbée des neurones des régions CAl et CA3 de I’hippocampe [26] et une absence de la
réactivité¢ des cellules microgliales [96]. L’ensemble de ces résultats suggere que le TNFa
neuronal jouerait un réle fondamental dans la protection des neurones pyramidaux de CA1 et

CA3 contre le SE et serait indispensable a I’activation des cellules microgliales.
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III-3. Les mécanismes de la dégénérescence neuronale

De nombreuses études, réalisées aussi bien chez ’homme que dans des modéles
animaux, ont montré que la dégénérescence neuronale qui survient a la suite d’un SE va
impliquer I’activation des mécanismes de « mort cellulaire programmée », appelée apoptose,

mais aussi les mécanismes de mort nécrotique.

I11-3.1. L’apoptose

L’apoptose est un processus physiologique de mort cellulaire, jouant un réle central au
cours du développement et dans le fonctionnement des organismes multicellulaires [253]. Les
analyses, réalisées par microscopie ¢lectronique, ont révélé que la mort cellulaire par apoptose
implique de nombreuses modifications morphologiques dont la conservation de I’intégrité des
organelles, la rupture de la membrane mitochondriale, la condensation de la chromatine et sa
fragmentation finale en sont les événements les plus marquants [279]. Il a été mis en
évidence, dans de récents travaux chez le rat, que 1’apoptose est impliquée dans la mort
neuronale a la suite d’'un SE avec, comme caractéristique majeure, la fragmentation de
I’ADN, mise en évidence par marquage TUNEL [212]. De plus, il a été mesuré que plus de
90% des neurones en dégénérescence présentaient cette caractéristique [118], démontrant que
I’apoptose est le mécanisme majeur de la mort neuronale a la suite du SE méme si ces
neurones présentent rarement la morphologie apoptotique classique [93,117,119]. L’ensemble

de ces résultats a été confirmé chez la souris [237].

I11-3.1.1. Les mécanismes cellulaires de I’apoptose : Les caspases

Les caspases appartiennent a la famille des « protéases cystéine aspartate spécifique ».
Actuellement, 14 caspases ont été identifiées, qui sont soit de type « inflammatoire »
(caspases 1, 5 et 11), soit de type « régulatrice de I’apoptose » (caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10)
[257]. Les caspases présentent toutes une structure comprenant 4 domaines avec les sous-
unités p20 et p10, un domaine de liaison des sous-unités possédant un résidu d’aspartate et un
prodomaine de taille variable. Lors de 1’activation des caspases, le prodomaine est toujours
clivé pour donner la conformation active de la protéase qui est un tétramere (p20p10),.

Chaque caspase présente une localisation cellulaire spécifique qui détermine sa fonction, avec
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une localisation cytoplasmique pour les caspases 8 et 10 ou mitochondriale pour la caspase 9

[120].

Lors de la réception du signal de mort, on assiste a une activation des caspases en
cascades. En effet, les caspases 2, 8 et 10, qui sont dites « initiatrices », sont recrutées grace a
leur « domaine effecteur de mort » (DED) par le « récepteur de mort » (DR). En revanche, la
caspase 9 posséde « un domaine de recrutement et d’activation des caspases » (CARD),
assurant son recrutement et son activation par le facteur d’apoptose a activité protéasique-1
(APAF-1). A la suite de leur activation, les caspases initiatrices viennent activer, a leur tour,
les caspases dites « exécutrices » qui clivent enfin de nombreuses protéines structurales ou
fonctionnelles des cellules (Mashima et coll., 1997). En effet, a la suite du SE, il a été mis en
évidence une activation de la caspase 8 [237], 40 minutes apres I’induction des crises [118],
qui pourrait étre liée en partie a I’activation du récepteur de mort TNF-a (TNFR1) [118]. Le
TNF-a fait partie de la voie dite « extrinseque » de I’induction de 1’apoptose, qui précéde
I’activation des caspases initiatrices, le dysfonctionnement de la mitochondrie et 1’activation
de la caspase 9 [118]. Il est important de remarquer que 1’inhibition de ’activité de la caspase
8 a la suite du SE: i) entraine une augmentation de la survie neuronale, 2) réduit la libération
de cytochrome ¢ par la mitochondrie, et 3) réduit efficacement les activités des caspases
exécutrices 9 et 3 [118]. En effet, il a été observé une activation de certaines caspases
exécutrices a la suite du SE. En effet, I’expression génique et protéique des caspases 3 et 6 est
fortement induite au niveau de I’hippocampe a la suite du SE [120], suggérant qu’elles
joueraient un rdle central dans la transmission du signal de mort aux neurones

hippocampiques a la suite du SE.

I11-3.1.2 Les mécanismes cellulaires de I’apoptose : La famille des protéines Bcl-2

La famille Bcl-2 comprend plus de 20 membres qui contrdle soit positivement, soit
négativement 1’apoptose [53]. Les protéines de cette famille sont particulierement petites (de
20 000 a 30 000 dalton) et sont caractérisées par la présence d’un ou plusieurs domaines
homologues (BH) en hélice a, avec quatre domaines BH pour Bax et Bcl-2 alors que Bad n’en
possede qu’un seul [53]. Enfin, on peut observer un domaine transmembranaire chez la moitié
des protéines de la famille Bcl-2. Dans les conditions physiologiques, les protéines Bel-2 de
type pro-apoptotique comme Bax résident comme monomeres au niveau du cytoplasme ou
sont associées a la membrane externe de la mitochondrie. La présence de protéines de type

BH3 entraine leur fixation avec la protéine Bax qui favorise la perméabilisation de la
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membrane mitochondriale et I’entrée en apoptose de la cellule [59]. De plus, les protéines
BH3 inhibent Dlactivit¢ des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2. A 1’opposé, les
protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, comme Bcl-2 ou Bcl-xl, controlent
négativement 1’apoptose en inhibant ’activité des protéines pro-apoptotiques, assurent le
maintien de I’intégrité de la membrane mitochondriale, contrélent la mobilisation de calcium
intra-cellulaire et présentent des propriétés anti-oxydantes [53]. Quoiqu’il en soit, les
protéines pro- et anti-apoptotiques sont toutes associées aux fonctions du réticulum
endoplasmique, qui joue un role important dans 1’homéostasie calcique, dans le signal

mitochondrial dépendant du calcium et dans le stress induisant I’apoptose [120].

Les protéines de la famille Bcl-2 sont impliquées dans la régulation de la mort
cellulaire a la suite du SE. En effet, il a été rapporté une augmentation de 1’expression de la
protéine pro-apoptotique Bax [5] accompagnée par 1’altération de I’expression des protéines
anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et Bel-xI [120] & la suite de I’induction d’un SE.
L’ensemble de ces résultats montre que 1’équilibre entre les protéines pro- et anti-
apoptotiques, observé a I’état basal, est rompu en faveur des protéines pro-apoptotiques a la

suite du SE, favorisant ainsi la mort par apoptose massive des neurones de I’hippocampe.

I11-3.2. La nécrose : notion de « pénombre » tissulaire

La nécrose est la forme principale de mort cellulaire lors d’accidents traumatiques,
suite a certaines pathologies ou lors de déficits métaboliques. Elle présente des
caractéristiques morphologiques spécifiques comme le gonflement de la matrice
mitochondriale, une dilatation du réticulum endoplasmique, une chromatine uniformément
compactée et une rupture de la membrane cytoplasmique. De plus, les cellules en nécrose lors

de leur lyse finale provoque une inflammation locale du tissu [279].

Alors qu’il été clairement admis que la dégénérescence neuronale induite par un SE
est uniquement d’origine apoptotique, Fujikawa et ses collaborateurs (1999 ; 2000) ont
observé, entre 24 heures et 72 heures aprés I’administration de pilocarpine ou d’acide
kainique chez le rat, I’apparition de petites cellules acidophiles dans de nombreuses régions
cérébrales, dont le néocortex et I’hippocampe. Ces cellules acidophiles ont été caractérisées
comme ¢tant des cellules en nécrose, suggérant que la dégénérescence neuronale a la suite du

SE pouvait étre aussi bien de nature apoptotique que nécrotique. De plus, la caractérisation de
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la nécrose et de I’apoptose a la suite du SE a mis en évidence, 24 heures post-SE, la présence
unique de neurones présentant un profil nécrotique, suivi de D’apparition de neurones
présentant simultanément des caractéres nécrotiques et apoptotiques a 72 heures post-SE [93].
L’ensemble de ces observations permet d’émettre 1’hypothése suivante : a la suite d’un SE,
les neurones localisés dans la zone cérébrale subissant 1’agression excitotoxique, ou
« pénombre », vont dégénérer immédiatement par nécrose, entrainant I’apparition d’une
inflammation locale. Puis, la réactivité gliale va provoquer 1’exacerbation de la réponse
inflammatoire qui va progressivement envahir les régions cérébrales voisines et stimuler,
graice a la libération de différents facteurs de mort, la dégénérescence apoptotique des

neurones de ces régions.

IV. L’érythropoiétine dans le systéme nerveux central

L’érythropoiétine (Epo) est une glycoprotéine impliquée dans la stimulation de la
prolifération des érythrocytes en réponse a la diminution de la teneur en oxygéne de
I’environnement. Chez I’homme adulte, elle est produite par les cellules tubulaires rénales et
par les hépatocytes chez le feetus. La mise en évidence d’une production cérébrale de I’Epo
ainsi que la présence de son récepteur (Epo-R) a la surface des neurones suggerent que I’Epo
pourrait agir au niveau du systéme nerveux central de facon autocrine et/ou paracrine,

indépendamment du systéeme Epo endocrine, I’Epo circulante traversant difficilement la BHE.

IV-1. Structure génique

Chez ’homme, le geéne codant pour ’Epo a été localisé dans la région ql1-q22 du
chromosome 7 [151]. I existe sous la forme d’une seule copie et se compose de cinq exons et
quatre introns. Il code pour une seule chaine polypeptidique de 193 acides aminés dont une
séquence hydrophobe d’adressage de la protéine de 27 résidus qui est clivée pour donner la
protéine mature [127] (Figure B3A). Le clonage du geéne codant pour I’Epo dans d’autres
especes animales a montré une importante homologie de séquence indiquant la conservation
de cette cytokine au cours de 1I’évolution. En effet, il a été montré que la s€quence humaine du
gene codant pour I’Epo présente une homologie de 92% avec le singe [129], de 80% avec la

souris [129] et de 90% avec le rat [200].
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Le degré ¢levé de la conservation des séquences entre les espéces ne se limite pas
uniquement a la portion codante des acides aminés mais aussi au niveau des régions 5’ et 3’
qui encadrent le géne [129]. La présence de deux régions conservées en amont (5°) et en aval
(3°) de la séquence codante du gene suggere qu’elles pourraient étre impliquées dans la
régulation de la transcription génique de ’Epo [124]. En effet, il a ét¢ mis en évidence, une
séquence nucléotidique jouant un rdle clef dans I’activation de 1’expression génique, appelée
« ¢lément de réponse a I’hypoxie » (HRE), a laquelle se lie spécifiquement le facteur de
transcription HIF-1 (comme décrit dans le paragraphe 1V-4.1.). De plus, d’autres molécules
peuvent venir s’associer avec HIF-1 pour potentialiser I’expression génique de I’Epo, tels que
les facteurs de transcription SP1, CBP/300, HNF-4 et Smad3/4. En outre, il existe aussi des
séquences de régulation négative de ’expression de I’Epo qui seraient reconnues par les
facteurs de transcriptions GATA-2 et NFkB [129] et qui seraient a I’origine de I’inhibition de
I’expression cérébrale de I’Epo observée dans les maladies inflammatoires (comme décrit

dans le paragraphe 1V-4.2).
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Figure B3. Structure de la molécule d’érythropoiétine. (A) Le geéne de I’Epo code pour une seule
chaine polypeptidique de 193 acides aminés dont une séquence hydrophobe d’adressage de la protéine
de 27 résidus qui est clivée pour donner la protéine mature. (B) Elle présente une structure globulaire
compacte composée de quatre hélices a, qui caractérise la superfamille des cytokines de type 1 a
laquelle elle appartient.
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[V-2. Structure protéique

L’Epo est un membre de la famille des cytokines de classe I, caractérisée par une
structure globulaire compacte composée de quatre hélices a [83] (Figure B3B). Elle a une
masse moléculaire d’environ 30 400 daltons [129] mais migre a une taille qui varie entre
34000 et 38000 daltons sur un gel de polyacrylamide. Il a ét¢é mis en évidence une
expression cérébrale de 1I’Epo, chez les rongeurs [71] et I’homme [138], dont la forme
cérébrale est plus petite (30 300 daltons) mais plus active que la forme circulante de 1’Epo,
dissimilitude qui serait liée a des différences post-traductionnelles. Il est important de noter
que I’Epo recombinante humaine (rHuEpo), qui est synthétisée a partir d’ovaires de hamster
chinois génétiquements modifiés, présente la méme structure primaire et secondaire que la
molécule d’Epo humaine. En revanche, il existe une 1égere différence au niveau des glycanes
qui leurs sont liés entrainant une différence de mobilité électrophorétique utilisée par les

laboratoires dans les tests anti-dopages sur les urines des sportifs.

Le corps peptidique de la molécule se compose de 166 acides aminés indispensables a
la fixation au récepteur et I’activation de ses fonctions. Sa portion carbohydratée, qui
représente 40% de la molécule, est indispensable a la survie de ’hormone [75]. L’analyse de
ses quatre chalnes carbohydratées a démontré que les trois complexes N-oligosaccharidiques
liés aux résidus d’asparagine 24, 38 et 83 sont indispensables a la stabilisation de la molécule
[130]. Le complexe O-oligosaccharidiques li¢ a la sérine 126 n’a pas encore de fonction
connue. Cette observation a permis la mise au point de nouvelles molécules d’Epo dont la
présence de complexe carbohydraté a été augmentée pour entrainer une présence plus longue
de la molécule dans la circulation, comme la Darbepoietin o utilisée dans le traitement des
anémies [130], ou totalement absente pour diminuer la demie-vie de la molécule en favorisant
sa clairance par le foie, comme 1’asialo-érythropoiétine (asialo-Epo) qui est étudiée dans le

traitement des atteintes cérébrales [84,275] (comme décrit dans le paragraphe VI-3.2.).
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IV-3. Expression de I’érythropoiétine au sein du systéme nerveux central

IV-3.1. Expression de I’érythropoiétine et son récepteur au cours du développement

cérébral

Il a ét¢ montré que D’expression de I’Epo et son récepteur (Epo-R) varient
significativement au cours du développement [31]. En effet, il a été mis en évidence, chez la
souris, un fort niveau d’expression de I’Epo-R au niveau du cerveau embryonnaire, dont le
niveau atteint celui observé chez la souris adulte au niveau de la moélle osseuse. En revanche,
les niveaux d’expression cérébrale de I’Epo et de I’Epo-R chutent brusquement apres la
naissance, puis diminuent progressivement au cours du développement et de la maturation
cérébrale [31,81] avant de devenir presque indétectable chez 1’adulte [16].

Juul et ses collaborateurs ont été les premiers a s’intéresser au role de I’Epo cérébrale
durant le développement du systéme nerveux central chez ’homme et ont caractérisé la
distribution de I’Epo et de I’Epo-R, de la cinquiéme semaine du développement embryonnaire
jusqu’a I’age adulte [135,138]. D¢s la cinquiéme semaine du développement embryonnaire, il
a été mis en évidence la présence précoce des ARN messagers codant pour I’Epo et ’Epo-R
et leur protéine respective au niveau de la zone périventriculaire qui correspond a la zone
germinale des neurones naissants. En revanche, a dix semaines post-conception, un marquage
immunohistochimique de I’Epo trés intense est observé au niveau des zones ventriculaires et
subventriculaires alors que I’Epo-R est présent principalement dans la zone subventriculaire
qui contient les cellules pluripotentes qui donneront naissance aux oligodendrocytes et aux
astrocytes. Cette expression cellulaire spécifique se poursuit de la dixiéme semaine du
développement cérébral embryonnaire jusqu’a la naissance avec une localisation neuronale
pour I’Epo et astrocytaire pour I’Epo-R. En revanche, aprés la naissance et chez ’homme
adulte, il existe une co-expression de I’Epo et son récepteur par les neurones et les astrocytes
[135,137] avec un marquage neuronal trés intense de I’Epo au niveau du cortex et de

I’hippocampe [238].
L’ensemble de ces résultats montre que I’Epo et son récepteur sont exprimés durant le

développement cérébral de la période embryonnaire jusqu’a 1’age adulte, suggérant que 1’Epo

jouerait un role central dans le contréle du développement et de la maturation cérébrale.
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IV-3.2. Expression cérébrale de I’érythropoiétine chez I’adulte

Il a été mis en évidence une expression de I’Epo par les cellules cérébrales en culture
[176,178] (Tableau B1). Les résultats obtenus par RT-PCR, réalisée sur des cultures
cellulaires de rat et de souris, montrent une expression de I’ARN messager codant pour I’Epo
dans les neurones et les astrocytes, tant au niveau cortical qu’au niveau de 1’hippocampe
[15,16,81]. Les résultats obtenus par immunocytochimie ont révélé que ’ARN messager
codant pour I’Epo est traduit en protéine par la population astrocytaire [16,178]. Au niveau du
tissu cérébral, la présence de I’ARN messager codant pour I’Epo, détectée par RT-PCR, et
celle de sa protéine correspondante, détectée par western blot, ont été confirmées in situ dans
les astrocytes et les neurones chez la souris et le rat [16,81]. Chez I’humain et le rat, la
présence d’Epo a été mise en évidence par immunohistochimie au niveau des neurones des

régions corticales et hippocampiques [51,178].

Epo Epo-R sources
Types cellulaires Espéces Types cellulaires Espéces
[ Neurones Homme, Souris Neurones Homme, Rat g?’"a”;gg:11999
iren,
Morishita, 1997
Invivo | astrocytes Souris Bernaudin, 1999
Cellules endothéliales Rat Yamaji, 1996
Neurones Souris Neurones Homme, Rat Bemaudin, 2000
Morishita, 1997
Nagai, 2001
Astrocytes Homme, Rat, Souris ~ Astrocytes Homme ﬁzfgf:llg&fooo
. Masuéa, 1994
In vitro Masuda, 1997
Marti, 1996
A q Nagai, 2001
Microglies Homme ¢
- Cellules endothéliales Homme Anagnostou, 1994

Tableau B1. Expression de I’érythropoiétine et de son récepteur par les cellules
du systeme nerveux central.
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IV-4. Mécanismes de régulation de I’expression de 1’érythropoiétine

IV-4.1. Mécanismes d’induction de I’expression cérébrale de I’érythropoiétine

Différentes études expérimentales in vitro, sur des cultures de cellules nerveuses, et in
vivo, dans différents modeles animaux, ainsi que des observations cliniques chez I’homme ont
mis en évidence une réactivité tissulaire et cellulaire de I’expression de I’Epo en réponse aux
variations des conditions environnementales aussi bien physiologiques que
physiopathologiques, suggérant le role capital de ’Epo dans le maintien de I’homéostasie du

systéme nerveux central.

IV-4.1.1. A la suite d’une hypoxie : mécanismes de régulation du facteur de
transcription HIF-1

Le maintien de I’intégrité structurelle et fonctionnelle du cerveau est dépendant du
glucose et d’un métabolisme oxydatif constant. En effet, la glycolyse anaérobie est incapable
de produire assez d’énergie pour subvenir aux besoins énergétiques du cerveau. De ce fait,
une diminution de la teneur en oxygene (hypoxie) ou une interruption du flux sanguin
cérébral ont des répercutions dramatiques au niveau cérébral. Il est donc indispensable que le
cerveau puisse répondre de manicre rapide et efficace a une diminution de la teneur en
oxygene. Cette réponse défensive de I’organisme est activée et coordonnée par un unique

facteur de transcription qui est immédiatement induite par ’hypoxie : HIF-1 [234].

IV-4.1.1.1. Mécanisme de stabilisation de HIF-1

HIF-1 est un hétérodimere qui se compose de 2 sous-unités appelées HIF-1a et HIF-
1B ou ARNT-1 (pour « aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator »). Chacune des sous-
unités posseéde un domaine basique hélice-boucle-hélice (b HLH) et un domaine PER-ARNT-

SIM (PAS) [273] indispensables au complexe protéique HIF-1 pour se dimériser et fixer
I’ADN [234].

HIF-1 est classiquement décrit comme étant le facteur de transcription central dans la
régulation de I’homéostasie de 1’oxygénation tissulaire. Nous savons aujourd’hui qu’il
contrdle I’expression d’une quarantaine de génes possédant une séquence consensus appelée

¢lément de réponse a 1’hypoxie (HRE) et dont les protéines jouent un role crucial au cours du
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développement et dans I’angiogenese, 1’érythropoiése et la prolifération cellulaire [234]. En
effet, il a été¢ mis en évidence que HIF-1 permet la transcription de nombreux genes codant
pour des protéines impliquées dans la compensation du déficit en oxygeéne tels que 1) les
enzymes et les protéines de transport qui favorisent le métabolisme glucidique, ii) I’Epo et la
transferrine qui stimulent 1’érythropoiése et le métabolisme ferrique, iii) les facteurs de
croissances de type insulinique (IGF) qui induisent la prolifération cellulaire et iv) le facteur
de croissance des cellules endothéliales vasculaires (VEGF) et son récepteur qui sont

directement impliqués dans 1’angiogenése [108].

L’activation de HIF-1 en fonction de la teneur en oxygene est régulée par la
modification enzymatique oxygene-dépendante d’un de ses domaines appelé « domaine de
dégradation oxygene dépendant » (ODD) (Huang et coll., 1998). Cette modification est li¢e a
I’hydroxylation de la proline 564 par la HIF-prolyl-hydroxylase (HDH). La HDH appartient a
la famille des prolyl-4-hydroxylases (PDH) qui sont des dioxygénases nécessitant comme co-
substrat de I’oxygéne et du 2-oxoglutarate. Celles-ci possedent un atome de fer (Fe) li¢ par 2
histidines et un acide aspartique. La fixation de I’oxygene a cette structure requiert la présence
de vitamine C assurant le maintien de I’ion Fe a 1’état ferreux. La HDH transfére un atome
d’oxygene sur la proline de HIF-1o. I1 a ét¢ montré que dans des conditions hypoxiques, il
existe une diminution simultanée entre 1’activité¢ de la HDH et I’hydroxylation de proline 564

de HIF-1a [27].

La mise en évidence d’une expression constitutive des sous-unités o et B dans
I’organisme [276] a, durant longtemps, laissé¢ penser que les mécanismes de régulation le
I’activation de HIF-1 étaient uniquement liés a des modifications post-traductionnelles

(Figure B4) :

» En normoxie (21% d’0O,), la protéine HIF-1a est trés instable. Elle est hydroxylée par
la HDH sur sa proline 564, ce qui entraine sa reconnaissance et sa fixation par la protéine de
von Hippel-Lindau (pVHL). HIF-1a est alors ubiquitinylée et dégradée par le protéasome

cytoplasmique.

» En revanche, lors d’une hypoxie, HIF-1a. n’est pas hydroxylée et n’est donc pas

reconnue par la pVHL. Elle se stabilise, migre dans le noyau et s’associe avec son partenaire
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HIF-1p, pour donner naissance au facteur de transcription actif : HIF-1. Une fois formé, on
observe le recrutement par HIF-1 de différentes protéines accessoires, comme la p300/CBP,
pour donner naissance a un complexe protéique qui va favoriser la fixation et 1’activation de

I’expression des genes cibles possédant la séquence promotrice HRE, comme pour I’Epo

[193].

NORMOXIE : HYPOXIE

-
‘

Cytoplasme

IR

Protéasome : HRE

I e
ADN

Dégradation

de HIF-1a Transcription des

geénes cibles

Figure B4. Mécanismes de régulation de HIF-1a en normoxie et en hypoxie. En normoxie (21%
d’0»), la protéine HIF-1a est trés instable. Elle est hydroxylée par la HDH sur sa proline 564, ce qui
entraine sa reconnaissance et sa fixation par la pVHL. HIF-1 o est alors ubiquitinyl¢ et dégradé par
le protéasome cytoplasmique. En revanche, en hypoxie (<21% d’0,), HIF-1a se stabilise et
migre dans le noyau. Il s’associe avec de nombreux partenaires, dont la sous-unité HIF-1p,
pour former le facteur de transcription HIF-1. Enfin, il fixe et active spécifiquement
I’expression de ses génes cibles au niveau de leurs séquences promotrices HRE.




La stabilisation de HIF-1a en condition d’hypoxie, qui garantie I’activit¢ de HIF-1, a
¢té mise en évidence de maniére indirecte dans plusieurs études. En effet, une exposition
hypoxique aigué ou une ischémie séveére entraine une augmentation de 1’expression cérébrale
de HIF-la chez le rongeur [14,17]. L’induction de HIF-1a devient maximale en quelques
heures d’hypoxie, et elle se maintient quand le temps d’exposition s’accroit. La diminution de
HIF-1a est constatée des le début de la ré-oxygénation. Cependant, 24 heures apres ’hypoxie,
la protéine reste détectable [17]. Une diminution de 1’apport tissulaire en oxygéne engendre
donc une réactivité immédiate du systeme nerveux central qui régule la stabilisation de HIF-
la. Néanmoins, il est aujourd’hui accepté que certaines cytokines et hormones de croissances
tels que le TNFa, IL-1p et le facteur de croissance de type insuline 1 (IGF-1) sont capables de
stabiliser et d’activer HIF-1a [235]. Le stress oxydant, produit a la suite d’une privation

d’oxygene, jouerait également un role dans la régulation de la sous-unité o [108].

IV-4.1.1.2. Evidences d’une régulation transcriptionnelle de HIF-1a

La protéine HIF-la n’est pas uniquement régulée par des modifications post-
traductionnelles assurées par la pVHL et les diverses cytokines et hormones de croissance. En
effet, une régulation transcriptionnelle de HIF-1a a ét¢ mise en évidence a la suite d’une
ischémie cérébrale, caractérisée par une forte augmentation de I’expression de 1’ARN
messager codant pour HIF-1a autour de la région agressée. Les modifications de 1’activité
protéasique provoquées par 1’ischémie expliqueraient que cette forte induction de I’ARN
messager codant pour HIF-1a n’entraine pas une élévation aussi prononcée de la protéine
correspondante [14]. Les cytokines et les facteurs de croissance joueraient également un role

dans la stimulation de la synthése de HIF-1a [235].

IV-4.1.1.3. Régulation post-transcriptionnelle de HIF-1a via aHIF

L’ARN aHIF a été décrit comme ’anti-sens naturel de HIF-1a chez les humains et les
rongeurs [223]. Il est particulieérement exprimé dans les régions tumorales et serait impliqué
dans la régulation de HIF-la en condition d’hypoxie. Alors que la pVHL conduit a la
dégradation de HIF-1a en situation de normoxie, aHIF permettrait de neutraliser, en condition
d’hypoxie, I’activité excessive de HIF-1a en se liant a son ARN messager et en favorisant sa

dégradation [41,201].
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IV-4.1.1.4. Expression coordonnée de HIF-1 et de I’érythropoiétine sous hypoxie

La diminution de 1’oxygénation tissulaire entraine une élévation de la stabilisation de
HIF-1a qui peut, aprés sa migration nucléaire, reconnaitre la séquence promotrice HRE de ses
genes cibles impliqués dans la neuroprotection. La liaison de HIF-1 sur le promoteur HRE est
augmentée en réponse a une exposition hypoxique de 5 heures a 8% d’oxygeéne [213]. Une
translocation nucléaire rapide ou une stabilisation de la protéine déja présente dans le noyau
peut expliquer 1’expression essentiellement nucléaire de HIF-1a. Bien que la ré-oxygénation
réduise I’augmentation de I’expression de HIF-1a, cette élévation reste détectable 24 heures
aprés hypoxie [17]. L’élévation de I’ARN messager codant pour I’Epo, qui précéde de 24
heures celle de la protéine correspondante, est observée simultanément a 1’augmentation de

I’expression de HIF-1a, et reste détectable 72 heures apres la fin de I’hypoxie [17,213].

Il est important de remarquer que les cas d’hypoxie pure ne sont rencontrés qu’en
haute altitude. En revanche, les formes d’hypoxie cérébrale les plus couramment décrites
cliniquement sont principalement liées a différents types d’atteinte cérébrale tels que les arréts
cardiaques ou les ischémies cérébrales provoquées par une occlusion vasculaire des artéres
cérébrales [103] pour lesquelles il a ét¢é mis en évidence une induction tissulaire de

I’expression de I’Epo en réponse a I’agression cérébrale.

IV-4.1.2. A la suite d’une agression du systéme nerveux

Il a été montré que des groupes de geénes ou des mécanismes cellulaires impliqués dans
le développement du systéme nerveux central peuvent étre réactivés a la suite d’événements
pathologiques. En effet, le réle de ’Epo dans les mécanismes de prolifération cellulaire et de
survie neuronale durant la période de développement du systéme nerveux central [31] serait
aussi mis a contribution a la suite d’une ischémie cérébrale. En effet, dans les conditions
basales chez la souris, seuls les neurones et les astrocytes expriment I’Epo et son récepteur au
sein du systeme nerveux central. En revanche, aprés une ischémie, on détecte, au niveau du
cortex, une augmentation du nombre de types cellulaires exprimant ces deux geénes pour
favoriser la reconstruction des structures cérébrales endommagées. Ce « réveil » ne se réalise
pas au méme moment pour chacun des différents types cellulaires. En effet, I’Epo et son
récepteur sont successivement exprimeés par les cellules endothéliales (1 jours), les cellules
microgliales (3 jours) et enfin par les astrocytes localisés a la périphérie de la zone
endommagée (7 jours) [16]. Un profil d’activation temporel de 1’expression de I’Epo et son

récepteur similaire a ¢t€é mis en évidence apres autopsie chez des patients décédés a la suite
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d’une ischémie cérébrale [238]. En revanche, aucune induction de 1’expression de I’Epo n’a

été observée a la suite d’un traumatisme cranien réalisé chez la souris [246].

Des résultats similaires ont été mis en évidence a la suite d’une agression du systéme
nerveux périphérique. En effet, a la suite d’une compression de la moélle épiniere, une
activation immédiate de ’expression de ’Epo et de I’Epo-R est observée au niveau des
neurones, des cellules endothéliales et des cellules gliales (8 heures) et cette induction est
maintenue durant les 8 jours qui suivent le traumatisme [110]. De plus, il a ét¢ montré que les
cellules de Schwann exprimaient I’Epo [34] et son récepteur [34,159] en réponse a la

compression du nerf sciatique chez le rat.

L’ensemble de ces résultats suggere que I’activation de I’expression de I’Epo a la suite
d’une agression du systéme nerveux central ou périphérique correspondrait a une réactivation
du profil d’expression génique embryonnaire de I’Epo coordonnée avec celui de son récepteur
(décrit dans le paragraphe VI-2.2.2.) pour limiter la dégénérescence neuronale et favoriser la

reconstruction tissulaire.

IV-4.2. Inhibition de son expression : role potentiel de ’inflammation cérébrale

De nombreuses études in vitro sur les origines des anémies ont mis en évidence le role
des cytokines pro-inflammatoires tels que 1’IL-1P et le TNF-a sur I’inhibition de I’expression
de ’Epo provoquant 1’arrét de la prolifération et la différenciation des cellules érythroides
[85,129]. Ces résultats sont en accord avec les observations cliniques réalisées chez des
patients ayant subit une assistance circulatoire sanguine a la suite de problémes cardiaques qui

est a I’origine d’un phénomeéne inflammatoire provoquant une anémie [209].

A partir de ces observations et des connaissances sur la réactivité du systéme nerveux
central a la suite d’une agression cérébrale, Brines et Cérami (2005) ont décrit un mécanisme
hypothétique mettant en relation les phénomeénes inflammatoires, le systéme Epo cérébral et
la mort neuronale (Figure B5). A la suite d’une atteinte cérébrale, la zone endommaggée,
appelée « pénombre », présente de nombreuses cellules nécrotiques qui provoquent le
recrutement et la libération par les cellules immunitaires de cytokines pro-inflammatoires. Les
conditions hypoxiques présentent au sein de la zone de « pénombre » induiraient 1’expression

de I’Epo au niveau des astrocytes pour soutenir la survie tissulaire. En revanche, I’abondante
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libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules immunitaires serait a I’origine de
I’inhibition directe de 1’expression de I’Epo par les neurones localisés a proximité de la zone
endommagée, favorisant ainsi leur mort par apoptose. Pourtant, I’inflammation serait aussi a
I’origine de I’induction de I’expression de I’Epo-R par les cellules de la zone de « pénombre »
et des cellules voisines, la définissant comme une arme a « double tranchant ». En effet, elle
diminuerait la robustesse tissulaire par I’inhibition de ’expression de I’Epo mais favoriserait
la capacité du tissu a répondre au signal de survie de I’Epo grace a I’induction de I’expression
de I’Epo-R par I’ensemble des cellules du tissu agressé. De ce fait, I’application d’Epo
exogene pourrait donc se substituer a la source endogéne d’Epo pour venir protéger les
cellules exprimant I’Epo-R contre la dégénérescence apoptotique et réduire ainsi 1’expansion

des dommages tissulaires.

54



A

a . zone de pénombre

|

Epo-R

endogéne

Cc
+ rHUEpo
L exogene
v / \
d / Epo

Y
1 1

PN
e W L)

&
<€

Apoptose Survie cellulaire

Figure BS. Evolution des dommages cérébraux et sa modulation par I’érythropoiétine endogéne
et exogéne. A la suite d’une agression cérébrale, les neurones présents au niveau de la région
endommagée dégénérent par nécrose et donnent naissance a une zone dite de « pénombre » (a). Les
cellules en nécroses libérent dans le milieu environnent des facteurs chimiotactiques qui attirent des
cellules inflammatoires. Ces cellules s’activent et libérent des cytokines pro-inflammatoires créant une
zone inflammatoire périphérique autour de la région de nécrose (b). Les cytokines pro-inflammatoires
induisent 1’expression de I’Epo-R a la surface des cellules nerveuses situées dans la zone
inflammatoire (c), potentialisant le tissue a répondre au signal de survie cellulaire induit par 1I’Epo.
Pourtant, elles inhibent aussi la synthése d’Epo dans cette zone (d) empéchant I’activation des
mécanismes apoptotiques aboutissant a la dégénérescence des neurones (e). L’inflammation serait
donc une arme a « double tranchant » pour le tissu en i) réduisant ses systémes de protection endogéne
(inhibition de la synthése d’Epo) mais en ii) augmentant sa capacité a étre protégé (induction de
I’expression de I’Epo-R). En effet, ’augmentation de la concentration en Epo tissulaire dans cette
région par I’apport exogéne de rHuEpo assure la survie des cellules qui expriment I’Epo-R et réduit
ainsi I’expansion des dommages cérébraux aux régions périphériques a la zone de « pénombre ».
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V. L’effet neuroprotecteur de I’administration systémique

d’érythropoiétine recombinante humaine

La découverte que 1’érythropoiétine recombinante humaine (rHuEpo), présente dans la
circulation périphérique apreés son administration par voie systémique, avait la capacité de
traverser la BHE pour venir protéger les neurones dans de nombreux modeles animaux
d’agression cérébrale [24], a permis I’émergence d’un nouvel espoir thérapeutique pour les

patients atteints de maladies neurodégénératives.

