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Les accidents vasculaires cérébraux sont respassdbl 9% des déces dans le monde et
sont la seconde cause de mortalité apres les raaladironaires (Donnan et al, 2008). La
proportion des décés causés par les AVC est d& 26-dans les pays industrialisés, et 12 % de
ces décés touchent des personnes agés de moibsases.6l’incidence de cette pathologie est
d’environ 50-100 pour 100 000 personnes. Les antsdeasculaires cérébraux sont de deux
types : les accidents ischémiques qui représeBtitdes AVC sur lesquels se focalisera cette
thése ; les accidents hémorragiques qui représeft® des AVC et correspondent a une
extravasation de sang dans le parenchyme cérémspbmsable d’'une compression et d’'une
destruction du tissu nerveux. L’'ischémie cérébcaleespond a une interruption du flux sanguin
cérébral dans un des territoires artériels cérébrswit carotidien ou vertébro-basilaire.
L’accident ischémique cérébral peut étre trangtq@accident ischémique transitoire, AIT)
lorsque le flux sanguin est rapidement restaurg@agi/gue les Iésions irréversibles ne s’installent
et que les symptomes cliniques se pérenniseningrtuption du flux sanguin se prolonge , la
baisse du débit sanguin cérébral conduit a desngsceérébrales constituées (accidents
ischémiques constitués ou AIC) et a des symptériesjues persistants dont la séméiologie
correspond au territoire vasculaire atteint. Lesisea d’interruption du flux sanguin sont
nombreuses qu’il s’agisse d’'une thrombose sur depris athéromateuses, d’'une embolie
d’origine cardiaque, d’'une lésion lacunaire paeiate des petites arteres ou d’'une dissection
artérielle. L’accident ischémique est un procesiuamique, tant au plan cinétique que spatial,
qui évolue sur plusieurs semaines voire plusieunssnméme si la phase aigué constitue le
moment crucial pour le diagnostic positif et étgipue, pour la mise en jeu des processus

physiopathologiques et la prise en charge thérapeut

Depuis le développement et la généralisation debntgues modernes d’imagerie,
scanner puis IRM, le diagnostic positif et topodpigpe des accidents vasculaires ischémiques
pose de moins en moins de probléme. L'IRM dansasgects de perfusion et de diffusion,
permet des les premiéeres heures de survenue diigeatischémique d’authentifier a la fois la
baisse du débit sanguin dans un territoire doriRBl(dle perfusion) et son retentissement au plan
lésionnel (IRM de diffusion). Du point de vue étigigue, méme si un pourcentage non
négligeable (en particulier chez les sujets jeudé&g)cidents ischémiques reste inexpliqué, les
criteres TOAST permettent de classer les accidesuisémiques en quatre grandes cadres
étiologiques : accidents d'origine athéromateusa&cridents d’origine cardio-embolique ;
accidents lacunaires ; accidents ischémiques fiéglissection artérielle. De plus, les facteurs de
risque vasculaire ou métabolique ont été bien ifiéat (i) facteurs clairement associés a un

risque d’accident ischémique (hypertension artéi¢abagisme, age, diabete,...) ; (ii) facteurs
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probablement associés a un risque accru (dyslipglém (Leys et al, 2002). Si les aspects
diagnostiques semblent bien étayés, deux autresctaspges accidents ischémiques restent a
approfondir : les mécanismes physiopathologiqudss approches pharmacologiques et

thérapeutiques.

Au plan physiopathologique, la mise au point de &hesl expérimentaux, in vitro ou in
vivo, a permis de mieux comprendre les voies mddé@s conduisant a la mort neuronale par
nécrose ou apoptose, avec une modélisation a $adjpatiale et cinétigue des principaux
mécanismes mis en jeu: excitotoxicité; dépolénsa neuronale ; stress oxydant;
inflammation ; activation des caspases (Dirna@le1999). On distingue habituellement : (i) le
cceur de l'ischémie ou les Iésions, en particul@aratiques, s’installe rapidement sous l'effet de
I'excitototoxicité et de la dépolarisation neuranal(ii) la zone de pénombre ou la baisse du
débite sanguin cérébral est moindre et ou les negreestent viables plus longtemps (Hossman,
1994). C’est dans la zone de pénombre que dankele®s et jours qui suivent le début de
I'ischémie que s’installent les mécanismes oxydattmflammatoire conduisant a la mort par
apoptose mais aussi par néecrose. Cette hétérogéspatiale est visualisée en IRM par le
décalage entre les lésions de diffusion et lesmésde perfusion. Plus longtemps le flux sanguin
est interrompu, puis I'extension du cceur de l'isolgéest importante au détriment de la zone de
pénombre qui nécessite d’étre reperfusée le pphidament possible. Au plan cellulaire, tous ces
mécanismes ont été principalement décrits a I'écheleuronal, méme si le rdle des cellules
gliales et de la paroi vasculaire a été plus récenmtreconnu. Au plan glial, il est clair que les
astrocytes s’'activent au cours du processus iscjuameét que cette activation contribue aux
mécanismes d’excitotoxicité, de stress oxydant &namalies ioniques (Panickar and
Norenberg, 2005). L'inflammation qui s’installe dde foyer ischémique est en partie le résultat
d’une activation des cellules microgliales. La mataissance du réle du vaisseau, tant de la paroi
vasculaire que des éléments figurés du sang, estr@tente mais il est établi que I'activation,
'adhésion et linfiltration des polynucléaires teaphiles jouent un rble crucial dans la
constitution des lésions parenchymateuses et qdgsfanction endothéliale et 'accumulation
artériolaire des polynucléaires neutrophiles et gesjuettes constituent une limite de la

reperfusion, pérennisant le processus ischémiquan¢Veét a, 2007 ; Del Zoppo, 2008).

Plusieurs revues de synthése ont permis de conqgueela prochaine étape dans la
compréhension de la physiopathologie de lischéodigbrale nécessitait d’avoir une vision
intégrée de I'ensemble des mécanismes a I'échedohudité neurovasculaire, en mettant en

lumiére les relations mécanistiques entre les troimmpartiments cellulaires (Lo et al, 2003 ; Del
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Zoppo, 2006 ; Lo, 2008). Les recherches sur le piméme de préconditionnement cérébral ont
également permis de faire émerger la notion de m&tas protecteurs endogenes dont |'effet
est complété par la mobilisation des cellules sesatiorigine cérébrale ou hématopoiétique, qui
permet une migration et une différenciation de mtleg cellules dans le foyer ischémique. Ces
mécanismes endogenes qui viennent limiter les coesees de I'ischémie nécessitent
eégalement une coopération entre les différents eotinpents de I'unité neurovasculaire. L’enjeu
est donc de mieux comprendre comment les différacteurs de l'unité neurovasculaire
coopérent en condition ischémique pour mettre @ndies mécanismes délétéres mais aussi
protecteurs dont le résultat est une plus ou nmgriasde extension des Iésions ischémiques. Une
meilleure connaissance physiopathologique est awssi contribution a l'identification de

nouvelles cibles pharmacologiques.

Au plan thérapeutique, des progrés indéniables &ét faits dont témoignent une
diminution progressive, au cours des deux derni@éegnnies, de l'incidence mais aussi de la
séverité des accidents ischémiques cérébraux. ditertrent préventif est en grande partie
responsable de cet état de fait. L'effet préveatdita baisse de la pression artérielle ou de & pri
d’'un hypolipémiant a été établi par de larges &utbemorbi-mortalité avec un niveau de preuve
important. Des résultats plus récents établissetsugdela de ces effets préventifs, la prise de
certains de ces traitements pourrait étre assaci@ge moindre sévérité des accidents quand ils
surviennent en dépit de la prévention (Deplanqu, €2006). En effet, si le traitement préventif
est efficace, il ne prévient qu'une partie des @gamis ischémiques rendant nécessaire le
développement de stratégies thérapeutiques a kepigué ou pour accélérer la récupération
fonctionnelle. Le seul traitement ayant une utila validée est la fibrinolyse, applicable dans
les 4h30 (Hacke et al, 2008) qui suivent le délukatcident ischémique, mais qui nécessite le
développement de nouveaux agents fibrinolytiquedeotecours a des traitements adjuvants
permettant de limiter le risque hémorragique d'dibeinolyse administrée au dela du délai
recommandé. Ces traitements adjuvants pourraiessi étre des agents neuroprotecteurs dont la
recherche a débuté dans les années 1980 maisstgiiagiourd’hui infructueuse en dépit des
nombreuses molécules testées tant au plan expéalmgume clinique depuis une vingtaine
d'années. Ces échecs répétés conduisent aujourdéuidévelopper des stratégies
pharmacologiques aux mécanismes pléiotropes etntibensemble de 'unité neurovasculaire.
Les travaux menés sur les mécanismes protectedogenes et sur les phénomenes de plasticité
cérébrale conduisent a tester de nouvelles appsodbda récupération fonctionnelle ou de la
réparation cérébrale post-ischémique, avec desatesthérapie cellulaire.
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Ce travail de thése s’est inscrit dans ce contextegbordant plusieurs points : (i) le réle
du polynucléaire neutrophile comme un des médiatehysiopathologique au sein de l'unité
neurovasculaire ; (ii) la recherche de cibles pgutraitement adjuvant de la thrombolyse ; (iii)
la caractérisation du récepteur PPARRomme cible pharmacologique potentielle ayant une
action pléiotrope et pouvant étre utilisée commuecdans la neuroprotection préventive, la
neuroprotection aigué et le traitement adjuvantiad&brinolyse sous l'effet de deux classes
d’agents hypolipémiants (fibrates et statines). mivde développer les résultats obtenus, seront
abordés les données bibliographiques concernaist &aspects particuliers : (i) les approches
pharmacologiques actuelles des accidents ischémiqu@ébraux ; (i) lintrication des
mécanismes physiopathologiques au sein de l'udt&avasculaire ; (iii) la pharmacologie des

récepteurs PPARSs et leur implication dans I'isclecodirébrale.
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|. Les approches thérapeutiqgues des accidents vasawes ceérébraux :

réalités et limites

I.A. Traitement préventif de la survenue et de laévérité des AVC

Bien que leur incidence et méme leur mortalité tagemnu une diminution remarquable
depuis ces trente dernieres années, les accidastsilaires cérébraux demeurent fréquents et
graves. De plus, 50 % des sujets ayant eu un atcvdasculaire cérébral gardent un handicap
physique ou intellectuel permanent. Un élémentreégdede la lutte contre les AVC est la
prévention puisque les ressources thérapeutiqleeptzase aigué de I'accident sont actuellement

des plus limitées.

[.A.1. Prévention primaire

La prévention s’est essentiellement développée bemsingt dernieres années avec la
réalisation d’'études de cohortes et des essaigpbétiques qui demeurent le meilleur outil pour
étudier I'impact des thérapeutiques préventivespigwvention doit avant tout prendre en compte

les nombreuses étiologies des AVC qui requiéreatwhe une stratégie préventive spécifique.

La majorité des AVC de type ischémique lié a 'atis¢élérose est due au développement,
sur une plaque d’athérome, d’'un thrombus qui peit se fragmenter et devenir source
d’embolies distales, soit s’accroitre et aboutina occlusion de l'artere. Le traitement préventif
sera basé sur le dépistage et le traitement désufacde risque pour tenter de prévenir la
formation de la plaque d’athérome. Cette procédstal’autant plus efficace que ces mesures de
prévention primaire sont mises en ceuvre le plusggement possible. L'importante réduction
de la mortalité consécutive aux AVC est largeméinibaiable a I'amélioration du contréle des
facteurs de risque et en particulier 'hypertenséotérielle. Le contrble des autres facteurs de
risques tels que le cholestérol, le diabéte, lailldtion auriculaire et la réduction de la
consommation de tabac peut avoir également un impatsidérable dans la prévention des
AVC.

I.A.2. Prévention secondaire

La prévention des récidives d’AVC a été une demedes majeures dans la prise en
charge des AVC durant ces 30 derniéres années.9¥n, 1 n’existait aucune stratégie de
prévention secondaire dans l'ischémie cérébralaspitine a été introduite en 1978, aspirine

plus dipyridamole en 1987, la warfarine pour leBgmas souffrant de fibrillation auriculaire en
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1993, endartérectomie carotidienne pour les sténalee I'artére carotidienne en 1991, le
clopidogrel en 1996, la réduction de la pressiomgsme avec le perindopril, 'indapamide ou le
ramipril en 2001 et la réduction du cholestérolcaegorvastatine en 2006. Un important arsenal
thérapeutique est dorénavant disponible dans {gepti&n secondaire des AVC.

L'utilisation des traitements antithrombotiquespiase et antiplaquettaires) est plus
efficace en prévention secondaire qu’'en prévenpdmaire et permet de lutter contre les
récidives par des processus thrombo-emboliguesndates. Dans les cas trés séveres de
sténose ou anomalies artérielles particulieresaate chirurgical (endartérectomie carotidienne
principalement) peut étre pratiqué a titre préverar ailleurs, la prévention des accidents
vasculaires cérébraux par embolie d’origine cansktaegpose sur le traitement de la cardiopathie
causale et le recours aux anticoagulants, héparnngrévention a court terme, anticoagulants
oraux en prévention au long cours. La préventiantdamorragies cérébrales quant a elle, repose
essentiellement sur le traitement de I'hypertensaotérielle qui multiplie par 10 le risque

d’hémorragie.

Le lien entre cholestérol et AVC est complexe,die de I'hypercholestérolémie comme
facteur de risque étant resté longtemps controyetadieurs études longitudinales n'ayant pas
clairement établi de lien entre la survenue d'unCA&t I'existence d’une hypercholestérolémie.
De fait, des études récentes ont ainsi pu démorgsestence d’'un lien entre augmentation du
cholestérol total, augmentation du LDL-cholesteddminution du HDL-cholesterol d’'une part
et augmentation du risque de survenue d’'un accigehtmique cérébral. Ce lien, parallele a
celui démontré pour la pathologie coronarienne@igous-tend I'étude des effets, en prévention
secondaire et/ou primaire, des agents hypolipésyiaah particulier des statines, dans la
pathologie ischémique cérébrale, dans le but deod&er que leur prescription peut prévenir la

survenue des AVC comme elle le fait pour la sureethes accidents coronariens aigus.

I.LA.3. Le concept de neuroprotection préventive

L’ischémie cérébrale se caractérise par la misgerde voies moléculaires complexes
qui aboutissent a la mort neuronale. Mais, en deler ces processus délétéres, apparaissent
également des mécanismes endogenes qui visentég@rde cerveau vis-a-vis de I'agression
ischémique. Ces phénomenes adaptatifs peuverdéitlenchés, par anticipation, avant méme le
début de I'ischémie sous forme d’'une réponse caoréle a I'échelon génomique, moléculaire,

cellulaire et tissulaire qui concourt a induire urésistance a lischémie. Le concept de
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préconditionnement recouvre I'ensemble des straségkpérimentales qui consistent a induire
un phénotype protecteur avant que le stress iscjuemne survienne. Le phénoméne de
préconditionnement se caractérise par deux phagese :phase précoce dans les heures qui
suivent I'application de la procédure préconditiani@ ; une phase tardive de protection mais
plus durable qui survient apres un intervalle lidee24 a 48 heures et qui est souvent maximale

72 heures apres le préconditionnement.