V-1. L’érythropoiétine traverse la barriere hémato-encéphalique

L’Epo possede la capacité de traverser des tissus présentant une fine barricre de
cellules endothéliales, au niveau desquelles il a ét¢ mis en évidence une importante expression
d’Epo-R dans les conditions basales [4], tels que les testicules [89], la rétine [111] et le
cerveau [24]. En effet, 'homéostasie du liquide interstitiel qui baigne les neurones est un
¢lément crucial du bon fonctionnement du systéme nerveux central. La BHE, localisée au
niveau des cellules endothéliales des capillaires cérébraux, maintient par sa perméabilité
restreinte et sélective, la composition du milieu interstitiel cérébral. Il a été mis en évidence
qu’une forme tronquée de I’Epo-R était exprimée a la surface des cellules endothéliales et des
prolongements astrocytaires présents au niveau des capillaires sanguins de la BHE chez
I’homme [24] et permettrait le transport de la rtHuEpo, de la circulation périphérique vers le
tissu cérébral en traversant la BHE [79]. Des résultats similaires ont été mis en évidence chez
le rat, le lapin, la chévre et le primate, ou il a été montré une accumulation de rHuEpo dans le

liquide céphalo-rachidien a la suite de son injection systémique [57,79,136].

La mise en ¢évidence, par microscopie ¢lectronique, d’une importante
immunoréactivit¢ de ’Epo-R a la surface des cellules endothéliales mais aussi dans de
nombreuses petites vésicules cytoplasmiques au niveau de la BHE chez I’homme [24] a
permis d’émettre 1’hypothése selon laquelle I’Epo exogéne pourrait atteindre le cerveau en
traversant la BHE par « transcytose » [24,82]. Dans ce mécanisme de transport cellulaire, 1)
I’Epo viendrait fixer son récepteur présent a la surface luminale des cellules endothéliales, i1)
entrainant la formation d’une vésicule emprisonnant le complexe Epo/Epo-R iii) qui, apres

son internalisation, traverserait le cytoplasme iv) pour venir fusionner avec la membrane
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cellulaire au niveau de la surface abluminale et libérer I’Epo dans le parenchyme cérébral.
L’existence du transport de I’Epo exogene par transcytose a travers la BHE a été confirmée in
vitro au niveau de cellules endothéliales en culture [175]. En revanche, il a été montré in vivo
chez la souris, par chromatographie liquide a haute résolution (HPLC), que le transport des
molécules d’Epo radiomarquées a travers la BHE a la suite d’une injection par voie i.v. était
de type non spécifique [8]. Bien que ce résultat soit en opposition avec le mécanisme de
transcytose, il se pourrait que I’expression d’une forme soluble de I’Epo-R, qui a été mise en
évidence au niveau des cellules endothéliales [112,281], ait pu fausser les résultats. En effet,
cette forme soluble de I’Epo-R serait impliquée dans le contréle de la traversée de I’Epo
circulante a travers la BHE en séquestrant et neutralisant 1’activité biologique d’une partie des
molécules d’Epo migrantes. Pourtant, méme si le mécanisme de transport de ’Epo exogene a
travers la BHE est encore controversé, des études réalisées dans une perspective thérapeutique
de protection neuronale ont démontré de facon indiscutable que la rHuEpo, administrée par
voie systémique, peut traverser les capillaires sanguins pour venir s’accumuler au niveau du
parenchyme cérébral avec un rendement suffisant pour permettre une protection efficace des

neurones contre une agression cérébrale aussi bien chez le rongeur que chez I’homme [24,80].

V-2. Evidence de I’effet neuroprotecteur du traitement a 1’érythropoiétine

V-2.1. Dans les modéles animaux d’atteinte cérébrale

De nombreuses études, réalisées en cultures cellulaires (Tableau B2) dans différents
mode¢les animaux d’agression cérébrale, ont démontré I’effet de la rHuEpo dans la protection
des neurones (Tableau B3). Les résultats décrits dans le paragraphe suivant montrent que les
doses et les protocoles d’injection de rHuEpo permettant d’obtenir un niveau de protection
optimum dépendent 1) du modele d’atteinte cérébrale, ii) de 1’espéce animale utilisée et iii) de

la voie d’administration choisie.
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Types de culture

Agent toxique

Effet de ’Epo

Sources

lignée neuronale PC12
lignée neuronale P19
motoneurones

neurones hippocampiques
neurones hippocampiques
neurones hippocampiques
neurones hippocampiques
neurones corticaux et

déprivation de sérum/NGF
déprivation de sérum/NGF
acide kainique

hypoxie

anoxie

NO

hypoxie chimique
glutamate

protection
réduction de I'apoptose
protection
protection
réduction de I'apoptose
protection
réduction de I'apoptose
protection

Koshimura et coll., 1999
Siren et coll., 2001
Siren et coll., 2001
Siren et coll., 2001
Chong et coll., 2003
Sakanaka et coll., 1998
Wen et coll., 2002
Morishita et coll., 1997

hippocampiques
Ruscher et coll., 2002
Sinor et coll., 2000

neurones corticaux primaires déprivation d’oxygéne/glucose réduction de I'apoptose

neurones corticaux déprivation d’'oxygéne/glucose,

AMPA
N-métyl-D-aspartate

protection

neurones corticaux réduction de I'apoptose  Digicaylioglu et Lipton, 2001

Tableau B2. Evidences in vitro de ’effet protecteur de I’érythropoiétine.

V-2.1.1. Dans des modéles d’ischémie cérébrale
11 a été montré chez les rongeurs dans différents modeles d’ischémie focale ou globale,
respectivement par occlusion rapide ou permanente de I’artére cérébrale gauche vasculaire,

que I’administration de rHuEpo proteége le tissu cérébral in vivo.

Le traitement a la rHuEpo prévient la dégénérescence neuronale qui survient a la suite
d’une ischémie focale : 1) chez le rat, au niveau de la rétine lorsqu’elle est administrée (5 000
Ul/kg ; intra-péritonéale) 24 heures et juste avant I’induction d’une ischémie d’une durée de
60 minutes [133] ou ii) chez le lapin, au niveau de la moélle épinicre quand elle est
administrée (800 Ul/kg ; intra-veineuse), immédiatement apres ’arrét d’une ischémie de 20

minutes [42].

Dans le cadre d’une ischémie globale, il a ét¢ montré, chez la souris, que 1’infusion par
voie intra-cérébroventriculaire (i.c.v) de rHuEpo, a la dose de 500 Ul/kg, 24 heures avant
I’occlusion permanente de ’artére cérébrale gauche réduit significativement le volume de
I’atteinte cérébrale mesuré 24 heures apres ’induction de I’ischémie [16]. Des résultats
similaires ont ét¢ obtenus chez le rat, ou I'infusion de rHuEpo (1 ou 5 Ul/jjour; i.c.v)
immédiatement apres I’induction de ’ischémie cérébrale et durant 28 jours, protége le cortex
contre la dégénérescence neuronale et favorise la récupération des fonctions cognitives [226].

En revanche, par voie intra-péritonéale, la rHuEpo doit étre administrée a une dose de 5 000
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Ul/kg et moins de 6 heures aprés 1’agression cérébrale pour obtenir une efficacité de
protection similaire [24]. Une fois cette fenétre thérapeutique de 6 heures post-1ésion
dépassée, D’administration de rHuEpo (5000 Ul/kg; ip) ne présente plus d’effet
neuroprotecteur mais favorise la restauration tissulaire en stimulant la prolifération des
capillaires sanguins a la périphérie de la région Iésée et la neurogenese des précurseurs

neuronaux de la zone sous ventriculaire [274].

V-2.1.2. Dans des modéles d’inflammation cérébrale

De nombreuses maladies du systéme nerveux central sont associées a une importante
inflammation cérébrale. Il a ét€ montré dans un modele d’auto-immunisation, par injection de
my¢line, une rupture de la BHE qui favorise I’infiltration massive dans le tissu cérébral de
nombreuses cellules impliquées dans les processus inflammatoires. L’exacerbation de
I’inflammation cérébrale qui en résulte est a I’origine des déficits moteurs importants chez les
animaux dus a la dégénérescence des axones neuronaux d’origine corticale et spinale. Il a été
mis en évidence chez des rats immunisés a la myéline, que I’administration quotidienne de
rHuEpo (5 000 Ul/kg ; i.p), 3 jours aprés I’immunisation, améliore la récupération motrice
[24] qui serait liée a une réduction significative de I’infiltration des cellules inflammatoires au
niveau de la moélle épiniére et I’inhibition de la libération de cytokines pro-inflammatoires
dans cette région [1]. Des résultats similaires ont ét¢ obtenus chez la souris apres

I’administration quotidienne de rHuEpo durant 14 jours (50 Ul/kg ; i.v) [157].

V-2.1.3. Dans des modéles d’atteinte traumatique du systeme nerveux

Chez la souris, la contusion visible au niveau du cortex a la suite d’un traumatisme
cranien peut étre prévenue ou remarquablement diminuée lorsque 1’injection de rHuEpo, a la
dose de 5 000 Ul/kg, est réalisée respectivement soit 24 heures avant soit dans un délai de 6
heures apres 1’impact cérébral, suivie d’une injection hebdomadaire durant 4 jours [24]. De
plus, I’administration de rHuEpo (5 000 Ul/kg ; i.p), 1 heure et 24 heures apres 1’induction du
traumatisme, favorise la récupération des fonctions motrices des animaux [283]. Chez le rat,
I’administration de rHuEpo (5 000 Ul/kg ; i.p), a partir de 24 heures aprés I’impact cérébral et
durant 14 jours, améliore significativement la mémoire spatiale [168]. Un effet similaire du
traitement a la tHuEpo est observable dans des mode¢les de contusion [106], de compression
[106] ou de 1ésion [35] de la moélle épiniere ou I’injection d’une simple dose de rHuEpo
immédiatement (contusion = 1 000 Ul/kg ; i.p, compression = 5 000 Ul/kg ; i.p) ou 24 heures

(Iésion = 5 000 Ul/kg ; sous-cutanée) a la suite de 1’agression, présente une protection robuste
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des neurones et favorise la récupération totale de la mobilité des rats alors que les non traités
restent paraplégiques [106]. Une récupération des fonctions motrices est observée a la suite
d’une compression de la moélle épini¢re aprés 3 jours d’administration, par voie intra-

veineuse, de rHuEpo a la dose de 1 000 Ul/kg [84].

Brievement, 1’effet neuroprotecteur du traitement a la rHuEpo a été mis en évidence
dans d’autres modeles animaux tels que la compression mécanique des nerfs périphériques
chez le rat [84,153], ’hémorragie subarachnoide chez le lapin [109,249] et I’excitotoxicité

glutamatergique observée dans un modele de la maladie de Parkinson chez la souris [99].

V-2.2. Dans les études cliniques chez I’homme

V-2.2.1. Les effets bénéfiques

Malgré la large utilisation thérapeutique de la rHuEpo dans le traitement des patients
anémiques, il n’existe a ce jour qu’une seule étude clinique investiguant 1’effet de
I’administration de la rHuEpo sur les maladies neurodégénératives chez 1’homme [80]. Ce
faible intérét porté a I’action de la rHuEpo sur le systéme nerveux central chez I’homme peut
s’expliquer par le fait que la dose nécessaire pour induire I’hématopoiese chez ’homme est
infiniment plus faible que la dose minimum indispensable pour obtenir une neuroprotection.
Pourtant, les résultats, obtenus chez 1’animal, démontrant les effets bénéfiques de la rHuEpo
dans la protection du cortex contre un accident cérébro-vasculaire (décrits dans la paragraphe
VI-2.1.1.), ont permis la réalisation d’une étude pilote chez I’homme afin d’étudier 1’effet
d’un traitement thérapeutique a la rHuEpo sur le devenir neurologique et les pertes
fonctionnelles des patients. A la suite d’un accident cérébro-vasculaire, les patients regoivent
une premicre dose de rHuEpo dans les 5 heures maximum aprés 1’accident cérébral suivi
d’une administration réguliére durant 3 jours (i.v), soit un total de 33 000 Ul/kg sur les 4 jours
de traitement [80]. Les résultats obtenus montrent que pour des patients présentant la méme
sévérit¢ d’atteinte cérébrale, les individus traités avec la rHuEpo ont une meilleure
conservation des capacités fonctionnelles et une réduction des déficits neurologiques qui sont
observés chez le groupe des patients non traités. En revanche, aucune différence n’a été
mesurée au niveau du taux d’hématocrite entre les deux groupes. Ces premicres observations
ont encouragé la réalisation, actuellement en Allemagne, d’une étude clinique de phase 2/3

dans différents centres hospitaliers.
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V-2.2.2 les effets toxiques potentiels

Il est important de noter que les résultats expérimentaux, décrits précédemment,
doivent étre pris avec précaution pour une future utilisation clinique de I’Epo. En effet,
différentes études cliniques ont montré que I’administration unique ou répétée de rHuEpo
présentait des effets hypertenseurs, contre-indiquant ’utilisation de cette molécule chez les
individus souffrant d’hypertension [190]. Les résultats obtenus chez des patients souffrant
d’anémie et traités a la rHuEpo ont montré que le traitement a la rHuEpo pouvait entrainer,
chez ceux souffrant d’une anomalie rénale, la formation d’anti-corps anti-Epo se traduisant
par une aplasie [35]. De plus, chez I’homme, I’administration de rHuEpo augmente les taux
de plaquette sanguine, accroissant dramatiquement les risques de thrombose [251] qui sont
souvent observés chez les sportifs utilisant des produits dopants [88]. Enfin, il a ét¢ montré in
vitro sur des cultures de cellules humaines UT-7 une diminution de 1’expression du récepteur
a ’Epo a la surface des cellules en présence d’Epo [265], suggérant que le traitement a la
rHuEpo pourrait voir son efficacit¢ diminuer au cours du temps en provoquant
I’internalisation cellulaire de son propre récepteur [21]. L’ensemble de ces résultats suggére
que 1’administration de rHuEpo dans un cadre thérapeutique pourrait présenter des effets
secondaires toxiques pour les patients. De nouvelles molécules d’Epo ont donc été
développées dans le but d’assurer une neuroprotection efficace sans induire d’effets

périphériques indésirables (comme décrit dans le chapitre VI-3.1.).

VI. Les cibles biologiques de I’action protectrice de I’érythropoiétine

Dans de nombreux mode¢les animaux d’agression cérébrale, le traitement avec de
I’Epo exogéne assure la survie des neurones en bloquant la dégénérescence neuronale i) en
amont, au niveau de mécanismes tissulaires appelés voies « extrinseéques», comme
I’inflammation, qui sont a 1’origine de I’induction des signaux de mort au niveau des cellules
et i) en aval, au niveau des voies de signalisation cellulaire dites « intrinséques » qui

contrdlent les différentes étapes de 1’apoptose au sein de la cellule.
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VI-1. Les voies de protection tissulaire extrinseques de I’érythropoiétine

VI-1.1. L’érythropoiétine et la réponse inflammatoire

L’Epo peut réduire la réponse inflammatoire a la suite d’une atteinte cérébrale. En
effet, dans un modéle d’ischémie cérébrale chez le rat, une réduction de I’activation de la
réponse gliale est observée aussi bien au niveau des astrocytes que des cellules microgliales a
la suite de I’administration de rHuEpo, associée a une réduction de 1’apoptose neuronale [268]
(comme décrit dans le paragraphe VI-2.). Cette réduction serait liée a la capacité de I’Epo a
inhiber la présentation des phosphatidylsérine a la surface des neurones agressés qui est 1’'une
des origines de 1’activation des cellules microgliales résidentes et 1’induction de la réponse
inflammatoire [48]. Il a ét¢ montré, sur une culture primaire de neurones hippocampiques de
rat, que le contrdle de I’asymétrie membranaire des phospholipides a la surface est réalisé par
la voie de signalisation cellulaire PI3K/Akt dont I’activation est assurée entre autre par I’Epo
(comme décrit dans le paragraphe VI-2.4.3.) [48]. Enfin, il a ét¢é mis en évidence, chez la
souris ayant subit une atteinte cardiaque, que I’administration d’Epo inhibe la libération dans
le tissu cardiaque des cytokines pro-inflammatoires IL-1f3, IL-6 et le TNFa [160]. Ces
cytokines étant impliquées dans la prolifération et le recrutement de nouvelles cellules gliales
entrainant 1’exacerbation de la réponse inflammatoire observée a la suite d’une agression

tissulaire.

Il est important de noter que des résultats similaires ont été obtenus dans des modeles
d’agression du systéme nerveux n’entrainant pas de mort apoptotique massive des neurones
comme les modeles d’EAE [157] ou d’atteinte de la moélle épiniére et des nerfs périphériques
[1,141], suggérant un effet direct de ’Epo sur les cellules impliquées dans la réponse

inflammatoire, celles-ci exprimant le récepteur a I’Epo (Epo-R) a leur surface [22].
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Type d’atteinte Espeéce Méthodologie Traitement Effets de ’Epo
Souris occlusion permanente de l'artére injection (i.c.v; 500Ul/kg) 24h avant réduction du volume de contusion
carotide
. s injection (i.c.v; 1-5Ul/kg) durant les réduction du volume de contusion et
Rat occlusion permanente de l'artére . o . P .
) 28J suivant améliore la récupération des fonctions
carotide o
cognitives
e Rat occlusion permanente de l'artére 1 seule injection (i.p) dans les 6h réduction du volume de contusion
carotide qui suivent
Rat occlusion de l'artere carotide 1 seule injection (i.p) 6h aprés favorise la restauration tissulaire
Homme ;’)risg en Cha,rqe moins de f5h apres premiére injection (i.v) dans les 5h réduction des déficits neurologiques
I'accident cérébro-vasculaire suivant I'attaque puis durant les 3J
suivant (33000Ul totale)
Souris immunisation par injection de injection (i.v; 50Ul/kg) quotidienne améliore la récupération motrice
. . myéline durant les 14J suivants
inflammation . st irisction d
Rat immunisation par injection de injection quotidienne (i.p) durant les améliore la récupération motrice
myéline )
3J suivants
Souris traumatisme cranien 1 seule injection (i.p) 24h avant ou réduction du volume de contusion
dans les 6h qui suivent
Souris traumatisme cranien 2 injections (i.p) 1h et 24h aprés améliore la récupération motrice
atteinte traumatique Rat traumatisme cranien injection quotidienne (i.p) 24h apres améliore la mémoire spatiale
du systeme impact et durant les 14J suivants
nerveux Rat contusion de la ME 1 seule injection (i.p; 1000Ul/kg) récupération compléte de la mobilité
immédiatement apres
Rat compression de la ME 1 seule injection (i.p) immédiatement récupération compléte de la mobilité
aprés
Rat compression de la ME 1 seule injection (s.c) 24h aprés récupération compléte de la mobilité
Rat compression du nerf sciatique injection (i.v; 1000UI/kg) durant les récupération des fonctions motrices
3J suivants
toxicité de I'acide Souris crises et mortalité induites par 1 seule injection (i.p) 24h avant réduction de la sévérité des crises
kainique (AK) I'injection de 'AK
parkinson Souris injection de 1-méthyl-4phényl- protection des neurones
1,2,3,6-tétrahydropyridine dopaminergiques
hémorragie sub- Lapin injection de sang dans la cisterna 1 seule injection (i.p) protection compléte

arachnoidienne
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VI-1.2. L’érythropoiétine et le flux sanguin cérébral

L’Epo assure une protection tissulaire en maintenant une autorégulation vasculaire
normale et en prévenant I’expansion de la zone cérébrale atteinte en évitant les dommages
secondaires souvent liés a des phénomenes de vasospasme. L’Epo serait a 1’origine de
I’induction de I’expression de 1’oxide nitrique synthétase au niveau des cellules endothéliales
qui assure la relaxation des vaisseaux sanguins au niveau du tissu et le maintien du flux
sanguin [7]. De plus, ’Epo peut aussi entrainer une vasoconstriction des vaisseaux sanguins
par I’intermédiaire de 1’endothéline 1. Cette observation peut expliquer la capacité de I’Epo a
arréter les spasmes vasculaires visibles chez le lapin a la suite d’une hémorragie
subarachnoide [109] et chez le rat ayant subit une compression de la moélle épiniere [106],
réduisant ainsi les dommages tissulaires. Enfin, il a ét¢ montré que I’Epo pouvait interagir
avec le facteur VEGF pour stimuler 1’angiogenése a la suite d’une ischémie cérébrale [274],

permettant ainsi de maintenir 1’intégrité des vaisseaux sanguin [157] et de la BHE [175].

VI-1.3. L’érythropoiétine et la reconstruction tissulaire

Une étude, réalisée par Shingo et ses collaborateurs (2001), a mis en évidence que
I’Epo contrdle la migration et la différenciation des cellules souches neuronales, suggérant
qu’elle jouerait un role central dans les mécanismes de réparation tissulaire qui surviennent a
la suite d’une agression cérébrale. En effet, il a ét¢ montré in vitro que les cellules souches
neuronales, provenant de la couche subventriculaire chez la souris adulte, se différencient en
neurones matures lorsqu’elles sont incubées avec de I’Epo [236]. De plus, 1’injection in vivo,
chez la souris, d’Epo au niveau des ventricules latéraux entraine une augmentation du nombre
de neurones au niveau des bulbes olfactifs [236]. Ces résultats sont en accord avec ceux
obtenus chez le rat, ou I’administration de rHuEpo (5 000 Ul/kg ; i.p) 6 heures apres une
ischémie, favorise la restauration tissulaire en stimulant i) la prolifération des capillaires
sanguins a la périphérie de la région 1ésée et ii) la neurogenése des précurseurs neuronaux de
la zone sous ventriculaire [274]. L’ensemble de ces observations encourage la réalisation de
nouvelles études visant & mieux comprendre le role de ’Epo dans la plasticit¢ du systéme

nerveux central.
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VI-2. Les voies de protection tissulaire intrinseques de I’érythropoiétine

VI-2.1. Le récepteur a I’érythropoiétine

VI-2.1.1. Structure génique

Chez I’homme et les rongeurs, le géne codant pour le récepteur a I’Epo (Epo-R) est de
petite taille (environ 5 500 bases) et code pour une protéine de 507 résidus d’acides aminés. Il
se compose de 8 exons et 7 introns [284]. La taille individuelle des exons et des introns ainsi
que les jonctions intron-exon présentent une grande homologie entre les espéces montrant une

importante conservation de séquence durant I’évolution.

La transcription du géne codant pour ’Epo-R est contrélée par une région présente en
amont du codon ATG d’initiation de la transcription [285]. Cette s€équence promotrice se
distingue par le fait qu’elle ne posséde pas de boite TATA, généralement reconnue comme
site d’initiation de la transcription pour de nombreux facteurs de transcription. Néanmoins,
elle comporte deux boites de régulation qui ont été clairement identifiées comme étant les
sites de fixation spécifiques des facteurs de transcription GATA-1 et SP-1, considérées
comme activatrices [203]. Ces observations suggerent le géne de I’Epo-R présente une
régulation de son expression atypique dans le monde vivant puisque la boite TATA,
classiquement trouvée aussi bien chez ’homme que le rongeur, serait substituée par deux
facteurs de transcription. Toutefois, il a ét¢ mis en évidence que la présence du facteur de
transcription GATA-1 ne suffit pas, a elle seule, a induire 1’expression du géne codant pour
I’Epo-R [284], suggérant que d’autres éléments de régulation, encore mal élucidés, sont

nécessaires au controle de 1’expression du géne codant pour I’Epo-R [46].

VI-2.1.2. Structure protéique

La protéine de ’Epo-R se compose de 507 résidus d’acides aminés ne contenant qu’un
seul domaine transmembranaire hydrophobe. La séquence protéique est hautement conservée
au cours de I’évolution avec une homologie de 82% entre I’homme et les rongeurs [284].
L’analyse de sa séquence a montré que I’Epo-R appartient a la superfamille des récepteurs
transmembranaires aux cytokines de type 1 qui comportent deux grandes caractéristiques avec
1) une série de quatre résidus cystéines et ii) un motif de cinq résidus d’acides aminés
tryptophane-sérine-x-tryptophane-sérine  (WSxWS), localisés a proximit¢ du domaine

transmembranaire, et ou le x correspond a n’importe quel acide aminé [9]. Les membres de
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cette famille accueillent, en plus du récepteur a I’Epo, les récepteurs a I’interleukine 3 (IL-3),
a Dinterleukine 5 (IL-5) et au facteur stimulant les colonies des macrophages-granulocytes

(GM-CSF) [284] (comme décrit dans le paragraphe VI-3.2.).

La région extracellulaire se compose de deux sous-domaines de type fibronectine III
(FNIII) appelés D1 et D2. Le sous-domaine DI, situé¢ a I’extrémité N-terminale du récepteur,
présente deux paires de cystéines formant entre elles des ponts disulfures alors que le sous-
domaine D2 possede un motif WSXWS qui est indispensable a la fixation spécifique de I’Epo
[9]. En effet, au sein du motif, la présence des résidus tryptophanes ainsi que 1’espace entre
eux sont les deux ¢léments critiques intervenant dans le maintien de la structure et de la
fonction de I’Epo-R [191]. Le domaine intracellulaire de I’Epo-R est essentiel pour la
transduction du signal cellulaire induit a la suite de la fixation de I’Epo. Il contient un
domaine de 100 acides aminés suffisant pour induire la prolifération cellulaire et dont
I’activité est régulée négativement par la région carboxy-terminale du récepteur [278]. La
région proximale du domaine intracellulaire de ’Epo-R présente une importante homologie
avec le segment correspondant de la chaine B commune (fc¢) au récepteur aux interleukines
[114] (comme décrit dans le paragraphe VI-3.2.). Le domaine intracellulaire intervenant dans
I’induction du signal intracellulaire possede une boite appelée « box1 » qui est indispensable a
la fixation spécifique de la Janus Kinase 2 (Jak-2), une protéine kinase qui lui est
constamment associée, ainsi que 8 tyrosines qui constituent des sites d’attraction pour un
groupe de protéines dites « adaptatrices » de type « Src homology 2 » (SH2) [278] (comme
décrit dans le paragraphe VI-2.3.).

VI-2.2. Identification des cellules cérébrales exprimant le récepteur a I’érythropoiétine

Le role neuroprotecteur de I’Epo dépend de sa fixation sur son récepteur. Ainsi, la
localisation cellulaire de la biosynthése de I’Epo-R apporte des informations primordiales sur

les cellules susceptibles d’étre protégées par I’Epo.

VI-2.2.1. Dans les conditions basales

Des ¢études réalisées a partir de cultures primaires de cellules corticales de souris ont
mis en évidence, par immunocytochimie et par transcription inverse avec réaction de
polymérisation en chaine (RT-PCR), que les neurones, les astrocytes et les cellules
endothéliales pouvaient exprimer I’Epo-R dans les conditions basales. En revanche, des

¢tudes similaires réalisées sur des cellules de rat n’ont pas révélé la présence de I’Epo-R sur
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les cellules endothéliales [16,81]. Les cultures cellulaires provenant d’embryon de rat ont
permis de montrer, par RT-PCR, que les oligodendrocytes présentent une quantité supérieure
d’ARN messager codant pour ’Epo-R a celle mesurée dans les neurones, les astrocytes et le
rein. En outre, les niveaux d’expression de I’Epo-R dans les neurones et les astrocytes sont
identiques a celui du rein [254]. Les études immunohistochimiques réalisées sur le tissu
cérébral humain ont révélé la présence de I’Epo-R au niveau de la fimbria ou substance
blanche, mais également dans les neurones corticaux et hippocampiques, les astrocytes et les
cellules endothéliales [24,134,238]. Les travaux par autoradiographie de la liaison d’une
molécule d’Epo radiomarquée sur des coupes cérébrales de souris ont mis en évidence une
répartition hétérogene des sites de liaisons de I’Epo entre les différentes structures cérébrales
avec une densité trés importante au niveau de 1’hippocampe, de la capsule interne, du cortex

et du mésencéphale [71].

VI-2.2.2. A la suite d’une atteinte cérébrale

Chez le rongeur et I’homme, il a été observé une augmentation de I’expression
tissulaire de I’Epo-R a la suite d’une agression cérébrale, encourageant [’utilisation
thérapeutique de la rHuEpo du fait d’un « renforcement » des capacités du tissu a répondre au

signal neuroprotecteur de 1’Epo.

En effet, ’expression de I’ARN messager codant pour I’Epo-R ainsi que sa protéine
sont induites par les astrocytes corticaux et par les neurones hippocampiques en culture a la
suite d’une exposition hypoxique (1% O ; 15 heures) [81]. De plus, il a été mis en évidence a
la suite d’une ischémie cérébrale réalisée chez la souris, par western blot et
immunohistochimie, une induction de la synthése de I’Epo-R dans les neurones, les cellules
endothéliales et les cellules de la microglie dés les premicres 24 heures suivant 1’atteinte
cérébrale puis par les astrocytes entre 3 et 7 jours post-ischémie [16]. Des résultats similaires
ont été révélés par des analyses immunohistochimiques réalisées post-mortem sur des picces
tissulaires prélevées chez des patients ayant subit une hypoxie aigué ou un accident vasculaire
cérébral [238]. L’augmentation de la synthése de I’Epo-R a été mise en évidence, par
immunohistochimie, au niveau des neurones, des astrocytes, des cellules inflammatoires intra-
vasculaires et dans le tissu endothélial [238]. Cette induction pourrait s’expliquer par la
réaction inflammatoire qui apparait au sein du tissu cérébral a la suite de I’ischémie,
I’expression de I’Epo-R n’étant pas sensible a I’hypoxie mais pouvant étre régulée par les

cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa ou I’IL-1B [22]. Enfin, il a ét¢ montré qu’a la

67



suite de la compression de la moélle épiniére chez le rat, une induction immédiate (8 heures
post-compression) de la synthése d’Epo-R au niveau des neurones, des cellules endothéliales
vasculaires et des cellules gliales, est maintenue durant 2 semaines [110]. En revanche,
aucune réactivité de I’expression de I’Epo-R n’a été observée chez la souris a la suite d’un

traumatisme cranien [246].

VI-2.3. Mécanisme d’activation de I’Epo-R aprés fixation de I’érythropoiétine

VI-2.3.1. Structure de la Janus Kinase 2

La Jak-2 est une protéine kinase appartenant a la famille des Janus tyrosines kinases
(Jak) [278]. Les membres de cette famille sont caractérisés par 7 domaines a activité kinase
appelés aussi domaines JAK homologues (JH). Le domaine JH1 est le seul a présenter une
activité catalytique, mais le domaine JH2 est indispensable a I’activité optimale de la protéine
kinase. Les domaines JH6 et JH7 auraient un role dans 1’association des JAKs avec les

récepteurs aux cytokines.

VI-2.3.2. Mécanisme de transduction du signal cellulaire

L’Epo en fixant Epo-R entraine un changement de conformation de ce dernier, puis sa
dimérisation avec un monomére adjacent. Cette dimérisation provoque le rapprochement des
deux Jak-2, associées a chaque monomere, et favorisent leur coactivation par
transphosphorylation. Les Jak-2, une fois activées, phosphorylent les 8 tyrosines présentes sur
chacun des domaines intracellulaires des monomeéres d’Epo-R pour donner la forme active du
récepteur. Une fois le récepteur actif, on assiste au recrutement de nombreuses protéines, par
I’intermédiaire de leurs domaines SH2, donnant naissance a un hétérocomplexe indispensable

a la transduction du signal de I’Epo (Figure B6).

VI-2.4. Les voies de la signalisation intracellulaire

La fixation de I’Epo sur son récepteur engendre 1’activation de plusieurs voies de
signalisation cellulaire qui peuvent étre soient « simples », composées d’un seul intermédiaire
directement phosphorylé par la Jak-2 comme les facteurs de transcription NF-kB et STATS,
soient « complexes », composées de plusieurs intermédiaires s’activant en cascade telles que

les voies PI3K / Akt et des MAPs kinases (Figure B7).
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Figure B6. Mécanismes d’activation du récepteur a I’érythropoiétine. La fixation de I’Epo sur son
récepteur entraine sa dimérisation et le rapprochement des Jak-2 associées a chaque monomeére d’Epo-
R. Les Jak-2 se co-activent par transphosphorylation, puis activent le récepteur en phosphorylant les 8
tyrosines présentent sur chacun des domaines intracytoplasmiques des deux monoméres.

VI-2.4.1. La voie de signalisation cellulaire PI3K / Akt

L’action neuroprotectrice de I’Epo a ¢ét¢é montré comme ¢étant dépendante de
I’activation de la protéine kinase Akt qui est un des composants de nombreuses voies de
signalisation cellulaires impliquées dans la survie cellulaire et le blocage des mécanismes

apoptotiques [158]. L activation de Akt dépend de la phosphoinositide-3-kinase (PI3K).

VI-2.4.1.1. Structures et mécanismes d’activation

La PI3K est un hétérodimere composée d’une sous-unité catalytique de 110 000
daltons (p110) et d’une sous-unité dite « adaptatrice et régulatrice » qui posseéde deux
domaines SH2. Elle a besoin d’un environnement phospholipidique pour s’activer et ses
nombreux substrats, dont la protéine kinase Akt, sont localisés au niveau de la membrane

plasmique [264].

La protéine kinase AKT se compose d’un domaine qui lui permet de se lier aux
phospholipides membranaires appelé PH (pour « plekstrin homology »), d’un domaine kinase
et d’une région régulatrice C-terminale. Son activation nécessite sa phosphorylation au niveau

de sa tyrosine 308 et de sa sérine 473 [139].
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Figure B7. Les voies de signalisation cellulaire de la neuroprotection induite par I’érythropoiétine.
Le signal de survie cellulaire induit par la fixation de I’Epo sur son récepteur nécessite 1’activation de
plusieurs voies de signalisation cellulaire qui aboutissent au blocage des mécanismes apoptotiques. Les
Jak-2, de I’Epo-R activé, recrutent par phosphorylation les facteurs de transcriptions : ERK (a), Stat5 (b)
et le NFkB (c). Une fois activés, ils migrent dans le noyau et activent I’expression de génes impliqués
dans la neuroprotection comme les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bel-xl et les IAPs. Enfin, la voie
PI3K/AKT (d) agit soit en amont de 1’activation des mécanismes apoptotiques par i) le maintien de
I’intégrité mitochondriale et ii) ’induction de la synthése d’Epo par les neurones en souffrances grace a
la stimulation de I’expression de HIF-1; soit en avale, en activant le facteur de transcription NFkB.

Apres activation de I’Epo-R, celui-ci présente 8 phosphotyrosines permettant le
recrutement de la PI3K par I’intermédiaire de sa sous-unité régulatrice et ses deux domaines
SH2. La sous-unité catalytique p110 se retrouve alors a proximité de la membrane plasmique
et devient active. Elle catalyse la formation de 3-phosphoinositides (PI(3,4,5)P3) qui fixe avec
une trés grande affinité le domaine PH de la Akt entrainant le démasquage de ses résidus
tyrosine 308 et serine 473 qui sont par la suite phosphorylés. Une fois activée, elle se détache

de la membrane plasmique et migre dans le cytosol et le noyau.
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VI-2.4.1.2. Actions neuroprotectrices

Le role central que joue la protéine kinase Akt dans la protection tissulaire induite par
I’Epo a été¢ mis en évidence aussi bien en conditions in vitro que in vivo. En effet, ’Epo
protege les cultures de neurones contre la dégénérescence cellulaire induite par la présence de
N-méthyl-D-aspartate ou de radicaux libres dans le milieu de culture [72,140], mais aussi
contre une exposition hypoxique ou anoxique [140,238] grace a I’activation de la voie de
signalisation cellulaire Akt [140]. De plus, le blocage de I’activité de Akt sur des cellules
exposées a une hypoxie (Chong et coll., 2002) ou un stress oxydatif [48,140] entraine la perte
de I’activité protectrice de I’Epo, suggérant que I’augmentation de I’activité de I’ Akt mesurée
chez les cellules en contact avec I’Epo est indispensable a son signal de survie. Des résultats
similaires ont été obtenus in vivo. En effet, ’activation de la protéine kinase Akt est observée
chez le rat a la suite de I’administration d’Epo dans différents modeles de dégénérescence
neuronale induite par 1’administration de N-méthyl-D-aspartate [78], une ischémie cérébrale

[289], ou la Iésion chimique ou chirurgicale des axones des ganglions rétiniens [147].

La protéine kinase Akt assure la survie cellulaire grace au maintien de 1’intégrité de la
membrane mitochondriale par la régulation de I’activité de nombreuses protéines impliquées
dans les mécanismes de mort apoptotique des cellules [158]. En effet, la protéine kinase Akt
controle I’activité des membres de la famille Bcl-2, en favorisant 1’activation de protéines
anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bel-XL [215], et en inhibant 1’activité de protéines pro-
apoptotiques comme Bad [60]. De plus, il a ét¢ montré qu’elle inhibe 1’activité de la protéine
FOXO3a [286] dont I’activation entraine une rupture de la membrane mitochondriale et la
libération de cytochrome c. Enfin, la protéine Akt controle le maintien de 1’intégrité
mitochondriale par la régulation de 1’activité de certaines caspases [158], en agissant soit en
amont, par inhibition de la caspase 9 [48], soit en aval, en inhibant directement la libération

du cytochrome ¢ par la mitochondrie et ’activité des caspases 9 et 3 [290].

Il est important de noter que la protéine kinase Akt, en plus d’une action anti-
apoptotique « directe » grace au maintien de 1’intégrit¢é de la membrane mitochondriale,
assure aussi une action anti-apoptotique « indirecte » en activant différents facteurs de
transcriptions comme 1) HIF-1, qui va induire 1’expression d’Epo endogeéne par la cellule [87]
et ii) le NF-xB, qui joue un rdle majeur dans la transduction du signal de survie cellulaire

[73].
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VI-2.4.2. La voie de signalisation cellulaire du NF-kappa B
VI-2.4.2.1. Structure et mécanismes d’activation

NF-«kB est un facteur de transcription qui fut décrit pour la premiére fois dans les
lymphocytes B comme activateur de I’expression de la chaine légere K (« Nuclear Factor,
enhancer for k light chain B »). Il se compose de deux sous-unités appelées p5S0 et p65. Dans
les conditions basales, le NF-kB est séquestré dans le cytoplasme par une molécule inhibitrice
spécifique appelée IkB. Lors de I’activation d’une cellule, par I’intermédiaire d’un récepteur a
activité kinase, I’IkB est inactivée par phosphorylation et dégradée par le protéasome apres

ubiquitinylation. Le NF-«kB, alors libéré dans le cytoplasme, migre dans le noyau pour

stimuler 1’expression de ses geénes cibles.

VI-2.4.2.2. Actions neuroprotectrices

La protection cellulaire de I’Epo est en partie dépendante de I’activation du facteur de
transcription NF-kB qui controle 1I’expression d’un grand nombre de génes anti-apoptotiques.
En effet, le role du NF-xB dans le signal de survie induit par I’Epo a été mis en évidence sur
des cultures de neurones de rongeurs dans des modeles in vitro mimant une ischémie
cérébrale [73] ou la maladie d’Alzheimer [50] mais aussi durant une période d’anoxie [163].
En revanche, in vivo, le NF-kB n’interviendrait pas dans la neuroprotection induite par I’Epo

observée chez le raton de 7 jours ayant subit une ischémie [246].

Le rdle du facteur de transcription NF-xB dans la survie cellulaire serait assuré¢ par sa
capacité a induire 1’expression de geénes codant pour les protéines inhibitrices de 1’apoptose
(IAPs) comme c-IAP-1 et c-IAP-2 [158]. Les IAPs inhibent spécifiquement I’activité des
caspases 3, 7 et 9 [218] qui sont a I’origine de I’induction des cascades d’activation des
caspases aboutissant a 1’induction du signal apoptotique au sein de la cellule. De plus, il a été
mis en évidence que c-IAP-1 et c-IAP-2 sont a I’origine de I’arrét de I’activité apoptotique du
TNF-o grace a I’inhibition de la caspase 8 qui est une des sources d’activation de cette
cytokine [272]. Enfin, le NF-«kB peut inhiber directement I’apoptose en venant stimuler

I’expression du géne codant pour la protéine anti-apoptotique Bcl-XL [44].
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VI-2.4.3. La voie de signalisation cellulaire des MAPs kinases

VI-2.4.3.1. Cascades d’activation des MAPs kinases

La protéine kinase ERK appartient a la famille des protéines kinases a activité
mitogéne (MAPK), caractérisée par la présence de nombreux résidus sérines et thréonines
dans sa séquence. La fixation de I’Epo sur son récepteur aboutit a la formation d’un complexe
protéique actif qui entraine 1’activation en cascade des MAPks [224]. La premicre a €tre
activée est la protéine kinase 1) Raf-1, qui active a son tour la ii) protéine MEK, qui vient
phosphoryler spécifiquement les résidus sérines et thréonines de la protéine iii) ERK. Une fois
activée, la ERK migre dans le noyau et active ’expression de geénes impliqués dans la

neuroprotection.

VI-2.4.3.2. Actions neuroprotectrices

L’activation de la voie de signalisation cellulaire des MAPks participe au signal de
survie induit par I’Epo. En effet, il a ét€ montré in vitro que 1’addition d’Epo dans le milieu de
culture de neurones hippocampiques de rat protége les cellules contre une période d’hypoxie
aigué grace a I’activation neuronale des ERKs [238]. De plus, I’administration d’un bloqueur
spécifique de 1’activation des protéines kinases ERKs entraine une perte de 1’effet protecteur
de ’Epo, suggérant que cette voie de signalisation cellulaire est indispensable dans la survie
neuronale induite par ’Epo [238]. Des résultats similaires ont ét¢ mis en évidence in vivo

chez le raton et le rat adulte ayant subit une ischémie cérébrale [275,289].

VI-2.4.4. La voie de signalisation cellulaire de Stat5

VI-2.4.4.1. Structure et mécanismes d’activation

Le facteur de transcription Stat5 appartient a la famille des transducteurs du signal et
activateurs de la transcription (Stat). Il se compose de plusieurs domaines hautement
conservés avec : 1) un domaine de liaison a ’ADN, qui reconnait spécifiquement le site
d’activation gamma (GAS), ii) un domaine d’activation de la transcription et iii) un domaine
SH2, lui permettant d’étre recruté notamment par I’Epo-R activé [231]. En effet, a la suite de
I’activation de I’Epo-R, les monoméres de StatS sont phosphorylés au niveau de leurs
tyrosines 700 par la Jak-2 entrainant leur dimérisation. Une fois sous la forme de dimere actif,
Stat5 transloque dans le noyau et stimule 1’expression de ses genes cibles impliqués dans la

neuroprotection [158].
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VI-2.4.4.2. Actions neuroprotectrices

Sur des cultures de cellules souches érythroides, le facteur de transcription Stat5 est
indispensable & I’Epo pour assurer sa fonction de survie et de prolifération cellulaire [58]. En
revanche, son role reste controversé dans la transduction du signal de neuroprotection de
I’Epo. En effet, le facteur de transcription Stat5 n’intervient pas dans la protection induite par
I’Epo in vitro sur des cultures de neurones contre une hypoxie aigu€ [238] et in vivo chez des
ratons de 7 jours contre une ischémie cérébrale [246]. En revanche, il a ét¢ montré une
activation de Stat5 précédée par I’induction de ’Epo au niveau des neurones corticaux de
souris a la suite d’une période d’anoxie dans un mod¢le in vitro de neuroprotection par pré-
conditionnement anoxique [163]. Cette observation suggere que Stat5 n’interviendrait pas
systématiquement dans la transduction du signal de survie neuronale induite par I’Epo mais

serait activé de maniere spécifique dans certains cas d’atteintes cérébrales.

VI-2.5. L’érythropoiétine controle I’homéostasie du calcium intra-cellulaire

Il a ét¢ mis en évidence sur des cultures de cellules mononucléées humaines de la
moélle osseuse [192] ou des cellules neuronales de lignées neuroblastiques [177] que I’Epo
pouvait induire une rapide augmentation de la concentration en calcium intra-cellulaire. En
effet, I’Epo module I’homéostasie calcique en stimulant un influx de calcium dont la source
peut étre intra-cellulaire ou extra-cellulaire [187,196]. De plus, il a été observé, sur des
cultures de neurones, que I’inhibition de I’induction de la concentration intra-cellulaire de
calcium entraine la perte de I’effet protecteur de I’Epo contre le glutamate [196]. L’ensemble
de ces résultats suggere que 1’augmentation rapide de la concentration en calcium intra-
cellulaire est un des mécanismes indispensables a 1’action protectrice de I’Epo contre une

agression excitotoxique.

VI-3. Existence d’un récepteur a I’érythropoiétine alternatif impliqué dans la

protection spécifique des neurones au sein du systéme nerveux ?

L’administration de rHuEpo assure la survie des neurones dans de nombreux modéles
animaux d’atteintes cérébrales suggérant que I’Epo pourrait étre utilisée en clinique comme
un agent thérapeutique robuste et efficace dans de nombreuses maladies neurodégénératives.

Pourtant, le risque d’effets secondaires toxiques dus a 1’activité hématopoiétique de I’Epo a
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entrainé le développement de nouvelles molécules d’Epo qui sont neuroprotectrices mais non
hématopoiétiques. La perte de cette fonction serait liée a I’existence d’un récepteur alternatif a
I’Epo impliqué uniquement dans la protection tissulaire et qui fixerait spécifiquement certains

dérivés de I’Epo.

VI-3.1. Les dérivés neuroprotecteurs de la molécules d’érythropoiétine

Le développement d’effets périphériques toxiques par 1’administration de rHuEpo
risque de diminuer séveérement ’utilisation de I’Epo comme agent thérapeutique dans le cadre
des maladies du systéme nerveux central. Il a donc été envisagé de développer de nouvelles
molécules dérivées de I’Epo, comme [’asialo-Epo ou I’Epo carbamylée (CEpo), qui
conservent les effets neuroprotecteurs de 1I’Epo mais sont dépourvues de toute activité

hématopoiétique [84,153].

VI-3.1.1. L’asialo-érythropoiétine

L’utilisation de [D’asialo-Epo comme dérivé de I’Epo dans le cadre de Ia
neuroprotection a été dictée par le fait que la prolifération des globules rouges nécessite une
présence continue d’Epo a proximité des cellules souches érythroides alors qu’un simple
contact de I’Epo avec un neurone, appelé « emprunte protectrice de I’Epo », est suffisant pour
induire un signal protecteur in vitro [196]. Il a donc été suggéré que 1’administration d’une
molécule d’Epo possédant une demie-vie courte passant efficacement la BHE pour venir au
contact des cellules nerveuses pourrait induire un signal protecteur, sans qu’elle soit présente

assez longtemps dans le milieu circulant pour stimuler I’érythropoiése.

L’asialo-Epo présente une demie-vie trés inférieure a celle de la protéine native de
I’Epo, du fait de I’absence de I’acide acétylneuraminique a son extrémité N-terminale
[84,129,275]. 11 a été montré chez la souris que I’administration deux fois par semaine durant
quarante jours d’asialo-Epo (100 pg/kg = 5000 Ul/kg ; i.p) n’augmente pas le taux
d’hémoglobine mesuré par rapport aux souris traitées avec de la rHuEpo (5 000 Ul/kg ; i.p)
[84]. En revanche, I’asialo-Epo présente toujours une activité neuroprotectrice. En effet,
I’effet protecteur de 1’asialo-Epo a été mis en évidence chez le rat dans un modéle d’ischémie
focale [84,275], dans un modele de compression de la moélle épiniére [84] et dans un modele

de compression du nerf sciatique [84]. Son activité biologique neuroprotectrice serait liée a sa
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fixation spécifique sur I’homodimére (Epo-R),, comme il a ét¢ mis en évidence sur des

cultures de cellules Baf/3 modifiées pour sur-exprimer I’Epo-R a leur surface [153].

Il important de noter que si I’effet bénéfique d’un traitement avec de 1’asialo-Epo sur
la survie des neurones a été mis en évidence dans de nombreux modeles animaux d’atteintes
cérébrales, aucun effet neuroprotecteur n’a été observé sur la lignée de souris R6/2 dans un

mode¢le de la maladie d’huntington [102].

VI-3.1.2. L’érythropoiétine carbamylée (CEpo)

Sachant que la structure de la molécule d’Epo définit sa fonction, Leist et ses
collaborateurs (2004) ont cherché a modifier la structure de la protéine d’Epo de fagon a
perdre sa fonction hématopoiétique tout en conservant son action neuroprotectrice. Une des
différentes modifications connues pour abolir la fonction hématopoiétique de I’Epo est la
carbamylation de ses lysines, une modification qui entraine d’importantes altérations
conformationnelles et fonctionnelles de la protéine d’Epo native [197]. Les résultats obtenus
montrent que la molécule de CEpo perd toute activité hématopoiétique au niveau des cellules
souches érythroides [197,269]. En revanche, la molécule de CEpo conserve son activité
neuroprotectrice aussi bien in vitro qu’in vivo. En effet, I’incubation de cellules neuronales
P19 et de neurones hippocampiques avec la CEpo les protége contre 1’apoptose induite par la
présence de N-méthyl-D-aspartate [153]. De plus, il a été mis en évidence chez le rat que
I’administration par voie intra-veineuse de CEpo réduit le volume 1ésionnel mesuré a la suite
d’une ischémie cérébrale [153,269] accompagnée d’une réduction de I’inflammation et des
déficits moteurs des animaux [269]. En outre, I’administration de CEpo favorise la
récupération motrice chez les rats ayant subit une compression du nerf sciatique ou une 1ésion
de la moélle épiniere, souffrant d’une encéphalomyélite de type auto-immune ou diabétique

[153].

L’ensemble de ces résultats montre que la CEpo, qui ne posséde plus d’activité
hématopoiétique, présente des effets neuroprotecteurs, identiques ou supérieurs a ceux
obtenus avec la rHuEpo dans de nombreux modéles animaux d’agression du systéme nerveux
central et périphérique [153]. La perte de son activité hématopoiétique peut s’expliquer par
son absence d’affinité pour la conformation (Epo-R), classique du récepteur a I’Epo [153],

mise en évidence sur des cellules de lignées neuronales UT-7 en culture, suggérant que son
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action neuroprotectrice passerait par un récepteur alternatif a I’Epo qui serait spécifique de la

protection tissulaire.

VI-3.2. Existence d’un récepteur alternatif spécifique de I’action neuroprotectrice de

I’érythropoiétine ?

Au regard des connaissances des effets hématopoiétiques de I’Epo [129] et du fait que
I’Epo-R puisse étre exprimé par I’ensemble de cellules du systéme nerveux central [172], on a
longtemps pensé que 1’activité neuroprotectrice de I’Epo passait uniquement par
I’homodimere (Epo-R), [158]. Pourtant, la mise en évidence que la CEpo ne fixe pas 1I’(Epo-
R), classique, ainsi que la découverte de nombreux types de récepteurs alternatifs a I’Epo
dans D’ensemble de I’organisme, suggerent qu’il existerait un récepteur a I’Epo

spécifiquement impliqué dans la transduction de son signal de survie cellulaire [22,23].

VI-3.2.1. Les récepteurs a I’érythropoiétine alternatifs

Il était accepté que I’action de I’Epo sur les cellules, qu’elle soit de type proliférative
au niveau des cellules érythroides ou protectrice pour les neurones, été uniquement liée a
I’expression de I’Epo-R par les cellules (décrit dans le paragraphe VII-2). Pourtant, un
récepteur a D’érythropoiétine atypique a été mis en évidence a la surface des cellules
endothéliales, présentant des singularités par rapport au récepteur des cellules érythroides
avec 1) une densité plus importante a la surface des cellules endothéliales, ii) une structure
différente, comprenant une seule protéine de liaison de 45 kDa par rapport aux deux
classiquement décrites ( 110 kDa et 95 kDa) et ii1) une affinité tres faible pour I’Epo (= 5 nM
contre =& 200 pM pour les érythrocytes) [4,258]. De plus, de récents résultats ont montré
I’existence d’un autre récepteur a I’Epo atypique a la surface des cellules d’origine neuronale
PC12 avec une faible affinité pour I’Epo (= 20 nM) et une seule protéine d’encrage [281]. Ces
résultats démontrent que 1I’Epo agirait au niveau du systeme nerveux central de fagon
autocrine ou paracrine ¢tant donné que le niveau d’Epo circulante est beaucoup trop faible (1-
5 pM), pour venir se fixer sur les récepteurs alternatifs de faibles affinités présents a la surface

des cellules nerveuses.
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VI-3.2.2 La chaine béta commune des récepteurs de I’IL-3, de I’IL-5 et du GM-
CSF

L’ensemble des résultats que nous venons de décrire démontre I’existence de
différents types de récepteurs a I’Epo dans 1’organisme dont la structure détermine I’action de
I’Epo sur les cellules, expliquant que la CEpo protege les tissus contre 1’apoptose sans fixer
I’(Epo-R),. En revanche, il est indéniable que [’action neuroprotectrice de I’Epo est
dépendante du monomere de I’Epo-R puisqu’il a ét€ montré que I’administration d’un anti-
corps anti-Epo-R, empéchant la fixation de I’Epo sur son récepteur, inhibe 1’effet

neuroprotecteur de I’Epo [33].

Comme I’Epo-R fait partie de la superfamille des récepteurs aux cytokines I, 1’étude
des récepteurs de la méme famille a fait émerger la chaine B commune (Bc), associée aux
récepteurs de I’IL-3, de I'IL-5 et au GM-CSF, comme ¢lément potentiellement impliquée
dans les effets neuroprotecteurs de I’Epo. En effet, il a ét¢ mis en évidence a la surface des
cellules murines Baf3, I’expression d’un hétérorécepteur Epo-R/Bc qui est biologiquement
actif et possédant une affinité accrue pour I’Epo par rapport a I’(Epo-R), [132]. De plus, le
développement de souris transgéniques n’exprimant pas la sous-unité¢ fc a permis de mettre
en évidence que cette sous-unité n’est pas indispensable a I’Epo pour assurer son role
hématopoiétique [233] mais qu’elle serait indispensable pour son action neuroprotectrice [23].
En effet, il a ét¢ montré a la suite d’un traumatisme de la moélle épinicre, dont les neurones
co-expriment I’Epo-R et la Bc a I’état basal, que ’administration de rHuEpo favorise la
récupération motrice des souris de phénotype sauvage mais ne présente aucun effet chez des
souris transgéniques qui n’expriment pas la fc mais uniquement I’Epo-R [23]. L’ensemble de
ces résultats a suggéré a Brines et ses collaborateurs (2005) I’hypothése selon laquelle 1’effet
protecteur de ’Epo au sein du systéme nerveux serait li¢ exclusivement a la présence d’un
hétérorécepteur composé d’un monomére d’Epo-R et d’un dimeére de PBc (Figure BS).
Pourtant, la distribution de la fc au sein du systéme nerveux central reste actuellement encore

inconnue.
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Figure BS. Structure hypothétique du récepteur de la neuroprotection de I’érythropoiétine. Le
récepteur a I’Epo (Epo-R) fait parti de la superfamille des récepteurs aux cytokines de type 1 a laquelle
appartient aussi la chaine  commune (Bc) aux récepteurs a 1’IL-3, I’IL-5 et au GM-CSF. De ce fait, ils
présentent tous les deux des similitudes structurales. En effet, on observe au niveau de leurs domaines
extracellulaires, i) un motif tryptophane-sérine-x-tryptophane-sérine (WSxWS) et ii) quatre résidus de
cystéines et au niveau de leurs domaines intracytoplasmiques, la présence iii) d’une Jak-2 et de iv)
résidus de tyrosines. Il a été proposé que la structure du récepteur impliqué dans la transduction
spécifique du signal de survie de I’Epo serait composée d’un monomeére d’Epo-R associé a deux
monomeres de fc.
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PROCEDURES EXPERIMENTALES

Les expérimentations sur les animaux décrites ci-dessous ont été réalisées en accord
avec la réglementation européenne (décret 86/609) et la loi francaise (décret 87/848) régissant
I’expérimentation animale. Tous les efforts ont été mis en ceuvre pour diminuer la souffrance

des animaux et réduire leur nombre au cours des expériences.

I. Animaux et conditions d’hébergements

I-1. Au cours du développement et du vieillissement

Cette ¢tude a ¢été réalisée exclusivement sur des rats Sprague Dawley males (Harlan
France) qui ont été sacrifiés a différentes étapes de leur développement postnatal, le jour de
leur naissance étant considéré comme le jour 0 (0J). Les ratons, ayant été sacrifiés durant les 3
premiéres semaines de leurs vies, ont été regus a 1’dge de 1 jours (J) avec leur mere
nourriciére dans une animalerie conventionnée. Ils ont été hébergés a la température
maintenue a 21 £ 1°C dans un cycle nycthéméral d’une périodicité de 12 heures (période
lumineuse : 6-18 heures). A 1’age de 21J, les ratons ont été séparés de leur mére nourricicre et
répartis de fagcon aléatoire a raison de 5 rats par cage (Bac Polycarbonate E, 450x300x200
mm, Charles Rivers). Les rats, ayant été sacrifiés a 1’age de 3 et 12 mois (M), ont été regus a
I’animalerie 3 semaines avant le début de I’expérimentation et répartis de fagon aléatoire a
raison de 5 rats par cage (Bac Polycarbonate E, 450x300x200 mm, Charles Rivers).
L’ensemble des rats adultes (méres nourriciéres et males) avait un accés a 1’eau et a la

nourriture ad libitum.

[-2. A la suite du status epilepticus

L’ensemble des traitements pharmacologiques a ¢été réalisé sur des rats agés de 7
semaines (42J) ayant séjourné durant au moins 2 semaines dans ’animalerie pour qu’ils
soient habitués aux différents paramétres environnementaux (période lumineuse : 6-18
heures ; température: 21 + 1°C) ainsi qu’aux expérimentateurs. Dés leur arrivée a

I’animalerie, les rats ont été répartis de fagon aléatoire a raison de 5 rats par cage (Bac
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Polycarbonate E, 450x300x200, Charles Rivers), avec un accés a I’eau et a la nourriture ad

libitum.

A la suite des traitements pharmacologiques, les rats étaient hébergés en cage
individuelle (Bac Polycarbonate E, 450x300x200 mm, Charles Rivers) pour favoriser leur
récupération physiologique, qui est évaluée par la mesure de la prise de masse corporelle, de
nourriture et de boisson pour chacun des rats (comme décrit dans le chapitre III.). En
revanche, les rats contréles n’ayant pas recu d’administration de pilocarpine étaient hébergés
a raison de 5 rats par cage (Bac Polycarbonate E, 450x300x200 mm, Charles Rivers) et n’ont
jamais €té isolés jusqu’a leur sacrifice. En effet, si I’isolement s’impose chez le rat souffrant,
afin qu’il recouvre plus rapidement ses constantes physiologiques, 1’isolation sociale chez
I’animal sain constitue un véritable stress entrainant d’importantes perturbations
physiologiques et comportementales chez celui-ci [155]. Les sacrifices ont toujours été

réalisés entre & heures et 12 heures du matin.

I1. Traitements pharmacologiques

II-1. Mode¢le d’induction d’un status epilepticus par I’administration

de pilocarpine

Dans I’ensemble des expériences réalisées lors de ce travail de thése, le status
epilepticus (SE) a toujours été déclenché par un traitement a la pilocarpine hydrochloride (160
mg/mL dans du NaCl 0,9% ; Sigma) administrée par voie systémique (voie intra-péritonéale,
i.p) aux doses de 300 mg/kg ou 375 mg/kg. La pilocarpine hydrochloride est un agoniste des
récepteurs muscariniques centraux et périphériques. Afin de limiter ses effets périphériques
indésirables et d’éviter la mort subite de I’animal, les rats ont été traités, 30 minutes avant son
administration, avec de la scopolamine méthyl nitrate (0,5 mg/mL dans du NaCl 0,9% ;
Sigma), un antagoniste des récepteurs muscariniques, qui lorsqu’il est injecté a la dose de 1
mg/kg par voie sous-cutané (s.c) ne présente aucun effet central. Le SE induit a la suite de
I’administration systémique de pilocarpine est arrét¢ au bout de 2 ou 3 heures apres
I’apparition de la premiére crise de stade 5 par 1’administration i.p de diazépam (Valium®, 5
mg/mL, Roche) a la dose de 10 mg/kg (Figure. P1). Les injections de pilocarpine ont toujours

été effectuées entre 8 heures et 9 heures du matin. Les doses de pilocarpine hydrochloride qui
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ont ¢té utilisées, ainsi que la durée de la période de SE sont mentionnées plus bas pour

chacune des expériences réalisées.

Chez les rats appartenant au groupe des témoins naifs (controles) ou des témoins
scopolamine-diazépam (contréle/SD), les injections de produits pharmacologiques ont été

substituées par I’administration de sérum physiologique (NaCl a 0,9%).

T
S
=
T+ax» 7
1:0 t+30 T+2ou3h Analyses moléculaires

et histologiques

Figure P1. Protocole d’induction d’un status epilepticus par I’administration de pilocarpine chez
le rat. Les rats « Pilo » regoivent une injection de scopolamine (ty) puis sont traités, 30 minutes apres,
a la pilocarpine (t3p). Leurs comportements sont rigoureusement observés, et 1’examinateur note le
temps d’apparition de la premiére crise de stade 4/5 (T). L’¢état de mal cérébral (SE) est arrété au bout
de 2 ou 3 heures apres 1’apparition de la premiere crise par 1’administration de diazépam (T.2 ou 3h).
Le sacrifice des différents groupes de rat s’effectue au temps « x ». Il est important de noter que : 1) les
rats contrdles S/D sont traités a la scopolamine et au diazépam mais regoivent une injection de sérum
physiologique a la place de la pilocarpine et ii) les rats témoins naifs regoivent uniquement des
injections de sérum physiologique a la place des différents agents pharmacologiques.
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I1-2. Traitements a 1’érythropoiétine recombinante humaine

I1-2.1. Préparation de la solution d’érythropoiétine recombinante humaine

A chaque jour d’injection, une solution de rHuEpo (Eprex”, Janssen-Cilag, France) a
2,5 Ul/mL a été préparée a partir d’une solution mere (40 000 Ul/mL ; i.e. 336 ng/mL) diluée
avec de I’eau pour préparations injectables (Lavoisier). Cette solution était injectée par voie
1.p aux rats a la dose de 5000 Ul/kg (i.e. 42 pg/mL), décrite comme étant la dose optimale
pour induire une protection neuronale par ce mode d’administration [32]. Chez les rats
témoins naifs (contrdle), les injections de rHuEpo ont été remplacées par I’administration de

sérum physiologique (NaCl a 0,9%).

Les flacons de rHuEpo pour solutions injectables qui nous ont servis pour réaliser
b . 2\ ror . .
I’ensemble des travaux que compose ce travail de thése, nous ont été¢ aimablement fournis par

le laboratoire Janssen-Cilag (France).
I1-2.2. Protocoles de traitement a la rHuEpo

Afin d’étudier I’effet de la rtHuEpo sur la mort neuronale qui survient a la suite du SE
chez le rat, nous avons test¢ deux protocoles d’injection de la rHuEpo. Les différentes
injections de la rHuEpo ont toujours été réalisées entre 7 h 30 et 12 h 00 du matin par voie i.p

pour I’ensemble des rats.

I1-2.2.1. Début du traitement a la rHuEpo aprés arrét du status epilepticus

Ce protocole est appelé « traitement thérapeutique » car il a été établi pour étre proche
d’un traitement potentiellement applicable lors de la prise en charge clinique d’un patient en
¢tat de mal cérébral. Dans ce protocole, seuls les rats ayant développé un SE et sélectionnés
sur criteres comportementaux (comme décrit dans le chapitre III-1.1.), subissent trois
injections de rHuEpo a 30 minutes, 1 jours et 3 jours apres I’injection de diazépam et I’arrét

du SE (Figure. P2A).
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I1-2.2.2. Début du traitement a la rHuEpo avant I’induction du status epilepticus

Ce protocole se compose de quatre injections de rHuEpo dont les deux premiéres sont
effectuées a 24 heures et 30 minutes avant I’administration de pilocarpine et I’induction du SE
chez les rats, suivi de deux autres a 1 et 3 jours apres 1’injection de diazépam et I’arrét du SE
(Figure. P2B). Ce protocole est appelé « traitement préventif » car des injections de rHuEpo

sont réalisées avant le traitement a la pilocarpine.

Traitement thérapeutique A
- llo ‘IH I+3 SEHS
| ﬂ >

Temps

Analyse de la
survie neuronale

Traitement préventif B
J, Jy o Jis S5

| | b
| L

Analyse de la
survie neuronale

Figure P2. Protocoles de traitement a 1’érythropoiétine recombinante humaine. A, Protocole de
traitement « thérapeutique » a la rHuEpo. Les rats, ayant développé un SE durant 2 heures a la suite de
I’administration de pilocarpine (i.p ; 375 mg/kg), recoivent 3 injections de rHuEpo (i.p ; 5000 Ul/kg) a
30 minutes (Jo), 1 jours (J+1) et 3 jours (J13) aprés I’arrét du SE. L’analyse histologique de la survie
neuronale est réalisée a 15 jours post-SE (S4;5). B, Protocole de traitement « préventif » a la rHuEpo.
Les rats regoivent 2 injections « préventives » de rHuEpo (i.p ; 5000 Ul/kg) 1 jour (J.;) et 30 minutes
(Jo) avant ’administration de pilocarpine (i.p ; 375 mg/kg). Seuls les rats ayant développé une SE,
d’une durée de 2 heures, sont a nouveau traités a la rHuEpo a 1 jour et 3 jours post-SE. L’analyse
histologique de la survie neuronale est réalisée a 15 jours post-SE (S.s).
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I11. Etude comportementale au cours du status epilepticus et mesure des

constantes physiologiques

III-1. Etude comportementale des rats au cours du status epilepticus

I1I-1.1. Développement des différents stades comportementaux au cours du status

epilepticus

Une ¢tude comportementale a été réalisée sur I’ensemble des rats traités a la
pilocarpine de fagon a sélectionner les rats ayant développé un comportement homogene face
au traitement. Apres 1’injection de scopolamine, les rats sont placés individuellement dans
une cage en plexiglas (Bac Polycarbonate E, 450x300x200, Charles Rivers) et observés
jusqu’a la fin du SE. Durant cette période, 1’observateur va mesurer le temps d’apparition des
différents symptomes énoncés par Racine [216] qui définit les différents stades amenant au
développement d’un SE: stade 0 = pas de réaction au traitement; stade 1 = ataxie,
machonnement ; stade 2 = hochements de la téte ; Stade 3 = clonies des membres antérieurs ;
Stade 4 = tremblements généralisés avec redressement, et enfin le stade 5 = clonies
généralisées, redressement et chute appelé « status epilepticus » (SE). L’entrée en SE est
considérée quand I’animal développe des tremblements continus aprés avoir montré au moins
1 crise de stade 4 ou 5. Le nombre total de crise de stade 5 est comptabilisé au cours du SE

pour chaque animal.
I11-1.2. Sélection sur critéres comportementaux des rats traités a la pilocarpine

Les résultats obtenus montrent qu’a la dose de 300 mg/kg, 62,5% des rats traités a la
pilocarpine développent un SE avec en moyenne 6 + 0,7 crises et un temps d’apparition de

27,8 + 2,2 minutes. En revanche, a 375 mg/kg, 100% des rats rentrent en SE avec 6 + 0,84

crises de moyenne et un temps d’apparition de 28,6 + 2,3 minutes.
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III-2. Mesure des constantes physiologiques

I1I-2.1. Mesure des constantes physiologiques au cours de période d’épileptogenése

Apres le traitement a la pilocarpine, les animaux présentent une ataxie et une absence
de réponse aux stimuli environnementaux [39,184]. Nous avons réalisé au sein du laboratoire
une étude portant sur I’influence du traitement a la pilocarpine sur le gain de masse
corporelle et la prise de nourriture chez les rats durant les 21 jours suivant I’arrét du SE
[194]. Les résultats obtenus, nous ont permis de mettre en évidence, qu’a la suite de
I’injection de pilocarpine, les rats présentent une perte de poids importante (Figure P3A) li¢e
a un état de dénutrition avancé (Figure P3B) aboutissant généralement a la mort des rats
(Figure P3). Cette étude démontre qu’il existe une période critique de 5 jours a la suite du SE

ou seuls les rats qui recommencent a se nourrir survivent.