Le préconditionnement ischémique correspond a d&sodes d'ischémies bréves,
incapables par elles-mémes d’entrainer de |ésiéngbrales mais qui, appliquées avant une
ischémie prolongée, en diminuent le volume. Plusie&iudes ont démontré I'existence d’'une
résistance cérébrale a I'ischémie aprés réalisaftiom préconditionnement ischémique dans des
modeles globaux ou focaux d’ischémie (Hawaleshkalatobsohn, 1998). En dehors du
préconditionnement cérébral ischémique, d’autrésiulis peuvent également induire une
résistance a lischémie: le stress thermique ; «laortical spreading depression »; le
préconditionnement pharmacologique (Rejdak et@12Kobayashi et al, 1995). Concernant le
préconditionnement pharmacologique, différentesstauizes, toxiques pour le cerveau a forte
dose, peuvent induire une résistance cérébralschémie lorsqu’elles sont utilisées a des doses
5 a 20 fois inférieures. L'administration d'une @ dose d’endotoxine bactérienne, le
lipopolysaccharide, ou d’'une faible dose d’acideitBapropionique sont capables de réduire les
tailles d'infarctus dans différents modéles expénitaux d'occlusion de l'artéere cérébrale
moyenne (Bordet et al, 2000; Wiegand et al, 19B®dministration de thrombine ou d’acide
linolénénique, un acide gras polyinsaturé, sontledgant capables d’induire une résistance
cérébrale a I'ischémie (Jiang et al, 2002; Blondetaal, 2001).

Cette programmation génomique de la résistandscné&mie vise a : (i) activer des voies
moléculaires qui conférent des mécanismes de difeandogenes vis-a-vis de l'agression
ischémique ; (ii) prévenir, par leur répressionigee, I'activation des voies moléculaires qui
jouent, au cours de I'ischémie, un roéle essentiekd’induction de la mort neuronale nécrotique
ou apoptotique d’origine ischémique (Dirnagl et 2003). L'expression génomique observée
chez un animal préconditionné soumis a une ischeeggre tres différent de celui des animaux
soumis seulement a un préconditionnement ou asehérinie. Apres un préconditionnement, est
observée une augmentation de I'expression des mleendogenes qui sont susceptibles de
protéger les cellules cérébrales. En cas d’ischémiz un animal préconditionné, les
mécanismes déléteres (excitotoxicité, stress oxydaflammation, apoptose) sont moins
exprimés ou actifs. Ceci s’explique par la misgende multiples effecteurs qui incluent des

protéines de structure ou de fonction de la mengbregllulaire, du cytosquelette, de la
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mitochondrie ou des roganites impliqués dans lebadisme cellulaire. On peut distinguer deux
types d’effecteurs : (i) ceux qui sont le résuttatne programmation génomique des fonctions
de survie (protéines anti-apoptotiques type BckZ;P-2, IAP ou inhibitors of apoptosis
proteins, enzymes de réparation de I'ADN, genesuteie, enzymes anti-oxydantes, facteurs
neurotrophiques et de croissance, érythropoiépiretéines chaperone de type protéines de choc
thermique...) ; (i) ceux qui résultent d’'une prograation génomique de linhibition des
phénomene de mort cellulaire (protéines pro-apaptes type Bax, cytochrome c et AlF,
facteurs de transcriptions pro-inflammatoires tyffexB, enzymes de production de radicaux

libres, endonucléases, p53, c-jun...).

Si le préconditionnement a été longtemps considésdtnme un mécanisme
essentiellement neuronal, il est maintenant recamamume un phénomeéne de protection globale
des trois compartiments de I'unité neurovasculadies. mécanismes précédemment cités ont été
souvent décrits a I'’échelon neuronal et le prédamriement induit également une augmentation
de la neurogenése. Cependant l'induction optimaleedrésistance a I'ischémie nécessite une
réponse intégrée de l'unité neurovasculaire. Il est effet, impossible de s’affranchir des
anomalies vasculaires consécutives a l'ischémideefinfiltration du foyer par des éléments
figurés du sang, notamment les polynucléaires aphiies, qui pénetrent dans le cerveau via des
protéines d’adhésion vasculaires. De méme, desculel® synthétisées par les astrocytes,
comme ['érythropoiétine, sont en jeu dans la ptaBec neuronale au cours du
préconditionnement. De fait, dans des conditions pdéconditionnement, une protection
vasculaire et une protection gliale ont été égatgnaecrites. Au niveau vasculaire, le
préconditionnement permet de limiter les interaxgio leucocytes-endothélium, par
l'intermédiaire d’'une moindre induction des pro&snd’adhésion et une augmentation de
I'expression de la NO synthase de type 3. Ces neatibns ont pour conséquence, apres un
préconditionnement, de préserver la fonction eré@tie avec pour conséquence un maintien du
débit sanguin cérébral et des capacités d’'angicgenées astrocytes et les cellules microgliales
sont transitoirement activés par le préconditioner@nce qui traduit leur implication mais le
préconditionnement prévient également leur actvatinassive et délétére aprés l'induction
d’une ischémie. Les mécanismes impliquant les lealigliales au cours du préconditionnement
sont nombreux : mouvements ioniques, transfert ulesteats énergétiques, métabolisme des
neurotransmetteurs, maintien de la structure effalegions de la BHE, piégeage des radicaux
libres, production de facteurs de croissance etyttieopoiétine, libération de cytokines anti-
inflammatoires (IL-10), synthése de protéines deccthermique (Trendelenburg and Dirnagl,
2005).
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L’ensemble des mécanismes impliqués dans l'indnafiane résistance a I'ischémie de
'unité neurovasculaire constitue, du point de vtleorique, un ensemble de cibles
pharmacologiques susceptibles d’'induire une neoteption préventive, puisque dans le modéle
fondamental de préconditionnement, leur mise en getalable a lischémie permet une
reprogrammation génomique vers un phénotype pmiectNéanmoins, une preuve de la
pertinence clinique du préconditionnement cérébeafait étre apportée avant d’envisager une
recherche translationnelle vers des médicamentsambunimer ce phénoméne expérimental.
Ceci a été apporté par la démonstration que lasnpsitayant présenté un accident ischémique
transitoire, situation clinique mimant un précomminement ischémique, avait une sévérité
moindre pour les accidents ischémiques constitwés daisaient au décours et méme tres a

distance de I'accident ischémique transitoire (Weget al, 2004).

Dans la continuité des travaux sur le précondimnent, I'effet neuroprotecteur
préventif de classes médicamenteuses utilisées ldapvention primaire ou secondaire des
accidents ischémiques cérébraux a été tenté. Uiee d& travaux ont permis de montrer que
I'administration préventive de différentes statimeduisait une réduction de la taille d’infarctus
dans des modéles expérimentaux, en associatioe augmentation de I'expression de la NOS
endothéliale et a un effet anti-oxydant . Les ammigjes des récepteurs AT1 de I'angiotensine 2
(sartans) ont également été décrits pour avoir efeets similaires, en modulant des voies
impliquées dans le phénomene de préconditionnemmémndbral. La classe des fibrates a été
également étudiée avec la mise en évidence d'wet Eféntiqgue. Au dela des médicaments,
'exercice physique induit également un effet neuotecteur préventif. Des résultats
expérimentaux complémentaires sont venus démogarei’effet de ces différentes classes, en
particulier des statines, ne persistait pas a vét ale quelques jours avant la réalisation de
I'ischémie, suggérant que l'effet neuroprotectetévpntif n'est pas liée & un mécanisme de
préconditionnement mais plus a la présence du méaiot dans I'organisme au moment de la
survenue de l'accident ischémique cérébral. Il ndmeure pas moins que quelque soit le
mécanisme en jeu, la neuroprotection préventive regiquement pertinent puisque plusieurs
études clinigues ont permis de montrer que legpiEtitraités par des agents hypolipémiants ou
pratiquant I'exercice physique régulier avant lavenue d’'un accident ischémique cérébral ont

une séveérité moindre des conséquences cliniqugdde et al, 2006).
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[.B. La fibrinolyse

Les progrés réalisés dans le diagnostic et dacsrnaaissance de la physiopathologie des
infarctus cérébraux ont abouti a des traitemenikaekes dans la prévention primaire et
secondaire. En revanche, les thérapeutiques cesatie la phase aigué de linfarctus cérébral
restent encore peu nombreuses. Le but du traiteeseélie réduire le handicap et la mortalité des
infarctus cérébraux. Pour cela les thérapeutigeesemt de limiter I'extension des lésions

cérébrales et de lutter contre I'occlusion vascelai

[.B.1. Principe

La fibrinolyse correspond a la dégradation de barfie par la plasmine, conduisant a un
délitement du caillot. Le principe de la fibrinoyppharmacologiquement induite repose sur

I'accélération et 'amplification de la fibrinolygghysiologique.

[.B.2. Agents pharmacologiques

Les fibrinolytiques sont des molécules capables pdemouvoir la conversion du
plasminogene en plasmine. Plusieurs moléculesnblytiques, efficaces dans la recanalisation
des artéres coronaires au cours de l'ischémie mgiogee, ont été évaluées dans l'ischémie
cérébrale : streptokinase, rtPA ou altéplase, nasde, rétéplase, ténectéplase desmotéplase.
Toutefois, les résultats cliniques n'ont pas tdé@se@courageants a la phase aigué de l'infarctus
cérebral et des difféerences defficacité ont été&seobees entre les agents fibrinolytiques,
contrastant avec les résultats dans lischémie argique. Ces difféerences pourraient étre
expliguées en partie par les différences entremésanismes thrombotiques impliqués dans
I'ischémie myocardique et l'ischémie cérébrale. das d’ischémie myocardique, le thrombus
responsable de l'occlusion artérielle est le plosivent formé a partir d’agrégats fibrino-
plagquettaires, originaires d’'une plaque d’athéraicérée. Les étiologies de l'ischémie cérébrale
sont plus diverses et par conséquent, la composdio thrombus au cours de l'ischémie
cérébrale peut étre variable selon le mécanisnéogifjue (Amarenco, 2001). Ainsi, 'effet de
la fibrinolyse pourrait varier de maniére impor&selon la teneur en fibrine du thrombus (del
Zoppo et al, 1990), ce qui justifie 'évaluatiomnd I'infarctus cérébral, d’agents fibrinolytiques
avec une fibrinospécificité variable, sans toutegavoir si cette fibrinospécificité peut expliquer
la variabilité des résultats en terme d'efficadiie la fibrinolyse. La desmotéplase était une
molécule prometteuse en raison d’'une demi-vie jgngue (>4 heures) que le t-PA (5-10 min).

De plus elle présentait I'avantage par rapport-Bé tde ne pas présenter d’effet neurotoxique



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 13

(Lopez-Atalaya et al, 2007). Néanmoins une étuahéqeie de phase Il de la desmotéplase a été
interrompue puisqu’elle n'a pu pas montré d'efféténéfigues en terme d’amélioration

neurologique et de survie.

Actuellement, la seule molécule ayant l'indicatda fibrinolyse a la phase aigué de
I'infarctus cérébral est le rtPA ou activateur uiage recombinant du plasminogene. Cette
glycoprotéine est identique au tPA humain endogenhen partage les mémes propriétés
fibrinolytiques. Elle ne peut activer le plasminogégu'en présence de fibrine, ce qui lui confere
une spécificité d'action sur le caillot constitU@utefois, a forte posologie, cette spécificité
semble disparaitre avec l'apparition d'une actiomigeau du fibrinogéne circulant. Toutes les
études avec le rtPA soulignent les deux limiteseor@s a son utilisation au cours de I'ischémie
cérébrale : étroitesse de la fenétre thérapeutuisque hémorragique. Ces facteurs limitants,
qui sont peut-étre liés, ont conduit a restreintodélisation du rtPA et a proposer des
recommandations concernant les caractéristiquegalssnts susceptibles de bénéficier d'une

fibrinolyse.

La survenue d'une hémorragie cérébrale constituepriacipale complication du
traitement par rtPA lors de son utilisation daimschémie cérébrale, avec une incidence presque
dix fois supérieure a celle des complications héaggues intracérébrales observées lors de la
thrombolyse cardiaque (Gurwitz et al, 1998). A padles essais cliniques dans l'indication
cérébrale, une relation a initialement été étadutige I'importance de cette incidence et le délai
avec lequel la fibrinolyse était instaurée (Wardl&001). Cependant, la comparaison des
résultats de I'étude NINDS, réalisée dans un daidanoins de 3 heures et des autres études ou la
fibrinolyse était effectuée dans un délai de 6 égumontre une incidence équivalente (de I'ordre
de 6%) de complications hémorragiques intracérébyantretenant la controverse sur le délai de
prise en charge des AVC par rtPA (Ringleb et aQ2)0En outre, dans les études de phase 1V,
toutes réalisées chez des patients traités par addh& un délai de 3 heures, la fréquence des
complications hémorragiques varie de 3,3 a 15,7&pl@hque et al, 2003). Le non-respect des
recommandations d'utilisation du rtPA ne peut ex@r a lui seul cette variabilité de survenue.
Plusieurs facteurs cliniques favorisants sont &ffement identifiés : I'age (Larrue et al, 1997;
Kent et al, 2005), I'existence d'une hypertensioéreelle , le diabete (Larrue et al, 2001),
I'ethnie (Broderick et al, 1997; Gurwitz et al, B®u encore la dose de rtPA administrée
(Gurwitz et al, 1998 ; Levy et al, 1994). D'autfesteurs, radiologiques (existence a I'IlRM
cérébrale de modifications précoces des séquercéeifdsion et de perfusion) et biologiques
(taux de plaquettes circulant, taux de métallojmase 9 plasmatique, taux des inhibiteurs

spécifigues de la fibrinolyse) sont également mtédi de la survenue d'une hémorragie
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intracérébrale apres la fibrinolyse (Alexandrowakt1997; Tanne et al, 2002; Castellanos et al,
2003; Montaner et al, 2003; Ribo et al, 2004).

Une méta-analyse de 17 essais de fibrinolyse aetlyant utilisé différents types d’'agents
thrombolytiques et concernant 5216 malades a ped®isnontrer une surmortalité ches les
patients traités par fibrinolyse en raison d'unetefoaugmentation du risque d’hémorragie
cérébrale symptomatique. Lorsque I'analyse ne mpréesur les survivants, le risque d’invalidité
est cependant moindre chez les patients traitéseff® bénéfique est plus important pour les
patients traités par le rt-PA dans un délai de &dw en dépit d’'un risque hémorragique qui
reste éleveé. Le rt-PA administré dans les 3 heaulasposologie de 0,9 mg/kg permet de réduire
la proportion de patients morts ou dépendants i3,mavec 14 décés ou dépendances évités
lorsque 100 patients sont traités. Tout récemménide ECASS 3 avait pour but d'évaluer
I'efficacité et la sécurité d’emploi du rtPA 3h &30 apres le début de l'ischémie. Les résultats
probants de cette étude a permis d’étendre laretiédrapeutique du rtPA a 4h30 (Hacke et al,
2008).