I11-2.2. Détermination du « point final » dans notre protocole expérimental

Afin d’étre en accord avec la réglementation européenne (décret 86/609) et francaise
(décret 87/848) qui régissent les procédures d’expérimentation sur 1’animal, nous avons
définit un « point final » qui correspond au point critique a partir duquel la souffrance des
animaux devient intolérable et ne peut étre justifiée par la nécessité expérimentale. Les rats
dont la perte de masse corporelle ne s’était pas stoppée au bout de cinq jours apres I’arrét du
SE ont été sacrifiés par décapitation apres une injection d’une dose létale (250 mg/kg) de

pentobarbital sodique (Sanofi).
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Figure P3. Mesures des constantes physiologiques a la suite d’un Pilo-SE chez le rat. La
variation de masse corporelle (A) et la prise de nourriture (B) mesurées a la suite du Pilo-SE
révélent une rapide et importante réduction de la consommation de nourriture jusqu’a 5J post-SE.
L’augmentation de la prise de nourriture observée entre 5J et le 6] post-SE précéde le gain
significatif de masse corporelle mesuré a 7J post-SE. Il est important de noter que les rats ayant
subi un SE présentent une hyperphagie entre 7J et 14J post-SE et que la différence de masse
corporelle mesurée entre les rats traités a la pilocarpine (Pilo-SE) et les rats contrdles S/D n’est pas
significative a partir de 12J post-SE. & : Comparaison entre un point de la cinétique et le point
précédent pour le groupe des rats Pilo-SE uniquement et * : Comparaison entre le groupe des rats
Pilo-SE et le groupes de rats contréles S/D pour un point de la cinétique donné ; avec & et *,
P<0,05; ** P<0,01; Ak & et *** P<0,001. Groupe de rats Pilo-SE : n =14 jusqu’a 5J,n=9
a 6] post-SE, n = 7 a partir de 7J post-SE et jusqu’a la fin de 1’étude. Groupe rats contrdles S/D : n
= 5. Abréviation : J, jour de pesé.
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IV. Groupes expérimentaux

Les différents groupes expérimentaux ainsi que leurs traitements pharmacologiques

respectifs ont ét¢ répertoriés dans le tableau P1.

IV-1. Etude de I’expression cérébrale du systéme érythropoiétinergique

endogene dans les conditions basales et physiopathologiques

IV-1.1. Etude de ’expression cérébrale du systéme érythropoiétinergique au cours du

développement post-natal et du vieillissement chez le rat

Afin de connaitre les niveaux de variation d’expression cérébrale des ARN messagers
codant respectivement pour I’Epo, I’Epo-R, la Pc et la sous-unit¢ HIF-la au cours du
développement et du vieillissement chez le rongeur, nous avons sacrifié des rats a 2J (n = 7),
8 (n=7),14] (n=15),21J (n=15),3M (n=5) et 12M (n = 5) a la suite d’une injection létale
de pentobarbital sodique (Sanofi ; 250 mg/kg). L hippocampe, le néocortex et I’hypothalamus
ont ét¢ rapidement retirés puis congelés dans de I’azote liquide. Pour chacune des structures
cérébrales et a chacun des temps de la cinétique, les niveaux d’expression des différents ARN
messagers d’intérét ont été déterminés par réaction de polymérisation en chaine (PCR) en

temps réel.

Afin de corroborer les variations d’expression des ARN messagers avec celles de leurs
protéines respectives et de caractériser les cellules qui les synthétisent au cours du
développement postnatal et du vieillissement, une étude immunohistochimique a été réalisée a
5J(n=5),21J (n=15),3M (n =5) et I12M (n = 3). Les rats ont été perfusés par voie trans-
cardiaque avec une solution de paraformaldéhyde a 4% réalisée dans du tampon phosphate a
0,1 M, a raison de 15 mL/min durant 4 minutes pour les 5J et 30 mL/min durant 6 minutes

pour les 21J ou durant 9 minutes pour les 3M et 12M.
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IV-1.2. Etude de D’expression de I’Epo-R et de la Pc sur une culture de cellules

neuronales PC12

Afin de mettre en évidence si les cellules d’origine neuronale PC12 expriment I’Epo-R
et la Bc, nous avons mesuré les niveaux d’expression de leurs ARNm respectifs durant les
périodes de maturation cellulaire et de différenciation neuronale, induites par 1’addition du

facteur de croissance neuronal (NGF) dans le milieu de culture.

IV-1.3. Etude de I’expression cérébrale du systéme érythropoiétinergique a la suite du

status epilepticus chez le rat

Afin de déterminer les variations de I’expression hippocampique du systeme Epo a la
suite d’un SE, des rats ont subit 3 heures de SE induit par I’administration de pilocarpine
hydrochloride a la dose de 300 mg/kg. Dans cette étude, nous avons utilisé la dose minimale
de pilocarpine nécessaire pour produire un SE soutenu tout en assurant leur survie sur le long
terme. Afin de déterminer les niveaux d’expression des ARN messagers codant pour les
protéines clefs du systéeme Epo (i.e. Epo, Epo-R, Bc, HIF-1a et son ARN anti-sens naturel
aHIF), les animaux ont été sacrifiés aprés I’injection d’une dose 1étale de pentobarbital (250
mg/kg). Les hippocampes ont été rapidement prélevés et congelés a différents temps (t) apres
I’initiation du SE : t = 8 heures (0,3 jours) (n=5),t=1jour (n=6),t=2 jours (n=6),t=3
jours (n = 8) et t = 7 jours (n = 3). Afin de déterminer ’effet de 1’administration de la
scopolamine et du diazépam sur les niveaux d’expression des geénes d’intéréts, des rats
controles (contréles/SD) ont regu des injections de scopolamine et de diazépam aux mémes
moments que les rats pilocarpine (n = 5 pour chacun des temps de la cinétique). Enfin,
I’hippocampe, le néocortex et la moélle épini¢re (au niveau des vertebres T2/T4) ont été
prélevés chez des rats naifs, sacrifiés a t = 0 (contréle, n = 5) et n’ayant regu aucun traitement

pharmacologique.

Afin de localiser et de mesurer la mort neuronale, par marquage immunohistochimique
respectivement avec le Fluoro-Jade B et le marqueur nucléaire NeuN, ainsi que de localiser et
caractériser les cellules exprimant I’Epo, I’Epo-R et la fc au niveau de I’hippocampe, les rats
ont été anesthésié€s par une injection de pentobarbital (250 mg/kg) a 1 jour (n = 3), 3 jours (n =
5), 4 jours (n = 5) et 15 jours (n = 7) a la suite du SE induit par ’administration de pilocarpine

(Pilo-SE) (3 heures ; 300 mg/kg) et perfusés par voie trans-cardiaque avec une solution de
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paraformaldéhyde a 4% réalisée dans du tampon phosphate & 0,1 M. Apres une étape de
cryoprotection dans une solution de sucrose a 25% préparée dans du tampon phosphate 0,1M
salin a 0,9%, les cerveaux ont été congelés dans de I’isopentane et conservés a -80°C. Des rats
naifs (contrdles, n = 4) n’ayant regu aucun traitement pharmacologique ont été inclus dans

cette étude.

IV-2. Etude de I’effet de I’administration d’érythropoiétine recombinante

humaine sur la survie neuronale a la suite d’un status epilepticus

IV-2.1. Etude de ’accumulation de la rHuEpo dans le tissu cérébral chez le rat dans les

conditions physiologiques et physiopathologiques

La concentration en rHuEpo au niveau du plasma sanguin et dans le tissu cérébral a
¢té mesuré a différents temps a la suite de son administration périphérique chez le rat (n = 20),
ayant: 1) regu ou non une premicre injection de rHuEpo a la méme dose 24 heures
auparavant, et ii) subi ou non 2 heures de Pilo-SE (375 mg/kg ; i.p). Apres ’administration
d’une dose 1étale de pentobarbital (250 mg/kg ; i.p), des échantillons de sang sont prélevés par
ponction cardiaque et collectés dans des tubes héparinés. A la suite d’une perfusion cardiaque
rapide (1 minute) avec une solution de NaCl a 0,9%, 1’hippocampe et le néocortex ont été

disséqués, pesés, congelés dans une solution de nitrogene et conservés a -80°C.

IV-2.2. Etude de P’effet de I’administration de rHuEpo sur le développement du status

epilepticus et la protection des neurones vulnérables de I’hippocampe

Dans cette ¢tude, les rats ont subi une période de 2 heures de SE induit par
I’administration de pilocarpine hydrochloride a la dose de 375 mg/kg, qui a été¢ la dose
classiquement utilisée pour caractériser la dégénérescence neuronale chez le rat [261]. Trois
séries d’expériences ont été réalisées avec, dans chacune, des rats répartis en 3 groupes
expérimentaux : Groupe 1 : les rats ayant re¢u uniquement trois injections de rHuEpo a la
suite du SE (i.e. 30 minutes, 1 jour et 3 jours a la suite du SE ; Groupe 2 : les rats ayant regu
quatre injections de rtHuEpo avec deux injections a 24 heures et 30 min avant I’administration
de pilocarpine hydrochloride et deux injections a 30 minutes et 1 jour aprés I’arrét du SE ; et

Groupe 3 : les rats n’ayant regu aucune injection de rHuEpo (n = 20). Au total, le nombre de
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rats était de 20 dans le groupe 1, de 10 dans le groupe 2 et de 20 dans le groupe 3. Des rats
n’ayant subit aucun traitement pharmacologique ont été inclus dans I’étude (n = 5). Chez ces
différents groupes de rat, nous avons mesuré les différentes variables qui caractérisent le
développement du SE a savoir : 1) le temps de latence entre 1’administration de la pilocarpine
et ’apparition du SE, ii) le temps d’apparition et le nombre de crises de stade 4 (redressement
avec clonies des membres) et de crises de stade 5 (redressement avec perte de 1’équilibre et
chute accompagnés par des tremblements continus) comme décrit dans le paragraphe III-1.1.
Afin d’évaluer le niveau de la protection neuronale des traitements a la rHuEpo et de
caractériser les neurones ayant survécu, les rats sont anesthésiés par 1’administration d’une
dose létale (250 mg/kg ; 1.p) de pentobarbital 15 jours aprés I’arrét du Pilo-SE, puis leurs
cerveaux sont fixés, cryoprotégés, congelés et conservés a -80°C, comme décrit dans le

paragraphe IV-1.2.
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Etude Technique | Nombre de rats | Traitement| Sacrifice Prélévements
Pentobarbital
Développement PCR 34 %) (250 mg/kg) et Hi; NCx; Hpt
Guillotine
—— Pentobarbital
Développement . - 18 %) (250 mg/kg) et |Cerveaux perfusés|
histochimie [
Guillotine
Pilocarpine
(300 mg/kg) Pentobarbital
28 . (250 mg/kg) et
Scopolamine | ™ iiotine
Diazépam
Status Epilepticus PCR Hi
Scopolamine| Pentobarbital
5 (250 mg/kg) et
Diazépam Guillotine
Pentobarbital
4 ()] (250 mg/kg) et
Guillotine
5 %)
Accumulation cérébrale 5 Pilocarpine | Pentobarbital
ELISA (375 mg/kg) | (250 mg/kg) et Hi; NCx
de la rHuEpo Guilloti
. rHuEpo G uillotine
000 Ul/kg)
5 Pilocarpine
(375 mglkg
3 injections
de rHuEpo
20 (5 000 Ul/kg)
Pilocarpine
(375 mg/kg
4 injections
Effet neuroprotecteur Immuno- de rHuEpo Pentobarbital
de la rHUEpo histochimie 10 (5 000 Ul/kg) (2&'2) r:r:lg/tl.(g) et |Cerveaux perfusés|
Pilocarpine utfiotine
(375 mg/kg
20 Pilocarpine
(375 mg/kg
5 %)

Tableau P1. Récapitulatif des différents groupes

pharmacologiques.

92

expérimentaux et de leurs traitements



METHODES EXPERIMENTALES

I. Préparation des tissus

I-1. Prélévements et traitements des tissus frais

Cette partie concerne les animaux dont différents tissus cérébraux ont été prélevés et
traités afin d’y doser la quantit¢ des ARN messagers codant pour les différents genes

d’intéréts.

I-1.1. Prélévement des cerveaux et microdissection sur tissu frais

Avant le sacrifice, les rats ont recu une injection létale de pentobarbital sodique (250
mg/kg ; Sanofi). Aprés décapitation, a I’aide d’une guillotine, les cerveaux ont été retirés
rapidement de la boite cranienne et placés sur un plan de travail réfrigéré afin d’effectuer la
microdissection des structures d’intérét. Les tissus ainsi collectés ont ét¢ déposés dans des
tubes eppendorfs de 1,5 mL, congelés immédiatement dans de I’azote liquide, pour éviter
toute dégradation des ARN messagers présents dans le tissu, et stockés dans un congélateur a

-80°C.

L’hypothalamus a été prélevé sur le cerveau complet, une fois sorti de la boite
cranienne. L’hippocampe et le cortex ont été prélevés a partir d’une coupe coronale de 2 mm
d’épaisseur réalisée dans la région de 1’hippocampe dorsal a tous les temps du développement
étudié. En revanche, chez les rats traités a la pilocarpine, seul 1’hippocampe dorsal a été

prélevé.

I-1.2. Préparation des ARN totaux

I-1.2.1 Extraction et purification

Les picces tissulaires sont homogénéisées dans 280 uL d’eau ultra-pure (UP)
(EUROBIO). Une fraction de 30 puL est prélevée pour les dosages protéiques. L’extraction des
acides nucléiques est réalisée par 1’ajout de 750 pL de Tri-Reagent LS (Euromedex) dans les
250 uL d’homogénat restant et de 200 puLL de chloroforme. Apres centrifugation (15 minutes a

4°C; 12000 g), la phase supérieure aqueuse, contenant les ARN totaux, est délicatement
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récupérée puis traitée avec 500 pL. d’isopropanol (Sigma). Apres centrifugation (10 minutes a
4°C; 12 000 g), le surnageant est éliminé et le culot d’acides nucléiques est lavé dans 1,5 mL
d’éthanol a 75%. Apreés centrifugation (10 minutes a 4°C; 12 000 g) et ¢élimination de
1’éthanol, les culots sont rapidement séchés a 37 °C puis repris dans 200 uL. d’eau UP. Une

fois mélangés, les échantillons sont congelés a -70°C.

Une fois extraits, les ARN totaux sont traités a la Turbo DNA Free (Ambion) durant
30 minutes a 37°C afin d’éliminer toute trace éventuelle d’ADN génomique (ADNg). A
I’issue de la purification, la concentration en ARN totaux est déterminée dans une UVette
exempte de RNAses (Eppendorf) par la mesure spectrophotométrique de la densité optique
(DO) a 260 nm sur le Biophotométre (Eppendorf), sachant qu’une unité de DO équivaut a 40
ug/mL d’ARN.

I-1.2.2. Vérification de la qualité des ARN totaux

La qualité des ARN totaux a été vérifiée systématiquement a I’aide d’un bioanalyseur
(2100 bioanalyser, Agilent) par électrophorese sur une puce d’analyse (Nano LabChip #5065-
4476, Agilent). Chacun des puits de la puce est coté avec un mélange de gel-colorant (RNA
6000 Nano gel matrix, Agilent), puis 1 pL d’ARN totaux, prélevé sur les 200 pL d’aliquot,
est déposé ainsi que 1 pL. de RNA 6000 ladder (#7152, Agilent).

I-1.2.3. Vérification de I’absence de contamination en ADN génomique

La vérification de non contamination en ADNg est réalisée sur 25 ng d’ARN totaux a
partir de I’amplification d’une séquence d’un géne codant pour ’exon V du BDNF. La PCR
s’effectue sur Lightcycler'™ (Roche), et comprend : i) une étape de dénaturation initiale, ii)
une étape d’amplification de 45 cycles et iii) une étape de fusion ou la courbe obtenue permet
d’identifier le produit d’amplification a partir de sa température de fusion (comme décrit dans
le paragraphe 1I-2.). Le volume réactionnel contenu dans les capillaires comprend 5 pL de
solution concentrée a 25 ng d’ARN totaux, et 5 uL de mélange réactionnel réalisé¢ a partir du
kit Roche. Ce mélange est élaboré a partir de 2,75 pL d’eau ultra-pure, 1 uL de « Hot Star
reaction mix » (Roche), 1 uL de solution de MgCl, et 0,25 pL d’amorces spécifiques a la
concentration de 10 uM chacune. Les séquences des amorces utilisées pour 1’amplification
sont données dans le tableau 1 et les conditions de I’amplification sont précisées dans le
tableau 2. Afin de vérifier le bon déroulement de la PCR, un standard d’ADNc¢ du BDNF, de

concentration connue, est également amplifié (décrit dans le paragraphe 11-2.2.). Nos résultats
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n’ont mis en évidence aucune amplification pour les échantillons d’ARN totaux, alors que le
standard du BDNF était correctement amplifié. Ces observations signifient que les traces
¢éventuelles d’ADNg ont bien été éliminées des échantillons d’ARN totaux. L’étape de

réaction de transcription inverse des ARN messagers peut alors étre effectuée.

I-1.2.4. Préparation des pools d’ARN totaux

Apres vérification de leur non contamination en ADNg, et leurs dosages précis, les
solutions d’ARN totaux sont ramenées a 41,7 ng/uL. Les réactions de transcription inverse
(RT) sont réalisées : 1) sur 500 ng d’ARN totaux pour chaque échantillon (c’est le cas dans
I’étude de la variation de 1’expression cérébrale du systéme €rythropoiétinergique a la suite
d’un SE) ou ii) sur 1 pg pour les pools d’ARN totaux (c’est le cas dans 1’étude de la variation
de I’expression cérébrale du systéme érythropoiétinergique au cours du développement). Un
pool est réalisé pour les individus d’un méme groupe expérimental et pour une structure
donnée, avec 24 uL d’ARN totaux prélevés pour chaque individu d’un méme groupe

expérimental. Pour chaque pool, 12 uL seront prélevés en tripliqués pour réaliser la RT.

I-2. Prélévements et traitements des tissus fixés

Cette partie concerne les animaux dont les cerveaux fixés ont servi a la localisation
tissulaire et a la caractérisation cellulaire de 1’expression des différentes protéines d’intérét

par détection immunohistochimique.

I-2.1. Fixation des tissus et prélévement des cerveaux

Les rats sont anesthésiés par une injection i.p d’une dose létale de pentobarbital
sodique (250 mg/kg ; Sanofi), puis sont perfusés par voie intracardiaque (15 mL/min durant 4
minutes pour les PS5 ; 30 mL/minutes durant 6 minutes pour les P21 ou 9 minutes pour les 3M
et les 12M). Les cerveaux sont tout d’abord « lavés » de leur sang durant 1 minute (P5) ou 2
minutes (autres ages) avec un tampon phosphate salin (PBS ; pH = 7,4) a 0,1M, puis fixés
durant 10 minutes, a I’aide d’une solution de paraformaldéhyde (PF) a 4% préparée dans un
tampon phosphate (PB; pH = 7,4) a 0,IM final. Aprés décapitation, les cerveaux sont
délicatement retirés de la boite cranienne, post-fixés dans une solution de PF a 4% durant 2

heures et enfin déshydratés durant 48 heures dans une solution de saccharose a 25%, préparée
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dans du PB a 0,IM final. Les cerveaux sont ensuite congelés dans de 1’isopentane a -40°C

pendant 1 minutes et 10 secondes puis conservés a -80°C.

[-2.2. Prélévement et conservation des coupes de cerveaux perfusés

Dans I’ensemble de nos études sur cerveaux perfusés, des coupes transversales de 40
um d’épaisseur ont été réalisées a 1’aide d’un cryostat (Leica) au niveau de la région de
I’hippocampe (coordonnée interaural (IA): +5,86 mm a +4,20 mm). Les plans de départ et de
fin de coupe ont été choisis pour encadrer le plan d’intérét localisé dans I"hippocampe dorsal
(IA = +5,40 mm) sur lequel est réalis¢ 1’ensemble des ¢tudes immunohistochimiques. La
premiere coupe de chaque plan est prélevée puis montée sur une lame gélatinée (1% de
gélatine) avant d’étre colorée au crésyl violet afin de vérifier la qualité de la perfusion et
d’effectuer le recalage anatomique entre les différents cerveaux (comme décrit dans le
chapitre suivant VI-1). Les autres coupes sont dans un premier temps récupérées en
« flottantes » dans des puits de plaques de culture cellulaire « 24 puits » (Falcon), remplis
avec 2 mL de tampon PBS 0,1M (pH = 7,4), avant d’étre transférées dans un tampon anti-
congelant contenant 10% de solution PB 0,2 M, 30% glycérol (Prolabo) et 30% d’éthyléne

glycol (Prolabo), puis conservées a -20°C.

[-3. Culture cellulaire

Les cellules d’origine neuronale de rat PC12 ont été maintenues dans une flasque de
culture cellulaire dans une atmosphére humidifiée (& 90%) comprenant 95% d’air et 5% de
CO; a 37°C. Le milieu de culture (PC12 complete medium”, PC12CM) est composé d’un
milieu « Dublecco’s modified Eagle’s » (DMEM, Eurobio # CM1DME60K) supplémenté
avec 7% de sérum de cheval inactivé, 7% de sérum de veau feetal et de différents antibiotiques
(80 unités / mL de pénicilline et 80 mg / mL streptomycine). Le milieu de culture a été changé
tous les 2 jours. Apres décollage mécanique, les cellules PC12 ont été cultivées dans des
boites de culture cotée avec du collagene (Biocat) avec une densité cellulaire de 300 cellules /
mm’ et dans du milieu PC12CM. Aprés 3 jours (jour 0; JO), un premier groupe de cellules a
été récolté et leurs ARNm extraits, alors qu’un deuxiéme groupe a été traité avec 50 ng / mL

de NGF de souris recombinante 2.5S (Promega) ajouté dans un milieu de culture DMEM
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complété avec 1% de sérum de cheval et des antibiotiques. Ces dernieres ont été récoltées

pour en extraire leurs ARNm a J1 et J3 aprés traitement.

I1. Analyse moléculaire :
Quantification des ARN messagers par RT calibrée et PCR en « temps

réel »

II-1. Transcription Inverse (RT) calibrée

I1-1.1. Calibration de la transcription inverse par ’ARN de synthese

Au sein de I’équipe, une technique d’étalonnage de la réaction de RT a été développée,
sur la base de I’utilisation d’un ARN de synthese, appelé SmRNA, permettant d’évaluer la
qualité de la réaction et de normaliser les échantillons entre eux. Cette invention est protégée
par un brevet mondial (Morales et Bezin (2004) ; W02004.092414) enregistré et dépos¢ au
nom du CNRS et de I'université Claude Bernard Lyon 1 avec comme co-inventeurs les Drs
Laurent Bezin et Anne Morales. Celui-ci a été créé de fagon a 1) posséder une queue poly(A)
ainsi qu’une séquence nucléotidique différente de toutes celles référencées actuellement dans
I’ensemble des bases de données, tous génomes confondus, d’ou son qualificatif
« d’hétérologue », et 1i) a ce que ses séquences nucléotidiques, servant a 1’amorcage de la
synthése de son ADNc durant la réaction de PCR, ne permettent pas 1’amplification des
ADNC issus de la transcription inverses des ARN messagers des échantillons expérimentaux
prélevés chez différentes espéces animales (homme, souris, rat, gammare, arabidopsis
taliana), d’ou son qualificatif de « non-compétitif ». Ce deuxiéme critére a rendu la création
de la séquence de cet ARN de synthése particulierement difficile puisque de nombreuses
amorces, qui répondaient au second critére de sélection, permettaient I’amplification des

ADNCc de séquences inconnues présents dans nos échantillons expérimentaux.

I1-1.2. Réaction de transcription inverse calibré

Le principe de cet étalonnage réside dans 1’ajout d’une quantité connue d’ARN de

syntheése dans le milieu réactionnel de la RT.
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I1-1.2.1. Réaction de transcription inverse sur 500 ng d’ARN totaux

Pour les échantillons individuels d’ARN totaux. La réaction de RT est réalisée dans

des tubes a faible pouvoir de rétention (gamme « maximum recovery » ; AXygen) avec pour
chacun des échantillons, un volume réactionnel final de 20 pL, comprenant 12 pL de la
solution d’ARN totaux purifiés, ramenée a la concentration de 41,7 ng/uL, et 8 pL. d’un
mélange réactionnel contenant: 100 U de M-MLV Reverse Transcriptase RNase H minus
(Promega), le tampon de I’enzyme, 0,5 mM de chacun des dNTPs (Promega), 1 ng d’amorces
oligo(dT);s (Eurobio) et 80 pg de SmRNA. Les RT de chacun des échantillons sont réalisées
en méme temps a partir d’'un méme mélange réactionnel. Aprés une incubation d’1 heure et
30 minutes a 42°C, I’activité de la transcriptase inverse est inhibée par la chaleur (15 minutes
a 70°C). Pour chaque échantillon, la solution d’ADNc obtenue est diluée dans 80 puL d’eau
UP (Eurobio) puis fractionnée en aliquots de 5 puL dans des tubes « maximum recovery ». Les

aliquots sont conservée a -25°C.

I1-1.2.2. Réaction de transcription inverse sur 1 ng d’ARN totaux

Pour les pools d’ARN totaux. La réaction de RT est réalisée dans des tubes a faible

pouvoir de rétention (gamme « maximum recovery » ; Axygen) avec pour chacun des
échantillons, un volume réactionnel final de 40 puL, comprenant 24 pL. de la solution d’ARN
totaux purifiés, ramenée a la concentration de 41,7 ng/uL, et 16 pL d’un mélange réactionnel
contenant : 200 U de M-MLV Reverse Transcriptase RNase H minus (Promega), le tampon
de I’enzyme, 1 mM de chacun des dNTPs (Promega), 2 ug d’amorces oligo(dT);s (Eurobio) et
80 pg de SmRNA. Les RT de tous les pools correspondant & une méme structure cérébrale
sont effectuées en méme temps et en tripliquées, a partir d’un mélange réactionnel identique.
Aprées une incubation d’1 heure et 30 minutes a 42°C, I’activité de la transcriptase inverse est
inhibée par la chaleur (15 minutes a 70°C). Pour chaque échantillon, la solution d’ADNc
obtenue est diluée dans 60 uL. d’eau UP (Eurobio) puis fractionnée en aliquots de 5 puL dans

des tubes « maximum recovery ». Les aliquots sont conservée a -25°C.
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I1-2. Amplification des ADNc d’intéréts par la technique de PCR

en « temps réel » sur Lightcycler ™

I1-2.1. Principe de la PCR en « temps réel »

L’amplification des ADNc d’intéréts a été réalisée par la technique de PCR en « temps
réel » sur un Lightcycler™ (Roche). Le développement de ce thermocycleur a résulté de la
convergence de deux principes fondamentaux qui sont, d’une part, le transfert de chaleur par
convection d’air chaud ou froid, et d’autre part, le suivi en « temps réel » de la cinétique
compléete de I’amplification des ADNc. De plus, I'utilisation de tubes de capillaires (verre de
borosilicates) qui présente une grande surface de contact avec le milieu ambiant, 1) facilite les
échanges thermiques lors de la réaction d’amplification, ii) assure une répartition homogene
des variations thermiques sur I’ensemble du tube et enfin, iii) diminue de facon importante les

temps de chacune des différentes étapes qui composent la réaction de PCR.

Le principal avantage de cette technique est le suivi cycle par cycle de I’amplification
des ADNc d’intéréts, ce qui permet de déterminer précisément les cycles au-dela desquels
I’amplification n’est plus exponentielle donc plus quantitative. Ce suivi est rendu possible
grace a l'utilisation d’un agent intercalant fluorescent appelé SYBR Green I, qui n’est pas
fluorescent sous sa forme libre, mais qui émet de la fluorescence (A excitation = 494 nm ; A ¢mission
=521 nm) lorsqu’il s’intercale au niveau de I’ADN double brin. Chaque cycle d’amplification
de I’ADN est composé d’une étape de dénaturation, d’une étape d’hybridation et enfin d’une
¢tape d’¢longation a la fin de laquelle de ’ADN double brin est obtenu. Une lecture
spectrofluorométrique est réalisée par le Lightcycler' ™ a chaque fin de cycle d’amplification
afin de déterminer avec une grande précision la quantit¢ d’ADNc qui a ét¢ amplifiée et qui
s’est accumulée dans le capillaire. Les données, acquises en temps réel, sont ensuite traitées
directement par un logiciel, associé au Lightcycler™, a I’aide de la méthode du « maximum
de la dérivée seconde », qui permet de déterminer de fagon reproductible un cycle de PCR
appartenant a la phase détectable et exponentielle de la PCR. Ce cycle est appelé « point de
sortie », et sera utilisé afin de comparer les quantités d’ADNc ciblé dans les différents
¢échantillons. La conversion du « point de sortie » d’un échantillon en une quantit¢ d’ADNc

est rendue possible par la réalisation au préalable d’'une gamme d’étalonnage.
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I1-2.2. Etalonnage de la réaction de PCR en « temps réel »

I1-2.2.1. Principe

Pour chacun des ADNc ciblés, dans le but d’étalonner la réaction d’amplification, une
gamme étalon est réalisée sur une fenétre de concentration allant de 10 a 10° copies, les points
de sortie correspondant devant encadrer ceux des €chantillons dosés. Pour chacun des genes
d’intérét, la droite de régression obtenue correle le point de sortie au nombre de copies
initialement contenu dans chaque point de gamme. La gamme étalon permet d’extrapoler,

pour un échantillon, sa valeur initiale en ADNCc a partir de son point de sortie.

Pour un geéne donné, la gamme étalon a été réalisée a partir d’une solution purifiée et
de concentration connue de I’ADNCc ciblé, appelé aussi « standard pur », qui subit une série de
dilutions en cascade au 10°™, dans de ’eau UP, pour obtenir une gamme entre 10 et 10°
copies. Chaque point de dilution, appelé « standard dilué », est choisi de facon a ce que
I’ensemble des points de la gamme encadre le « point de sortie » des échantillons a doser.
Apres dosage du standard pur, la concentration en ng/uLL est convertie en nombre de copies/
uL grace a la valeur de la masse molaire et du nombre d’Avogadro. L’équation de la droite
¢talon, obtenue a partir de I’amplification des ADNc spécifiques contenus dans chaque point
de gamme, permet i) de mettre en relation le « point de sortie » d’un échantillon donné avec le
nombre de copies d’ADNc présentes dans celui-ci avant la réaction de PCR et ii) de calculer
le coefficient d’efficacité de la réaction de PCR (compris communément entre 1,6 et 2) a

partir de son coefficient directeur. L’équation de la droite étalon est la suivante :

Point de sortie = coefficient directeur x nombre de copies + ordonnée a [’origine

I1-2.2.2. Réalisation de la gamme d’étalonnage

La préparation du « standard pur » est réalisée sur un thermocycleur conventionnel
(PCR Express; Hybaid) a 1’aide du couple d’amorces identique a celui utilisé sur
Lightcycler™ et de deux types d’ADN polymérase : la HotStar Taq polymérase (HST)
(Qiagen) qui amplifie I’ADNCc cible et la Proof Star DNA polymérase (Qiagen) qui corrige,
grace a son activité 3’ exonucléasique, les erreurs de réplication produite par la HST, afin

d’obtenir un « standard pur » absent de toute mutation.

Le mélange réactionnel est composé de 300 uM de dNTPs, 0,5 uM de chacune des

amorces sens et anti-sens spécifiques du gene d’intérét, 2 uL. d’ADNc obtenus a partir d’une
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RT d’ARN messagers provenant d’un organe de rat ou 1’on sait que 1’expression de notre
gene d’intérét y est forte et de SU de HST. Apres une incubation de 13 minutes a 95°C, la
réaction est arrétée par le dépot du tube contenant la réaction sur la glace, la Proof Star DNA
polymerase (0,05U) est ajoutée, puis la réaction est a nouveau activée par une incubation de 2
minutes a 95°C. L’ADNCc cible est alors amplifi¢ durant 50 cycles comprenant une étape de
dénaturation a 94°C durant 10 secondes, une étape d’hybridation de 60°C durant 60 secondes
et enfin, une étape d’¢longation a 68°C durant 25 secondes. Apres I’étape d’¢élongation finale
(68°C ; 5 minutes), le produit de la PCR est purifi¢ a I’aide du kit de purification « PCR
MiniElute » (Qiagen). Le produit d’amplification est dosé par spectrophotométrie dans une

UVette et sa taille est vérifiée apres migration électrophorétique sur un gel d’agarose a 1,5%.

Une cascade de dilution au 10°™ du « standard pur » est alors réalisé dans de I’eau UP
(Eurobio) afin d’obtenir entre 10 et 10 copies de 1I’ADNc cible déterminés de fagon a ce que
leurs « point de sortie » respectifs, aprés amplification sur Lightcycler ™, encadrent ceux des

échantillons.

I1-2.3. Amplification des ADNc d’intérét

I1-2.3.1. Choix des couples d’amorces

Les séquences des différents couples d’amorces (Tableau M1) ont été choisies a 1’aide
du logiciel en-ligne « primer 3 » (NIH : http//www.basic.nwe.edu) et synthétisées par le

laboratoire Eurobio.

Idéalement, les amorces ne doivent pas dimériser pour ne pas diminuer leurs
disponibilitées durant la réaction d’amplification des ADNc. Nous avons donc défini 3
critéres de sélection fondamentaux des couples d’amorces : i) minimisation extréme des
complémentarités internes des séquences de facon a limiter la formation d’épingle a cheveux,
1) minimisation de la complémentarité intrinséque a I’extrémité 3’-OH des amorces afin
d’éviter le phénoméne « d’auto-dimérisation » et enfin, iii) minimisation maximale de la

complémentarité entre les amorces, en particulier au niveau de leurs extrémités 3’-OH.
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ADNCc amplifié Amorces Taille de I’amplificon Référence

(paire de base) GenBank
aHIF 5’-TTT GTG TTT GAG CAT TTT AAT AGG C -3’ 279 U85044.1
5’- CCA GGC CCC TTT GAT CAG CTT -3’
fc 5’- CCT GGT GGC TCT CTG CTG -3’ 68 NM_133555
5’- GCA GAG TCT TCA GAG GGA CAG -3’
BDNF 5’- AAA TTA CCT GGA TGC CGC AA -3’ 345 X67108
exon V 5’-CGC CAG CCA ATTCTC TTT TT -3’
Epo 5’- GCT CCA ATC TTT GTG GCA TC -3’ 66 NM_017001
5’- ATC CAT GTC TTG CCCCCT A -3’
Epo-R 5’- CCA GCT CTA AGC TCC TGT GC -3’ 68 D13566
5’- CTT CAG GTG AGG TGG AGT GG -3’
HIF-1a 5’- CTC AGA GGA AGC GAA AAA TGG -3’ 307 Y09507

5’- AAT TCT TCA CCC TGC AGT AGG -3’

Tableau M1. Séquences des couples d’amorces nucléotidiques utilisées pour ’amplification des
génes d’intérét par PCR en « temps réel ». Les séquences des différents couples d’amorces ont été
choisies a I’aide du logiciel en-ligne « primer 3 » (NIH : http//www.basic.nwe.edu) en prenant en
compte les 3 criteres de sélection fondamentaux suivants : 1) minimisation extréme des
complémentarités internes des séquences de facon a limiter la formation d’épingle a cheveux, ii)
minimisation de la complémentarité intrinséque a 1’extrémité 3’-OH des amorces afin d’éviter le
phénomeéne « d’auto-dimérisation » et enfin, iii) minimisation maximale de la complémentarité entre
les amorces, en particulier au niveau de leurs extrémités 3’-OH. Bleu = séquence sens; Gris =
séquence anti-sens.

B e N i e s

Pour chaque couple d’amorces, nous avons sélectionné le kit de PCR en temps réel

avec lequel I’efficacité de la PCR est la meilleure.

L’amplification de I’Epo, de I’Epo-R, de la Bc et de HIF-1a a été réalisée a ’aide du
kit d’amplification QuantiTect SYBR Green I (Qiagen), avec un volume réactionnel contenu
dans le tube capillaire constitué¢ de 5 pL. d’ADNc cible et de 15 pL de mélange réactionnel
comprenant 4 uLL. d’eau UP, 10 uL de QuantiTect Master Mix a la concentration 2x (Qiagen)
et 1 uL. d’un mélange des amorces sens et anti-sens spécifique a la concentration de 10 pM.
En revanche, I’amplification de aHIF et du BDNF a été réalisée avec le kit LC FastStart DNA
Master SYBR Green I (Roche) avec un volume réactionnel final comprenant 5 uL. d’ADNc
ciblé, 2,75 uL d’eau UP, 1 pL de MgCl, a la concentration finale de 3,5 mM, 1 uL de
mélange « HotStar reaction Mix » a la concentration 10x (Roche) et 0,25 pL d’amorces

spécifiques a la concentration de 10 uM chacune.
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Les conditions d’amplification et de fusion de chaque ADNc cibles sont présentées
dans le tableau M2 (les séquences des amorces et les conditions d’amplification de I’ARN de

synthése sont protégées par le brevet mondial W02004.092414. et gardées confidentielles).

I1-2.3.3. Identification des ADNc amplifiés

Chaque ADN double-brin amplifié¢ posséde un point de fusion (Tm) spécifique, défini
comme la température pour laquelle 50% des ADNc contenus dans ’échantillon en fin de
réaction de polymérisation sont sous forme double-brin alors que les 50% restant sont sous la
forme simple brin. La Tm est déterminée lors de I’étape de « fusion », réalisée apres le dernier
cycle d’amplification. Elle se compose de 3 phases : 1) la température est, tout d’abord, élevée
a 95°C avec une vitesse de 20°C/sec, afin d’obtenir uniquement des ADNc sous la forme
simple brin, ii) puis elle est abaissée, a la méme vitesse, a une température supérieure de 10°C
a la température d’hybridation des amorces de facon a ce que I’ensemble des ADNc se soit
réhybridé, et enfin iii) la température est augmentée trés lentement (0,1°C/sec) jusqu’a 95°C
de facon a obtenir une déshybridation lente des ADNc. La fluorescence est lue en continue
durant toute I’étape de fusion. Le calcul de la dérivée négative de la fluorescence (-dF/dT),
sous forme d’un pic de fluorescence en fonction de la température, permet de s’assurer de la

présence d’un seul pic de fusion montrant qu’un seul type d’ADNc a ét¢ amplifié.

De plus, lors de la phase de validation de la spécificité de nos différents couples
d’amorce, les produits d’amplification subissent une étape de refroidissement apres la phase
de fusion, ou les ADN simples brins se réhybrident. Cela permet ainsi de vérifier I’identité du
produit amplifi¢ aprés migration sur un gel d’agarose a 1,5% et la mise en évidence d’une

seule bande a la taille de I’amplificon.
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Tableau M2. Conditions d’amplification des génes d’intérét par PCR en « temps réel » sur Lightcycler™. Les ADNc qui sont sous la forme simple
brin a la suite de 1’étape de dénaturation initiale, sont amplifiés durant 50 cycles d’amplification. Chaque cycle d’amplification de I’ADN est composé d’une
étape de dénaturation, d’une étape d’hybridation et enfin d’une étape d’¢élongation a la fin de laquelle de I’ADN double brin est obtenu. Une lecture de la
fluorescence émise par le SYBR Green I intercalé dans I’ADN double brin est réalisée par le Lightcycler' ” a chaque fin de cycle d’amplification afin de
déterminer avec une grande précision la quantité d’ADNc qui a été amplifiée et qui s’est accumulée dans le capillaire. Le traitement informatique en temps
réel des résultats permet le suivi cycle par cycle de I’amplification des ADNc d’intéréts et de déterminer le « point de sortie ». L’étape de « fusion » permet
de calculer le point de fusion spécifique (Tm) de ’ADN amplifié, représenté par un pic de fluorescence en fonction de la température, et de s’assurer ainsi
qu’un seul type d’ADNCc a été amplifié. On notera que seuls les couples d’amorces assurant une efficacité de PCR comprise entre 1,6 et 2 sont sélectionnés.




II1. Analyses histologiques

ITI-1. Coloration au crésyl violet

L’ensemble des marquages immunohistochimiques a été réalis¢é au niveau de
I’hippocampe dorsal (IA = +5,40 mm ; [206]). Afin que I’ensemble des coupes utilisées soit
localis¢ dans le méme plan anatomique, une étape dite de « recalage anatomique » par
coloration au crésyl violet (Merck) a été réalisée sur ’ensemble des cerveaux perfusés. Le
crésyl violet est un marqueur qui colore les corps de Nissl des cellules permettant ainsi de
visualiser différents repéres anatomiques afin de situer la position de la coupe sur 1’axe caudo-
rostral du cerveau. Les coupes sont montées sur des lames gélatinées a 1%. Une fois seches,
elles sont plongées dans une solution de crésyl-violet-acétate (a 0,5% poid/volume,
CH3;CO,Na 12,2 mM, pH = 3,5) durant 5 minutes, déshydratées dans des bains successif
d’éthanol respectivement a 50% (1 minute), 70% (1 minute), 95% (10 minutes) et 100% (6
minutes), puis « délipidées » dans un bain de xyléne (10 minutes) avant le montage dans le

milieu DPX (Fluka) afin de les conserver.

II1-2. Coloration au Fluoro-Jade B

Une coloration des coupes de cerveaux au Fluoro-Jade B a été réalisée pour localiser
spécifiquement, au niveau de 1’hippocampe, les neurones en dégénérescence a la suite du
Pilo-SE [211]. Les coupes de cerveaux sélectionnées (IA = +5,40 mm ; [206]) ont été montées
sur des lames gélatinées avant d’étre immergées dans des bains successifs : d’éthanol a 80%
et NaOH a 1% (5 minutes), d’éthanol a 70% (2 minutes), d’eau distillée (2 minutes) et de
permanganate de potassium a 0,06% sous agitation (10 minutes). Aprés un ringage rapide
dans de I’eau distillée (2 minutes), les lames sont immergées durant 20 minutes a 1’obscurité
dans une solution de Fluoro-Jade B (Chemicon) a 0,0004% préparée dans une solution
d’acide acétique a 0,1%. Les coupes sont ensuite rapidement rincées dans de 1’eau distillée (3
fois 1 minute) et égouttées (15 secondes) avant d’étre séchées complétement durant 10
minutes a 50°C. Enfin, les coupes sont placées dans un bain de xyléne durant 1 minute puis

montées dans un milieu DPX (Fluka), puis conservées a 4°C.
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Les coupes marquées ont €té observées a I’aide d’un microscope confocal (Leica TCS
SP2 ; Leica microsystemes SA). Le Fluoro-Jade B a été excité avec une longueur d’onde de
480 nm et le logiciel d’analyse, couplé au microscope, a récupéré la fluorescence émise, a

I’aide d’un filtre fluorescéine/FITC, a la longueur d’onde de 525 nm (vert).

I11-3. Détections immunohistochimiques

Les différents anticorps (Ac) primaires et secondaires utilisés pour 1’ensemble des

détections immunohistochimiques dans ce chapitre sont répertoriés dans le tableau A3.

Protéines Animal

. Type Dilution = Milieu d’incubation Référence

cibles source
Epo Lapin Polyclonal 1:250 PBS-T-D, Sc-7956 ; Santa Cruz
Epo-R Lapin Polyclonal 1:500 PBS-T-D, Sc-697 ; Santa Cruz
Be Lapin Polyclonal 1:100 PBS-T-D, Sc-678 ; Santa Cruz
NeuN Souris monoclonal 1:1000 PBS-T-D, MAB-377 ; Chemicon
GFAP Souris monoclonal 1:2500 PBS-T-D, G3893 ; Sigma
0X-42 Souris monoclonal 1:2000 PBS-T-D, CBL1512Z ; Chemicon
CGRP Chévre Polyclonal 1:500 PBS-T-D, 1720-9007 ; Biogenesis
GAD65/67 Souris monoclonal 1:10 000 PBS-T-D, GC-3108 ; Santa Cruz
Anti-IgG Lapin Ane - 1:1000 PBS-T-D, 711-066-152 ; JIR
Anti-IgG Souris Ane - 1:1000 PBS-T-D, 715-065-151 ; JIR
Anti-IgG Chévre Ane - 1:1000 PBS-T-D, 705-066-147 ; JIR
A488 - Anti-IgG Lapin Ane - 1:500 PBS-T-D, A-21206 ; Molecular Probes
A633 - Anti-IgG Souris Chévre = 1:500 PBS-T-D, A-21052 ; Molecular Probes

Tableau M3. Récapitulatif des différents anti-corps primaires et secondaires utilisés lors des
détections immunohistochimiques (simple marquage colorimétrique ou double marquage
fluorescent) des protéines d’intérét. Gras = Ac primaire ; Italique = Ac secondaire.
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I11-3.1. Détections immunohistochimiques de I’ Epo, de I’Epo-R et de la ¢

Des coupes de cerveaux, localisées dans le plan d’intérét (IA = +5,40 mm ; [206]), ont
été traitées pour la détection des protéines Epo, Epo-R et Pc a I’aide d’un protocole
immunohistochimique a révélation colorimétrique. De plus, des coupes adjacentes a celles-ci
ont servi pour réaliser des doubles marquages fluorescents des protéines Epo ou Epo-R avec

NeuN, GFAP et 0X-42.

I11-3.1.1. Détections par simple marquage colorimétrique

Les coupes flottantes perfusées sont retirées de 1’anti-congelant, rincées abondamment
avec du PBS et placées durant une nuit a 4°C dans un bain de PBS 0,IM (PBS) avec 0,5% de
triton X100 (PBS-T 0,5%) ; cela permet de perméabiliser le tissu et de favoriser ainsi la
pénétration de I’Ac. Les coupes sont ensuite incubées pendant 2 heures a température
ambiante (TA) dans du PBS avec 0,3% de triton X100 et 2% de sérum normal d’ane (PBS-T-
D;) pour permettre la saturation des sites antigéniques non spécifiques qui pourraient étre
reconnus par 1’anticorps secondaire. De plus, une étape de saturation des biotines endogénes
est réalisée a 1’aide d’un kit (AbCys) : les coupes sont incubées dans une solution d’Avidine
D pendant 10 minutes, puis rincées 5 minutes dans du PBS, et enfin incubées dans une
solution de Biotine durant 10 minutes. Cette étape a pour but d’empécher la détection des
biotines endogénes lors de la reconnaissance des biotines greffées sur les anticorps
secondaire. Aprés un lavage de 5 minutes, les coupes sont ensuite incubées, une nuit a TA
sous agitation, avec un Ac polyclonal de lapin dirigé soit contre I’Epo (sc-7956 ; Santa Cruz),
soit contre I’Epo-R (sc-697 ; Santa Cruz) dilués respectivement au 1 : 250 et au 1 : 500 dans
du PBS-T avec 1% de sérum normal d’ane (PBS-T-D,), soit contre la B¢ (sc-678 ; Santa Cruz)
dilué au 1 : 100 dans du PBS-T-D,.

Les coupes sont rincées 2 fois dans du PBS-T, 1 fois dans du PBS, puis incubées avec
un Ac secondaire biotinylé d’ane anti-Immunoglobuline G (IgG) de lapin (715-066-152 ;
Jackson Immunoresearch) dilué au 1 : 1000 dans du PBS-T-D,. L’incubation se fait sur la nuit
a 4°C sous agitation. Au cours de cette réaction, I’Ac secondaire va venir reconnaitre
spécifiquement la seule IgG de lapin présente au niveau du tissu qui correspondant aux Ac

primaires dirigés contre I’Epo, I’Epo-R et la Bc.
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Apres 3 ringages dans du PBS afin d’éliminer les anticorps secondaires qui ne se sont
pas liés avec un Ac primaire, les coupes sont incubées pendant 1 heure a TA avec le complexe
avidine biotine peroxydase, dilu¢ au 1: 1000 dans du PBS (Kit Vectastain Elite ABC
peroxidase standard, VPK-6100 ; Vector). Les coupes sont rincées 3 fois dans du PBS puis la
révélation des protéines cibles, présentes dans le tissu, est réalisée par une incubation des
coupes durant 10 minutes dans une solution de diaminobenzidine (DAB) (D-4293 ; Sigma
Fast), contenant de 1’eau oxygénée (H,0,). La péroxydase du complexe ABC réagit avec la

solution H,O,/DAB pour former un précipité brun.

Les coupes sont abondamment rincées dans du PBS afin de stopper la réaction
colorimétrique, puis a I’eau de robinet. Elles sont ensuite montées sur des lames gélatinées a
1%. Une fois seches, elles sont déshydratées dans des bains successifs d’éthanol a 50%
(rapide), 70% (rapide), 95% (10 minutes) et 100% (6 minutes), puis « délipidées » dans un

bain de xyléne (10 minutes) et placées entre lame et lamelle dans le milieu DPX (Fluka).

I11-3.1.2. Détections par doubles marquages fluorescents de ’Epo ou de ’Epo-R
avec NeuN, GFAP et 0X-42

Les coupes flottantes perfusées sont retirées de 1’anti-congelant, rincées abondamment
avec du PBS et placées durant une nuit a 4°C dans un bain de PBS-T 0,5%. Les coupes sont
ensuite incubées pendant 2 heures a TA dans du PBS-T-D; puis une nuit a TA sous faible
agitation, avec différents couples d’Ac primaires, composés de 1’ Ac polyclonal de lapin dirigé
contre ’Epo (1: 250, sc-7956; Santa Cruz) ou I’Epo-R (1: 500, sc-697 ; Santa Cruz)
associés soit a I’Ac monoclonal de souris anti-NeuN (1 : 1000, MAB-377 ; Chemicon), soit a
I’ Ac monoclonal de souris anti-GFAP (1 : 2500, G3893 ; Sigma), soit a I’Ac monoclonal de
souris anti-OX-42 de rat (1 : 2000, CBL 1512 ; Chemicon), tous dilués dans du PBS-T-D,.
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Les étapes suivantes ont €té réalisées a I’abri de la lumiere. Les coupes sont rincées 3
fois 10 minutes dans du PBS puis incubées sous agitation durant 1 nuit & 4°C puis 2 heures a
TA avec I’Ac secondaire d’ane anti-IgG de lapin couplé a 1I’Alexa-488 (A-21206 ; Molecular
Probes) et 1’Ac secondaire de chévre anti-IgG de souris couplé a 1’Alexa-633 (A-21052 ;
Molecular Probes). Les Ac secondaires fluorescents ont tous été¢ dilués au 1: 500 dans du
PBS-T-D,. Les coupes sont lavées 3 fois 10 minutes dans du PBS, 1 fois dans de 1’eau du
robinet, montées sur lames SuperFrost Plus, séchées a TA et montées entre lame et lamelle a
I’aide d’un milieu de montage spécifique 4 la fluorescence (ProLong® Gold Antifade reagent,

Molecular Probes).

I11-3.2. Détections immunohistochimiques colorimétriques des protéines NeuN, CGRP et

GAD 65/67

Des coupes de cerveaux, localisées dans le plan d’intérét (IA = +5,40 mm ; [206]), ont
¢été traitées a 1’aide d’un protocole immunohistochimique a révélation colorimétrique pour la
détection de la protéine NeuN ainsi que les protéines CGRP et GAD 65/67 sur les coupes

adjacentes.

I11-3.2.1. Détection de NeuN

Les coupes flottantes perfusées sont retirées de 1’anti-congelant, rincées abondamment
avec du PBS puis incubées pendant 1 heures a TA dans du PBS-T-D,. Les biotines endogénes
sont saturées a 1’aide d’un kit spécifique (SP-2001 ; AbCys), puis les coupes sont incubées
durant un jour et demi a 4°C avec un Ac monoclonal de souris anti-NeuN (MAB-377 ;
Chemicon) dilué au 1 : 2000 dans du PBS-T-D,. Les coupes sont rincées 3 fois 10 minutes
dans du PBS-T puis incubées durant 1 nuit a 4°C avec un Ac biotinyl¢ d’ane anti-IgG de
souris (715-065-151 ; Jackson Immunoresearch) dilué¢ au 1: 1000 dans du PBS-T-D,. Les
coupes sont rincées 3 fois dans du PBS, incubées 15 minutes a TA dans une solution de H,O;
a 0,1% finale, préparée dans du PBS, afin de bloquer les péroxydases endogeénes, puis rincées
3 fois dans du PBS avant d’étre incubées durant 1 heure et 30 minutes dans le complexe
avidine biotine péroxydase (VPK-6100; Valbiotech). Les protéines NeuN tissulaires sont
révélées par une incubation de 10 minutes dans une solution de DAB (D-4293 ; Sigma Fast).
Les coupes sont montées sur lames, déshydratées dans différents bains d’éthanol,
« délipidées » dans un bain de xyléne et enfin, placées entre lame et lamelle dans du DPX

(Fluka).
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I11-3.2.2. Détections par simple marquage colorimétrique de la CGRP et de la
GAD 65/67

Les coupes flottantes perfusées sont retirées de 1’anti-congelant, rincées abondamment
avec du PBS et placées durant une nuit a 4°C dans un bain de PBS-T 0,5%. Les coupes sont
incubées pendant 2 heures a TA dans du PBS-T-D; suivi d’une étape de saturation des
biotines endogenes a I’aide d’un kit spécifique (SP-2001 ; AbCys). Les coupes sont incubées
durant une nuit & TA avec I’Ac polyclonal de chevre anti-CGRP de rat (1720-9007 ;
Biogenesis) ou 1I’Ac monoclonal de souris anti-GAD 65/67 (GC-3108 ; Santa Cruz) dilués
respectivement au 1 : 500 et au 1 : 10 000 dans du PBS-T-D,. Les coupes sont rincées 2 fois
10 minutes dans du PBS-T puis une fois dans du PBS avant d’étre incubées, durant 1 nuit a
4°C, respectivement avec un Ac biotinylé d’ane anti-IgG de chevre (705-066-147 ; Jackson
Immunoresearch) et un Ac biotinylé d’ane anti-IgG de souris (715-065-151; Jackson
Immunoresearch) dilués au 1 : 1000 dans du PBS-T-D,. Les coupes sont rincées 3 fois dans
du PBS, incubées 15 minutes a TA dans une solution de H,O, a 0,1% finale préparée dans du
PBS, rincées 3 fois dans du PBS et incubées durant 1 heure et 30 minutes dans le complexe
avidine biotine péroxydase (VPK-6100 ; Valbiotech). Les protéines CGRP et GAD 65/67
tissulaires sont révélées apres une incubation de 10 minutes dans une solution de DAB (D-
4293 ; Sigma Fast). Les coupes sont montées sur lames, séchées a TA, déshydratées dans
différents bains d’éthanol, « délipidées » dans un bain de xyléne et enfin, montées entre lame

et lamelle dans du milieu de montage DPX (Fluka).

IT1-4. Détection dans le tissu cérébrale de 1’érythropoiétine recombinante

humaine par ELISA

La détection de la rHuEpo a été réalisée sur des homogénats de tissu frais ainsi que sur
des sérums de prélévements sanguins a 1’aide du kit d’ELISA « Human Erythropoietin
Quantikine IVD » (R&D system). Pour ce faire, les hippocampes et les néocortex, qui avaient
été pesés avant d’étre congelés dans une solution de nitrogeéne, ont été homogénéisés
respectivement dans 150 puL et 300 uL de NaCl a 0,9%. Apres centrifugation des homogénats
tissulaires (12 000 x g durant 20 minutes a 4°C) et des prélévements sanguins (760 x g durant
5 minutes a 4°C), la concentration tissulaire en rHuEpo a ét¢ mesurée dans 100 pL de
surnageant ou de plasma a I’aide du kit ELISA selon les recommandations du fabriquant. Les

quantités de rHuEpo tissulaires et sanguines ont ét¢ déterminées a 1’aide d’une gamme de
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dilution allant de 0 a 200 mIU/mL d’Epo avec un seuil de détection inférieur a ~ 1 mUI/mL
(donné par le constructeur). Les résultats obtenus pour les échantillons d’hippocampe et de
néocortex ont été exprimés en mUI par gramme de tissu (mUI/gt), et en mUI/mL pour les

¢chantillons de plasma sanguin.

IV. Analyses et traitements des données

IV-1. Variables analysées

IV-1.1. Analyse de la quantité des ARN messagers cibles détectés par RT calibrée et

PCR en « temps réel »

Pour chacun des échantillons, les valeurs des « points de sortie » de chaque ADNc
d’intérét et de ’ARN de synthése ont été convertis en nombre de copies a I’aide de 1’équation
de la droite étalon réalisée pour chacun des génes cibles (comme décrit dans le chapitre V-
2.2.1.). Pour chacun des geénes d’intérét, sa valeur en nombre de copies est normalisée par
celle de I’ARN de synthese lui correspondant. Cette normalisation permet de prendre en
compte 1) la reproductibilité de la réaction de RT, puisque la quantité d’ARN de synthese
introduite dans chaque échantillon avant la réaction de RT est constante, et ii) de s’affranchir
de I'utilisation d’un « géne de ménage » ou standard interne dont nous avons montré que son
expression pouvait étre sujette a des variations dans nos conditions expérimentales faussant
ainsi I’analyse de nos résultats. La valeur normalisée obtenue pour chacun des génes d’intérét
est exprimée en nombre de copies d’ADNc initialement présentes dans 1’échantillon avant

amplification par PCR.

IV-1.2. Analyse des coupes de cerveau traitées par simple marquage colorimétrique

Les comptages cellulaires au niveau du hile et de la stratum lacunosum moleculare
(SLMo) ainsi que la mesure de la densité neuronale de la couche pyramidale des régions CAl
et CA3 ont été réalisés systématiquement pour les hippocampes droit et gauche de chacun des
rats. Les deux valeurs acquises ont ensuite ¢t¢é moyennées pour obtenir un nombre cellulaire
ou une densité neuronale globale pour I’ensemble de la structure hippocampique dorsale

localisée dans le plan d’intérét (IA = +5,40 mm ; [206]).
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IV-1.2.1. Méthodologie du comptage cellulaire

Les coupes de cerveau traitées par simple marquage colorimétrique avec les
marqueurs NeuN ou CGRP ont été observées a I’aide d’un microscope (Diaplan, Leiz) associé
a une caméra couleur (DXC 930P tri CCD couleur, Sony Corp.). Le logiciel Visilog®6.0
(Noesis) permet de scanner une zone de la coupe délimitée par 1’observateur sous la forme
d’une image dite en « mosaique » grace au controle d’une platine motorisée (Méarzhauseur)
montée sur le microscope. L’intérét de cette opération est de pouvoir en créer une seule image
couvrant un large champ du tissu cérébral, a partir de 1’accolement automatisé de plusieurs

champs capturés avec un objectif de grossissement x20.

La diversit¢é morphologique des neurones qui peuplent les régions du hile et de la
SLMo n’a pas permis d’établir un profil « neuronal » standard permettant un comptage
automatique des cellules NeuN ou CGRP immunopositives par le logiciel d’analyse d’images
Visilog®6.3. De ce fait, le comptage cellulaire a été réalisé manuellement par deux
observateurs, de facon indépendante et en aveugle par rapport aux traitements

pharmacologiques, a partir d’images « mosaiques » de I’ensemble de I’hippocampe.

IV-1.2.3. Méthodologie de 1a mesure de la densité neuronale

Apres détection de la protéine NeuN, la couche pyramidale de CAl, directement
adjacente a la région CA2, ainsi que celle de CA3 ont été observées au grossissement x20 a
I’aide d’un microscope (Diaplan, Leiz) et les images ont été numérisées a 1’aide de 1’analyseur
d’images (Visilog 6.3, Noesis). L’accolement des cellules pyramidales rendant difficile leur
dénombrement, nous avons mesuré la surface du marquage dans la couche pyramidale, a
I’aide des logiciels de 1’analyseur d’images. Pour ce faire, nous avons traité 1’image au travers
de filtre qui ont permis d’éliminer le marquage associé aux portions proximales des dendrites
et de mesurer la surface de marquage systématiquement dans une fenétre de 282 440 pm®. La
fenétre de mesure étant constante, la surface de marquage mesurée dans cette espace fournit

donc un index de la densité des corps cellulaires des neurones de CA1 et CA3.

IV-1.3. Analyse des coupes traitées par doubles marquages fluorescents

Les coupes doublement marquées ont été observées a 1’aide d’un microscope confocal

(Leica TCS SP2 ; Leica microsystémes SA). Les fluorochromes couplés aux Ac secondaires
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présents sur les coupes sont excités a I’aide d’un laser a 1I’Argon a une longueur d’onde de
488 nm ou a I’aide d’un laser a I’Hélium-Néon a une longueur d’onde de 633 nm. Le logiciel
d’analyse du signal filtre la fluorescence émise par les différents fluorochromes : pour I’ Alexa
Fluor 488, le logiciel récupere la fluorescence entre 497 et 527 nm (vert) ; pour I’Alexa Fluor
633, le signal est recueilli pour des valeurs de longueur d’ondes comprises entre 550 et 663
nm (rouge). Apres avoir défini le niveau d’épaisseur de la coupe ou le marquage pour les 2
fluorochromes est le plus intense, une image est capturée sur une épaisseur de coupe de 1 um
pour les 2 marqueurs fluorescents en deux séquences consécutives. Une fois les images
acquises, elles ont 6té superposées a I’aide du logiciel Adobe Photoshop™. Une
colocalisation du marquage correspond a une superposition des marquages vert et rouge

visible sur I’image par un marquage jaune.

IV-2. Expression des résultats

Pour chaque étude, un nombre n de rats a été utilisé dans chacun des groupes
expérimentaux. La moyenne des mesures obtenues pour chaque groupe est calculée, ainsi que
« lerreur standard sur la moyenne » (SEM). Les résultats sont exprimés pour chaque étude

par la moyenne + SEM des valeurs obtenues.

Lors de la comparaison des variations des niveaux d’expression des ARN messagers
cibles a la suite du SE, les valeurs moyennes acquises pour chaque groupe a chacun des temps
étudiés ont été exprimées en pourcentage de la valeur moyenne obtenue chez les témoins =+

SEM.

Lors de la comparaison des différentes quantifications réalisées au niveau du hile et de
la SLMo (nombre de cellules immunopositives) et des couches pyramidales des régions CA1
et CA3 (densité neuronale) entre les différents groupes de rats, les valeurs moyennes obtenues
pour chaque groupe ont été exprimées en pourcentage de la valeur moyenne obtenue chez les

témoins + SEM.
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IV-3. Analyses statistiques

» Une analyse de variance a deux facteurs (ANOVA 1I), ou le facteur « 1 » est la
structure cérébrale étudiée et le facteur « 2 » le temps, a été réalisée afin de comparer les
variations de quantité 1) des ARN messagers codant respectivement pour I’Epo, I’Epo-R, la fc
et HIF-1a et ii) de I’ARN anti-sens aHIF qui ont été détectées au niveau du cortex, de

I’hippocampe et de I’hypothalamus au cours du développement.

» Une analyse de variance a un facteur (ANOVA 1) a été réalisée afin d’étudier les
variations des quantités ARN messagers codant pour les différents génes d’intéréts détectées
au cours du temps entre les rats ayant été traités avec de la scopolamine et du diazépam

(Contrdles/SD) et les rats témoins naifs (Contrdles).

» Une ANOVA I a été réalisée afin d’étudier les variations des quantités ARN
messagers codant pour les différents génes d’intéréts détectées au cours du temps entre les

rats ayant subi un SE induit par pilocarpine et les rats témoins naifs (Contrdles).

» Une analyse de variance a deux facteurs (ANOVA 1I), ou le facteur « 1 » est la
valeur de la variable physiologique au cours du temps et le facteur « 2 » est le groupe
expérimental, a ét¢ réalisée afin de comparer la modulation des variables physiologiques

mesurées chez les rats a la suite du Pilo-SE.

» Une ANOVA I a été réalisée lors de la comparaison de la dégénérescence
neuronale détectée dans différentes régions hippocampiques au cours du temps entre les rats

ayant subi un SE induit par pilocarpine et les rats témoins naifs (Controles).

» Une ANOVA I a été réalisée lors de la comparaison des différentes variables
comportementales mesurées durant la période de SE entre les groupes de rats traités

uniquement a la pilocarpine et les rats traités a la pilocarpine et a la rHuEpo.
» Une ANOVA 1II, ou le facteur «1» représente le nombre de cellules

immunopositives comptées ou la densité cellulaire mesurée et le facteur « 2 » représente le

traitement pharmacologique des rats, a été réalisée afin de déterminer si I’administration de
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rHuEpo protége les neurones vulnérables de 1’hippocampe a la suite d’un SE induit par

pilocarpine.

A chaque fois que ’ANOVA I ou II était significative, les groupes expérimentaux ont
été comparés entre eux a I’aide du test post-hoc de comparaison multiple Fisher LSD. Nous
avons considéré qu’une différence entre deux valeurs est significative lorsque le risque

statistique de premier ordre est inférieur ou égal a 5%.

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel SigmaStat® (SPSS

inc.).
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RESULTATS

I. L’érythropoiétine protege les neurones hippocampiques a la suite du

status epilepticus induit par la pilocarpine

I-1. Introduction

L’érythropoiétine (Epo) a été classiquement décrite comme jouant un role central au
cours de I’hématopoiese, en favorisant I’augmentation du nombre des érythrocytes circulants
dans le sang [129], grace a la protection des cellules souches érythroides contre 1’apoptose
[100]. La mise en évidence que I’Epo et son récepteur (Epo-R) sont exprimés au sein du
systtme nerveux central chez le rongeur et I’homme [47,138,174,238], au niveau des
neurones, des astrocytes, des oligodendrocytes, de la microglie, et des cellules endothéliales
[113] a encouragé la recherche d’un nouveau role biologique de I’Epo. Rapidement,
I’administration exogéne d’Epo a révélé des propriétés neuroprotectrices considérables, dans
de nombreux modeles in vitro et in vivo d’agressions neuronales, aussi bien au niveau central
que périphérique, survenant a la suite d’un traumatisme cranien, d’une ischémie cérébrale ou

d’un processus inflammatoire [22,35,171].

L’Epo recombinante humaine (rHuEpo) administrée par voie systémique traverse la
barriére hémato-encéphalique (BHE) [24,79,107,136], et protége les neurones dans différents
modeles in vivo de pathologie du systéme nerveux central et périphérique associées a des
dommages neuronaux [22,136]. Des ¢études pionnieres réalisées chez le rongeur dans un
modele d’épilepsie du lobe temporal (ELT) ont révélé que la rHuEpo pouvait bloquer le
développement du status epilepticus (SE), mais n’ont jamais analysé I’effet de la rHuEpo sur
la dégénérescence neuronale [24] [262], qui est I’une des principales caractéristiques du SE.
Pourtant, les différentes voies de signalisations cellulaires impliquées dans la mort
apoptotique des neurones a la suite d’un SE [120] sont connues comme étant les cibles
spécifiques de I’effet protecteur de I’Epo [22,171].

De nombreuses études cliniques ont mis en garde contre les effets délétéres qui
pourraient étre associés a une administration chronique de rHuEpo, tels que 1’augmentation de
la pression sanguine et les risques de thromboses, ainsi que la résistance des cellules

tumorales et leur dissémination [22,171], justifiant le développement de molécules dérivées
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d’Epo qui conserveraient une action neuroprotectrice mais seraient dépourvues des effets
indésirables mentionnés ci-dessus [153]. L’une de ces nouvelles molécules, I’Epo carbamylée
(CEpo), présente une trés faible affinité pour la forme homodimérique (Epo-R), du récepteur
a I’Epo par comparaison a la molécule native de I’Epo, mais possede une activité
neuroprotectrice aussi bien au niveau du néocortex [153] que de la moélle épiniére [23,153].
Pourtant, bien qu’il soit largement accepté que I’action neuroprotectrice de I’Epo passe par
I’homodimére (Epo-R), [172], de récentes études proposent que cette action soit assurée par
un hétérorécepteur atypique impliqué uniquement dans la protection tissulaire [22]. En effet,
il a été montré que les effets protecteurs de la CEpo et de la rHuEpo sont abolis chez des
souris transgéniques qui expriment normalement I’Epo-R, mais n’expriment pas le geéne de la
chaine f commune (Bc) des récepteurs au facteur stimulant la prolifération des colonies de
macrophages-granulocytes (GM-CSF), a I’interleukine-3 (IL-3) et a I’'IL-5 [23,98]. 1l a alors
été émis I’hypothése selon laquelle le récepteur a I’Epo atypique serait composé d’une seule
sous-unité d’Epo-R associée a un homodimere de la fc [22]. Malheureusement, la description
in situ de ’expression cérébrale de la fc chez des animaux de phénotype sauvage reste encore

inconnue.