[.C. Vingt ans de recherche d’agents neuroprotectes

Méme si le concept de neuroprotection vis-a-vislds®ns ischémiques est né au cours
des années 1980 avec les premieres recherches ghydiopathologie de I'ischémie cérébrale,
c’est au début des années 1990 que la recherchka swguroprotection a vraiment émergé
comme l'atteste I'afflux de publications référeneé@u cours des six dernieres années, 1000
articles expérimentaux et 400 articles cliniquest @bé publies dans ce domaine. La
neuroprotection peut étre définie comme une sti@tgg une combinaison de stratégies qui peut
inhiber, interrompre ou ralentir les événementséoualhires et cellulaires qui conduisent a des
|ésions ischémiques irréversibles, excluant lesaffgutiques visant a agir directement sur
I'obstruction artérielle elle-méme (Ginsberg, 2Q08)appuyant sur des modeéles experimentaux
reproduisant la pathologie vasculaire cérébrale ser les nombreux mécanismes
physiopathologiqgues mis en évidence (excitotoxicitpolarisation péri-infarctus, stress
oxydant, inflammation, activation des caspasesde hombreux agents neuroprotecteurs ont été
évalués tant au plan pré-clinique que clinique. éelsecs répétés des différents molécules ont
conduit a remettre en question la pertinence dstritégie, des modeles pré-cliniques ou de
I’évaluation clinique. Si les recommandations STAdBur I'évaluation pré-clinique ont permis

d’améliorer certaines étapes du développement,fiant @oit étre encore fait sur les étapes
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translationnelles (Feuerstein et al, 2008), avelamment la prise en compte de I'évolution
cinétique et spatiale de la cible testée, afin dmurmsélectionner les patients. Plus généralement,
ces échecs ont conduit a réfléchir a des stratédiemt les mécanismes physiopathologiques de
facon plus intégrée ou a l'aide d’agents pharmagqlees a I'action pléiotrope.

I.C.1. Cibles de neuroprotection : évaluation pré4mique et cliniques

Les lésions du tissu cérébral et vasculaire cotissua I'ischémie sont la résultante de
nombreux mécanismes intriqués et évolutifs dartergs et dans leur localisation. On assiste
ainsi a un phénomene de maturation de l'ischémeés, @és rapidement aprés la baisse du DSC,
des mécanismes d’excitotoxicité et de dépolarieatigéri-infarctus qui endommagent
irréversiblement les neurones et les cellulesagialu sein du cceur ischémique. Dans la zone de
pénombre avoisinante, d’autres mécanismes se maedterplace, sous la forme d'un stress

oxydant, puis plus tardivement de processus inflatoires et apoptotiques (figure 1).

F )

Pénombre

Jours Temps

J s

Figure 1 : Cinétiqgue des mécanismes impliqués dans I'ischéémé&brale (d’aprés Dirnagl, 1999)

I.C.1.a. Excitotoxicité et dépolarisation péri-infactus

Mécanismes

Le calcium constitue l'un des principaux secondsssagers au sein des cellules
neuronales. Il est impligué dans les mécanismesibéeation des neurotransmetteurs, dans
I'excitabilité membranaire et dans la modulationndenbreux processus métaboliques (Kristian
et Siesj6, 1998). Le maintien d’'une faible concatidn cytosolique en calcium, alors que le
milieu extracellulaire est environ 10 000 fois plasncentré que le milieu intracellulaire,
s'effectue, dans les conditions physiologiques,lpanise en jeu de différents systemes dont le
fonctionnement est colteux en énergie : stockagecellulaire par I'activation des transporteurs
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Cd* ATPase et des échangeurs'ii&" et H/C&* au niveau du réticulum endoplasmique ou
des mitochondries et/ou efflux par les transpostemrembranaires GaATPase et NHK*
ATPase en paralléle de I'échange passif par I'éganNad/Ca* (Neumar, 2000). La déplétion
énergétique induite par I'ischémie cérébrale vastprement interrompre la régulation de cette
homeéostasie calcique, avec la saturation rapidelifésents systémes de stockages et d'efflux.
Dans ces conditions, 'augmentation massive dtf @ans la cellule va initier une cascade
d’événements déléteres pour le tissu cérébral padesiguels un dysfonctionnement des
mitochondries (déficit énergétique et synthese atbicaux libres toxiques), la mise en jeu de
systemes enzymatiques capables de dégrader diférestructures de la cellule (lipases,
endonucléases et protéases) ou encore 'activddda synthese de NO par I'isoforme neuronale
de la NO synthase. Cette augmentation du calciduradellulaire est majorée secondairement,
aprés activation des canaux calciques voltage-dims, par la libération de glutamate dans
I'espace extracellulaire (Katsura et al, 1994 ; keeal, 2000). Ce glutamate va alors activer des
récepteurs spécifiques permeéables au sodium, asgom et au calcium, favorisant ainsi une
entrée massive des ions calciques, sodiques esartie des ions potassiques (Neumar, 2000 ;
Stone et Addae, 2002). La présence d'une forte esuration de glutamate au niveau
extracellulaire est par ailleurs favorisée par altération de ses mécanismes actifs de recapture

pré-synaptique (Dirnagl et al, 1999) (figure 2).

L'entrée massive de cations dans l'espace intudaiedl conduit & une dépolarisation
membranaire se transmettant aux neurones excgateuirelarguent les ions potassium afin de
repolariser leur membrane. La mise en jeu des tégepionotropiques sensibles au glutamate
entretient ce phénomeéne, qui se transmet de preoh@roche dans le tissu cérébral. La
dépolarisation peri-infarctus correspond a la pgapian, dans le tissu cérébral, de ces
dépolarisations membranaires répétées (Hossmad),19@i semblent pouvoir se répéter
plusieurs fois par heure et ce de maniéere prolofD&eagl et al, 1999) avec un effet délétére
sur le parenchyme cérébral dans la mesure ou, l@dremal, le nombre de ces dépolarisations
est corrélé a 'importance des Iésions cérébrabss et al, 1993). D'autre part, I'entrée massive
d'ions sodium dans la cellule va étre associée afflux de molécules d'eau, responsables d'un
cedeme cellulaire cytotoxique (Ayata et Ropper, 2002
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Figure 2 : Cascade ischémique initiale (d’aprés Green eidin 2006)

Agents neuroprotecteurs évalués en clinique

Inhibiteurs calciques : la nimodipine

Le calcium joue un réle central dans la physioplatlie de I'ischémie cérébrale. Le
blocage des canaux calciques (de type L) au nicéatbral permettrait de réduire I'entrée de
calcium a l'intérieur des neurones. La nimodipiseune 1,4-dihydropyridine qui exerce un effet

neuronal et de plus un effet vasodilatateur prététement au niveau cérébral.

Environ 3 400 patients ont été inclus sur 5 esdaigjues. L'initiation du traitement pour quatre
de ces études s’est faite dans les 24 ou 48 hapres le début de 'ischémie, bien au-dela de la
fenétre thérapeutique expliquant leur échec. Ds |g@s données précliniques sur la nimodipine

ont montré une neuroprotection limitée et inconstan
Antagonistes glutamatergiques

Il est bien établi que le glutamate est le principauromédiateur excitateur, capable
d’'induire des effets excitotoxiques. Le glutamaitgeliagit avec de nombreuses classe de

récepteurs qui sont pertinentes dans la neuropiatedes récepteurs NMDA et AMPA.
Antagonistes compétitifs des canaux NMDA

Des études précliniques, il ressortait que cegyantates devaient étre administré

trés tét pour étre efficace. Les échecs des eslfi@igues pouvaient s’expliquer par le fait
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gue le traitement était administré trop tardivemesdul le Seftogel a été évalué en
clinique. Les essais ont été interrompus en raiane plus grande mortalité dans le
groupe traité.

Antagoniste du site de la glycine du récepteur NMDavestinel

Les essais cliniques pour cette molécule ont étéuites de maniére exemplaire

mais ce sont les études précliniques qui étaiequdété sub-optimale.

I.C.1.b. Stress oxydant

Mécanismes

Au moment de l'ischémie, la perturbation de I'homstésie ionique, I'excitotoxicité,
I'anoxie localisée et linflammation favorisent laroduction de radicaux libres dérivés de
I'oxygene par plusieurs mécanismes (Kehrer, 1998/g, 1999) : i) diminution des capacités de
défense antioxydantes; ii) altération du systéme tdasformation de la xanthine en
hypoxanthine (Betz et al, 1991); iii) accumulatideicosanoides par induction principalement
de la COX2 (Nogawa et al, 1997); iv) altérationl'detivité mitochondriale (Boveris, 1977); v)
induction des NOS (ladecola et al, 1995). Cettedpction est par ailleurs majorée par la
reperfusion (Hallenbeck et Dutka, 1990). Les ppate@s espéces générées sont: l'anion
superoxyde @, le radical hydroxyle OH de loin I'espéce dérivée de I'oxygéne la plustiés,
et bien qu’ils ne soient pas radicalaires maisnéastifs et producteurs de radicaux, le peroxyde

d’hydrogéne HO, et le monoxyde d’azote NO (figure 3).
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Figure 3 : Voies physiopathologigues principales de I'istie cérébrale aprés la
reperfusion (d’apres Green et Shuaib, 2006)
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Parmi les nombreux agents neuroprotecteurs évalu&sinique, une nouvelle molécule
chélatrice de radicaux libres, le NXY-059, étaitplemiere a remplir les criteres STAIR pour
une meilleure translation des études précliniquesessais cliniques. Le NXY-059 a été étudié
dans le programme d’essai clinique SAINT qui se posait deux essais de phase Ill, SAINT |
et SAINT II. L'essai SAINT | avait démontré que MXY-059 diminuait le handicap
indépendamment de la sévérité de I'ischémie, dai dé& traitement et de I'utilisation du rt-PA.
Une caractéristique importante de I'étude était dimainution apparente de l'incidence des
hémorragies chez les patients traités par rt-PAsDassai SAINT I, un nombre plus important
de patients ont été inclus. Malheureusement ladtaés de la premiére n’ont pas été retrouvés
(Green, 2008).

I.C.1.c. Inflammation post-ischémique

Mécanismes

L’élévation du calcium intracellulaire, la prodwrti de radicaux libres et I'hypoxie
permettent la synthése de facteurs de transcrippianrinflammatoires comme le facteur
nucléaire NFkB (O’Neill et al, 1997), le facteur induit par I'hgxie HIF-1 (Rusher et al, 1998),
le facteur régulateur des interférons IRF-1(ladecetl al, 1999%t le facteur de transcription
STAT-3 (Planas et al, 1996). L’activation de ceddars de transcription permet I'expression de
nombreux médiateurs de l'inflammation tels quealetdur d’activation plaquettaire (PAF) ou les
cytokines TNFa et IL;- (Lindsberg et al, 1991 ; Stoll et al, 1998 ; Zhahet al, 1998). Ces
médiateurs vont dans un deuxiéme temps permettxerssion de molécules d’adhésion a la
surface de I'endothélium, en particulier de ICAMMCAM-1, des P-sélectines et E-sélectines
(Frinjs et Kappelle, 2002). Ces molécules d’adh@siteragissent avec des récepteurs situés a la
surface des polynucléaires neutrophiles afin derfagr leur adhésion a I'endothélium puis leur
migration au sein du parenchyme cérébral (Lindsletrgl, 1996). Les cellules gliales et les
astrocytes participent également a ces procesflammatoires, en particulier au niveau de la
zone de pénombre (Stoll et al, 1998).

L’inflammation post-ischémique peut contribuer ad&sions cérébrales par plusieurs
mécanismes. L'obstruction secondaire des microseaisx par I'activation locale de I'agrégation
plaquettaire, de la coagulation et des leucocyees majorer les Iésions ischémiques (Del Zoppo
et al, 1991). De méme, la production de médiatéaxgjues par les cellules inflammatoires
activées et les neurones environnants est un étamégerminant : induction de la NO synthase
de type Il (NOS 2) qui participe notamment a lanfation de radicaux libres (ladecola et al,

1997) ; expression de la COX 2 impliquée dans lath®se de radicaux superoxyde et de
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prostanoides cyto-toxiques (Nogawa et al, 1997)nsiii les effets cytotoxiques de

'inflammation sur le tissu cérébro-vasculaire re@at essentiellement sur une amplification du
stress oxydant accentuant le déséquilibre enfpetientiel oxydant et les défenses antioxydantes
et par la méme favorisant 'apoptose. Par ailleles phénoménes inflammatoires interviennent
dans laltération de la perméabilit¢ de la barrit¥emato-encéphalique notamment par
l'activation de protéases spécifiques, les métaltémases, favorisant alors l'extension de

I'cedeme et des Iésions tissulaires post-ischémiipedZoppo et Mabuchi, 2003).

L’enlimomab est un anticorps murin anti ICAM-1 géduit 'adhésion leucocytaire. Les
études précliniques ont montré son efficacité ddes modéles d’ischémie focale avec
reperfusion. Dans l'essai clinique EAST multicenie évaluant I'enlimomakersusplacebo,
625 patients ont été randomisés. L'essai a montréfiet délétere chez les patients traités par
I'enlimomab. Pour élucider les raisons de cet édtleique, une étude expérimentale a été
menée avec ce méme anticorps. On observait unegirod d’auto-anticorps et une activation
des polynucléaires neutrophiles circulants et dmpiément expliquant en partie les effets

déléteres observés en clinique.

[.C.1.d. Apoptose

Comme nous l'avons déja vu, la nécrose est le nsroaprédominant a la phase initiale
de lischémie, alors que I'apoptose apparait ptudivement et siege de maniere préférentielle
au sein de la zone de pénombre (Leist et Nicol&98 ; Graham et Chen, 2001). L'initiation de
'apoptose résulte de I'activation de génes d'espin immédiate, sous linfluence de
I'hypoxie, de la surcharge en calcium, du NO, qubdoient I'expression de nombreuses
protéines impliquées dans le développement de ptyse (Graham et Chen, 2001 ; Sims et
Anderson, 2002). On distingue ainsi des protéinemt d'expression va favoriser le
développement de I'apoptose (protéines pro-apaptes : Bax, Bid ...) et des protéines qui au
contraire limitent le développement de ce type aetroellulaire (protéines anti-apoptotiques :
Bcl-2, Bcl-x....) (Graham et Chen, 2001). La phase effectrice 'a@poptose est en partie
modulée au niveau des mitochondries et met en mux dvoies différentes, l'une faisant
intervenir les caspases (protéases) et les DNaspagses dépendantes, et I'autre, directe, faisant
appel au facteur inducteur de I'apoptose. L'actoratle la voie indirecte des caspases nécessite
la libération de cytochrome C par les mitochondeieBactivation du complexe pro-apoptotique,
qui associe un facteur activateur de I'apoptoseARR) et la pro-caspase 9. Ce complexe
permet Il'activation successive des différents eéffecs pour aboutir a la phase finale de

I'apoptose par activation de la caspase 3 et diNase caspase-dépendante amenant au clivage
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de 'ADN nucléaire en fragments de petite taillarespondant aux nucléosomes (Graham et
Chen, 2001 ; Sims et Anderson, 2002). L’autre vpies directe, met en jeu le facteur inducteur
de I'apoptose (AIF) libéré par la mitochondrie apable d’induire une fragmentation de '’ADN
nucléaire indépendamment de l'intervention de tawtee DNase (Sims et Anderson, 2002).

Toutefois, les évenements conduisant a I'apoptose gobablement plus complexes et
des travaux récents ont apporté des arguments vaurfal’'une activation tres précoce de
I'apoptose au coeur de l'ischémie par des voiespieiaidantes de la mitochondrie et de la caspase
9 (Benchoua et al, 2001).

[.C.2. Neuroprotection : les raisons d’'un échec

Différences physiologiques entre les rongeurs étdmme

Des différences neuroanatomiques, physiopatholegigi métaboliques existent entre le
rat qui est I'animal le plus souvent utilisé daes Btudes précliniques pour I'évaluation des
agents neuroprotecteurs, et 'lHomme. Celles-ci @demt expliquer en partie les résultats des
études expérimentaux plus favorables. La meilleffieacité de la circulation collatérale chez le
rat fournit une défense naturelle contre l'ischémgeébrale chez ces animaux et elle permet
eégalement une meilleure diffusion des agents neategteurs testés dans la zone de pénombre.
Bien que les différences métaboliques entre romgetirnmammiféres soient bien connues, il
existe peu d’'études comparant la pharmacocinétiggeomposés chez les animaux et 'lHomme
afin d’obtenir la dose équivalente ayant un effettain. Généralement des doses plus élevées

sont utilisées chez les petits animaux qu’au cdassessais cliniques.