Le nombre important de travaux portant sur I’effet protecteur de I’Epo exogeéne contre
la dégénérescence neuronale contraste avec le peu d’intérét porté a la production d’Epo par le
systéme nerveux central. En particulier, au niveau de I’hippocampe, la description précise des
modalités d’expression in situ (quantité tissulaire et types cellulaires) de I’Epo et ’Epo-R,
font défaut aussi bien a 1’état basal que dans des situations traumatiques. Actuellement, la
réactivit¢ du systetme Epo n’a été décrite qu’au niveau du néocortex dans un modéle
d’ischémie cérébrale [16], et & la suite de traumatismes infligés au niveau de la moélle
épiniére [110] ou au niveau du systéme nerveux périphérique [34,159]. En revanche, la
réactivit¢ du systeme Epo n’a jamais ¢été ¢étudiée a la suite d’'un SE induit par voie
pharmacologique, responsable des modifications observées au sein du tissu cérébral qui
aboutissent a I’émergence de crises récurrentes présentant de nombreuses ressemblances avec

les ELT [261].

Sur la base de I’ensemble de ces observations, nous avons émis les hypotheses selon

lesquelles :
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¢ L’expression de I’Epo cérébrale est induite en réponse a une période de SE induite par
I’administration de pilocarpine pour protéger les neurones vulnérables de 1’hippocampe.

% L’administration d’Epo recombinante humaine (rHuEpo), par voie systémique,
protége efficacement les neurones hippocampiques a la suite d’un SE, en soutenant I’action
protectrice de I’Epo endogéne cérébrale.

% Le signal cellulaire de neuroprotection de I’Epo est induit par sa fixation a un

récepteur spécifique : Epo-R/(Bc)s.

Notre étude est la premiére a mettre en évidence :

e Dans les conditions basales, que I’Epo-R est exprimé par la majorité des neurones de
I’hippocampe et rarement par les astrocytes alors que I’Epo est exprimé par les neurones et
par quelques astrocytes résidents.

e A la suite du SE, au niveau de I’hippocampe : 1) une induction transitoire de
I’expression de I’Epo par les astrocytes de 1’hippocampe, les régions hippocampiques ou la
population astrocytaire exprimant I’Epo est la plus dense présentant la meilleure robustesse
neuronale, et ii) une induction permanente de 1’expression de I’Epo-R.

e A la suite du SE, que I’administration de rHuEpo protége significativement les
neurones hippocampiques, dont les cellules moussues du hile qui ont été¢ décrites comme les
cellules les plus vulnérables a la suite d’un SE.

e Dans les conditions basales, que le niveau de I’expression de la Pc au sein de
I’hippocampe est trés faible par comparaison a la moélle épiniere, alors qu’il est tres

fortement augmenté a la suite du Pilo-SE mais uniquement au niveau de la microglie activée.
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[-2. Résultats

I-2.1. Expression basale et distribution de I’Epo-R et de I’Epo au niveau de

I’hippocampe.

Chez les rats controles, 983 + 133 copies d’ADNc codant pour I’Epo-R et 224 + 55 copies
d’ADNc codant pour I’Epo ont été quantifiées par PCR en temps réel réalisée a la suite de la

transcription inverse de 500 ng d’ARN totaux d’hippocampe.

Le marquage colorimétrique de I’Epo-R a montré qu’il est exprimé dans 1’ensemble
des couches neuronales de I"hippocampe (Figure R1A). Les doubles marquages fluorescents
de I’Epo-R avec différents marqueurs spécifiques des neurones (NeuN), des astrocytes
(GFAP) ou des cellules microgliales (OX-42) ont permis de mettre en évidence que
I’expression de ’Epo-R est exclusivement neuronale (Figure R1) mais, a I’inverse, tous les
neurones de I’hippocampe n’expriment pas I’Epo-R, en particulier dans la région du hile
(comme illustré par les fleches blanches dans la Figure R1B). Le marquage de I’Epo-R est
essentiellement localisé au niveau des corps cellulaires des neurones, sauf dans CA1 ou un
signal intense est visible au niveau de 1’arborisation dendritique (Figure R1). De plus, le
marquage fluorescent a révélé un marquage intense de type vésiculaire dans 1’ensemble de
I’hippocampe qui suggere une possible présence de ’Epo-R dans de nombreuses varicosités
neuronales. Enfin, I’Epo-R a été rarement observé dans les astrocytes (Figure R2A) et jamais

détecté au niveau des cellules microgliales résidantes (résultats non fournis).

Le marquage colorimétrique n’a permis de détecter la présence de I’Epo qu’au niveau de la
couche pyramidale de CA3 (résultats non fournis), du périkarya et des prolongements des
neurones du hile (Figure R3A) et de CA3c (résultats non fournis), et dans les cellules
granulaires du gyrus denté (résultats non fournis). Dans les autres régions hippocampiques, le
marquage obtenu était trop proche du seuil de détection pour étre considéré comme fiable. Les
doubles marquages fluorescents de I’Epo avec NeuN, GFAP ou OX-42 ont révélé que I’Epo
était principalement exprimée par les neurones (résultats non fournis) et par quelques
astrocytes présents au niveau du hile (Figure R3E). En revanche, I’Epo n’a jamais été détectée

dans la microglie résidante (résultats non fournis).
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I-2.2. Expression et distribution basale de la chaine § commune dans le cerveau de rat.

De récents travaux, réalisés chez la souris dans un modéle de traumatisme de la moélle
épiniére, ont suggéré que 1’effet neuroprotecteur de la rHuEpo nécessite la présence d’un
hétérorécepteur composé de I’Epo-R et de la Bc, la sous-unité impliquée dans la transduction
du signal cellulaire des récepteurs du GM-CSF, de I’IL-3 et de I’IL-5 [23]. Les résultats que
nous avons obtenus chez le rat dans les conditions basales, par la quantification de I’ARN
messager cible par PCR en temps réel réalisée a la suite de la transcription inverse de 500 ng
d’ARN totaux tissulaires, ont mis en évidence que le transcript codant pour la Bc est exprimé
a un faible niveau dans I’hippocampe (702 + 80 copies) et le néocortex (718 + 80 copies) en
comparaison de la moélle épini¢re (1 830 + 153 copies) (Figure R4A). Cette observation
explique que le rapport entre les ARN messagers codant pour ’Epo-R et la Bc, calculé dans
I’hippocampe, est respectivement 1,6 et 3 fois plus fort que les rapports déterminés dans le
néocortex et la moélle épiniere (Figure R4B). La détection immunohistochimique de la Bc, au
niveau de I’hippocampe, a montré que son expression était uniquement restreinte a certains
neurones du hile (Figure RS5). La comparaison de la localisation protéique de I’Epo-R et de la
Bc au niveau du gyrus denté et du néocortex indique que le nombre de cellules qui expriment
I’Epo-R, dans ces deux régions, est plus important que celui des cellules exprimant la Bc

(Figure RS).

I-2.3. Expression de I’Epo-R dans I’hippocampe a la suite du SE induit par la

pilocarpine.

A la suite du Pilo-SE, la quantit¢ d’ARN messagers codant pour I’Epo-R est fortement
augmentée dans I"hippocampe entre 1 jour et 7 jours post-SE, avec un pic d’induction observé
a 3 jours post-SE (Figure R2B). Cet effet est spécifique au SE induit par I’administration de
pilocarpine (Pilo-SE), étant donné qu’aucune variation d’expression du géne de I’Epo-R n’a
¢té mise en évidence, pour tous les points de la cinétique, entre les rats témoins naifs
(controle) et les rats témoins ayant regu uniquement des injections de scopolamine et de
diazépam (contréle/SD) (Figure R6). Les marquages immunohistochimiques réalisés a 4 jours
post-SE ont mis en évidence une réduction de I’intensité et du nombre de neurones marqués
au niveau du hile et de CA3c (Figures R2C et E). En revanche, de nouvelles cellules, de type
glial, ont été détectées dans 1’ensemble des régions de I’hippocampe, comme illustré au

niveau du hile (Figures R2C et E) et de CA3 (Figures R2D et F, fleches noires). Ces nouvelles
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cellules ont ét¢ identifiées comme étant des astrocytes grace a un double marquage

fluorescent GFAP/Epo-R (Figure R2A).

I-2.4. Expression de I’Epo dans ’hippocampe a la suite du Pilo-SE.

A la suite du Pilo-SE, I’expression de I’ARN messager codant pour I’Epo est transitoirement
augmenté dans I’hippocampe a 2 jours post-SE (+196% ; P < 0,001) (Figure R3F). Les
marquages colorimétriques réalisés a 1 jour, 3 jours et 4 jours post-SE ont révélé la disparition
du marquage neuronal au niveau du hile, comme illustré a 3 jours post-SE (Figures R3A et C).
En revanche, dans certaines couches de I’hippocampe dont les cellules n’exprimaient pas
d’Epo dans les conditions basales, comme la stratum lacunosum moleculare (SLMo) et la
stratum radiatum de CA1, I’Epo a été détectée dans de nouvelles petites « cellules rondes » a
3 jours post-SE (Figures R3B et D). Ces nouvelles cellules ont aussi été localisées dans la
couche des neurones pyramidaux des régions CAl et CA3 (résultats non fournis), dans la
couche moléculaire du gyrus dentelé (résultats non fournis), et dans le hile (Figures R3A et
C). Dans I’ensemble de ces régions, ces petites « cellules rondes » ont été caractérisées
comme étant des astrocytes GFAP-immunopositifs (Figure R3E, fléches blanches). Enfin,
I’Epo n’a jamais été détectée au niveau de la microglie activée OX-42-immunopositive

présente dans 1’hippocampe a la suite du SE (résultats non fournis).

De plus, nos résultats ont mis en évidence une activation génique du facteur de
transcription HIF-1, qui contrdle 1I’expression de I’Epo. En effet, une augmentation du niveau
d’expression de I’ARN messager codant pour HIF-1a., la sous-unité fonctionnelle de HIF-1, a
¢été observée dans I’hippocampe des 8 heures post-SE (+61% ; P < 0,001). Cette induction est
maintenue jusqu’a 2 jours post-SE (+97% ; P < 0,001) (Figure R3F) et s’accompagne d’une
réduction significative de I’expression (-40%) de I’ARN anti-sens naturel de HIF-1a (aHIF)
durant toute la période étudiée (Figure R3F). Aucune variation de 1I’expression de 1’Epo, HIF-
la et aHIF n’a été observée entre les rats controles et les rats contréles/SD pour tous les

points de la cinétique (Figure R6).
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I-2.5. La Pc est exclusivement exprimée par les cellules de la microglie activée a la suite

du Pilo-SE.

A la suite du Pilo-SE, le niveau d’expression de I’ARN messager codant pour la fc est tres
fortement et transitoirement augmenté dans 1’hippocampe, avec un pic d’induction a 1 jour
post-SE (+9 897%, P < 0,001) (Figure R7A). Aucune différence du niveau d’expression de la
Bc n’a été observée entre les rats contrdles et les rats contréles/SD (Figure R6). Les études
immunohistochimiques réalisées a 3 jours post-SE ont révélé une réduction du marquage
neuronal au niveau du hile (résultats non fournis) et une augmentation du marquage dans
I’ensemble de I’hippocampe, comme illustré dans la région CA1 (Figure R7B), a I’intérieur de
cellules présentant une morphologie de microglie activée. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus chez le rat a la suite de I’injection de lipopolysaccharides ou d’une ischémie

cérébrale [6].

1-2.6. Décours temporel de la perte neuronale dans I’hippocampe dorsal.

Une coloration au Fluoro-Jade B a été utilisée pour déterminer les neurones en
dégénérescence au cours du temps. En outre, une évaluation quantitative de la perte neuronale
au niveau de CA1 (a proximité¢ de CA2), de CA3, de la SLMo et du hile a IA +5,40 mm
(Paxinos, 1998 #258} au cours du temps, a été réalisée a 1’aide du marquage
immunohistochimique NeuN. Les animaux ayant subi un SE présentent des profils de perte
neuronale différents en fonction des régions de I’hippocampe (Figure RS). Dans le hile, un
marquage intense au Fluoro-Jade B a été observé dés 1 jour post-SE et maintenu jusqu’a 15
jours post-SE, comme illustré a 3 jours post-SE (Figure R8A). La perte neuronale, quantifiée
a partir des coupes NeuN-immunomarquées, est de ~ 45% a 1 jour post-SE et se stabilise a ~

65% a partir de 3 jours post-SE (Figure R8B). Dans les régions CA1 et CA3, un marquage au

Fluoro-Jade B est observé deés 1 jour post-SE et augmente jusqu’a 3 (Figure R8A) et 4 jours
post-SE. La perte neuronale a été mise en évidence dés 3 jours post-SE et quantifiée a ~ 50%
a 15 jours post-SE (Figure R8B). La SLMo ne présente aucun marquage au Fluoro-Jade B,
entre 1 jour et 4 jours post-SE (Figure R8A) mais on observe une dégénérescence neuronale

d’une valeur de ~ 40% a 15 jours post-SE (Figure R8B).
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I-2.7. Capture de la rHuEpo par le tissu cérébral dans les conditions basales et a la suite

du Pilo-SE.

Il a ét¢ montré que la rHuEpo pouvait traverser efficacement la BHE a la suite de son
administration systémique et venir s’accumuler au niveau du fluide cérébro-spinal chez le rat
et ’homme [24,79]. Toutefois, la concentration de la rHuEpo au niveau du parenchyme
cérébral restait encore a déterminer, et nous ne savions pas si elle s’y concentrait de fagon

homogéne. Chez les rats contrdles, a la suite d’une injection systémique de rHuEpo a la dose

de 5000 Ul/kg, nous avons mis en évidence, 4 heures post-injection, que la concentration
tissulaire de rHuEpo au niveau du néocortex était ~ 3 fois supérieure a celle mesurée au
niveau de I’hippocampe (Figure R9, groupe 1). En revanche, lorsque les rats regoivent une
premicre injection de rHuEpo 24 heures avant la seconde, la capture de la rHuEpo est
considérablement diminuée dans le néocortex uniquement : la rHuEpo n’étant pas détectée 1

heure aprés 1’injection, et le niveau mesuré a 4 heures post-injection est ~ 7 fois inférieur a

celui mesuré sans le pré-traitement (Figure R9, groupe 2). Chez les rats traités a la pilocarpine
qui n’ont pas recu de pré-injection de rHuEpo, la concentration tissulaire de rHuEpo
administrée 2,5 heures post-SE est 2 fois plus importante que celle observée chez les rats
contrdles dans 1’hippocampe (comparer les figures R9 et R10, groupe 1). En revanche, lorsque
les rats sont pré-traités avec de la rHuEpo, le profil de la capture tissulaire de la rHuEpo au
cours du temps (comparer les figures R9 et R10, groupe 2) est : 1) similaire aux rats controles
au niveau de I’hippocampe, mais ii) ne présente plus I’inhibition de la capture mise en
évidence chez les rats contrdles au niveau du néocortex. En effet, le pic détecté a 2 heures
post-injection de la rHuEpo présente un niveau comparable a celui observé chez les rats
contrdles 4 heures post-injection. La concentration plasmatique de la rHuEpo ne présente
aucune différence entre 1’ensemble des rats testés, de 1 a 7 heures post-injection, atteignant

538 £ 8 mUI/mL (4520 + 67 pg/mL) durant cette période.

I-2.8. L’administration de rHuEpo prévient le développement du SE et réduit le nombre

de crises de stade 4/5

L’administration de rHuEpo chez la souris et le rat prolonge la période de latence et réduit la
sévérité des crises induites par voie pharmacologique a 1’aide de 1’acide kainique et du
pentylénetétrazol [24,262]. Nos résultats démontrent que le pré-traitement par la rHuEpo a la

dose de 5 000 Ul/kg a deux reprises avant I’induction du SE (24 heures et 30 minutes avant
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I’administration de pilocarpine) réduit significativement
(-40%, P < 0,05) le nombre de rats entrant en SE. Chez les rats traités a la rHuEpo mais ayant
développé un SE, le temps d’apparition du SE est identique a celui mesuré chez les rats traités
uniquement a la pilocarpine (28,6 + 2,3 minutes ; P = 0,962). En revanche, les rats pré-traités
a la rHuEpo présentent une importante réduction du nombre de crises de stade 4/5
(pilocarpine uniquement : 6,00 = 0,84 crises ; rHuEpo + pilocarpine : 2,00 &+ 0,58 crises ; P =
0,015) durant les 2 heures de SE.

[-2.9. L’administration de rHuEpo protége les neurones hippocampiques de la

dégénérescence induite a la suite du Pilo-SE.

Des études préliminaires avaient montré dans un modele d’ischémie cérébrale que le
traitement a la rHuEpo a la dose de 5 000 Ul/kg, appliqué 24 heures avant I’induction de
I’ischémie, réduisait significativement le volume de I’atteinte cérébrale et que cette effet
bénéfique était maintenu lorsque la rHuEpo était administrée 3 heures apres 1’ischémie [24].
Le méme protocole d’administration de la rHuEpo a montré une protection tissulaire similaire
dans un modele de traumatisme cranien, mais accompagné d’une injection quotidienne de
rHuEpo durant les 4 jours suivant I’agression [24]. Il a été montré qu’un traitement chronique
a la rHuEpo était bien toléré chez le rat [24,168,274], a raison d’une administration durant 7
jours consécutifs sans qu’il ne soit observé d’augmentation du taux d’hématocrite [274]. De
ce fait, pour augmenter les chances d’observer un effet neuroprotecteur de la rHuEpo a la

suite du Pilo-SE, nous avons décidé de réaliser des injections répétées de rHuEpo avec deux

protocoles d’administration : dans le premier, la rHuEpo a ¢été administrée de maniére
préventive (24 heures et 30 minutes avec le début du SE) puis de maniere thérapeutique (1 et

3 jours apres I’arrét du SE) ; dans le second, la rHuEpo n’a été administrée que de facon

thérapeutique a 2,5 heures, 1 et 3 jours apres I’arrét du SE. Seuls les rats ayant développé un

SE ont été inclus dans notre étude.

Au niveau de I’hippocampe, un effet neuroprotecteur de la rHuEpo a été observé
quelque soit le protocole d’administration, mais le niveau de la protection est dépendant du
protocole d’injection et de la population neuronale, comme illustré dans la région CA1 et le
hile (Figures R11A-H). En effet, on observe un niveau de protection similaire des neurones
pyramidaux de la région CAl avec les deux protocoles d’administration (Figures R11A-D),

alors que la protection des neurones du hile n’est mise en évidence que lorsque la rHuEpo est

124



administrée de facon thérapeutique a la suite du SE (Figures R11E-H). L’analyse quantitative
des populations neuronales NeuN-immunopositives révele que la neuroprotection induite par
les deux protocoles d’administration de la rHuEpo est modeste mais significative au niveau de
CA1 alors qu’elle est totale dans CA3 et la SLMo (Figure R11I). En revanche, seul le
traitement thérapeutique a la rtHuEpo (post Pilo-SE) présente une protection significative des

neurones vulnérables du hile (Figure R11I).

Il est largement établi que les cellules moussues du hile, de type glutamatergique,
représentent la population de neurone la plus vulnérable de I’hippocampe [240,241,243,245].
Au niveau de I’hippocampe, seules ces cellules expriment le CGRP (pour « calcitonin-gene-
related-peptide ») [92]. L’étude des cellules GAD65/67-immunopositives au niveau du hile a
montré que les interneurones de cette région sont préservés a la suite du Pilo-SE (Figures
R12A-C). En revanche, le nombre de cellules moussues CGRP-immunopositives [92]
détectées au niveau du hile (Figures R12D-E) est fortement diminué chez les rats ayant subi
un Pilo-SE (29 + 3% des rats contrdles ; P < 0,001, Figure R12G). Toutefois, chez les rats
traités thérapeutiquement a la rHuEpo (post Pilo-SE), le nombre de cellules moussues du hile
ayant survécu (Figures R12D-G) est considérablement augmenté (71 + 4% des rats controles;

P <0,001).
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Superposition

Figure R1

Distribution I’Epo-R au niveau de I’hippocampe dans les conditions basales. A, Le marquage
colorimétrique démontre que I’Epo-R est exprimé dans 1’ensemble des couches neuronales de
I’hippocampe. B, L’Epo-R (vert) est exclusivement exprimé par les neurones (NeuN, rouge),
notamment au niveau des zones de vulnérabilités hippocampiques comme la région CAl et le
hile. En revanche, il est important de noter que I’ensemble des neurones du hile n’exprime pas
I’Epo-R (comme illustré par les fleches blanches). Barres de mesures: A, 1 mm; B, 50 pm.
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Figure R2

L’expression de I’Epo-R est induite par les astrocytes dans ’hippocampe a la suite du Pilo-
SE. A, Les astrocytes (GFAP, rouge), activés a 4 jours post-SE dans I’ensemble des couches
cellulaires de I’hippocampe, sont a I’origine de I’induction de I’expression de I’Epo-R (vert),
comme illustré par les fleches blanches. B, La quantification des ARNm codant pour ’Epo-R
par RT-PCR en temps réel montre que le niveau d’expression de I’Epo-R est
significativement augmenté dans 1’hippocampe durant les 7 jours suivant le Pilo-SE. =,
P<0,05 ; **, P<0,01; %% P<0,001 en comparaison des rats controles. C-F, Le marquage
colorimétrique, réalisé sur des coupes de cerveaux a 4 jours post-SE, met en évidence : 1) une
diminution de I’expression de I’Epo-R au niveau des neurones du hile (C, E), et 2)
I’apparition de “nouvelles” cellules, ayant une morphologie d’astrocyte et exprimant ’Epo-R,
détectées dans I’ensemble de I’hippocampe, comme illustré au niveau de la région CA2 par la
fleche noire (D, F). J, jour; CM, Couche moléculaire; SLMo, stratum lacunosum moleculare.
Bares de mesures: A, 20 um; C-F, 100 um.
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Figure R3

Les astrocytes expriment transitoirement I’Epo en réponse au SE. A-D, L’Epo est détectée
par immunohistochimie au niveau des neurones du hile a 1’état basal (A) et dans de
“nouvelles” cellules ayant une morphologie d’astrocyte a 3 jours post-SE (C, D). E, Ces
“nouvelles” cellules exprimant ’Epo (vert) ont été caractérisées par double marquage
fluorescent comme étant des astrocytes (GFAP, rouge). F, La quantification de I’ARNm
codant pour I’Epo par RT-PCR en temps réel montre une induction transitoire de sa quantité
au niveau de I’hippocampe 2 jours apres I’arrét du SE; cette induction de 1’Epo est précédée
par une augmentation de 1’expression de ’ARNm codant pour HIF1-o accompagnée par
une inhibition permanente de I’expression de aHIF, son ARN anti-sens naturel. *, P<0,05 ;

*%, P<0,01 ; **x%, P<0,001 en comparaison des rats controles. Abréviations: cf Fig R2; SR,
stratum radiatum. Barres de mesures: A-D, 100 um; E, 20 um.
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Figure R4

L’expression de I’Epo-R par rapport a la Bc est structure dépendante au sein du systéme
nerveux central chez le rat. Chez des rats contrdles, il a été démontré par RT-PCR en temps
réel que I’ARNm codant pour I’Epo-R est abondamment exprimé au niveau de la formation
hippocampique et dans la moélle épinicre alors que la concentration de I’ARNm codant pour
la Bc est plus importante dans la moélle épiniére par rapport a I’hippocampe et au néocortex.
*%x  P<0,001 en comparaison des niveaux d’expression mesurés dans les autres structures.
Abréviations : Hi, hippocampe ; NCx, néocortex ; ME, moélle épinicre.
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Figure RS

Localisation des protéines Epo-R et Bc au niveau de I’hippocampe et du néocortex. Au niveau
de I’hippocampe, I’expression de la Pc est restreinte au hile, et le nombre de cellules
marquées « fc » est plus faible que le nombre de cellules marquées « Epo-R ». Abréviations :

Hi, hippocampe ; NCx, néocortex. Barres de mesures : Hile, 100 pm ; NCx, 33 pm.
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Figure R6

Le traitement a la scopolamine et au diazépam n’influence pas I’expression des geénes codant pour les
différentes protéines d’intéréts du systéme Epoergique. Chez les rats controles S/D, nous montrons par
RT-PCR en temps réel que la quantité de transcript de ’Epo, ’Epo-R, HIF-1a et aHIF, mesurée dans
I’hippocampe, ne varie pas significativement durant la durée de I’étude.
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Figure R7

L’expression de la Bc est dramatiquement augmentée par la microglie a la suite de Pilo-SE. A,
Il a été mis en évidence par RT-PCR en temps réel que I’expression de I’ARNm codant pour
la Bc est significativement induite durant les 7 jours suivant le Pilo-SE, avec un important
pique d’induction a 1 jours post-SE. *, P<0,05; *** P<0,001 en comparaison des rats
contrdles. B, Le marquage colorimétrique, réalisé a 3 jours post-SE, a mis en évidence une
augmentation de I’expression de la Bc dans 1’ensemble des couches de I’hippocampe, comme
illustré dans la région CAl, par des cellules présentant une morphologie caractéristique des
cellules microgliales activées. Barre de mesure : B, 100 pm.
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Figure R8

Les profils de dégénérescence neuronales varient en fonction des régions de 1’hippocampe
durant I’épileptogenese. A, 3 jours apres I’arrét du SE, des neurones en dégénérescences sont
marqués au Fluoro-Jade B dans la région CALl et le hile mais pas au niveau de la SLMo. B,
Quantification de la perte neuronale au niveau de I’hippocampe dorsal (IA +5,40 mm;
Paxinos et Watson, 1998) durant 1’épileptogenése. ¥, P<0,05 ; tF, P<0,01 ; ¥§t, P<0,001 en
comparaison du temps de mesure précédent. Abréviations: cf Fig R3. Barre de mesure: A, 100
pm.

133



A rHuEpo
(5,000 1U/kg)

-24h O0h 1h 4h
B
40 yy:
Hi
20
[«}]
=
.2 o T 1
o NCx
'g, 80 -
g 60 |
°
o
W 40
=]
T
20
0 : .

1 4

Temps apreés la derniére injection
de rHuEpo (h)

Figure R9

Accumulation de la rHuEpo dans le parenchyme cérébral de rat a la suite de son
administration systémique dans les conditions basales. A, Procédure expérimentale : les
concentrations tissulaires de la rHuEpo au niveau de I’hippocampe et du néocortex ont été
déterminées chez des rats sacrifiés 1 et 4 heures a la suite de sa derniére injection systémique
(5 000 Ul/kg ; i.p) (n=8). La rHuEpo a été appliquée une fois pour le groupe 1 (n=4) et 2 fois,
a 24 heures d’intervalle, pour le groupe 2 (n=4). B, Chacune des barres représente la
concentration de rHuEpo moyenne, calculée a partir de 2 rats. Il est important de noter dans le
groupe 2 que le rHuEpo n’a pu étre détecté¢ au niveau du néocortex de chacun des rats a 1
heure apres la derniére injection.
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Figure R10

Accumulation de la rHuEpo dans le parenchyme cérébral de rat ayant subit un SE. A,
Procédure expérimentale : t, représente le temps a partir duquel les rats sont rentrés en SE
apres ’administration de pilocarpine. La rHuEpo a été injectée seulement apres (30 minutes,
1 et 3 jours) la fin du SE dans le groupe 1 (n=4), et a été injectée avant (-24 heures et -30
minutes) ’administration de pilocarpine et apres (1 et 3 jours) la fin du SE dans le groupe 2
(n=8). B, Chacune des barres représente la concentration de rHuEpo moyenne, déterminée sur
2 rats. Au niveau de I’axe des abscisses, le temps (heure) a été exprimé soit en fonction du
début du SE (a), soit a partir de la derniére injection de rHuEpo (b pour le groupe 1 ; ¢ pour le
groupe 2).
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Figure R11

L’administration systémique de rHuEpo (5 000 Ul/kg) a la suite du SE proteége 1’hippocampe
contre la dégénérescence neuronale. A-F, Le marquage NeuN, a 15 jours post-SE, a mis en
évidence que les 2 traitements de rHuEpo utilisés protégent les neurones de la région CAl
mais seul le traitement appliqué uniquement a la suite du SE présente une action protectrice
sur les neurones du hile. G, Les 2 protocoles d’administration de rHuEpo sauvent
complétement les neurones de la SLMo et les neurones pyramidaux de la région CA3, et
partiellement les neurones pyramidaux de CAl de la dégénérescence induite par le SE, mais
seul le traitement appliqué post-SE proteége les neurones du hile. ¥, P<0,05 ; ¥+, P<0,01 ; §7,
P<0,001, en comparaison des rats traités uniquement a la pilocarpine. Abréviations: cf Fig
R2. Barres de mesures: A-C, 50 um; D-F, 100 pm.
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Figure R12

L’administration systémique de rHuEpo (5 000 Ul/kg) protége spécifiquement les cellules
moussues du hile contre un Pilo-SE. A-C, La population des interneurones GABAergiques,
GADG65/67-immunohistopositifs, du hile ne varie pas a la suite du SE (15 jours post-SE). D-F,
Les cellules moussues glutamatergiques du hile (illustrées par les fleches noires), CGRP-
immunopositives, sont extrémements vulnérables et meurent massivement a la suite du Pilo-
SE, mais une majorité est sauvée par le traitement a la rHuEpo. G, Quantification de I’effet
protecteur du traitement a la rHuEpo sur les cellules moussues du hile a la suite du Pilo-SE.
T+, P<0,001 en comparaison des rats traités uniquement a la pilocarpine. Abréviations: cf
Fig R2. Barre de mesure: A-F, 100 pm.
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I-3. Discussion

Cette étude présente pour la premiére fois la distribution de I’Epo, I’Epo-R et la chaine B
commune (Bc) dans ’hippocampe de rat dans les conditions basales. Elle révele que I’Epo-R
est exprimé par la majorité des neurones de I”hippocampe alors que I’expression de I’Epo et la
Bc est beaucoup plus discréte et restreinte a certaines populations neuronales. De plus,
quelques astrocytes, dispersés dans 1’ensemble de 1’hippocampe, expriment 1’Epo et I’Epo-R.
En revanche, I’Epo et I’Epo-R sont exprimés par de nombreux astrocytes a la suite du Pilo-
SE, et les régions hippocampiques ou I’induction astrocytaire d’Epo est la plus importante
présentent une meilleure robustesse neuronale. En revanche, I’augmentation importante de
I’expression de la Bc a la suite du SE est restreinte uniquement a la microglie. De plus, nous
avons démontré que I’administration thérapeutique de rHuEpo, a la suite du Pilo-SE,
augmente significativement la survie des neurones de I’ensemble des régions de
I’hippocampe. De ce fait, notre étude indique que la rHuEpo pourrait venir agir en synergie
avec I’induction endogéne d’Epo par les astrocytes afin d’assurer une protection neuronale
plus efficace et augmenter ainsi la survie des neurones dans I’ensemble des régions de

I’hippocampe a la suite d’un SE.

I-3.1. Caractérisation de I’expression hippocampique de I’Epo et son récepteur dans les

conditions basales

De nombreuses études in vitro ont mis en évidence le fait que I’Epo-R est exprimé par
les cultures de neurones hippocampiques [48,81,142,153]. Bien qu’il ait ét¢ montré une
abondante présence de sites de fixation de I’Epo dans I"’hippocampe de rongeur adulte a 1’état
basal [71], confirmée par la mise en évidence d’une expression hippocampique d’Epo-R [81],
seulement une seule étude in situ a illustré succinctement 1’existence de cellules exprimant
I’Epo-R au niveau de I’hippocampe de rat adulte [196]. Etonnement, dans une autre étude, la
présence de I’Epo au niveau de I’hippocampe a été mise en évidence a la suite d’une
exposition hypoxique, mais pas dans les conditions basales [156]. Quoiqu’il en soit, pour
totalement discerner les cellules qui sont influencées par le systtme Epo endogene et donc
ciblées par I’Epo exogeéne, nous devions accroitre nos connaissances sur la distribution de
I’Epo-R dans I’hippocampe de rat adulte. Un des résultats majeurs de notre étude est que

I’Epo-R est exprimé par la totalit¢ des neurones composant les différentes couches de
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I’hippocampe, excepté dans le hile, et que cette expression est quasiment exclusive aux
neurones. Le marquage immunohistochimique de I’Epo-R montre qu’il est concentré
principalement dans les corps cellulaires et les varicosités des neurones, sauf dans CA1 ou il
est aussi observé dans les dendrites basales des neurones pyramidaux qui projettent dans la
stratum radiatum. Cette concentration massive d’Epo-R dans les conditions basales suggere
que la libération d’Epo jouerait un role important dans I’homéostasie des neurones
hippocampiques. L’Epo a été détectée dans I’hippocampe de rat adulte par western blot dans
les conditions basales [81]. Notre étude in situ confirme les précédents travaux [271] montrant
que I’Epo été principalement localisée au niveau des neurones pyramidaux, des neurones du
hile et des cellules granulaires. De plus, nous montrons ici que quelques astrocytes dispersés
dans I’hippocampe participent a I’expression basale de I’Epo. La faible présence d’Epo a
I’état basal a pourtant ét¢ décrite comme étant suffisante pour assurer la protection des
neurones vulnérables face a des agressions cérébrales de faible intensité, comme une courte

ischémie cérébrale chez le gerbille [227].

I-3.2. Induction de I’expression de HIF-1a a la suite d’un Pilo-SE

Quand I’agression est de forte intensit¢ ou de longue durée, le fait que ’Epo-R soit
exprimé par I’ensemble des neurones de I’hippocampe pourrait permettre d’augmenter la
probabilité de fixer efficacement I’Epo produite localement par le tissu en souffrance. Nos
résultats montrent que la quantit¢ d’ARN messagers codant pour I’Epo est rapidement
augmentée au niveau de I’hippocampe a la suite du Pilo-SE, et suivie 24 heures plus tard, par
la détection de sa protéine dans de nombreux astrocytes localisés notamment au niveau de la
SLMo. Dans la majorité des tissus de I’organisme, I’induction de I’expression du géne de
I’Epo est régulée par le facteur de transcription 1 inductible par I’hypoxie (HIF-1), lui méme
sous le controle d’un grand nombre de stresseurs dont I’hypoxie [173]. L’activité de HIF-1 est
dépendante de sa sous-unit¢ HIF-la, dont la protéine est soit dégradée en normoxie, soit
accumulée dans le tissu en réponse a une hypoxie [173]. Nous avons montré que I’induction
de I’expression de I’Epo au niveau de I’hippocampe a la suite du Pilo-SE est précédée par
I’augmentation du niveau de transcript codant pour HIF-1la, ainsi que par I’inhibition de
I’expression de aHIF, son ARN anti-sens naturel. La séquence de aHIF est complémentaire de
la région 3° UTR de I’ARN messager codant pour HIF-1a et favorise sa dégradation lorsqu’il

se fixe a lui [223]. A la suite du Pilo-SE, en plus de stabilisation de la protéine HIF-1a,
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indispensable a I’induction de I’Epo, la mise en évidence d’une régulation coordonnée entre
I’ARN messager codant pour HIF-la et son ARN anti-sens naturel aHIF, suggére que
I’hippocampe aurait été exposé a d’importants dommages hypoxiques. La diminution de
I’oxygénation tissulaire qui a été rapportée entre 1 et 3 jours apres le SE et qui serait causée
par une expansion des capillaires sanguins au niveau de la fissure hippocampique [242]
pourrait expliquer 1’induction de I’Epo par les astrocytes dans la SLMo. En effet, il a été
démontré que I’expression de I’Epo par les astrocytes était induite a la suite d’une hypoxie

[178,238] ou par des agents mimétiques de I’hypoxie [17].