Difféerences entre les ischémies cérébrales expéntakes et les AVC spontanés chez

les patients inclus dans les essais

L'objectif du modéle expérimental est de reproduites lésions homogénes et
reproductibles avec une variabilité minimale danbut de produire des résultats probants. Dans
ce but, toutes les variables qui pourraient infagen’extension et la progression des lésions
telles que les parametres physiologiques (températorporelle, pression sanguine, glycémie,
gaz du sang, pH), age, sexe des animaux, territoieet de l'occlusion et temps exact de
I'administration des produits, sont contrélés. Enigue, il est impossible d’obtenir des groupes
de patients similaires. Les essais cliniques rgmgsudes patients avec des infarctus de

localisation différente, d’étiologie et d’extensiaifférents, ainsi que des patients a un age



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 22

avancé et polymédicamentés. Chez ces patientgiests neuroprotecteurs ne peuvent étre
administrés avec autant de précision qu’en prégimi Cette hétérogénéité réduite la puissance

des études et rend difficile 'obtention de régsl&ignificatifs.

Raisons attribuables a la pharmacologie, aux mécanes d’'actions et au protocole

d’administration du composé

L’efficacité du traitement neuroprotecteur déperdsd capacité a inhiber les médicateurs
de la cascade ischémique et les processus contaisamnmort neuronale. La démonstration de
I'efficacité dans toute étude dépend également dotopole d’administration (moment
d’administration, durée de traitement, doses) @girapriée au mécanisme d’action et aux
propriétés pharmacologiques de la substance étud#Eseéléments ne sont pas suffisamment pris
en compte. A titre d’exemple, I'activation des m@eeirs par les acides aminés excitateurs et
I'élévation calcique intracellulaire surviennenédrprécocement dans la cascade ischémique et
les lésions prennent place tres rapidement. Paie caison, les antagonistes des récepteurs
NMDA et les inhibiteurs calciques doivent étre axistrés trés tét pou obtenir les effets
bénéfiques. Ceci n'est pas envisageable en clinighde linverse, d'autres voies
physiopathologiques telles que I'inflammation oapbptose, responsables de Iésions différées,

nécessitent une fenétre thérapeutique plus grandeteaitement de plus longue durée.

Une des raisons des échecs des traitements netgcipros évalués en clinique est le
manque de standards acceptables pour I'évaluatenétldes précliniques. La variabilité des
évaluations des études cliniques et le peu de sudes agents neuroprotecteurs évalués en
clinique ont conduit a la publication de recommaiwfes pour I'évaluation préclinique : STAIR
recommandations (Ford GA, 2008) (tableau 1).
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1: Evaluer le candidat médicament dans des mod&eslusion permanent et transitoire dans deux
especes.

2 : Evaluer de maniere convenable un effet-dose daa fenétre thérapeutique raisonnable.

3 : Monitoring approprié des constantes physiologiet I'insu doit étre pratiqué.

4 : Mesures histologiques et fonctionnelles doiv&m: évaluées avec survie prolongée pour s’assurer

que les effets du traitement aigu n’est pas perdu

5 : Si possible, les effets du traitement doivere évalués chez des animaux des deux sexes et agés

6 : Les effets du traitement doivent étre repraddans plusieurs laboratoires, incluant les strastu

académiques et industrielles.

7 : Les données, positives ou négatives doiveatptbliées.

Tableau 1: critéres précliniques STAIR

De nombreux agents pharmacologiques ont eu uneatitin limitée en clinique bien
gu’ils aient démontré une efficacité dans diversiaies animaux. Cependant dans ces modeéles
animauy, il a été montré que l'ischémie cérébraleume pathologie complexe impliquant de
multiples processus biochimiques initiés de quedgménutes, quelques jours voire plus apres
I'ischémie. Ces processus touchent I'ensemble deit€ neurovasculaire. Le concept qu’'un
agent neuroprotecteur seul puisse bloquer la cassathémique et par conséquent la mort
cellulaire est dorénavant illusoire. Les stratégiearoprotectrices dans les AVC demandent la
combinaison de plusieurs agents neuroprotecteums daf bloquer la cascade ischémique a
différents niveaux ou bien une seule substance npm@rlogique capables d'interagir sur
plusieurs voies physiopathologiques de I'ischén@glbrale. De tels effets pléiotropes peuvent
étre induits par des substances agissant les etrspte facteurs de transcription communément
appelés récepteurs nucléaires. Ce type de récegdtan effet capable de réguler simultanément
plusieurs genes au sein des différents compartsneetlulaires qui constituent l'unité

neurovasculaire.
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ll. Ischémie cérébraz : une pathologie de I'unité neurovisculaire

La plupart des rechehes das le traitement des AVC s’est coicré essentiellemeau
compartiment neuronal ce 1 a entre autre expliqué une des raisons ichecs en thérapeutiq
humaine. Est donc né leoncept d'unité neurovasculaire compunt I'endothélium, le
astrocytes, et les neuronfiglure 4. L'ischémie cérébrale n’est pas silement une patholog

uniquement neuronale ou \culaire mais touche l'intégralité de cette v.
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Figure 4 : L'unité neurovasculaire (d'apres Del Zoo, 2006

II.A. Les acteurs de 'unité neurovasculaire

II.LA.1. Les neurones

L’activité neuronale2st déterminée par l'activité électrique synaptique, qui est
résultante de la formation (potentiel d’action, de la libération de ne transmetteurs et de
réponse électrique et chigue de I'éément post synaptique. Lmajorité des besoir

énergétiques liée a cette tivité provient majoritairement de la rauration des gradien

ioniques transmembranairqui sont transitoirement déséquilibrés pas courants so-tendant
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les potentiels d’action et par les potentiels @ysiaptiques. L'oxygene et le glucose, qui est le
substrat énergétique exclusif des neurones en tommdiormale sont apportés par le sang
circulant au sein de la circulation cérébrale déqnar la suite. La vitesse du métabolisme des
neurones étant exceptionnellement élevéee, ils eegoi un approvisionnement continu et

constant et ne peuvent survivre plus de quelquestes sans leur besoins énergétiques.

[ILA.2. La glie

Elles occupent I'espace libre entre les neurondsues prolongements et s’interposent
entre les cellules nerveuses et les vaisseaux sen@edergaard and Dirnagl, 2005). Pour cette
raison, on leur a longtemps attribué un réle de¢isouMais elles participent a beaucoup d’autres
fonctions majeures et nécessaires a la physioldgiesysteme nerveux central. Les cellules
gliales ne transmettent pas de signal électriques m@nt indispensables au maintien de la
composition du milieu dans lequel travaillent lesurones. En fonction de leurs aspects

structuraux et fonctionnels, elles sont classées@tégories.

Les astrocytes

Les cellules gliales les plus nombreuses sont l&so@tes qui contribuent au
fonctionnement cérébral en étroite synergie avecfolaction neuronale. Les astrocytes

représentent I'essentiel de I'environnement dagsdkebaignent les neurones

Les autres types de cellules gliales

Les oligodendrocytes et les cellules de Schwanlensda plupart des axones par la
myéline, respectivement localisés au sein du systéenveux central et périphérique. Au niveau
des noeuds de Ranvier, la gaine de myéline esbrtistie sur une petite longueur ou la
membrane de 'axone se trouve exposée, permetsaria propagation saltatoire, I'accélération

de la transmission de l'influx nerveux.

D’autres cellules gliales sont présentes dans feeaa. Les cellules épendymaires forment un
épithélium a la surface des cavités ventricula@gtepourraient jouer un role dans le contréle du
sens de la migration de certaines cellules penttardéveloppement cérébral. Les cellules
microgliales (formant la microglie) sont des petitellules tres ramifiées qui interviennent dans
les processus immunitaires du systeme nerveuxs felleent un réle de phagocyte pour éliminer

les débris laissés par les neurones et les celilibdes en voie de dégénérescence.
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I1.LA.3. L'e ndothélium

L’endothélium visculaire n’est pas une simple barriére pjue interposée entre
lumiere vasculaire et le corartiment soL-endothélial, mais une vérita structure modulrice
des réponses physiologigs et pharmacologiques résultant de I'éement du sang (fli-
dépendance) et de la préce d'une grande variété de médiateurs.ndothélium peut aus
exprimer des molécules ditd’adhérence qui conditionnent le maintit la solidité de la parc
artérielle, ainsi que le pass: contrélé de cellules et de molécules dantima. D’'une maniére
générale, la perméabilité veulaire et 'endothélium en particulier, jouwn réle déterminant ¢

cours de la réponse inflamitore et du passage inter- et traygdlulaire d> nombreux nutrimen
et molécules circulantes.

[1.B. Les interactions

Hémodynamique Régulation
fonctionnelle de la BHE

Interaction matricielle pour
les signaux de survie cellulaire

SN

Dynamique
de la neurotransmission

Figure 4 : Schéma des intections au sein de l'unité neurovascul: (d’apres Lk et al, 2007)

[1.B.1. Anatomiques

Selon le territoire @ locclusion artérielle, le développement dschémie cérébrale e
hétérogenel.a dysfonction rzuronale varie selon le territc vasculaire ¢ avec le délai sépare
du début de lischémie. (ci est cohérent avec la variable irriga microvasculaii aux

neurones expliquant la diffence de vulnérabilité neuron: Dans le coex et dans le striatur



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 27

les lits vasculaires sont arrangés de maniéere gieigne. Pour le cortex, lirrigation artérielle de

la substance grise est organisée sous forme des sigscendantes d’'un étalage hexagonal des
arteres pénétrantes de l'artere piale qui irrigu&dntiere de la substance blanche. A ‘intérieur
de la substance blanche, les capillaires sont gggaen ligne avec les axones. A l'intérieur du
striatum ou les microvaisseaux et les neurones ptrg ou moins distribués de maniere
homogene, la relation du neurone aux microvaisseaaxsinants est hautement ordonnée et
cohérente (Del Zoppo, 2008).

[1.B.2. Régulation du débit sanguin cérébral

Le cerveau utilise 20 % de I'énergie consommeédeaorps alors gu'’il ne constitue que
2% de masse totale corporelle. L‘augmentation dxctiVité neuronale est couplée a
'augmentation du flux sanguin cérébral. Il a étépmsé que les neurones activés libéraient des
substances qui diffusaient dans I'espace extrdaghkujusqu’aux vaisseaux sanguins produisant
une relaxation musculaire lisse. Du point de vie@nique, il existe clairement des connections
hiérarchiques anatomiques entre la vascularisaténébrale et le parenchyme cérébral. De
maniere historique, les interactions entre les atédrs vasoactifs et le flux sanguin cérébral a
étée disséqué et appelé sous le terme d’autoréguldtiautorégulation implique la contraction
ou la dilatation des vaisseaux de résistance paaintemir le flux sanguin constant. Non
seulement ce mécanisme permet de réguler les dltimhs du flux sanguin mais aussi il prévient

des altérations des dommages des microvaisseatve(lad, 2007).

Derriere la régulation de la perfusion, le couplagemodynamique lie de maniére dynamique le
flux sanguin a I'activité neuronale. L’activité rmenale affecte le débit sanguin cérébral a travers
la combinaison de plusieurs processus. Ceux-cuémtlle tonus vasculaire basal, I'hnypérémie
fonctionnelle due a la libération de substanceaets/es pendant l'activité synaptique et

'augmentation de la réponse vasodilatatrice.

[1.B.3. Barriere hémato-encéphalique

Les principaux composants de la barriere hématégiratique comprennent les cellules
endothéliales, la membrane basale, les péricytesestpieds astrocytaires. Les cellules
endothéliales de la barriere hémato-encéphalique pauvres en fenestrations et ont des
jonctions serrées importantes qui limitent linflude molécules a travers les cellules
endothéliales. La membrane basale , une matricacetulaire entourant le capillaire, est le
second composant de la BHE. Les péricytes sonmbisidme composant qui aide a maintenir

l'intégrité structurale et fonctionnelle des vamsse sanguins. Les péricytes, exprimant des
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récepteurs pour de nombreux médiateurs vasoaptfticiperaient a I'autorégulation cérébro-
vasculaire. Les pieds astrocytaires autour du leagilparticiperaient a la régulation de I'eau via
les aquaporines. Les astrocytes et les cellulesteélinles sont engagés dans un complexe
circuit qui permet d’autres fonctions, et la sigeaion entre les neurones-astrocytes et

I'endothélium permet de réguler le contréle dynamide la circulation cérébrale.

[1.B.4. Neurogénese, angiogénése et facteurs neungihiques

Des recherches récentes sur I'angiogénese et lagenese ont montré des similitudes
dans ces processus. Ces similitudes incluent deteufd de croissance communs et de
récepteurs, des voies similaires de formationsalerelles cellules et dans de nombreux cas, un
partage du méme espace physique...parmi les factenmuns, le plus connu est le VEGF. Il a
été montré que le VEGF est exprimé par les neurenks astrocytes et jouent un role essentiel

dans la croissance axonale et la survie neuronale.

Cette interrelation entre neurogénése et angiogépegt étre un puissant déterminant
dans la récupération cérébrale apres une ischéhiie. des exemples est celui des
métalloprotéinases vasculaires. Les MMPs particigerx dommages post-ischémiques mais
peuvent jouer un rdle important dans I'angiogénkseasculogénése et la neurogénese. lls ont
des effets sur la plasticité et le remodelage Jaseu La MMP-9 bien qu’elle soit associée aux
altérations cellulaires, serait impliquée dans Igration des neuroblastes provenant de

I’hippocampe.

Il existe de nombreux exemples d’interactions hiqpes entre les différents types
cellulaires du systeme nerveux central. Il estmacogue les différents types cellulaires face a un
signal cérébral donné s’orientent vers tels dioasti Ces signaux fournissent un environnement

extracellulaire spécifique pour chaque type cellala I'intérieur de 'unité neurovasculaire.

[I.C. Les modifications au cours de lischémie cétdrale et des
transformations hémorragiques
Chaque acteur de l'unité neurovasculaire est affepar les différentes voies

physiopathologiques de l'ischémie cérébrale. Esoraides interactions cellulaires qui existent

au sein de l'unité neurovasculaire, les altératipost-ischémiques sur un des compartiment



DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES 29

cellulaire aura des réperclions sur les autres compartimeiL’ischémie cérébrale est air

responsable de dommagesssi bien cellulaires que fonctionr (Figure £).
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Figure 5: Synthése des rcanismes envisac : effet de I'ischémieeperfusion au niveau d

I'unité neurogliovasculaire (d’apres Pétrault et al, 37

[1.C.1. Découplage délit sanguin cerébral-métabolisme

Nous avons vu priédemment que la régulation de la dation cérébrale éte
étroitement liée aux chanments métaboliques du tissu neuronal. Jela des altérations
modifications fonctionnellede chaque compartiment du tissu cél-vascilaire (neurones, glie
et vaisseaux), I'ensemble I'unité fonctionnelle neu-glio-vasculaire est impliquée dans
physiopathologie de [Iisctmie. La déplétion énergétique et la turbation précoce c
I’'hnoméostasie cellulaire conurent a la formatione la vague de dépolsation au sein du foye
ischémique. Le DSC régior double au moment de la normalisation concentrations ionique
dans le milieu interstitiel pelant 1 a 5 minutes. Comme nous l'avonordé précédemment,
phénomene pourrait s’piquer par le fait que la repolarisation des ces nécessite un appt
supplémentaire d’oxygene de glucose pour la régénération de I'/; elle s’effectue, de plu
par un efflux de potassiumers le milieu extracellulaire dont la redisution jusqu’au muscle
lisse vasculaire favorise lalaxation. Cette vasodilatation est suivie,ant une période de ¢
minutes, d’une diminution ¢ DSC cortical probablement due a une vonstriction artériolaire
Cette phase de vasoconston précédente ou nsécutive a la vaguee dépolarisation, res
discutée.
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Sur le plan fonctionnel, l'autorégulation qui forrm@ systeme de protection du tissu
cérébral contre les variations de pression artéyiekt altérée aprés une ischémie-reperfusion.
En effet, une étude de la réactivité vasculairapporté que la reperfusion provoquait une perte
du tonus myogénique, qui est majorée d’autant guigsle temps de reperfusion est long (Cipolla
et al., 2002). Le tonus myogénique correspond r@panse contractile développée de maniere
spontanée en fonction de la pression artériellefeptésente une composante majeure du
mécanisme de l'autorégulation. Par ailleurs dansodele d’ischémie cérébrale chez le rat, le
muscle lisse développe une altération de la relaxanduite par I'application de KCI. La
réponse du muscle lisse aux variations de condentrde potassium extracellulaire, est une des
voies principales assurant rapidement le couplagee de DSC et I'activité neuronale. Les
études électrophysiologiques ont permis de mordrex l'ischémie-reperfusion modifie le
fonctionnement des canaux potassiques membranKir@sx a l'origine de la relaxation
musculaire lisse. De plus, I'altération fonctioriealle ces canaux est d’autant plus importante
que les lésions du tissu cérébral sont séveresereme de volume d’infarctus et d’cedéeme
(Bastide et al., 1999).

Sur le plan métabolique, I'effondrement de la paiotun d’ATP et I'acidose consécutive
participent aux lésions cellulaires. Lors de l'iéotie suite a la chute drastique de la pression
partielle en oxygene, le métabolisme des celluleissu cérébro-vasculaire va utiliser les voies
anaérobiques de synthése d’énergie bloquant adoisatiabolisme du glucose au niveau du
pyruvate qui sera réduit en lactate et en iohslia présence en grande quantité de, Q@
protons acidifiants ainsi que la réduction de lappen oxygéne vont favoriser le découplage
entre le débit sanguin cérébral et I'activité métmjue des cellules en saturant les voies de
relaxation de I'endothélium et contribuant a lafdgstion endothéliale. Dans le méme temps,
cette désorganisation fonctionnelle est concométamix voies de dégradation de la matrice
extracellulaire post-inflammatoires, abolissantré¢ation structure/activité des prolongements
neuronaux et astrocytaires avec les cellules vasesl La perte des récepteurs aux intégrines
impliqués dans la cohésion des cellules vasculai@acide avec I'expression des protéines de

dégradation de la matrice et les troubles secoesldie la perméabilité de la barriére vasculaire.

[1.C.2. Souffrance gliale et mort neuronale

Les astrocytes sont des déterminants critiques taphysiopathologie de l'ischémie
cérébrale puisqu’ils assurent le couplage neurorec des vaisseaux. lls fournissent une
protection de court terme en libérant des factelescroissance et d’autres molécules qui

facilitent la neurogénése et la régénération aplnase plus tardive. Il a été montré qu’aprés une
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ischémie cérébrale focale transitoire, une proportd’astrocytes a lintérieur du cceur de
l'ischémie restait viable et active métaboliquemanx phases précoces de la reperfusion
suggérant que les astrocytes sont plus résistantomparaison des neurones. Cependant la
sévérité de I'ischémie peut compromettre les famgtiastrocytaires et la surivie neuronale post-
ischémique. De maniére précoce, la réponse astioeya I'ischémie incluse un gonflement
astrocytaire qui surviennent initialement au nivedes pieds astrocytaires entourant les
microvaisseaux. De plus les gap jonctions a tralesguelles les astrocytes fournissent I'énergie
aux neurones, contribuent a la propagation depaldésation péri-infarctus.

[I.C.3. Polynucléaires neutrophiles

La diapédese leucocytaire est un phénomeéne incoatole de la mise en place de
l'inflammation. Elle est constituée d'une cascadévénements adhésifs et d’activation,
permettant la migration du leucocyte. Cette séguatiévenements peut étre divisée en cinq
étapes principales : la capture, le roulementoldement lent associé a I'activation, I'adhérence
ferme et la migration trans-endothéliale (Huanglg2006 ; Gavins et al, 2007 ). Chacune de ces
étapes est nécessaire pour un bon recrutemeneutEscites, car le blocage d’'une seule d’entre
elles peut réduire trés fortement I'accumulatios teicocytes dans les tissus. Si I'expression
des molécules d’adhérence a la surface des celbgleset la régulation du recrutement et de
'adhésion des leucocytes, d’autres protéines seligue la VE-cadhérine exprimée
spécifiguement par les cellules de I'endothéliumntsimpliquées dans la régulation de la
perméabilité des jonctions endothéliales. Une étud®ntré que I'adhérence des polynucléaires
neutrophiles sur I'endothélium entraine une digjparide la VE-cadhérine des jonctions, et une
augmentation de la perméabilité de I'endothéliurel(Maschio et al, 1996). En raison de leurs
effets sur la perméabilité de la barriere hémat®phalique, certains travaux évoquent
I'hypothese que les polynucléaires neutrophilesriadent participer dans une large mesure a
I'accentuation des lésions post-ischémiques etcdegplications hémorragiques, méme si leur
participation a la pathogénie de I'ischémie n’eas gncore bien comprise (Planas et Soriano,
1996 ; Del Zoppo et Mabuchi, 2003, Justicia et24Q3).

L’inflammation post-ischémique peut contribuer alésions du tissu cérébral par
plusieurs mécanismes. Le processus d’occlusionndeg@ post-reperfusion en aval des
microvaisseaux f¢cal "no-reflow’) par I'activation locale de l'agrégation plaquétta des
leucocytes et de la coagulation, peut majorerds®hs ischémiques (Del Zoppo et al, 1991). La
production de médiateurs toxiques par les cellulBammatoires activées est aussi un élément

déterminant. En effet, dans les modeles expérimgntéischémie cérébrale chez le rongeur
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ainsi que chez les patients ayant présenté unctofaicérébral, les polynucléaires induisent la
NO synthétase de type Il (NOS 2) qui, non seulemarticipe a la formation de radicaux libres
en se combinant avec I'anion superoxyde pour fomheperoxynitrite hautement toxique, mais
aussi favorise une fuite de fer du milieu intradelre, qui catalyse la formation de radicaux
hydroxyles par la réaction de Fenton (Gross et lyd®95). Outre la NOS 2, les neurones situés
au sein de la zone infarcie expriment la forme atithe de la cyclooxygénase (COX-2) qui
augmente considérablement le capital d’anion suye par le transfert de I'oxygéne
moléculaire sur l'acide arachidonique. Les effegtotoxiques de l'inflammation sur le tissu
cérébro-vasculaire reposent essentiellement suannpdification du stress oxydant accentuant le
déséquilibre entre le potentiel oxydant et les mgde antioxydantes et par la méme favorisant

I'apoptose.

De plus, les polynucléaires ont été aussi impliqiess I'ischémie cérébrale comme source de
métalloprotéinase 9 (MMP-9), protéase qui dégradarhe basale et détruit la barriere hémato-
encéphalique (Gidday et al, 2005). Bien que le miéoze exact reste a déterminer , il a été
montré que la MMP-9 était libérée dans le tissunéstié de maniere concomitante a

I'accumulation de polynucléaires neutrophiles dassmnicrovaisseaux.

[1.C.4. Ischémie cérébrale et dysfonctionnement eradhélial

Les microvaisseaux cérébraux assurent d'étroitéatiors entre d'une part, leur
endothélium et les éléments de la circulation sey@gavec d’autre part, les neurones et les
cellules gliales astrocytaires auxquels ils apparfénergétique nécessaire. Trés rapidement au
décours du processus d’ischémie-reperfusion, lesseaux cérébraux répondent de fagon
dynamique. Les événements immédiats incluent I'duve de la barriere hémato-encéphalique,
I'expression de marqueurs d'adhésion des leucocyefondrement de l'unité fonctionnelle
neuro-glio-vasculaire et la dégradation de la roatrextracellulaire qui sont autant de
phénoménes influencant la viabilité des cellulesisimantes et I'intégrité fonctionnelle des
relations entre les apports vasculaires et I'aétimeuronale et gliale (Del Zoppo and Mabuchi,
2003).

Sur les modeéles expérimentaux, les études de ¢diviéd vasculaire et particulierement
des arteres cérébrales, ont permis de mettre eler®g de facon consécutive a une ischémie
cérébrale, l'altération de la relaxation endothéliemduite par I'acétylcholine (Cipolla et al,

1998 ; Peétrault et al, 2004). Bien que la dysfarctigué apparaisse comme la conséquence de
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lésions structurales des cellules endothélialeqeldurbation de la régulation d’'un messager
endothélial aussi important que le NO contribue,treoule découplage métabolisme
neuronal/régulation du DSC, a des modifications ndenbreuses fonctions physiologiques
essentielles telles que la perméabilité, la craissalu muscle lisse, la coagulation, les fonctions

plagquettaires ou encore la réponse inflammatoire.

[I.C.5. Interaction neurovasculaire et complicatiors hémorragiques

Les conséquences vasculaires de l'ischémie céecpaalrraient étre impliquées dans la
physiopathologie des complications hémorragiquedadibrinolyse. Au cours de I'ischémie
cérébrale se produit une ouverture de la BHE pralement liée a des altérations de la paroi
vasculaire et pouvant favoriser la diapédese sargdans le foyer ischémique (Del Zoppo et
Hallenbeck, 2000). Le processus dischémie/repenfus s'accompagne d’altérations
fonctionnelles de I'endothélium et du muscle ligasculaire dont témoigne, en particulier, une
perte de la relaxation endothélium-dépendante (faipa al, 2000), et d'une augmentation de
I'expression des protéines d’adhésion, comme ICAMMCAM-1 ou des sélectines,
responsables d’'une adhésion des polynucléairesnggiifie la perméabilité vasculaire (Del
Zoppo et Hallenbeck, 2000). La matrice de la lamasale est également altérée, avec pour
conséguence une perte de contact entre les cedinlbsthéliales et les astrocytes et donc une
majoration de la perméabilité vasculaire. Cetteisiit de la lame basale résulte a la fois d’'une
diminution de I'expression des intégrines qui setvd’ossature a la lame basale et d'une
augmentation de I'expression des métalloprotéinasesponsable d'une dégradation
enzymatique de la matrice de la lame basale. Lepltations hémorragiques de la fibrinolyse
seraient ainsi la conséquence en partie de lanaipieila BHE (Del Zoppo et al, 1998), ce qui a
été montré expérimentalement en IRM (Knight et18198; Neumann-Haefelin et al, 2002).
L’activation par l'ischémie, au niveau des vaisgeaes plaquettes, des polynucléaires et de la
fibrine, jouerait également un rdéle (notamment viae occlusion secondaire génant la
reperfusion) puisque l'utilisation d’'un antagoniste récepteur plaguettaire a la glycoprotéine
lIb/llla réduit de facon significative les hémorreg induites par le rtPA, expérimentalement et
en clinique (Lapchak et al, 2002 ; Deshmukh e2@05).

Par ailleurs, le rtPA pourrait avoir un réle promer les vaisseaux, participant au risque
hémorragique. Plusieurs arguments peuvent étrenugté) L'expression du tPA dans les
neurones, les cellules gliales et les astrocytesbkee avoir un effet délétere au cours de
I'ischémie par le biais d’'une exacerbation des @ssas d’excito-toxicité (Vivien et Buisson,

2000). Le fait qu'une sur-expression du tPA endegem cours du processus ischémique
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participe a I'extension du processus ischémiquaugtlésions vasculaires peut expliquer que le
rtPA favorise la survenue des complications héngigrees; (ii) LertPA provoque au moment de
la reperfusion des modifications hémodynamiquesonaptes associées a une augmentation du
volume de l'ischémie (Kilic et al, 2001) et défmieomme facteurs favorisant I'extension des
lésions ischémiques et la survenue de complicati@nsorragiques sous rtPA (Dijkhuizen et al,
2001 ; Tong et al, 2000 ; Tong et al, 2001); (m)vitro, I'application de rtPA sur le vaisseau
ischémié aggrave la dysfonction endothéliale iredpdr le processus ischémique (Cipolla et al,
2000); (iv) In vivo, la reperfusion induite par lgse du thrombus génére un stress oxydant
délétére pour le vaisseau et qui pourrait intervdans les complications hémorragiques. Cette
hypothese est confortée par la diminution du risqaecomplications hémorragiques en cas
d’administration d’'un piégeur de radicaux libres moment de la reperfusion par le rtPA
(Lapchak et al, 2001; Zhao et al, 2001; Asahi e2@00). La diminution du risque serait plus
importante lorsque le piégeur de radicaux libraésassocié avec un traitement a I'héparine, et
associé en plus a une neuroprotection (Zhao 208all); (v) la géneése de plasmine et I'activation
par le rtPA d'autres systemes protéolytiques, coramanétalloprotéinases, est corrélée a une
ouverture de la barriere hémato-encéphalique etnarisque majoré de complications
hémorragiques (Armao et al, 1997; Fukuda et al420C role des MMP est en particulier bien
étayé dans la survenue des complications hémouegigar rupture de la BHE, confirmant ainsi
le r6le de la paroi vasculaire (Sumii et Lo, 200%pki 2002, Kahles et al, 2005).
Expérimentalement, I'inhibition de la métallopratgse-9 atténue la survenue des hémorragies
induites par le rtPA (Lapchak et al, 2000 ; LapckeakAraujo , 2001) et en clinique, l'activité
plasmatique de la métalloprotéinase 9 est prédiaiiun risque hémorragique au cours de la

fibrinolyse (Castellanos et al, 2003; Montanerlg2@03).
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lll. Les récepteurs nucléaires PPARS : une cible giotrope potentielle

Les PPARSs forment une sous-famille des réceptawgigaires aux hormones qui incluent les
récepteurs a la vitamine D, aux hormones thyroidasl‘acide rétinoique. Chez I'Homme,
comme chez le xénope, la souris, le rat ou le hennsbis isotypes de PPARSs ont été identifiés :
PPAR«a, PPAR$/6 et PPARy. Ces trois isotypes different par leur site etrleiveau
d’expression, la nature de leurs ligands et leabadismes concernés par leur régulation.

[lI.A. Structure des récepteurs nucléaires PPARs

Du point de vue structural, les PPARs sont coreditcomme la plupart des récepteurs
nucléaires, de six domaines fonctionnels : A/BPGt E/F. Le domaine A/B est le domaine ou
sont observées les plus grandes variations ensreéleepteurs en terme de longueur et de
séquence. Ce domaine comporte un site d’activatiena transcription indépendant de la
fixation du ligand (AF-1).