I-3.3. Expression astrocytaire de ’Epo et son récepteur en réponse au Pilo-SE.

Cette étude est la premicre a mettre en évidence, chez le rat adulte, que 1’expression
génique de I’Epo et de I’Epo-R est dramatiquement augmentée, au niveau des neurones et des
astrocytes, dans un modele de dommages neuronaux séveres se produisant dans les régions les
plus vulnérables de I’hippocampe, tels que CA1 et le hile. Les profils d’induction de I’Epo et
de I’Epo-R observés sont en accord avec ceux qui ont été rapportés chez la souris au niveau
du cortex a la suite d’une ischémie cérébrale [16], et chez le rat a la suite d’un traumatisme
infligé au niveau de la moélle épiniere [107,110], ou des nerfs périphériques [159]. En
revanche, nos résultats n’ont jamais permis de détecter une expression de I’Epo et de I’Epo-R
ni dans la microglie activée ni dans les cellules endothéliales a la suite du Pilo-SE, comme
cela avait été précédemment décrit dans d’autres modeles d’agression cérébrale [16,238].
L’observation que I’Epo et ’Epo-R sont simultanément exprimés par les astrocytes au niveau
de la SLMo a la suite du Pilo-SE suggere que I’Epo libérée pourrait agir de fagon autocrine ou
paracrine sur les astrocytes la produisant et entrainer la libération de différents facteurs
astrocytaires, comme le facteur de croissance des neurones (NGF), impliqués dans la survie
neuronale. En effet, il a ét¢ mis en évidence in vitro que I’Epo pouvait contrdler la
différenciation des astrocytes de rat en culture et favoriser la synthése et la libération par
ceux-ci du facteur de croissance neurale (NGF) [205], dont il a été montré qu’il pouvait
protéger des cellules neuronale PC12 en culture contre une ischémie mimée par privation en

oxygene et en glucose (POG) [256].
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1-3.4. Hétérogénéité de la robustesse neuronale entre les différentes régions de

I’hippocampe a la suite du Pilo-SE.

Dans cette étude, les processus neurodégénératifs ainsi que la perte neuronale ont été
méticuleusements examinés durant les temps précoces de 1’épileptogenese (1 a 4 jours post-
SE) dans différentes régions de I’hippocampe, a 1’aide de la coloration au Fluoro-Jade B et du
marquage immunohistochimique NeuN. Nous avons noté¢ que la neurodégénérescence
apparaissait trés rapidement au niveau du hile, corroborant de précédents résultats qualifiant
les neurones du hile comme étant les cellules les plus vulnérables de I’hippocampe
[240,241,243,245]. En revanche, les neurones présents dans la SLMo paraissent plus robustes
que ceux localisés dans le hile et la corne d’Ammon, aucun marquage au Fluoro-Jade B
n’étant visible dans cette région entre 1 et 4 jours post-SE. Ces résultats suggérent que : 1)
I’expression basale de I’Epo par les neurones du hile ne permet pas d’assurer I’intégrité de
cette population neuronale des les premiers instants (24 heures) suivant le Pilo-SE, et ii) la
grande robustesse des neurones de la SLMo ne peut étre attribuée a la présence locale d’Epo
dans les conditions basales, ’Epo n’ayant pas été détectée dans la SLMo chez les rats
contrdles. En revanche, la possibilit¢ que I’induction de I’Epo par les astrocytes soit a
I’origine de la survie prolongée des neurones de la SLMo a la suite du Pilo-SE ne peut étre
exclue. Il a été émis I’hypotheése que I’Epo produite par les astrocytes a la suite d’une
ischémie cérébrale serait un agent neuroprotecteur astrocytaire qui viendrait agir de fagon
paracrine sur les neurones environnants pour assurer leur survie [225]. En effet, il a été
rapporté in vitro une induction de I’expression de I’ARN messager codant pour I’Epo chez
des astrocytes en culture placés en condition ischémique par POG et dont le milieu de culture
présente la capacité de protéger des neurones en culture contre une POG [225]. Le fait que
I’addition d’un Ac anti-Epo dans le milieu de culture abolisse la survie neuronale démontre
que, en réponse a une hypoxie, les astrocytes produisent et libérent de I’Epo qui joue le role

de facteur de survie neuronale (Ruscher, 2002 #275}.

Une des observations majeures de ce travail reste que 1’induction d’Epo n’est que
transitoire a la suite du Pilo-SE, un résultat qui peut étre expliqué par 1’activation de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires dans I"hippocampe [221,270], connues pour inhiber
I’expression de I’Epo [90,107,199]. De plus, cette induction transitoire d’Epo n’apparait pas
suffisante pour permettre une protection efficace des neurones de la SLMo au cours du temps,

une dégénérescence neuronale étant visible dans cette région 15 jours aprés I’arrét du SE.
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I-3.5. Capacité de la rHuEpo a traverser la BHE dans les conditions basales et a la suite

du Pilo-SE.

La neuroprotection induite par 1’administration systémique de rHuEpo nécessite
qu’elle traverse efficacement la BHE. L’Epo-R présent a la surface apicale des cellules
endothéliales a été suggéré comme assurant de la transcytose de la rHuEpo du milieu circulant
vers le tissu cérébral sain [24] ou le tissu épileptique humain [82]. L’administration par voie
intra-veineuse chez ’homme d’une molécule de rHuEpo radio-marquée a permis de mettre en
évidence qu’elle a la capacité de s’accumuler au niveau du tissu cérébral aprés avoir traversée
la BHE intacte [79]. Dans notre étude, nous avons €tabli que la concentration tissulaire de la
rHuEpo, 4 heures aprés son administration systémique (5 000 Ul/kg) chez le rat sain, est de ~
85 mUI/mg au niveau du néocortex. Nous avons estimé, approximant que 1 mg de tissu = 1
mL, que la concentration tissulaire de rHuEpo que nous avons mesurée est en accord avec les
résultats précédemment obtenus au niveau du fluide cérébro-spinal avec le méme protocole
d’administration (~ 100 mUI/kg mesurée 3,5 heures apres ’injection) [79]. De plus, nous
avons montré que la capture cérébrale de la rtHuEpo n’est pas homogéne dans I’ensemble des
régions du cerveau sain. En effet, la capture de la rHuEpo au niveau du néocortex est ~ 3 fois
plus importante que celle mesurée au niveau de 1’hippocampe. En revanche, lorsque les rats
sont pré-traités avec une injection préalable de rHuEpo, 24 heures avant la seconde injection
de rHuEpo, la capacité du cerveau a capter la rHuEpo est abolie, au niveau du néocortex mais
pas au niveau de I’hippocampe. Bien que les raisons qui entrainent la perte de la capacité du
néocortex a capter la rHuEpo chez les rats pré-traités a la rHuEpo restent obscures, les
résultats obtenus chez les rats traités a la pilocarpine nous amenent a rejeter 1’hypothese selon
laquelle le pré-traitement a la rHuEpo entrainerait une disparition par endocytose des Epo-R
présents a la surface des cellules endothéliales au niveau du néocortex. En effet, chez les rats
pré-traités a la rHuEpo, nous avons mis en évidence la présence importante de rHuEpo, 1,2
heures apres le début du Pilo-SE, au niveau du néocortex sachant qu’elle avait été injectée
juste avant 1’administration de pilocarpine. Ce résultat ne peut étre expliqué par une
facilitation de la pénétration de la rHuEpo circulante dans le tissu cérébral 1ié¢ a la rupture de
la BHE qui survient a la suite du SE [79], puisque il a ét¢ mis en évidence que le pré-
traitement a la rHuEpo protége efficacement la BHE contre la rupture aussi bien in vitro [175]
et in vivo [262]. De plus, chez les rats pré-traités a la rHuEpo, le passage de la rHuEpo du

milieu circulant dans le cerveau nécessite la présence de récepteur a ’Epo actifs a la surface
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des cellules endothéliales qui constituent la BHE. En revanche, quand la rHuEpo est
administrée a la suite du Pilo-SE uniquement, 1’augmentation de ~ 2 fois de la concentration

en rHuEpo au niveau de I’hippocampe 1 heure post-injection peut s’expliquer par la rupture

de la BHE [262].

I-3.6. Protection des neurones hippocampiques par le traitement a la rHuEpo contre la

dégénérescence neuronale induite par le Pilo-SE.

En considérant la large distribution de I’Epo-R a la surface des neurones de
I’hippocampe, il était fondamental de déterminer si 1’administration thérapeutique d’Epo
exogeéne pouvait significativement réduire, dans cette structure, la dégénérescence neuronale a
la suite du Pilo-SE. Nous avons dans une premiére approche, administré la rHuEpo avant
I’induction du SE, en référence aux précédentes études qui ont rapporté que 1’administration
de rHuEpo 24 heures avant I’induction d’une ischémie ou d’un traumatisme cranien
protégeait significativement les zones cérébrales agressées [16] [24]. De plus, nous avons
réalisé 3 autres injections de rHuEpo : 30 minutes avant le début du SE, puis 1 et 3 jours apres
I’administration de pilocarpine pour augmenter la chance de protéger les neurones, comme
nous 1’avons préalablement justifi¢ (voir les résultats). Nos résultats montrent que
I’administration de rHuEpo 24 heures et 30 minutes avant 1’administration de pilocarpine
réduit de 40% le nombre de rats développant un SE ainsi que la sévérité des crises
comportementales, corroborant les précédentes études utilisant de 1’acide kainique ou du
pentylentetrazol pour induire un SE chez le rongeur adulte [24] [262]. Chez les rats qui ont
développé un SE, nous avons montré a 15 jours post-SE que le niveau de la protection des
neurones li¢ au traitement a la rHuEpo varie en fonction de la population neuronale étudiée
avec une protection : i) compléte des neurones de la région CA3 et de la SLMo, ii) partielle

des neurones pyramidaux de CA1 et iii) absente au niveau des neurones du hile.

Dans une seconde approche, que nous voulions plus proche d’un traitement
potentiellement applicable lors de la prise en charge d’un patient, nous avons administré la
rHuEpo uniquement apres 1’arrét du SE (30 minutes, 1 et 3 jours post-SE) et avons montré
que l’effet protecteur, initialement observé dans la premiére approche, était étendu aux
neurones du hile. Au niveau du hile, nous avons montré que les interneurones GABAergiques,
caractérisés par la détection in situ de la GAD65/67, survivent au Pilo-SE, ce qui est en

accord avec de précédents travaux [38]. La neuroprotection observée au niveau du hile ne
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s’applique qu’aux cellules moussues, considérées comme les neurones les plus vulnérables de
I’hippocampe [240,241,243,245]. En effet, nous avons observé une protection significative
des cellules CGRP-immunopositives, caractérisant spécifiquement les cellules moussues du
hile [92]. En revanche, il nous est impossible d’expliquer pourquoi les neurones pyramidaux
de CAIl, qui présentent la plus forte expression de I’Epo-R a leur surface, sont modestement
protégés par la rHuEpo dans les deux traitements testés dans notre étude. Au niveau du hile,
bien que le traitement a la rHuEpo sauve un grand pourcentage de cellules moussues, de
nombreux neurones dégénerent tout de méme (~ 30% des neurones du hile). Nous émettons
I’hypothese selon laquelle les neurones du hile qui n’ont pas été protégés par la rHuEpo sont
ceux qui n’expriment pas I’Epo-R dans les conditions basales. Dans ce cas, leur extréme
vulnérabilité résulterait dans leur incapacité a répondre aux signaux de survie induits par

I’Epo endogene et par la rHuEpo exogene.

I-3.7. Implication de la fc dans le signal de survie induit par la rHuEpo au niveau des

neurones de I’hippocampe a la suite du Pilo-SE.

De nombreuses études ont mis en évidence que 1’action hématopoiétique de I’Epo était
assurée par sa fixation a son récepteur Epo-R sous la forme homodimérique (Epo-R), [278].
Des récentes études in vitro ont suggéré que l’activation de I’Epo-R sous cette forme
homodimérique, ainsi que la transphosphorylation des Janus Kinase 2, serait indispensable
pour activer les différentes voies de signalisation cellulaire impliquées dans la protection
neuronale de la rHuEpo [22,73]; [172]. Nous avons montré que 1’expression hippocampique
de ’Epo-R était immédiatement induite, chez le rat, a la suite d’'un SE, confirmant les
précédents résultats obtenus chez ’homme et le rongeur a la suite d’une ischémie cérébrale
[16,238]et d’'une compression de la moélle épiniere [110], suggérant que le tissu cérébral
répond a une agression par 1’augmentation de sa capacité a fixer I’Epo. De plus, il a été
montré in vitro que 1’effet protecteur de la rHuEpo sur des cultures primaires de neurones
corticaux de rat placés en hypoxie était aboli par I’addition d’un Ac anti-Epo-R dans le milieu
de culture [225]. L’ensemble de ces résultats suggere que 1’Epo-R est indispensable a I’Epo

pour assurer la transmission de signal de survie cellulaire.

Les agents permettant la survie cellulaire face a une agression tissulaire et qui sont
sans danger pour la santé des patients sont extrémement intéressants dans le cadre d’une

application clinique, notamment dans le cadre des traitements des maladies
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neurodégénératives ou cardiovasculaires. Les observations réalisées a la suite de traitement a
I’Epo chez des patients souffrant d’anémie ou de maladies rénales chroniques et plus
récemment chez des individus ayant subi une ischémie cérébrale, ont montré que le traitement
est bien toléré par les patients [98] [130,171], suggérant que I’Epo pourrait étre utilisée en
clinique comme un agent thérapeutique robuste et efficace dans de nombreuses maladies.
Pourtant, il a été suggéré que ’action « tissu protectrice » de ’Epo serait entravée par des
effets toxiques. En effet, ’administration d’Epo entrainerait, du fait de son activité
hématopoiétique [129], des perturbations déléteres chez les patients traités. Certaines études
ont suggéré qu’un taux plasmatique ¢élevé d’Epo serait associé avec une augmentation de la
sévérité des troubles cardiaques [263]. De plus, I’administration d’Epo a court ou long terme
serait hypertensive, entrainant sa contre indication chez les patients souffrant d’hypertension
[172], et associée a I’apparition i) de troubles cardiaques, ii) de thromboses, iii) de
vomissements ou iv) d’infections des voies respiratoires. Enfin, il a été suggéré que le
traitement a I’Epo augmenterait les risques, chez les patients cancéreux, de prolifération des
cellules tumorales [116] et, chez les patients sains, d’aplasie liée a une auto-immunisation des
individus contre I’Epo [37]. L’ensemble de ces risques a entrainé le développement de

nouvelles molécules d’Epo qui sont neuroprotectrices mais non hématopoiétiques.

Une premiere approche pour développer une molécule d’Epo neuroprotective mais
non érythropoiétique s’est appuyée sur 1’observation que les signaux cellulaires de protection
ne nécessitent qu'un contact unique et rapide des neurones avec de I’Epo [196], suggérant que
I’utilisation de molécules possédant une demie-vie courte, comme 1’asialo-érythropoiétine
[22], pourrait permettre de protéger de facon efficace les neurones mais sans stimuler
I’érythropoicse, qui nécessite un contact prolongé des cellules souches érythroides avec I’Epo
[84]. En effet, I’Epo posséde un acide sialique, en position terminale de sa chaine
oligosaccharidique, dont la fonction est de la prévenir contre une clairance rapide du plasma
sanguin [129] et qui, lorsqu’il est enlevé, entraine une réduction importante de la demie-vie de
la molécule [129]. Il a été mis en évidence que I’asialo-érythropoiétine présentait une action
neuroprotectrice dans de nombreux modeles d’agression du systéme nerveux, comme
I’ischémie cérébrale, sans modifier le taux d’hématocrite des animaux traités [84]. De plus,
elle fixe les neurones de CA1 [84], qui expriment I’Epo-R, et protége les cultures de neurones

hippocampiques contre des dommages excitotoxiques [153].
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Une deuxieme approche, s’appuyant sur 1’idée que la structure d’une molécule définie
sa fonction, a abouti au développement de I’Epo carbamylée (CEpo), un dérivé de la molécule
d’Epo qui ne posséde pas d’activité hématopoiétique mais présente un effet neuroprotecteur
identique a celui de I’Epo [153]. En revanche, 1’étude des effets protecteurs de cette molécule
a montré qu’ils ne passeraient pas par la forme homodimérique de I’Epo-R [153], suggérant
qu’il existerait un récepteur a I’Epo spécifiquement impliqué dans la neuroprotection. L’Epo
appartient a la superfamille des cytokines de type 1 dont les membres présentent de multiples
fonctions définies par les différents assemblages en sous-unités réalisées par leurs récepteurs
spécifiques [22]. L’étude des récepteurs de cette famille a suggéré que la chaine Be, qui leur
est classiquement associée, pourrait étre impliquée dans les effets neuroprotecteurs de 1’Epo.
En effet, il a été montré, que la capacité de la rHuEpo et de CEpo a favoriser la récupération
motrice a la suite d’un traumatisme de la moélle épinicre est abolie chez des souris
transgéniques n’exprimant pas la fc [22,23]. Ce résultat a permis d’émettre 1’hypothése selon
laquelle 1’effet protecteur de I’Epo et de la CEpo nécessite le recrutement d’un
hétérorécepteur comprenant un monomere d’Epo-R et un homodimeére de Bc [22]. Au niveau
de I’hippocampe de rat dans les conditions basales, nous avons montré que 1’expression de la
Bc était restreinte uniquement au hile, indiquant qu’elle ne peut étre impliquée dans 1’effet
neuroprotecteur de la rHuEpo que nous avons observé au niveau de la corne d’Ammon et de
la SLMo. De plus, le rapport Epo-R / Bc que nous avons établi a partir des quantités de
transcript présentent dans 1’hippocampe, est 1,6 et 3 fois plus important que celui que nous
avons mesuré respectivement au niveau du néocortex et de la moélle épini¢re. Si nous
considérons comme juste I’hypothése selon laquelle la CEpo requiére obligatoirement un
récepteur Epo-R/(Bc), pour assurer son effet neuroprotecteur, ce résultat confirme les effets
bénéfiques de la CEpo qui ont été rapportés a la suite de traumatismes de la moélle épiniere
[23,153] mais suggere qu’elle ne présentera qu’une action trés faible et limitée au niveau de
I’hippocampe. La CEpo pourrait alors étre utilisée pour protéger spécifiquement les neurones
exprimant la Bc contre une agression cérébrale, dont notamment certains neurones du hile de
I’hippocampe, du néocortex et de la moélle épinicre. Il sera nécessaire, dans des études
ultérieures, d’administrer de la CEpo chez des animaux non transgéniques ayant subi un SE
pour vérifier la réelle nécessité, pour les neurones hippocampiques, d’exprimer la Bc afin de
bénéficier des effets neuroprotecteurs de la CEpo. S’il est vérifi¢ que les effets
neuroprotecteurs de la CEpo nécessitent la présence de Pc: 1) I’hétérogénéité des rapports
Epo-R / Bc dans les différentes structures cérébrales étudiées, et ii) 1I’hétérogénéité du

marquage immunohistochimique de la Pc dans les conditions basales, soutiendraient
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I’hypothése selon laquelle de multiples récepteurs a DI’Epo participent a [Deffet
neuroprotecteur, et encourageraient la recherche d’autre dérivés de I’Epo, distincts de la CEpo

et ne possédant toujours pas d’activité hématopoiétique.

I-4. Conclusion.

En conclusion, cette étude est la premic¢re a avoir mis en évidence, au niveau de
I’hippocampe, une induction astrogliale de 1’expression de I’Epo et de ’Epo-R dans un
modele de SE qui aboutit a 1’apparition de crises épileptiques spontanées, qui est I'une des
caractéristiques des épilepsies du lobe temporal. De plus, nous avons montré que
I’administration d’Epo présentait un effet bénéfique sur la survie des neurones, suggérant que
le r6le de I’Epo endogene produit par les astrocytes a la suite du SE est protecteur et non
délétére. L administration de rHuEpo viendrait soutenir I’action endogéne de I’Epo produite
par les astrocytes pour accroitre le nombre de neurones qui survivront a la suite du SE.
L’utilisation de la rHuEpo dans une étude clinique chez des patients ayant subit un accident
cérébro-vasculaire a déja été réalisée avec succes [80]. Les résultats que nous avons obtenus
sur 1’effet protecteur de la rtHuEpo sur la survie neuronale a la suite du Pilo-SE encouragent
son utilisation clinique pour limiter les complications neurologiques classiquement observées

chez les patients ayant subi un épisode sévere de SE.
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I1. Le récepteur responsable des effets neuronaux de I’érythropoiétine ne

serait pas composé de la chaine 3 commune

[I-1. Introduction

L’érythropoiétine (Epo) cérébrale présente une activité neuroprotectrice [113] qu’elle
soit exprimée constitutivement par les neurones dans les conditions basales [198] pour contrer
la dégénérescence tissulaire qui survient a la suite d’une agression de faibles intensités [227]
ou lorsqu’elle est fortement induite par les astrocytes [16,110,198], la microglie et les cellules
endothéliales ([16,110] en réponse a une agression de forte intensité. De plus, Il a été montré
que ’administration périphérique d’une forte dose d’Epo recombinante humaine (rHuEpo),
traverse la Dbarriecre hémato-encéphalique (BHE) chez les mammiféres adultes
[24,79,136,198], et viens assurer la survie des neurones au sein du tissu cérébrale dans de

nombreux modeles animaux in vivo de maladies neurodégénératives [113,198].

L’ensemble de ses résultats suggere que 1’administration de rHuEpo pourrait présenter
un nouvel espoir thérapeutique dans la lutte contre les maladies neurodégénératives chez
I’homme. Pourtant, I’idée selon laquelle 1’action périphérique de I’Epo [130] et de la rHuEpo
[172] sur la stimulation de I’érythropoiése pouvait étre a 1’origine d’effets secondaires
néfastes [22] a motivée le développement de nouvelles molécules dérivées d’Epo dénuées
d’une activitée érythropoiétique périphérique mais possédant toujours une activité
neuroprotectrice centrale [153]. Si il est reconnue que le signal érythropoiétique de I’Epo est
assuré par la forme homodimérique du récepteur a ’Epo (Epo-R) [130], il a récemment été
suggéré, a la suite de 'utilisation de molécules dérivées d’Epo non-érythropoiétiques comme
I’Epo carbamylée (CEPO), que I’effet neuroprotecteur de I’Epo serait liée a un récepteur
compos¢ par un monomére d’Epo-R et un homodimere de la chaine B commune (Bc)
[22,153]. Cette derniere étant classiquement retrouvée dans la formation des récepteurs aux
facteurs de croissance des colonies de macrophage et des granulocytes (GM-CSF) et des
interleukines 3 (IL-3) et 5 (IL-5) [22]. Cette hypothése repose uniquement sur I’observation
montrant que la rHuEpo perd son activité neuroprotectrice au niveau de la moélle épiniére
chez des souris transgénique exprimant le récepteur Epo-R mais pas la Bc [23]. Pourtant, les
trés faibles niveaux d’expression de la Bc qui ont été rapportés au niveau de 1’hippocampe et

du néocortex dénotent avec son abondante expression au niveau de la moélle épiniére et
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suggere fortement 1’absence d’implication de Bc dans I’action neuroprotectrice de I’Epo au

niveau du systéme nerveux central (SNC) [198].

Afin de mettre a I’épreuve I’hypothése selon laquelle la forme [Epo-R/(Bc),] du
récepteur a I’Epo serait présente dans le cerveau du rat, nous avons recherché a savoir si les
variations d’expression de la Bc dans des modeles in vivo pouvaient refléter celles observées
pour le récepteur Epo-R. Pour ce faire, nous avons éliminé les modeles de maladies
neurologiques, car : 1) nous avions initialement rapporté que les augmentations d’expression
de la Bc et de ’Epo-R n’étaient pas localisées dans les mémes cellules a la suite d’un état de
mal cérébral [198], et 2) I’expression de la Bc est fortement augmentée dans la microglie
activée a la suite d’une inflammation cérébrale [6,198]. Nous avons au contraire établi les
profils d’expression de la Bc et du récepteur Epo-R chez des rats sains, cette approche étant
notamment justifiée par le fait que I’administration préventive d’Epo implique que toutes les
composantes de son récepteur putatif soient exprimées de facon constitutive (a 1’état de base).
Nous avons choisi notamment de comparer les profils d’expression de la Bc et de I’Epo-R au
cours de la période postnatale et du vieillissement, car : 1) des modifications importantes
d’expression du récepteur Epo-R ont été observées au cours du développement sur des
extraits de cerveau entier [162] [81,144], et 2) des sites de liaison de I’Epo sont exprimés tres
tot au cours de la période postnatale et sont fonctionnels, puisque la rHuEpo administrée chez
le raton nouveau né réduit les dommages cognitifs et psychomoteurs, de méme que les
phénoménes neurodégénératifs, généralement observés a la suite d’une ischémie/hypoxie

[70,148,183,247].

Notre étude est la premiére a mettre en évidence que :

e Les profils d’expression des transcrits codant pour le récepteur Epo-R et la fc ne sont
pas corrélés au niveau de I’hippocampe, du néocortex et de I’hypothalamus durant le
développement post-natal et le vieillissement chez le rat.

e durant le développement et le vieillissement du SNC, le récepteur Epo-R est fortement
et exclusivement exprimé par le neurones alors que la fc est trés faiblement exprimée par le
SNC durant cette période.

e le profil d’expression de I’Epo cérébrale au cours du développement et du
vieillissement du SNC est étroitement corrélé avec celui du récepteur Epo-R et différe

totalement de celui de la Pc.
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e les cellules PC12, connue pour étre protégées par I’ajout d’Epo dans leur milieu de
culture contre de nombreux agents nocifs [97,145] expriment exclusivement et en grande

quantit¢ I’ARNm codant pour le récepteur Epo-R mais pas celui codant pour la fc.

[1-2. Résultats

I1-2.1. Profil d’expression cérébrale de ’Epo-R au cours du développement postnatal et

du vieillissement.

Parmi les trois structures cérébrales examinées (hippocampe, néocortex et
hypothalamus), I’hippocampe est celle qui présente les variations de concentration du transcrit
codant pour le récepteur Epo-R les plus importantes durant le développement post-natal et le
vieillissement (Figure R13A-C). Au niveau de I’hippocampe et du néocortex, la concentration
la plus importante en ARNm codant pour le récepteur Epo-R a été mesurée a 2J, alors qu’au
niveau de I’hypothalamus, le pic d’expression n’est observé qu’a 3M. En revanche, des trois
structures cérébrales analysées, 1’hippocampe est la seule a présenter une augmentation du
niveau d’expression de ’ARNm codant pour le récepteur Epo-R entre 12M et 3M (Figure
R13A).

Les doubles marquages fluorescents de I’Epo-R avec les marqueurs cellulaires NeuN,
GFAP, ou OX-42 ont révélé que celui-ci était exclusivement exprimé par les neurones durant
I’ensemble des stades développementaux étudiés (5J, 21J, 3M et 12M) et quelle que soit la

structure cérébrale analysée (résultats non fournis).

A 5J, il est important de noter la présence d’un marquage des capillaires sanguins au
niveau de I’hippocampe et du néocortex, suggérant que le récepteur Epo-R pourrait étre
exprimé par les cellules endothéliales durant la période précoce du développement postnatal
(résultats non fournis). De plus, au niveau de I’hippocampe et du néocortex, il existe un
marquage fluorescent intense détecté dans de nombreuses petites “cellules rondes” (Figures
R14A-D), qui ont été caractérisées comme étant d’origine neuronale, comme illustré dans la
région CA1 (Figure R15A, fléches blanches). Au niveau de 1’hippocampe, ces petites cellules
rondes sont présentes dans la stratum oriens de la région CA1 (Figure R14B), dans la couche

pyramidale de la région CA3 (Figure R14C), et au niveau du hile (Figure R14D). Dans la
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région CA3, les neurones présentent un intense marquage fluorescent pour le récepteur Epo-R
qui se mélange avec celui des neurones différenciés. Le double marquage fluorescent du
récepteur Epo-R avec GAD65/67, un marqueur des neurones GABAergiques, a révélé que
I’ensemble des petites “cellules rondes” Epo-R-immunopositives exprime la GAD65/67,
comme illustré au niveau de la stratum oriens de la région CA1 (Figure R15B). En revanche,
aux ages les plus tardifs du développement (21J, 3M et 12M), le nombre de petites “cellules

rondes” exprimant le récepteur Epo-R est dramatiquement réduit.

A 21], le marquage fluorescent du récepteur Epo-R apparait dans les prolongements
des neurones corticaux (Figure R14E) et des neurones pyramidaux de CA1 (Figure R14F), et,
dans une moindre mesure, au niveau des prolongements des neurones pyramidaux de CA3
(Figure R14G) et des neurones du hile (Figure R14H). Certains neurones de la région CA3c
sont aussi marqués de facon intense, alors qu’un signal relativement faible est détecté au

niveau des neurones granulaires du gyrus denté (Figure R14H).

Entre 21J et 3M, le signal devient beaucoup plus intense au niveau des dendrites
basales des neurones pyramidaux qui projettent dans la stratum radiatum (Figure R14J), dans
I’ensemble des neurones pyramidaux de la corne d’Ammon, principalement au niveau de

CA3 (Figure R14K), et dans les neurones granulaires du gyrus denté (Figure R14L).

Durant le vieillissement (3M-12M), le marquage fluorescent du récepteur Epo-R
augmente en intensité, notamment au niveau des dendrites des neurones pyramidaux de CA1
(Figure R13N), du périkarya des neurones pyramidaux des régions CA3 et CA3c (Figures

R140-P), et au niveau des neurones granulaires (Figure R14P).

I1-2.2. Profil d’expression cérébral de la fc au cours du développement postnatal et du

vieillissement.

Nos résultats démontrent, dans 1’hippocampe, que ’ARNm codant pour la PBc est
fortement exprimé chez le raton (2J et 8J) et le rat agé (12M) (Figure R13D) alors que des
pics d’expression ont été uniquement mesurés a 3M et 12M respectivement dans
I’hypothalamus et le néocortex (Figures R13E-F). La comparaison des résultats obtenus dans
les trois structures cérébrales a tous les ages examinés, entre la fc et le récepteur Epo-R, n’a

révélé aucune corrélation significative (Figure R13G) cours du développement cérébral.
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La Pc est rarement observée, par marquage fluorescent, dans 1’ensemble des structures
cérébrales analysées. Au niveau de 1’hippocampe et du néocortex, les doubles marquages
fluorescents montrent que la faible expression cérébrale de la Bc est principalement assurée
par les neurones a 21J, 3M et 12M (Figure R16, fléches blanches) et par quelques astrocytes

isolés (résultats non fournis).

I1-2.3. Profil d’expression de I’Epo cérébrale au cours du développement postnatal et du

vieillissement.

Les niveaux d’expression de I’ARNm codant pour I’Epo mesurés au cours du
développement postnatal et du vieillissement chez le rat présentent des profils d’expression
trés similaires a ceux du récepteur Epo-R (Figures R17A-C), quelle que soit la structure
cérébrale examinée (hippocampe, néocortex et hypothalamus). En revanche, 1’hippocampe
présente les variations d’expression les plus importantes (Figures R17A-C). La concentration
tissulaire d’ARNm codant pour I’Epo au niveau de I’hippocampe est maximale a 2 jours (2J)
apres la naissance, et diminue dramatiquement jusqu’a 1’age adulte (3 mois, 3M), I’expression
de I’Epo-ARNm hippocampique étant ~ 10 fois moins importante & 3M qu’a 2J. Au cours du
vieillissement, on observe une augmentation (~ 5 fois) de I’expression génique de I’Epo entre
3M et 12M (Figure R17A). Au niveau du néocortex, le niveau d’expression de I’Epo-ARNm
présente un pic a 2J, puis chute dramatiquement a 8J pour atteindre un niveau d’expression
conserve jusqu’a 12M (Figure R17B). En revanche, on observe un faible niveau d’expression
de ’Epo-ARNm au niveau de I’hypothalamus dés la naissance (2J) maintenu jusqu’a 21J,
suivi d’une induction de ~ 1,5 fois durant la période de vieillissement (3M-12M) (Figure
R17C). La comparaison des niveaux des transcrits entre I’Epo et le récepteur Epo-R ou la fc,
déterminés dans les trois structures cérébrales et a tous les ages analysés, révele une
corrélation hautement significative entre I’Epo et le récepteur Epo-R (Figure R18A) mais pas

entre I’Epo et la Bc (Figure R18B).

Les mécanismes moléculaires qui controlent 1’expression constitutive de I’Epo ne sont
pas actuellement bien définis. Cependant, il a été mis en évidence une induction de
I’expression génique de I’Epo sous hypoxie, impliquant 1’activation du facteur de
transcription inductible par I’hypoxie -1 (HIF-1) [173]. La protéine HIF-1a, la sous-unité

régulant D’activit¢ de HIF-1, est connue pour étre 1) dégradée dans les conditions
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normoxiques, et ii) stabilisée en conditions hypoxiques, grace a des modifications post-
traductionnelles, entrainant son accumulation tissulaire [173]. En plus de la stabilisation de la
sous-unité HIF-1a, nous avons récemment démontré que I’induction de I’expression de I’Epo-
ARNm au niveau de I’hippocampe était associée a I’augmentation de la concentration
tissulaire de I’ARNm codant pour HIF-1a et a la diminution concomitante de 1’expression de
son ARN anti-sens naturel aHIF [198]. Celui-ci serait impliqué spécifiquement dans la
régulation de I’expression de HIF-la en favorisant la dégradation de son ARNm [223].
Durant la période de développement et de vieillissement cérébral, nos résultats montrent que
les profils d’expression transcriptionnelle de HIF-1 o (Figures R17D-F) et de aHIF (Figures
R17G-I) différent de ceux mesurés pour I’Epo dans les trois structures cérébrales étudiées
(Figures R17A-C). En revanche, les ratios HIF-1o-ARNm/aHIF-ARN calculés pour chacune
des structures (Figure R19) présentent des profils d’expression similaires a ceux observés
pour I’Epo (Figures R17A-C), suggérant que I’induction de I’expression de I’Epo serait li¢e a

I’inhibition des mécanismes de dégradation de HIF-1a.