Le domaine C est le plus conservé et corresportbaaine de fixation a ’ADN (DNA-
binding domain : DBD). Il est composé de deux medwdn doigt de zinc et d’'une extension C-
terminale. Des sous-domaines ont été identifi@s<lboite P » est impliquée dans la dimérisation
des récepteurs. Le domaine D est une région charargre les domaines C et E pouvant faire
un angle jusqu’a 180° et pouvant interagir avecates2presseurs. Le domaine E est le domaine
de liaison du ligand (Ligand-Binding Domain : LBD) intervient dans de nombreuses
fonctions. Il permet la fixation des ligands maisssi la dimérisation des récepteurs, la
localisation nucléaire et I'activation de la tramgton dépendante du ligand (motif AF-2). Le

domaine F n’a pas de fonction particuliére ideééfi

[11.B. Mécanismes d’actions des PPARs

Lorsque les récepteurs PPARSs sont activés par weslagonistes, ils subissent une
modification de sa conformation, rendant accesssiole domaine d’hétérodimeérisation a son
coactivateur, RXR, lui aussi exprimé dans le systérarveux central. Dés lors, le complexe
PPAR/RXR va se fixer dans la séquence promotegedes cibles, au niveau de son élément de
réponse le PPRE. La fixation du complexe va ergrafexpression de certains génes soit de

maniere positive (par transactivation) soit de rennégative (par transrépression) (figure 5).
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Figure 5: Mécanismes intracellulaires de régulation desapgteurs PPARs (d’apres
Touyz et Shiffrin, 2006)

[1I.C. Distributions régionale et cellulaire des r&cepteurs PPARS

PPAR« est exprimé dans les cellules avec un haut raticatbolisme des acides gras et
d’activités dépendantes des peroxysomes telleslegidépatocytes, les cardiomyocytes, les
tubules proximaux du cortex rénal et les cellules duqueuse intestinale. PPARa une

expression beaucoup plus restrictive. Il est ex@ram niveau du tissu adipeux.

Des études immunohistochimiques ont montré laidigion des récepteurs PPARs dans le
systeme nerveux central (Moreno et al, 2004). Eespteurs PPAIR/6 ont I'expression la plus
ubiquitaire tandis que les récepteurs PRAB:t PPARS ont une localisation plus retreintes a
certaines régions du cerveau (cortex, hippocammriatum). Enfin au niveau cellulaire, les
récepteurs PPAR-et PPARS sont exprimés dans les neurones, les astrocytes ehisseaux

cérébraux (cellules endothéliales et musculaisse$) de I'unité neurovasculaire.

[11.D. Réle des récepteurs PPARs dans l'inflammatia cérébrale

La majorité des fonctions des récepteurs PPARs leminbssentiellement la régulation
des métabolismes glucidique et lipidique, et |dédénciation adipocytaire dans plusieurs sous-

types cellulaires. Mais les PPARs influent égaleintes fonctions immunes et inflammatoires
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des macrophages, des lymphocytes T, des lymphoBytes cellules dentritiques, les cellules
endothéliales et les cellules musculaires lissesrglels et al, 2005). En fonction du tissu affecté
ou les récepteurs PPARs sont impliqués, ces ramspjeuent un role dans la modulation de
I'intensité, de la durée et des conséquences d&sopienes inflammatoires. Par un mécanisme
de transrépression, PPARet PPARy agissent sur l'activation des génes inflammatoages
interférant négativement sur les voies de signaisaNF«B, STAT-1 et AP-1 (Chinetti et al,
1998 ; Staels et al, 1998 ; Delerive et al, 1998 récepteurs nucléaires PPARs interagissent
ainsi sur les cytokines pro-inflammatoires, les@irees d’adhésions et certaines enzymes.

lII.E. Les récepteurs PPAR«

[lI.E.1. Les agonistes PPARe.

Les agonistes naturels de PPAReont issus des lipides ou de leur métabolismesften,
les acides gras libres a longue chaine polyinsattets que les acides linoléique et linolénique
sont des activateurs de PPARDPes dérivés oxydés des lipides par la voie defoeyu lipo-
oxygénases ont également été identifies comme stgsrde PPAR-; parmi eux le 8(S)-HETE,
le leucotriene B4 (LTB4) ou encore le 15dRGJ

Il existe également un certain nombre d'agonistéects de nature synthétique,
notamment les agents pharmacologiques hypolipémiagroupés au sein de la famille des
fibrates. Ces molécules, classiguement utiliséesclanique pour faire baisser le taux de
triglycérides plasmatiques, correspondent au fénate, au clofibrate, au bézafibrate et au

gemfibrozil.

I1l.E.2. Effets vasculaires de PPAR«a

Les cellules endothéliales et musculaires lissgwiment les récepteurs nucléaires
PPAR«a (Bishop-Bailey, 2000). Dans les cellules endo#ié$, les activateurs de PPAR-
interferent avec les mécanismes impligués dansdeitement et I'adhésion leucocytaires. Les
fibrates réduisent I'expression de VCAM-1 induite pes cytokines pro-inflammatoires, limitant
ainsi I'adhésion des cellules inflammatoires sardellules endothéliales activées. Cet effetserait
induite en partie par I'inhibition de NEB (Marx et al, 1999 ; Chinetti et al, 1998). En plde
ces effets anti-inflammatoires, PPARmodulerait la production de NO par la NOS endadited|
En effet, les agonistes de PPARaugmentent I'expression de la NOS endothélialairei la
libération de NO, suggérant un effet protecteumaueau vasculaire (Goya et al, 2004). Au

niveau musculaire lisse, I'activation des récemenucléaires PPAR- interférent avec le
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processus inflammatoire en inhibant la productidb-@ et de prostaglandines induite par IL-1,
et en diminuant I'expression de la COX-2 (Chinettal, 1998 ; Staels et al, 1998).

I11.E.3. PPAR-a et ischémie cérébrale

En raison de nombreux effets pléiotropes indépasddm leurs effets lipidiques, comme
des effets anti-inflammatoires ou anti-oxydants,fibrates pourraient également induire un effet
neuroprotecteur préventif. Des données expérimentaliggerent qu’'un traitement préventif
avec le bézafibrate diminue la mortalité apreséstle cérébrale chez la gerbille. Un traitement
prophylactique de 14 jours par le fénofibrate, gtivateur synthétique du récepteur PPAR-
réduit la susceptibilité & l'ischémie chez la ssugndue hypercholémique par invalidation du
gene de lapoliporotéine E et diminue le volumenfdirctus cérébral chez la souris
normocholestérolémique. Ces effets des fibrates@mmplétement absents chez la souris dont le
gene PPAR: a été invalidé signant le réle de ce facteur raiédans I'effet neuroprotecteur.
La neuroprotection préventive induite par les fiesaest liée a la fois a leurs effets antioxydants
et a leurs effets anti-inflammatoires. Cette atira cérébrale des enzymes antioxydantes
pourrait s’expliquer par la présence PPRE dansr@ameteur du gene de la superoxyde
dismutase. Un traitement de 14 jours par un fibata/ient également la surexpression des
protéines d’adhésion, comme VCAM-1, qui sont inglifpar I'ischémie et participent a la
cascade inflammatoire. D’autres effets anti-inflasoires pourraient expliquer les effets
neuroprotecteurs des fibrates puisque l'activatitan récepteur nucléaire PPARprovoque
I'inhibition de la NO synthase de type Il dans heacrophages, de la cyclo-oxygénase 2 dans les
cellules musculaires lisses et des molécules dsdhépar une régulation transcriptionnelle
négative du facteur NkB (tableau 2).

Mode
Ligands Modéles animaux  d’administration Effets Références
et doses
Fénofibrate MCAo (souris C57/B6,200 mg/kg, po | volume d’infarctus, pas de Deplanque et al, 2003
ApoE, PPARe KO) changement de iNOS, Cu/Zn
SOD, | VCAM-1, | ICAM-1
WY1463 tCCAOo (rat Wistar) 0.1-6 mg/kg | volume d'infarctus,| RLO, | Collino et al, 2006

taux de gluthation, |HNE,
IHO-1, | NF«B, | IiNOS, |
ICAM-1, | S10(

Tableau 2: Récepteurs PPAR-€t ischémie cérébrale
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lIl.F. Les récepteurs PPARy

[lI.F.1. Agonistes PPAR«y

Les récepteurs PPARpeuvent étre activé par un certain nombre de digamcluant
'acide docohexanoique, l'acide linoléique, les idiabétiques oraux de la classe des
thiazolidinediones (pioglitazone, rosiglitazoneuatnombre de lipides incluant LDL oxydé, les
eicosanoides tels que l'acide 5,8,11,14-eicosatsiique et les prostanoides PGAGA,
PGD; et dérivés de la série des PGJ.

[ll.F.2. Effets vasculaires de PPARy

De la méme maniere que PPAR-PPARy est exprimé au niveau des cellules
endothéliales et musculaires lisses. Dans leslesllenodthéliales, les activateurs de PRAR-
inhibent I'expression de TNE; d'IL-6 et d’IL-1p et attenue I'expression de VCAM-1 et
d'ICAM-1 induite par le TNF, protégeant ainsi deanflammation au niveau vasculaire
(Bruemmer et al, 2005). De maniere similaire a PRARS activateurs de PPARaugementent
la production de NO endothéliale (Calnek et al,308 I'échelon de la cellule musculaire lisse,
les agonistes de PPARinhiberaient leur prolifération et leur migratiamsi que la libération de

métalloprotéinases et le stress oxydant (Law anghis2001 ; Bruemmer et al, 2005).

[lI.F.3. PPAR-y et ischémie cérébrale

Les agonistes des récepteurs PPABt des démontré des propriétés neuroprotectrices
chez les rongeurs. La pertinence des récepteursRRPA été prouvé par [l'utilisation

d’antagonistes de ces récepteurs qui augmentgotdee d’infarctus.

L’activation de PPARr dans les neurones entre autre diminue I'expresieda COX-2,
enzyme impliquée dans la production de radicawedilbxygénés. De plus PPARaffecte la
génération de radicaux libres a plusieurs nivedl. pioglitazone induit I'expression de
I'enzyme anti-oxydante la Cu-Zn superoxyde dismeitgsii scavenge les radicaux libres dans le
tissu ischémié. Le traitement de rats par la piagtine ou la rosiglitazone avant la réalisation de
'ischémie diminue la production de radicaux libregsygénés et es nitrites, diminue la
peroxydation lipidique et reversent les stocks é&sl de glutathion dans I'hippocampe. Les
thialozidinediones (TZD) et non TZD PPARagonists atténue I'expression de la NOS II.
L’activation de PPARy atténue également I'expression d’'ICAM-1, de la MBIRet divers
cytokines inflammatoires dans le tissu cérébrahésté. Un traitement systémique par la

rosiglitazone réduit I'infiltration de la microgliet des macrophages dans les régions autour de la
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zone d’ischémie et diminue la production d’IB-1La pioglitazone et la rosiglitazone inhibe NF-
kB et I'activation de p38 kinase (Culman et al, 200ableau 3).
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Ligands

Modéles animaux

Mode
d’administration

et doses

Effets

Références

Pioglitazone

L-796 449

Pioglitazone

Troglitazone

Pioglitazone

Pioglitazone

Rosiglitazone

Pioglitazone,
Rosiglitazone,
TO070907

Rosiglitazone

15d-PGJ2

15d-PGJ2,

Rosiglitazone

Pioglitazone,

Rosiglitazone

Rosiglitazone,

Pioglitazone

Pioglitazone

pMCAOQO et tMCAO (rats 20 mg/kg/j, po

SD)

PMCAQO (rats Fisher)

tMCAO (rats Wistar)

tMCAO (rats Wistar)

tMCAO (rats Wistar)

tMCAO (rats Wistar)

tMCAO (rats Wistar)

tMCAO (rats SD)

1 mg/kg, ip

0.16 mg/kg :j, icv

Tro. 10, 35,
mg/kg; Pio.
mg/kg, ip

0.16 mg/kgl/j, icv

12 ma/kglj, ip

Pio. 1 mg/kg, Rosi.

0.1 mg/kg,

TO070907 15

mg/kg, ip

3 mg/kg, po

tMCAO/CCAO (rats long 20 pg, icv

Evans)

tMCAO/CCAO (rats long 15d-PGJ2 20 pug,

Evans)

tCCAO (rats
souris C57/B6)

rosi. 50 mg

Wistar, 1-6 mg:kg, iv

tMCAO (rats SD, souris 0.5-6 mg/kg, ip

C57/B6)

Ischémie globale (sourigt0 mg/kg/j, po

C57/B6)

70}
1 microglie/macrophagg,COX2,|iNOS

| volume d’infarctus dans le modéleShimazu et al,

tMCAO (pas pMCAO),t Cu-Zn SOD

| volume d'infarctus,| iINOS, | MMP-
9, | NF«xB

| volume d'infarctus, | cedeme, |

activation microglie

volume d’infarctus, 1

| volume d’infarctus, TNFa, | COX2,
1 PPARy

| volume d'infartus, | ICAM-1, |
MPOQ, | activation microglie

1 PPARy ARNmM

| volume d'infarctus,|
MPO, | Ox42,1 angiogénése?, eNOS

caspase3|

| volume d’infarctus] PPARy

| volume d'infarctus, | degradation
IKBa, | caspase 37 PPARy, | stress
oxidant,| RLO

| volume d’infarctus,| stress oxydant,
| COX2 ,t MAPK, 1 NF«B

| volume d'infarctus, | ICAM-1, |
microglie/macrophage,? catalase, 1
Cu-Zn SOD, 1 SOCS3, | STAT
phosphorylation

| dommage neuronajactivité MMP-9

2005

Pereira et al, 2005

Zhao et al, 2005

Sundararajan et
al, 2005

Zhao et al, 2006

Luo et al, 2006

Victor et al, 2006

Chu et al, 2006

Ou et al, 2006

Lin et al, 2005

Collino et al,
2006b

Tureyen et al,
2007

Lee KJ et al, 2008
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Pioglitazone tMCAO (rats Wistar) 3 nmol/h, icv | volume d’infarctus, expression IL-6  Patzer et al, 2008

Pioglitazone tMCAO (souris 129/SV) 20 mg/kg, ip | volume d'infarctus, | activation Jiet al,in press
microglia, pas d'effet bénéfique a long

terme sur fonctions motrices

Tableau 3: Récepteurs PPARet ischémie cérébrale

[11.G. Les inhibiteurs de 'HMG-CoA réductase : les statines

[11.G.1. Les statines : un activateur indirect desrécepteurs PPARSs

L’'HMG-CoA réductase est I'enzyme limitante de laevanévalonate pour la biosynthese
du cholestérol. Cette enzyme est présente dansideet dans les tissues non hépatiques
catalysant la conversion précoce de I'HMG-CoA eldeanévalonique. Par leur analogie
structurale avec I'HMG-CoA, les statines inhiber¢ dhaniére compétitive I'HMG-CoA
réductase. Ainsi les statines réduisent le chalastians le foie, qui conduit & un rétrocontréle

négatif des récepteurs aux LDL permettant ainsidimenution du taux de cholestérol sérique.

De récentes études ont montré que les statinegapmnt agir par des mecanismes
impliquant la voie des récepteurs nucléaires PP@RBsinska et al, 2007 ; Paumelle and Staels,
2008). Les statines exerceraient deux effets d@iffisrsur les récepteurs nucléaires PPARs : (i) in
vitro ils augmenteraient I'expression de PPAR-alph@) ils augmenteraient l'activité

transcriptionnelle de PPAR-alpha.

I11.G.2. Effets vasculaires des statines

En plus de leur propriété hypocholestérolémiangs s$tatines exercent des effets
pléiotropiques. Ces effets pléiotropiqgues comprahnene amélioration de la fonction
endothéliale, une augmentation de la biodispotébdu NO, des propriétés anti-oxydantes, une
inhibition des réponses inflammatoires, des actiomaunomodulatrices et une stabilisation de

la plaque d’athérome.

La diminuton de la cholestérolémie est vraisemielagint le meécanisme principal
d’action des statines soulignant l'effet bénéfiqies statines. Mais cette propriété pourrait
expliquer en partie leur effet sur la vsodilatatemdothélium-dépendante. La diminution de la
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cholestérolémie a pour conséquence en particudiediiinution des espéces réactives de
I'oxygene et des LDL oxydées qui jouent un roleétile sur la dilatation artérielle (Koh, 2000).
D’un autre c6té, les statines exercent égalemeseffant direct sur 'endothélium en augmentant
la production de NO endothéliale via la stimulatdmla NOS endothéliale (eNOS) (Laufs et al
2000 ; Sironi et al, 2003). Il a été montré auss ps statines inhiberaient I'isoprénylation de la
protéine Rho et donc son activation, résultantia@ms une augmentation de la stabilité de
'ARNmM de la NOS endothéliale (Laufs and Liao, 1p98 en une expression de la NOS
endothéliale. L’inactivation des protéines Rho ésinc un effet immédiat des statines,
indépendant de la baisse de la cholestérolémigliBede récents travaux ont montré des effets
inhibiteurs des statines sur les molécules d’adinéstelles que ICAM-1 (Chung et al, 2002 ;
Okouchi et al, 2003), VCAM-1 et E-selectine, qunsonpliqguées dans I'adhésion, le rolling et
I'extravastion des cellules inflammatoires. Néarmmsdies effets des statines sur I'inflammation
vasculaire médiée par les protéines d’adhésioemestontreversés. Dans une étude, il a été
observé une induction par la lovastatine des Ecggés, ICAM-1 et VCAM-1 sur des cellules

endothéliales vaculaires activées par le TaN[Schmidt et al, 2002).

I11.G.3. Statines et ischémie cérébrale

Des études expérimentales ont permis de montreinduaitement prophylactique de 14
jours avec différents inhibiteurs de I'HMG CoA rétlase (simvastatine, atorvastatine)
provoquaient de maniére dose-dépendante, et esehalk de désordre lipidique, une réduction
du volume d’'infarctus et une amélioration du défiveurologique. Cet effet neuroprotecteur
pourrait étre en partie lié aux effets vasculadesces statines puisqu’elles augmentent le débit
sanguin cérébral et activent I'expression de lagyBthase endothéliale. D’autres mécanismes,
liés aux effets pléiotropes des statines, ont et&@s sans qu’aucune démonstration n’ait été
apportée. Les effets anti-inflammatoires des satipourraient étre impliqués : inhibition des
interactions leucocytes-endothélium ou de la lit/énades cytokines : blocage de l'induction des
protéines de l'inflammation comme la NOS 2. De<tsffanti-oxydants démontrés avec les
statines dans certains modeles cellulaires poumtraiégalement expliquer ces effets

neuroprotecteurs (Tableau 4).
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Mode
Ligands Modéles animaux  d’administration Effets Références

et doses

Simvastatine, tMCAO (souris 129/SV, 0.2-20 mg/kg, sc 1 flux sanguin cérébral,| volume Endres et al, 1998
Lovastatine souris C57/BL6, Souris d’infarctus
eNOS KO)

Atorvastatine  tMCAO (souris 129/SV,0.5, 1, 10 mg/kg, sc | volume d'infarctus,; eNOS ARNm Laufs et al, 2000
souris eNOS KO) (aorte, thrombocytes), PF4 etp-TG
plasmatique

Rosuvastatine  tMCAO (souris 129/SV) 0.2, 2,20 mg#kyg, | volume d'infarctus,t eNOS ARNm Laufs et al, 2002

et eNOS (cellule endothéliale)

Cerivastatine  SHR SP 2 mg/kg, po | incidence et taille d’infarctug, anion Kawashima et al,
superoxydejinfiltration leucocytes 2003
Simvastatine pMCAO (rats Sprague20 mg/kg, sc | volume d’infarctus} eNOS Sironi et al, 2003
Dawley)
Pitavastatine CCAO (gerbille) 10 mg/kg/j | perte neuronale CAT,eNOS Kurosaki et al,
2004
Pitavastatine CCAO (gerbille) 3,10, 30 mg/kg/j | perte neuronale CAl] GFAP et Muramatsu et al,
S10@ (astrocytes) 2004
Rosuvastatine  tMCAO (souris C57/BL6,20 mg/kg, ip | effets déléteres tPA €NOS,t ERK- Kilic et al, 2005
souris eNOS KO) 2,] p38)
Simvastatine, tMCAO (souris 129/SV, 20 mg/kg, sc | volume d'infarctus, eNOS et tPA Asahi et al, 2005
atorvastatine souris C57/BL6, souris ARNmM, pas d’effets sur souris tPA KO
eNOS KO et tPA KO) dans modéle embolique
Simvastatine  tMCAO (rats Spraguel00 mg/kg/j, ip | volume d'infarctus, amélioration Shabanzadeh et
Dawley) reperfusion microvasculaire al, 2005

Rosuvastatine  tMCAO (souris C57/B6) 0.5,5,20 mgfig, i| volume d'infarctus,| Erk-1/-2, | Kilic et al, 2005b
caspase 3 activée

Atorvastatine  pMCAO (rats Long- 10 mg/kg, po | volume d'infarctus, pas d’influenceYrjanheikki et al,
Evans) sur  paramétres  hémodynamique2005
cérébraux
Atorvastatine MCAO (rats  Wistar, 20 mg/kg/j, po | volume d’infarctus,| VWF, | PAR-1, Zhang et al 2005

souris eNOS KO) | ICAM-1, | MMP-9
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Simvastatine pMCAO (rats Sprague20 mg/kg/j, sc | volume d'infarctus, | NF«B, | Sironi et al 2005
Dawley) ERK1/2

Atorvastatine  tMCAO (rats Wistar) 20 mg/kg/j, sc | volume d'infarctus,? flux sanguin Ding et al, 2006
cérébral

Pravastatine tMCAO (rats Wistar) 20 mg/kg/j, po | volume d'infarctus, | perte de Trinki et al, 2006
collagéne type IV, | extravastion
hémoglobine

Pravastatine tMCAO (rats Witar) 50 mg/kglj | volume d'infarctus, récupérationSugiura et al,
fonctionnelle 2007

Pravastatine tMCAO (rats Wistar) 0.1-2 mg/kg/j, ip | volume d'infarctus,| augmentation Berger et al, 2008
glutamate, | libération IL-6,

amélioration flux sanguin cérébral

Rosuvastatine  tMCAO (souris 129/SV) 0.02-20 mg/kg, ipvolume d'infarctus (iv 0.2 mg/kg), Prinz V et al,
ou iv volume d’infarctus (ip 20 mg/kg) 2008

Tableau 4: Ischémie cérébrale et statines
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Le développement de nouvelles approches pharmaqaksy pour le traitement de
'ischémie cérébrale nécessite de mieux appréheteerinteractions au sein de l'unité
neurovasculaire qui jouent un réle majeur dansigsiopathologie de I'ischémie cérébrale et/ou
des complications hémorragiques de la thromboly3ans ce cadre, nous nous sommes
particulierement intéressés au polynucléaire nebtle, un des médiateurs possibles des
interactions entre vaisseau et parenchyme susteptibexpliquer la réaction inflammatoire
post-ischémique. La complexité de l'unité neuroudmice et des relations cellulaires et
moléculaires en son sein expliquent que plutétdpieibler un mécanisme physiopathologique
donné, la neuroprotection pharmacologique nécedsitéevenir pléiotrope par une modulation
simultanée de plusieurs types cellulaires et/ouptlisieurs mécanismes. Parmi les cibles
pléiotropes possibles, nous nous sommes focaligéla snodulation par deux classes d’agents
hypolipémiants du récepteur PPARen raison de ses propriétés anti-inflammatoirésntielles
tant a I'échelon parenchymateux que vasculairereant plus particulierement ses propriétés

protectrices a son effet sur le polynucléaire ropitile.

Dans une premiere partie, nous avons étudié lemite d’'une modulation pharmacologique du
polynucléaire neutrophile dans la physiopatholatgd’ischémie cérébrale et des complications
hémorragiques de la thrombolyse. La déplétion imadtivation des polynucléaires neutrophiles
préviennent simultanément les conséquences panmatbyses et vasculaires de I'ischémie,
suggérant que le polynucléaire neutrophile jouedlsnde médiateur physiopathologique au sein
de [l'unité neurovasculaire via [linteraction leugteendothélium et [infiltration
parenchymateuse (article 1). Ce role est égaled@mbntré dans une modele de complications
hémorragiques post-ischémiques : réduction de®riéshémorragiques par la déplétion ou
I'inactivation (article 2) ; aggravation par I'actition de la lignée granulocytaire (article 3). Au
plan du mécanisme, ces travaux suggerent I'impogtadu compartiment vasculaire dans la

formation des complications hémorragiques.

Dans une deuxieme partie, nous avons mis en éwdeeifet neuroprotecteur préventif du
fénofibrate, un activateur direct du récepteur PRARt de I'atorvastatine, un inhibiteur de
I'HMG-CoA réductase ayant un effet indirect sur tésepteurs PPAR- Ces effets protecteurs
sont associés a un double effet anti-inflammatairéa fois parenchymateux et vasculaire.
L’observation que les effets vasculaires du fémaféd sont perdus en cas d'arrét avant la
réalisation de I'ischémie avec une perte partidéd’effet protecteur a fait suggéré I'’hypothese

d’un effet du fénofibrate a la phase aigué deltésuie (article 4). De fait, 'administration aigué
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de fénofibrate provoque une réduction significatieela taille de I'infarctus chez la souris et le
rat, en lien avec une prévention de la dysfoncéindothéliale post-ischémique (article 5). Les
interactions leucocyte-endothélium et l'infiltratiadu polynucléaire neutrophile constituent un
des mécanismes de cet effet protecteur cérébrabrdgtibuent également a la prévention des

complications hémorragiques de la thrombolyse ‘pdmiinistration aigué de fénofibrate (article
5).

Ces résultats ameneront a discuter (i) du rélardesctions leucocyte-endothélium dans
I'ischémie cérébrale (i) de la modulation de ceteliactions par les récepteurs nucléaires
PPARw (iii) des perspectives cliniques et thérapeutiques
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[. Animaux

Compte tenu du modéle de complications hémorragiqduites par le rtPA, mis au point a
partir d'un modele d'ischémie/reperfusion cérébehbz le rongeur, I'ensemble des travaux a été
réalisé chez des rats males Wistar, Wistar Kyot&()Vou des rats spontanément hypertendus
(SHR), agés de 10 semaines et de poids comprie 280 et 320 grammes. Ces rats étaient
hébergés par groupe de 10 animaux dans un envir@meaontrélé a 20 C avec alternance jour-
nuit de 12 heures et acces libre a I'eau ainsi urtourriture (régime standard).

Des souris C57/B6 black étaient utilisées pourtdqrole de microscopie intravitale.

[l. Méthodes

[I.LA. Modele d’occlusion intraluminale de I'artére cérébrale moyenne

L'ischémie cérébrale focale avec reperfusion estrafe par la méthode d’'occlusion
intraluminale de I'artére cérébrale moyenne deq@#eZea-Longa et al (1989), modifiée dans le
cadre du modéle de complications hémorragiquestéltét de ce modéle d'occlusion réside dans
le fait que I'artére cérébrale moyenne ne subidedsgsions directes (a la différence d'un modéle
thromboembolique), ce qui permet son étude ultézigpar les techniques d’exploration
vasculaire. Apres anesthésie a I'hydrate de chl@@0 mg/kg i.p.), une incision est réalisée au
niveau de la région cervicale afin d’exposer latwtion carotidienne droite. Sous microscope
chirurgical (Wild M650, Wild Heerbrugg), la bifurtan carotidienne et I'artere carotide externe
sont dégagées, cette derniere étant ligaturée arggpne, de méme que l'artere ptérygopalatine
(premiére branche de division de l'artére carotiterne). La carotide primitive est également
ligaturée le plus en amont possible de la bifuoratiDans ces conditions, un micro-clip
chirurgical est posé sur la partie proximale dedeotide interne. Une artériotomie est alors
réalisée sur la carotide primitive afin de perngeter passage d’un fil de nylon chirurgical 4/0
(Dafilon®, Braun) dont I'extrémité est préalablement arrerilia flamme. Ce filament, sécurisé
par une suture est prudemment avancé dans |'acsnaide interne afin que son extrémité
vienne obstruer I'ostium de l'artére cérébrale nmmge soit une longueur calibrée de 22 mm au-
dela de la bifurcation carotidienne. L’extrémitéstemte du fil de nylon étant disposée
soigneusement a I'extérieur de la plaie pour permé retrait, I'incision cervicale est refermée
puis I'animal replacé en cage. Apres 60 minutesgefgerfusion du tissu cérébral ischémié est
assuré par l'intermédiaire du polygone de Willigégpretrait du fil de nylon (figure 6). Ce

modele d’'occlusion a été adapté pour le modeleod®tications hémorragiques afin d’accroitre
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le débit de perfusion au moment de la reperfusitm.effet, la ligature définitive de l'artére
carotide primitive ne permet pas, au moment depenfusion, une diffusion efficace au sein de
I'artere cérébrale moyenne du fibrinolytigue doat durée d'action est réduite (quelques
minutes), comme quelques essais préliminaires Hons confirmé. Nous avons donc choisi
d’utiliser une technique modifiée utilisant la déde externe comme artére d’introduction du fil
d’'ischémie. La modification réside dans le fait dletériotomie n'est plus réalisée sur la
carotide primitive mais sur la carotide externe,que permet une ligature provisoire de la
carotide primitive permettant une reperfusion @tfcace. Il est a noter qu'en raison sans doute
de cette reperfusion plus efficace, le volume dtictis mesuré aprés ischémie par la carotide
externe est inférieur & celui mesuré apres isch@aida carotide primitive (environ 140-150
mm® vs 180-190 mr).

ACA

A ACM B ACM / L] ;
\\\ Al
Fil occlusif bl ucf\lum \\\/// ;:Clur\ \\
\\
A ACI
- 3 ACoP
ACE ACE />

A

Occlusion de l'artére cérébrale moyenne droite (AGM par la carotide interneB : par la carotide

externe
ACE : Artéere Carotide ExterneACP : Artére Carotide Primitive ACI : Artére Carotide InterneACA : Artére Cérébra
Antérieure ; ACM : Artére Cérébrale MoyenneACPo: Artere Cérébrale PostérieuréAcoA : Artere Communicante

Antérieure ;AcoP : Artére Communicante Postérieud\ : Artere Vertébrale AB : Artére Basilaire

Conséquences cérébrales de I'occlusion de 'AC&praductibilité du rat a 'lhomme
C : coupe chez le rat : coupe chez 'hommeE : IRM chez 'lhomme

Figure 6: Modele d’occlusion intraluminale de I'artére cér@le moyenne
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[I.B. Parametres physiologiques

Lors de l'ensemble des procédures chirurgicalestetapérature des animaux est
maintenue a 37 £ 0.5 °C a l'aide d’'une table chent#f puis avec une lampe chauffante jusqu’au
réveil complet de I'animal. Une surveillance desap@etres physiologiques (pression artérielle
et gaz du sang) est par ailleurs réalisée a terigp$ particuliers (avant I'ischémie, aprés 30
minutes et lors de la reperfusion). Les mesurepréssion artérielle (transducteur Satham,
Gould USA ; moniteur de pression artérielle Micrah654) et les préléevements pour les gaz du
sang (tube capillaire et appareil de mesure SwfilgrUltra, Nova Biomedical) sont réalisés

aprés cathétérisme de I'artere caudale.