Les doubles marquages fluorescents de I’Epo avec les marqueurs spécifiques des
neurones (NeuN), des astrocytes (GFAP), ou de la microglie (OX-42) ont révélé que I’Epo
¢était exprimée exclusivement par les neurones a tous les stades développementaux étudiés (5J,
21J, 3M et 12M) et ceux pour les trois structures cérébrales examinées (résultats non fournis).
Nos résultats montrent une variation similaire de la localisation cellulaire de I’Epo au cours
du développement de hippocampe (Figure R20) et du néocortex (résultats non fournis). A 5J,
si un faible marquage pour I’Epo est détecté au niveau du périkarya des neurones (Figure
R20A), on observe un signal dense et ponctué sur I’ensemble du tissu, suggérant la présence
d’Epo dans de nombreuses varicosités, comme illustré au niveau de la stratum radiatum de la
région CAl de I’hippocampe (Figure R20B). En revanche, I’intensit¢é du marquage des
varicosités est dramatiquement diminuée a tous les autres stades du développement étudiés
(Figure R20A), contrastant avec I’augmentation du marquage périkaryal des neurones, comme
illustré au niveau de la couche des neurones pyramidaux de CAl et du gyrus denté (Figure
R20A). Dans ces régions hippocampiques, I’intensit¢é du marquage de 1I’Epo augmente
fortement au niveau du périkarya des neurones chez les rats agés (12M) en comparaison des
adultes (3M) (Figure R20A). En revanche, I’hypothalamus présente un marquage Epo-positif
exclusivement au niveau du périkarya des neurones quelque soit le stade développemental

(résultats non fournis).
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I1-2.4. Expression du récepteur Epo-R et de la Bc par les cellules PC12.

Nos résultats obtenus sur la lignée de cellules PC12 n’ont pu mettre en évidence la
présence du transcrit codant pour la Be, que celles-ci soient a 1’état indifférencié (phase
proliférative) ou engagées dans une voie de différenciation neuronale. En revanche, le
transcrit codant pour le récepteur Epo-R a été facilement détecté au niveau de cellules PC12
indifférenciées (33 300 + 5661 de copie d’ADNc d’Epo-R). Ce niveau d’expression du

récepteur Epo-R est augmenté de 17,5 fois 3 jours apres le traitement des cellules au NGF

(Figure R21).
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Figure R13

Profils d’expressions du récepteur Epo-R et de la Bc au niveau de I’hippocampe, du néocortex
et de ’hypothalamus durant le développement postnatal et le vieillissement. (A-F) Le nombre
de copies d’ADNCc, exprimé en moyenne + SEM, a été quantifi¢ par PCR en temps réel.* P <
0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 en comparaison du temps de mesure précédent. (G)
L’expression du transcrit de la fc n’est pas corrélée a celle du récepteur Epo-R pour
I’ensemble des ages et des structures cérébrales étudiés. Abréviations: J, jour; M, mois.
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Figure R14

Localisation du récepteur Epo-R au niveau du néocortex et de I"hippocampe durant le
développement postnatal et le vieillissement. Le récepteur Epo-R est détecté par marquage
fluorescent au niveau du néocortex (A,E,ILM), et de I’hippocampe illustré par les régions CA1
(B,F,J,N), CA3 (C,G,K,0) et le gyrus denté¢ (D,H,L,P). Abréviations: J, jours; GD, gyrus
denté; CCG, couche des cellules granulaires; h, hile; M, mois; NCx, néocortex; SO, stratum
oriens; SP, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum.
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Figure R15

Caractérisation phénotypique des cellules rondes exprimant fortement le récepteur Epo-R au
niveau de la stratum oriens de la région CAl a 5J. Le récepteur Epo-R (vert) a été détecté
dans des cellules exprimant le marqueur neuronal NeuN (rouge; A) ou la GAD65/67 (rouge;
B). Certaines cellules co-exprimant le marqueur NeuN et le récepteur Epo-R ont été indiquées
par des fleches blanches.
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CA1

NCx

Figure R16

Localisation hippocampique et néocorticale de la Bc durant le développement postnatal et le
vieillissement. La Pc (vert) est exclusivement exprimée par les neurones NeuN-
immunopositifs (rouge) (fleches blanches) au niveau de la région CAl et du néocortex.
Abréviations: J, jour; NCx, néocortex; M, mois.

158



Nombre de copie
3000

EpO 2000

1000

0
30 000

HIF-1a 20000
10 000

0

30 000

20 0001
aHIF

10 000 1

Figure R17

G

2J

Hippocampe

8J 14 21J

3M

12m

oy @

Néocortex

N
s
N

Hypothalamus

m

ONNNNNNN

NN
SN A
NN

NN

RN

u

i I e |

o ONNNNNRN

€ RAARSSSE i
DO

2J

8J 14 21J 3M

12M

Age

Profils d’expression des transcrits de I’Epo, de HIF-la et de aHIF, au niveau de
I’hippocampe, du néocortex et de I’hypothalamus au cours du développement postnatal et du
vieillissement. Le nombre de copies d’ADNc, exprimé en moyenne £ SEM des valeurs
obtenues, a été¢ quantifié par PCR en temps réel. 11 est important de noter qu’aucune variation
significative de I’expression de aHIF n’a été mesurée au niveau de I’hypothalamus pour
I’ensemble de la cinétique. * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 en comparaison du temps
de mesure précédent. Abréviations: J, jours; M, mois.
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Figure R18

Corrélation des niveaux d’expression des ARNm entre I’Epo et le récepteur Epo-R (A) ou la
Be (B). L’analyse a été réalisée a tous les ages et pour les trois structures cérébrales étudiées
(hippocampe, néocortex, hypothalamus). L’équation de la droite de régression linéaire, le
coefficient de détermination, et la significativité de la pente sont indiqués dans le graphe.
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Figure R20

Localisation de I’Epo au niveau de I’hippocampe au cours du développement postnatal et du
vieillissement. (A) L’Epo est détectée au niveau du gyrus denté et de la région CAl. (B) A 5J,
on observe que les prolongements dendritiques des neurones (rouge) qui projettent dans la
stratum radiatum de la région CAl (boite blanche), expriment ’Epo (vert). Abréviations: J,
jours; GD, gyrus denté; CCG, couche des cellules granulaires; h, hilus; M, mois; SO, stratum
oriens; SP, stratum pyramidale; SR, stratum radiatum.
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Figure R21

Expression du récepteur codant pour le récepteur Epo-R dans les cellules PC12 en phase
proliférative (ONGF) et au cours de leur différenciation neuronale induite par le NGF
(+NGF). A JO, les cellules en phase de prolifération ont été récoltées 3 jours apres leur
ensemencement (densité : 300 cellules / mm?), ou traitées au NGF (50 ng/mL) pour induire
leur différenciation neuronale. Les cellules PC12 engagées dans la voie de différenciaiton
neuronale ont été récoltées 1 jour (J1) ou 3 jours (J3) apres traitement au NGF. Le nombre de
copies d’ADNc du récepteur Epo-R, exprimé en moyenne = SEM, a été quantifi¢ par PCR en
temps réel. ** P < 0,01, *** P < 0,001 en comparaison a JO. ¥ P < 0,01. Abréviations: J,
jours; NGF, Nerve Growth Factor.
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II-3. Discussion

Cette ¢étude est la premicre a mettre en évidence 1’existence d’une régulation
coordonnée de I’expression cérébrale de I’Epo et de son récepteur Epo-R pendant la période
post-natale. En effet, I’expression de I’Epo suit celle de son récepteur Epo-R, quelle que soit
la structure cérébrale ¢tudiée. En revanche, les données que nous avons obtenues sur la
régulation de I’expression de la Bc, aussi bien au niveau du transcrit que de la protéine, nous
incitent a émettre I’hypothese selon laquelle le récepteur central de ’Epo ne contiendrait pas
la chaine Bc, contrairement aux propositions d’autres groupes de recherche. En effet, ces
derniers avaient annoncé que la Pc faisait partie du récepteur a l’origine des effets
neuroprotecteurs de I’Epo, a partir de résultats obtenus sur des souris transgéniques dont le
gene codant pour la e avait été invalidé [22,23]. Notre étude révele également une tres forte
expression du récepteur Epo-R dans les phases précoces du développement post-natal,
localisée exclusivement au niveau des interneurones GABAergqiues. Enfin, nous avons mis
en évidence une augmentation de I’expression de I’Epo et de son récepteur Epo-R au cours du

vieillissement, spécifiquement dans I"hippocampe.

II-3.1. L’expression du récepteur Epo-R varie fortement au cours du développement et

du vieillissement.

Le niveau d’expression du récepteur Epo-R déterminerait, selon certains auteurs, la
réponse tissulaire a I’Epo [45]. Les études antérieures avaient analysé 1’expression du
récepteur Epo-R, de la période embryonnaire a 1’age adulte, et avaient montré qu’au niveau
cérébral, la plus forte expression du transcrit codant le récepteur Epo-R est mesurée au jour
embryonnaire E10,5, diminuant ensuite rapidement pour arriver, a E16,5, a une valeur
environ 10 000 fois inférieure a celle mesurée a E10,5, pour finalement se stabiliser jusqu’a
I’age adulte [162]. Au niveau protéique, I’analyse de I’expression de la protéine Epo-R sur
des homogénats de cerveau entier par western blot avait montré de fortes variations
développementales, le maximum étant observé a E13, la valeur adulte, 10 fois inférieure a
celle mesurée a E13, étant atteinte dés PS5 [144]. Ces études antérieures, qui avaient intégré
des échelles de variations extrémement larges, ne permettaient pas de mettre en évidence des
variations d’expression subtiles, et vraisemblablement pertinentes d’un point de vue

fonctionnel, au cours du développement postnatal et au cours du vieillissement. En outre,
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I’analyse sur homogénat de cerveau entier ne permettait pas de répondre a la question de
savoir si les variations d’expression du récepteur Epo-R sont identiques dans toutes les
régions cérébrales qui I’expriment. Notre étude est la premic¢re a mettre en évidence une
régulation physiologique de I’expression du récepteur Epo-R au cours de la période post-
natale, les niveaux de transcrits mesurés dans le néocortex et I’hippocampe a P2 étant
largement supérieurs a ceux mesurés a I’age adulte. En outre, nous mettons en évidence que si
les profils d’expression du transcrit Epo-R sont relativement similaires entre le néocortex et
I’hippocampe, ils sont nettement différents de celui dans I’hypothalamus. En effet, dans ce
dernier, le niveau d’expression du transcrit Epo-R est maximal a 1’age adulte. Enfin, nous
montrons que la mesure de I’expression du récepteur Epo-R dans des homogénats de cerveau
entier peut masquer des variations importantes entre différentes régions, méme a 1’age adulte.
Ainsi, le niveau d’expression tissulaire du transcrit codant pour I’Epo-R chez ’adulte est plus
¢levé dans I’hypothalamus que dans le néocortex, le niveau le plus faible ayant été mesuré

dans I’hippocampe.

I1-3.2. La régulation de D’expression du récepteur Epo-R pourrait étre sous la

dépendance de I’Epo au cours du développement et du vieillissement cérébral.

L’induction cérébrale du récepteur Epo-R impliquerait le facteur de transcription
GATA-3, dont I’expression est stimulée par I’Epo [45]. En outre, il a ét¢ montré sur des
cultures de cellules endothéliales que 1’hypoxie et I’Epo stimulent I’expression du récepteur
Epo-R [11]. Nous avons montré que 1’expression cérébrale du récepteur Epo-R est fortement
corrélée a celle de I’Epo, toutes périodes post-natales et toutes régions cérébrales confondues.
Il se pourrait donc que D’expression cérébrale du récepteur Epo-R, qui se limite
essentiellement aux neurones dans les conditions physiologiques a tous les stades du
développement post-natal et de la maturité que nous avons examinés et dans les trois régions

cérébrales sélectionnées, soit sous la dépendance de I’Epo.

I1-3.3. La chaine f commune ne ferait pas partie du récepteur fonctionnel de ’Epo au

niveau cérébral.

Le développement de molécules dérivées de I’Epo, dotées de son effet neuroprotecteur
mais dépourvues de son activité hématopoiétique, a suscité la recherche du récepteur par

lequel passe 1’effet neuroprotecteur de 1’Epo. Il est aujourd’hui clairement admis que I’effet
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hématopoiétique de I’Epo fait intervenir un récepteur composé d’un homodimere (Epo-R);
[130]. En revanche, les dérivés neuroprotecteurs de I’Epo, tels que ’Epo carbamylée, n’ont
qu’une tres faible affinité pour cet homodimere [153]. Le récepteur de I’Epo responsable de
ses effets neuroprotecteurs ne peut donc pas étre I’homodimere (Epo-R),. Afin de rechercher
quelles composantes pouvaient former ce récepteur, des études comparatives ont €té menées
au niveau de la famille des cytokines de classe I, a laquelle appartiennent I’Epo, mais aussi le
GM-CSF, I'IL-3 et I’IL-5. Ces derniers ont pour particularit¢ de ne pas avoir pour récepteur
un homodimeére, mais un hétérodimere composé d’une sous-unité a spécifique de chaque
cytokine (récepteur GM-CSF, récepteur IL-3R ou récepteur IL-5R), et d’une sous-unité
commune appelée chaine § commune (Bc). Il a donc été recherché si le récepteur responsable
de I’effet neuroprotecteur de I’Epo ne pouvait pas étre constitué de 1’assemblage d’une sous-
unité o (récepteur Epo-R) avec la chaine fc. Des expérimentations réalisées sur des souris
transgéniques n’exprimant pas la chaine fc ont montré que I’Epo n’avait plus aucun effet
neuroprotecteur, bien que le niveau d’expression du récepteur Epo-R soit similaire a celle des
souris sauvages [23]. Il a donc été proposé a partir de ces résultats que le récepteur
responsable de 1’effet neuroprotecteur de I’Epo soit composé d’un monomere du récepteur
Epo-R et d’un homodimeére de chaine Bc [Epo-R/(Bc):] [22]. Nous montrons que I’expression
du transcrit codant pour la chaine Bc n’est ni corrélée a celle du transcrit codant pour le
récepteur Epo-R, ni a celle du transcrit codant pour I’Epo. En outre, le signal correspondant a
la détection immunohistochimique de la chaine Bc ne recouvre quasiment jamais celui
correspondant au récepteur Epo-R. Enfin, nous démontrons sur des cellules PC12 que la c
n’est jamais exprimée, aussi bien dans les conditions favorisant leur prolifération, que dans
les conditions induisant leur différenciation neuronale, bien que la différenciation neuronale
induise une trés forte augmentation de 1’expression du récepteur Epo-R. Toutes nos
observations nous amenent a invalider la proposition selon laquelle le récepteur responsable
de I’effet neuroprotecteur de I’Epo serait composé de la chaine fc. Aujourd’hui, s’il ne fait
nul doute que la protéine Epo-R fait partie du récepteur central de I’Epo, le(s) partenaire(s)

moléculaire(s) associé(s) demeure(nt) inconnu(s).

I1-3.4. Roles potentiels de la régulation de I’expression de I’Epo et de son récepteur au

cours du développement et du vieillissement.

Les modifications de 1’expression cérébrale de I’Epo et de I’Epo-R que nous avons

mises en évidence au cours du développement post-natal suggerent que I’Epo joue un role
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important dans la mise en place des structures cérébrales. La délétion du géne codant pour le
récepteur Epo-R chez des souris est associée a une augmentation de 1’apoptose au niveau
cérébral des le jour embryonnaire E10,5 [287]. Ces souris, dont la mort survient peu de temps
apres la naissance a cause d’une anémie sévere, peuvent étre sauvées par 1’introduction d’un
transgéne assurant 1’expression du récepteur Epo-R spécifiquement au niveau des cellules
progénitrices d’érythroides, qui survivent jusqu’a I’age adulte et restent fertiles. Ces résultats
indiquent que D’expression cérébrale du récepteur Epo-R ne serait pas indispensable a la
survie, malgré une importante dégénérescence neuronale [255]. Il se peut toutefois que
I’absence de voies de signalisation de I’Epo ait été compensée au niveau cérébral chez ces

souris par le recrutement d’autres systémes trophiques.

Nous avons observé une forte expression du récepteur Epo-R a PS5, au niveau des
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Il se pourrait donc que chez les jeunes ratons,
I’Epo stimule la formation de capillaires sanguins, comme 1’ont démontré des études réalisées
au cours de I’embryogeneése sur des souris dont I’expression de I’Epo ou du récepteur Epo-R a
¢été invalidée [143]. C’est a P5 également que nous avons montré une trés forte expression du
récepteur Epo-R au niveau des interneurones GABAergiques, aussi bien au niveau de
I’hippocampe que du néocortex. C’est entre P5 et P15 qu’un ajustement du nombre
d’interneurones GABAergiques est réalisé par mort cellulaire programmée [131,282]. Compte
tenu du réle neuroprotecteur de I’Epo, il se pourrait que la forte diminution du transcrit codant
pour le récepteur Epo-R, associée a celle du transcrit codant pour I’Epo, observée entre P2 et
P14 dans le néocortex et I’hippocampe contribue a la dégénérescence des interneurones
GABAergiques. Actuellement, les grands prématurés sont traités par I’Epo recombinante, afin
de stimuler 1’érythropoicse et lutter contre I’anémie sévere dont ils souffrent [19]. L’Epo
recombinante, quand elle est administrée a fortes doses, passe la barriere hémato-
encéphalique non seulement chez le rat, la souris ou le primate non-humain adulte
[24,79,136], mais aussi chez les trés jeunes mammiferes, comme le feetus du mouton [136] ou
le jeune raton a P5 comme le montrent des résultats acquis récemment dans 1’équipe de
Laurent Bezin. Il se pourrait que les administrations de fortes doses d’Epo recombinante a ces
jeunes ages perturbent la mise en place du réseau vasculaire. Ces administrations pourraient
¢galement profondément bouleverser la mise en place des circuits neuronaux participant a la
régulation de I’excitabilité neuronale, par une protection trop importante des interneurones
GABAergiques a une période au cours de laquelle on assiste a une réduction massive de leur

nombre. Des études sont actuellement en cours dans 1’équipe, afin d’étudier les répercussions
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fonctionnelles a long terme de I’administration de fortes doses d’Epo recombinante entre P5

et PS.

A I’age adulte, I’expression du récepteur Epo-R et de I’Epo dans I’hippocampe et le
néocortex pourrait contribuer au renouvellement des contingents neuronaux, puisqu’il a été
montré aussi bien in vitro qu’in vivo que I’Epo régule la production de progéniteurs
neuronaux [236]. En outre, le systtme EPOergique contribue a I’age adulte a la réparation et a
la restructuration tissulaire a la suite d’atteintes cérébrales, comme en témoignent de
nombreuses études [22,113,172]. Nos résultats montrent également une importante induction
de I’Epo et du récepteur Epo-R dans I’hippocampe dans les périodes précoces du
vieillissement (12 mois). Il se pourrait que cette induction soit une réponse protectrice du tissu
hippocampique pour palier a la diminution d’autres facteurs qui pourrait menacer la survie
neuronale. La dégénérescence neuronale observée au cours du vieillissement pourrait alors
étre retardée par 1’administration d’Epo recombinante chez le sujet agé. Récemment,
I’induction du récepteur Epo-R a été mise en évidence au niveau des populations neuronales
et astrocytaires dans 1’hippocampe et le cortex de patients schizophrénes [79]. Des études
cliniques sont actuellement engagées afin de savoir si le traitement par I’Epo recombinante
peut protéger contre la dégénérescence neuronale observée dans cette pathologie, souvent

associée a I’aggravation de la maladie [79].

II-3.5. Conclusion

Cette étude est la premiere a mettre en évidence de fortes variations de 1’expression
neuronale de I’Epo et de son récepteur Epo-R au cours du développement post-natal et du
vieillissement. En outre, les résultats obtenus excluent toute participation de la chaine 3
commune a la composition du récepteur fonctionnel de I’Epo au niveau cérébral. Enfin, la
forte présence du récepteur Epo-R sur les interneurones GABAergiques et les cellules
endothéliales des capillaires sanguins a P5 laisse présager que I’administration thérapeutiques
d’Epo recombinante chez le jeune puisse entrainer d’importantes modifications des réseaux

capillaires et neuronaux lourdes de conséquences au niveau fonctionnelle.
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CONCLUSION GENERALE

Notre travail de thése visait a rechercher si I’apport exogéne d’Epo pouvait
favoriser la survie neuronale, en soutien a I’action protectrice de ’Epo endogéne, dans le
cadre d’une agression cérébrale sévére. Pour ce faire, nous avons dans un premier temps
recherché si I’Epo endogene et exogéne pouvaient €tre impliquées dans la survie des neurones
de I’hippocampe a la suite d’un status epilepticus induit par pilocarpine (Pilo-SE) chez le rat
adulte et, dans un second temps, vérifi¢ I’implication potentielle de la fc dans la formation
d’un récepteur permettant la transduction cellulaire du signal de survie induit par I’Epo.

Nos résultats sont les premiers a avoir mis en évidence :

7> Que le récepteur Epo-R est exprimé, dans les conditions basales, par la majorité¢ des
neurones de 1’hippocampe et rarement par les astrocytes. En revanche, I’Epo est exprimée
par les neurones et par quelques astrocytes résidents.

> Qu’a la suite d’'un SE, 1) les astrocytes expriment transitoirement I’Epo au niveau de
I’hippocampe, les aires hippocampiques ou 1’induction astrocytaire de 1I’Epo étant la plus
forte présentant les meilleurs scores de survie neuronale, et ii) le récepteur Epo-R est
induit dans I’hippocampe de fagon permanente.

7> Qu’en dépit de I’activation du systéeme EPOergique endogeéne, de nombreux neurones
hippocampiques dégénérent, en particulier les cellules moussues du hile qui ont été
décrites comme faisant partie des cellules les plus vulnérables du SNC.

7> Que I’administration de rHuEpo protége significativement les neurones hippocampiques
contre I’excitotoxicité glutamatergique induite par le SE, et notamment les cellules
moussues du hile.

7> Que la Bc n’est pas impliquée dans les effets centraux de I’Epo, que ce soit : 1) dans les
conditions physiopathologiques, a la suite d’un Pilo-SE, ou ii) dans les conditions

physiologiques, au cours du développement et du vieillissement.

I. L’induction astrocytaire d’Epo prolonge la survie des neurones

hippocampiques en réponse a un Pilo-SE.

Un rdle potentiel de ’Epo au niveau du SNC avait été suggéré par la mise en évidence

de nombreux sites de liaisons de I’Epo au sein du tissu cérébral chez la souris [71]. Afin de
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déterminer ce rdle, de nombreuses études ont recherché quels types cellulaires exprimaient
I’Epo et de son récepteur. Les premiers résultats obtenus in vivo chez le rongeur et I’homme
avait aboutis a la conclusion que les astrocytes étaient la principale source cérébrale de I’Epo
[16,238]. Pourtant, notre caractérisation minutieuse des différents types cellulaires qui
expriment ’Epo et son récepteur, aussi bien durant le développement du SNC que chez
I’adulte, s’oppose catégoriquement a cette idée et démontre que les neurones représentent la

principale source de I’Epo et du récepteur Epo-R dans les conditions basales.

A B
Conditions basales Réactivité du tissu cérébrale

(IIIIII“

=

Neurone

N

(...-lllllllllll“‘

Astrocyte Survie neuronale

Figure C1. L’activation endogéne de I’expression d’érythropoiétine induit la survie neuronale a la
suite d’une agression cérébrale. A. L’activité basale de I’Epo cérébrale est assurée par son action
autocrine (1.) et paracrine (2.) au niveau des neurones 1’exprimant et présentant son récepteur (Epo-R) a
leurs surfaces. B. L’action neuroprotectrice de 1’Epo, induite par les astrocytes en réponse a une agression
cérébrale, est liée 1) a une protection directe des neurones par un renforcement de ses voies d’action

autocrine (1.) et paracrine (2.), mais aussi ii) a son action indirect sur les astrocytes en stimulant la
libération par ceux-ci d’un facteur secondaire (3.) qui viens induire la survie neuronale.

De nombreuses études avaient déja décrit une induction de 1’expression de I’Epo et de
son récepteur, notamment au niveau astrocytaire, en réponse a une agression cérébrale. Les
profils d’induction de I’Epo et du récepteur Epo-R que nous avons observés sont en accord
avec ceux qui ont été rapportés chez la souris au niveau du cortex a la suite d’une ischémie

cérébrale [16], et chez le rat a la suite d’un traumatisme infligé au niveau de la moélle
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épiniere [107,110], ou des nerfs périphériques [159]. En revanche, nos résultats n’ont jamais
permis de détecter 1’expression de I’Epo et du récepteur Epo-R ni dans la microglie activée, ni
dans les cellules endothéliales a la suite du Pilo-SE, comme cela avait ét¢ précédemment
décrit dans d’autres modeles d’agression cérébrale [16,238]. De plus, le fait que les régions ou
I’induction astrocytaire d’Epo est la plus forte présentent une meilleure robustesse neuronale,
renforce des travaux antérieurs qui avaient montré in vitro que les neurones corticaux
pouvaient étre protégés par I’Epo libérée par les astrocytes en réponse a une hypoxie sévere
[225]. Enfin, ’expression simultanée de I’Epo et du récepteur Epo-R par les astrocytes a la
suite du Pilo-SE laisse augurer que I’Epo agirait de facon autocrine ou paracrine sur les
astrocytes eux-mémes, stimulant alors la libération d’un facteur astrocytaire secondaire

impliqué dans la survie neuronale, comme le facteur NGF par exemple [205,256] (Figure C1).

I1. L’apport exogene d’Epo assure une protection efficace des neurones

hippocampiques a la suite d’un Pilo-SE.

Le niveau d’expression basal de I’Epo au niveau du SNC serait suffisant pour soutenir
la protection des neurones hippocampiques contre des atteintes cérébrales 1égeres [227]. En
revanche, [’administration exogéne d’Epo a rapidement présenté des propriétés
neuroprotectrices considérables contre des agressions neuronales de forte intensité, aussi bien
au niveau central que périphérique [35,171]; [22]. Toutefois, I’effet de ’Epo recombinante
humaine (rHuEpo) sur la dégénérescence neuronale n’avait jamais été analysé dans un mod¢le
animal d’hyperexcitabilité cérébrale sévere, comme le SE, méme si des études pionnicres
avaient révélé chez le rongeur que la rHuEpo pouvait bloquer le développement du SE

[24,262].

A la suite du SE, nos résultats montrent que 1’induction transitoire d’Epo n’est pas
suffisante pour permettre une protection efficace des neurones, méme au niveau de la SLMo
ou celle-ci est la plus intense. En revanche, nous avons démontré que I’administration
thérapeutique de rHuEpo, a la suite du Pilo-SE, augmente significativement la survie des
neurones de I’ensemble des régions hippocampiques étudiées, et notamment les cellules
moussues qui sont les neurones les plus vulnérables de 1’hippocampe. L’ensemble de nos

résultats indique que la rHuEpo peut agir en synergie avec 1’induction endogéne d’Epo par les
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astrocytes afin d’assurer une protection neuronale plus efficace dans I’ensemble des régions

de I’hippocampe a la suite d’un SE.

II1. La Bc n’est pas impliquée dans la formation d’un récepteur spécifique

assurant les effets neuroprotecteurs de I’Epo.

Si ’ensemble des résultats expérimentaux suggere que I’Epo peut devenir un agent
thérapeutique robuste et efficace dans le traitement de nombreuses maladies
neurodégénératives, les résultats cliniques obtenus chez des patients anémiques traités a la
rHuEpo mettent en garde contre des effets périphériques déléteres associés a I’administration
chronique de cette molécule hématopoicétique [22,171]. Cette crainte a justifié le
développement de nouvelles molécules dérivées de I’Epo, comme 1’Epo carbamylée (CEpo),
qui conservent une activité neuroprotectrice centrale, mais qui sont dépourvues d’une activité
hématopoiétique [153]. L’absence d’effet neuroprotecteur de la CEpo observé sur de souris
transgéniques, dont I’expression de la chaine B commune (Bc) avait été invalidée, a fait naitre
I’hypothése selon laquelle le récepteur a I’Epo impliqué dans la neuroprotection serait
compos¢ par 1’association atypique d’une sous-unité o, appelée récepteur Epo-R, avec un
homodimere de Be [22]. Malheureusement, la description in sifu de 1I’expression cérébrale de

la Bc chez des animaux de phénotype sauvage restait encore inconnue.

Chez le rat, la caractérisation moléculaire et cellulaire de I’expression cérébrale du
récepteur Epo-R et de la fc au cours du développement, de la maturation et du vieillissement
du SNC a démontré que le récepteur Epo-R présente une expression majoritairement
neuronale alors que la présence de la Pc reste tres discréte et restreinte a certaines populations
neuronales. De plus, a 1’age adulte, nous avons mis en évidence un déséquilibre du niveau
d’expression basal de la Bc entre le systéme nerveux central et périphérique avec une tres
faible expression au niveau de 1’hippocampe par rapport & son abondante expression au
niveau de la moélle épiniére qui sont deux structures protégées par 1’administration de
rHuEpo. Enfin, cette absence de régulation coordonnée de 1’expression cérébrale du récepteur
Epo-R et de la Bc a ¢également été observée en réponse a un Pilo-SE, avec une induction
essentiellement astrocytaire pour le récepteur Epo-R et microgliale pour la fc. L’ensemble de
ces résultats démontre que I’existence d’un récepteur de 1’Epo, qui serait composé du

récepteur Epo-R et la Bc, est impossible au niveau cérébral, non seulement a 1’état basal, mais
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aussi en réponse a une agression cérébrale. Nos résultats permettent donc de rejeter

I’hypothése selon laquelle la PBc serait impliquée dans la transduction du signal de survie

neuronale induit par I’Epo (Figure C2).

Neurone

activation des voies de signalisation
cellulaire de la neuroprotection

Figure C2. Le récepteur de la neuroprotection par ’Epo. Le signal de survie neuronale
induit par I’Epo est assuré par son récepteur Epo-R présent a la surface des neurones soit
sous sa forme homodimérique (a.) soit associé avec une autre sous-unité encore inconnue

(b.).

IV. Conclusions et Perspectives

Cette étude est la premiére a mettre en évidence a la suite d’un SE, que I’administration de
rHuEpo présente un effet bénéfique sur la survie des neurones présent dans les régions
dorsales de I’hippocampe en venant soutenir I’action endogéne de I’Epo produite par les
astrocytes. En revanche, aucune protection n’a été observée dans les régions ventrales
hippocampiques, ce résultat pouvant s’expliquer par ’absence d’expression de I’Epo-R par
ces régions.

»  Un travail de thése, réalisé¢ actuellement au sein de I’équipe, recherche si le réveil de

I’expression de I’Epo-R au niveau des régions ventrales de 1’hippocampe, grace a une
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exposition hypoxique, permettrait de restaurer I’effet de 1’administration de rHuEpo et de

protéger celles-ci contre le Pilo-SE.

Sachant que des effets bénéfiques d’un traitement a la rHuEpo ont déja été décrits chez
des patients ayant subit un accident vasculaire cérébral [80], nos résultats encouragent
vivement son utilisation clinique afin de limiter les complications neurologiques qui
surviennent chez les patients ayant subi un épisode sévére de SE.

» 1l serait judicieux de vérifier si la prise en charge rapide de patients ayant subit un
SE par un traitement a la rHuEpo permettrait une protection efficace de leurs hippocampes, ce
qui favoriserait une récupération plus rapide de leurs capacités psychomotrices et limiterait les

modifications comportementales dont souffrent fréquement les patients épileptiques.

En revanche, I’observation selon laquelle le récepteur Epo-R est trés fortement exprimé
par les neurones GABAergiques durant la période développementale suggere que
I’administration de rHuEpo chez le nourrisson pourrait interférer avec la mise en place du
réseau neuronal et entrainer des perturbations néfastes de I’équilibre excitation/inhibition a
I’age adulte.

»  Nous rechercherons les répercussions a 1’age adulte d’une administration de rHuEpo
chez des ratons sur le développement du SNC. Pour ce faire, nous vérifirons si il existe 1) une
augmentation du nombre de neurones GABAergiques, 1ii) des modifications
comportementales (piscine de Morris), iii) des modifications de I’excitabilité cérébrale
(mesure de I’EEG) ou iv) de la transmission synaptique (mesure de la LTD et la LTP sur

tranches d’hippocampe).
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RESUME
Notre travail de thése est le premier a mettre en évidence chez le rat ayant subit un état

de mal cérébral (EMC), que la production locale et réactionnelle d’érythropoiétine (Epo) par
les astrocytes, quand elle est accompagnée de 1I’administration exogene d’Epo, représente une
condition optimale pour le maintien des populations neuronales les plus fragiles. La
neuroprotection induite par I’Epo implique un récepteur spécifique qui serait composé par
I’association entre le récepteur a I’Epo (Epo-R) et la chaine béta commune (Bc). L absence de
régulation coordonnée entre ’Epo-R et la Bc que nous dénongons, aussi bien dans des
conditions  physiologiques  (développement et vieillissement du SNC) que
physiopathologiques (EMC), est un argument fort permettant de réfuter 1’hypothése selon
laquelle la Bc constituerait une des sous-unités du récepteur de I’Epo impliqué dans la

neuroprotection.

The cerebral EPOergic system : characterization and implication in the neuronal
protection during epileptogenesis

ABSTRACT
Our work performed in rats submitted to a severe status epilepticus (SE) is the first to

provide evidence that reactive production of erythropoietin (Epo) by local astrocytes is the
optimal condition to support the most vulnerable neuronal population, when combined with
exogenous administration of Epo. The receptor mediating Epo-induced neuroprotection is
believed to be composed of Epo receptor (Epo-R) and common P chain (fc). The absence of
coordinated regulation that we noted between Epo-R and fc, throughout postnatal
development and ageing on one hand, and in response to SE on the other hand, refute the

hypothesis that fc may constitute part of receptor mediating neuroprotective effect of Epo.
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