[I.C. Histomorphométrie

[I.C.1. Prélevement et coupes histologiques

Vingt-quatre heures apres la reperfusion, les amirsont sacrifiés par surdosage en
pentobarbital (200 mg/kg i.p.) et décapités afin pl¥mettre le prélévement du cerveau,
rapidement congelé dans l'isopentane a —80 °C.rik pkes données de l'atlas de stéréotaxie de
Paxinos et Watson (1986), des coupes frontaleseddpaisseur de 50 um sont réalisées avec un
microtome (CM 3050S, Leica) selon 12 niveaux distale 1 mm chez le rat (figure 7).

Coupe I 4 lobes Coupe 2. Réumion des ferillets Canupe 3. Apparition du corps calleux Canupe 4. Apparition du striatum

Ceupe 5 Réumion du corps calleux Coupe 6 Commissure Coupe 7. Commissurelcorps calleux Ceupe 8. Apparition de hippocampe
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Ceupe 9 Développement lippocampe  Coupe 10 Hippocampe inférieur Coupe 11 Hippocampe entier Ceupe 12 Appariton du trone cérébral

Figure 7 : Différentes coupes nécessaires au calcul dumelde I'infarctus cérébral

[1.C.2. Coloration

Apres une fixation au FAM (formaldéhyde : 20 mljdecacétique : 20 ml; méthanol :
160 ml les coupes sont rincées a I'eau courantdgreri0 min puis dans I'eau distillée pendant
5 minutes. Les lames sont ensuite plongées dargédyl violet filtré (eau distillée : 80 ml;
éthanol 100° : 20 ml; acétate de crésyl violetQ B@ly) pendant 3 min puis déshydratées dans des
bains successifs d’alcool (éthanol 70°, 95°, 1@@tdant 30 secondes chacun. Les coupes sont
finalement éclaircies dans du Clear®pendant une durée de 5 min avant montage desléamel

couvre-objets avec de l'acrytol.

[1.C.3. Quantification du volume de l'infarctus

A l'examen des lames, les zones non colorées sonsiderées comme infarcies
(figure 8), I'éclaircissement de la teinte de ldocation reflétant la diminution de la densité
cellulaire. La mesure de l'aire des surfaces diéte (hémisphere droit, hémisphére gauche,
infarctus sous-cortical, infarctus total) est r&&d a I'aide du logiciel Colorimage 1.32 (W.
Rasband, NIH), aprés numérisation des coupes tigtples. Les volumes sont alors calculés

par intégration des surfaces mesurées.

Cortex .
Infarctus cortical

Striatum
Infarctus
sous-cortical

Figure 8: Zones de quantification du volume de l'infarctus
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I1.C.4. Edéme cérébral

De maniere a éliminer I'effet de I';cedeme cérébral majore faussement le volume de
l'infarctus (Lin et al, 1993), une formule de cattien a été utilisée. Celle-ci permet de calculer
le volume de linfarctus total corrigé (VITc) a pardes volumes mesurés de l'infarctus total
(cortical et sous-cortical : VIT), de 'hémisphésain (VHS) et de I'hémisphére lésé (VHL). La
formule utilisée, adaptée des travaux de Lin, #é&ous la forme : VITc = VIT — (VHL-VHS)
lorsqu'il s'agit d'une correction par la difféeren@n considére alors que la différence entre le
volume de I'hémisphere lésé (VHL) et celui de I'hgpmere sain (VHS) représente la totalité de
I'cedéme, celui-ci étant presque exclusivement ecantians la zone ischémiée (Lin et al, 1993).
L’cedeme cérébral peut aussi étre pris en comptéepaalcul des volumes corrigés de I'oedeme
par le rapport avec la formule suivante : VITc W VHL/VHS. Cette correction par le rapport
entre les deux hémisphéeres a l'avantage d'étrécapla aussi bien sur l'infarctus total que sur

I'infarctus cortical et sous-cortical.

[1.C.5. Quantification des complications hémorragiqies

Les transformations hémorragiques ont été quaesifile facon visuelle, au moment de la
coupe des cerveaux. Chaque transformation hémquaga été identifiée, enregistrée en
« présence » ou « absence », et le nombre de mEsérteté compté sur 6 niveaux de coupes
(niveaux de 2.7 mm a — 2.30 mm par rapport au bagegitas de Paxinos et Watson). Deux types
de complications hémorragiques ont été définis @rp1999): d'une part, linfarctus
hémorragique, caractérisé par une diapédese dalgolpuges au niveau du tissu infarci et qui
se traduit le plus souvent par des pétéchies. ®¥apart, I'hémorragie parenchymateuse,
caractérisée par un hématome développé dans ile d&@gbral ; cette manifestation est plus

sévere que l'infarctus hémorragique.

[1.D. Méthode d’analyse de la fonction vasculaire €rébrale

[1.D.1. Principe

L’étude est réalisée avec un artériographe d’Halgerodele CH/2/A, Living System
Instrumentation). Deux canules de verre d’'un diaenétenviron 125 um permettent la mise en
place d'une artére de petit calibre de 100 a 300dendiameétre. La canule proximale est
connectée a un capteur de pression (P1) reliée @ninbleur de flux qui se compose d’'une

micro-pompe péristaltique (P270, Instech) et urteriace de contréle de pression (Pressure
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Servo Control, Living System Instrumentation). Lanale distale est fermée afin d’effectuer
I'analyse en I'absence de flux. Le systeme mainfepression intraluminale constante. Aprés le
montage de l'artéere, I'artériographe est dispose wsu microscope a focale inversée (Leica
DMIL) équipé d’'une caméra vidéo (Sony MPT-M308CE) reéiéene interface d’analyse de
contraste (Video Dimension Analyser, modele V94)prés étalonnage, les variations du
diamétre intraluminal de l'artere étudiée en famatde I'application dans la cuve de différents
agents pharmacologiques sont enregistrés sur tassaneérique (Biologic DTR 1205). Au

circuit de perfusion intraluminale vient s’ajouten second circuit permettant la perfusion de

solution saline maintenue a 37 °C dans la cuveadi@tiographe (figure 9).

Servo control
LSI

Flux arrété
I:%#: pam—: m

| Capteur de pression
Pl .
Vaisseau canulé Ajustement de la

Acquisition pression

Figure9 : Principe de l'artériographe d’Halpern

[1.D.2. Mise en ceuvre

Afin de prélever l'artére cérébrale moyenne, leveau est déposé immédiatement apres
le sacrifice dans une solution physiologique satefeoidie et oxygénée (Q CO,: 5% / 95%)
mise sur un pain de glace sous une loupe binoeulaiartere cérébrale est alors soigneusement
dégagée du tissu conjonctif environnant et prélekéesegment artériel étudié correspond a la
portion M1 de la classification de Fischer. Le nag# de I'artére cérébrale moyenne est ensuite

réalisé dans la cuve de perfusion de l'artériogeaptntenant la solution physiologique saline
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soumise aux mémes conditions de température eygémation qu’au moment du prélevement.

Le montage s’effectue sous une loupe binoculageoasissement x40 et I'oxygénation doit étre
permanente tout au long de la procédure (figure U®Yyapidité de I'opération est déterminante

pour la viabilité de l'artére. Le choix du terraliétude vasculaire doit étre vierge de collatérales
afin de maintenir I'étanchéité du montage. Le systé@st finalement disposé sur la platine du
microscope a focale inversée et la cuve de I'axtgeaiphe perfusée par la solution saline chauffée
progressivement puis maintenue a 37°C. L'artérestedtilisée a une pression intraluminale de
25 mmHg pendant une heure.

Collatérale
neutralisée

Ligatures
étanches

Terrain
d'étude choisi

Extrémité
ouverte

Figure 10: Canulage de l'artére cérébrale moyenne (x40)
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[1.D.3. Analyse de la réactivité vasculaire

Le tonus myogénique

Ce tonus est caractéristique des arteres de witgistt permet de tester la viabilité des
artéres prélevées. Il se teste avec l'augmentdgola pression intraluminale par palier de 25
mmHg jusqu’a 100 mmHg, qui entraine une contractiefartére pour lutter contre I'élévation
de pression (figure 11). Ce phénomeéne est actihglique surtout le muscle lisse (phénoméne
d'autorégulation). La durée des paliers, de 4 artutess, permet I'apparition d'un état stable.
Afin d’évaluer I'amplitude de la contraction dueca phénomene actif, il est nécessaire de
mesurer I'élasticité propre du vaisseau (proprigiassives de la structure vasculaire) par la
papavérine, inhibiteur non spécifique des phosm@stéliases, qui bloque la fonction contractile
du muscle lisse. Pour des raisons de toxicité,apapérine (1G M) est utilisée en fin de

protocole.

Diamétre (um)
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Figure 11: Etude vasculaire du tonus myogénique
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Etude dose-effet des substances vasoactives

L’application de doses croissantes de sérotonisté¢Tbou d’acétylcholine (ACh) dans la
cuve de l'artériographe permet respectivement diredune réponse vasoconstrictrice ou
vasodilatatrice dépendante de I'endothélium. Afa daffranchir de la libération basale de
facteurs endothéliaux relaxants, une vasoconstnicthaximale provoquée par une dose de
sérotonine (5-HT : 1 uM) est réalisée en préalalgle doses croissantes d’acétylcholine. La
relaxation endothélium-indépendante est évaluéd'gggplication d’'une dose unique maximale
de nitroprussiate de sodium (SNP 10 uM) dans la as l'artériographe précédée la encore
d’'une pré-constriction a la sérotonine et permetedter l'intégrité de la fonction musculaire

lisse en réponse au monoxyde d’azote (NO).

Les effets des substances sur la paroi vasculainé exprimés en augmentation ou en
diminution de diamétre en fonction de la concemmgtce qui permet d'évaluer la dose
maximale efficace, ou en pourcentage d’effet maxmmafin d’obtenir la concentration pour
laquelle 50 % de I'effet était obtenu (kL

[1.E. Etude in vivo de la micro circulation cérébrale :

II.E.1. Préparation de la fenétre cranienne d’obseration

L’activation leucocytaire post-ischémique est égalupar microscopie intra vitale de
fluorescence (Ritter et al, 1997; Ishikawa et &99; Neviere et al, 2000). Cette technique
permet I'observation de la microcirculation in vieben temps réel dans le territoire de I'artére
cérebrale moyenne (Ritter et al, 2000). A cet effdnimal est placé dans un cadre
stéréotaxique. Une craniotomie est realisée soestla@sie générale (hydrate de chloral, 300
mg/kg en intra péritonéal) grace a une turbine alemt(Modéle S791, Bienair, Suisse). Une
fenétre cranienne est ainsi obtenue au niveawdephriétal droit & 1 mm en arriére et 4 mm en
dehors du bregma (Ishikawa et al, 2005). La duresenest disséquée. Une chambre optique,
réalisée pour I'étude (figure 12), est fixée avaactnent acrylique sur le crane, au dessus de la
surface cérébrale exposée. Le volume de la chaophigue, fermé a sa partie supérieure par un
cover-slip de 8 mm de diamétre, est alimenté pdiquide céphalo-rachidien artificiel a 37°C
(Na" : 150 mM, K : 3 mM, C&"* :1,4mM, Md* : 0,8mM, phosphate : 1 mM, CL55 mM), & un
débit de 1 mL/min (systéme de perfusion TC-324Brwalnstruments).



MATERIEL ET METHODES 60

L’animal ainsi préparé est positionné sous un nsimope de fluorescence a source Xénon
(Eclipse 50i, Nikon, France) permettant 'obsermatde la microcirculation cérébrale pour étude
de l'interaction leucocyte-endothélium et de lact&été vasculaire. Une période de stabilisation
de 30 minutes est observée apres la chirurgie&heavant ces évaluations. Une caméra CCD a
avalanche (E2v, L3Vision, France) connectée a wegsstreur DVD (modele H350, Sharp,
France) et un moniteur (Neovo, France) permet d@gstrer 'ensemble des images a une

cadence de 25 images/s pour analyse post-expéativent

Figure 12: Chambre optique pour la microscopie intra vitakrébrale

(co : chambre optique ; e : entrée du LCR artifice: sortie du LCR artificiel)

[I.E.2. Evaluation de I'activation leucocytaire

Pour chaque souris, I'étude est réalisée sur agqments artériolaires et veinulaires de 25 a
50 um de diamétre et 100m de longueur, soit une surface vasculaire de ione 10 mm?2
pour chaque segment (Ritter et al, 2000). Les wtres artériolaires sont facilement distinguées
des structures veinulaires : une paroi plus épaitesetrajets moins tortueux, un flux antérograde
vers les éléments de diametre plus petit. La Visatabn de l'interaction leucocyte-endothélium

est réalisée par marquage fluorescent in vivo. Beritine orange (Molecular Probes,
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Invitrogen, France), marqueur fluorescent des noyeellulaires, est injecté par voie intra
péritonéale (0,3 mL de solution a 1mg/mL). L'aaneliorange diffuse en intra vasculaire et
marque les leucocytes. La fluorescence induitg € 480 nm,Aem = 520 nm) permet de
visualiser le comportement leucocytaire (Nevierale2000) : circulant, en phase de roulement,
adhérant a I'endothélium vasculaire. Un enregisereinvidéo de 40 secondes est réalisé pour
chague segment vasculaire de 100. Pour chaque enregistrement il est défini par rden?

surface vasculaire (calculée en supposant le \aissdindrique) (Ishikawa et al, 1999):
- le nombre de leucocytes adhérents (qui restatibshaires plus de 30s),

- le nombre de leucocytes en phase de roulemenpégcourent le segment avec une vitesse

moindre que celle des leucocytes circulants).

Les cinétiques d’activation leucocytaire sont gegbtlans les quatre groupes de souris grace a

des observations a 8h, 24h, 48h et 72 h de repanfus

I1.E.3. Evaluation de la fonction endothéliale

La fonction endothéliale est évaluée par quantificagrace aux techniques de microscopie
intra-vitale de la vasodilatation artériolaire atéholine-dépendante (Rosenblum et Wormley,
1995). La fenétre d’observation cranienne en plane, branche de I'artére cérébrale moyenne
est choisie pour son diamétre compris entre 29 ¢trb. L'injection d’acridine orange (0.3 mL a
1mg/mL en intra péritonéal) réalise un marquageréacent des cellules nucléées des parois
arteriolaires. Les images de ce vaisseau sonhoésegrace a une caméra numérique (Coolsnap
CF, Roper Scientific, France). Le diamétre artéirel est mesuré via un réticule calibré sur le
logiciel Métamorph (Molecular Imaging, Roper Sciot France) 30 minutes aprés la chirurgie
du crane (diametre basal) puis 5 minutes apresligdtration topique d’acétylcholine 10-5 M
(diluée dans du liquide céphalo-rachidien artific{Sobey et Faraci, 1997 ; Didion et al, 2002).
La réponse a l'acétylcholine est exprimée par lergentage de changement de diametre par
rapport au diameétre artériolaire basal. La fonceodothéliale est évaluée ainsi dans les quatre

groupes de souris a 72 heures de reperfusion.

[1.F. Immunohistochimie

Les rats étaient anesthésiés par injection de pariial (80 mg/kg, i.p.). Une large

thoraco-laparotomie était alors pratiquée. Le caisi exposée, était cathétérisé au niveau du
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ventricule gauche puis une incision était réaleséaiveau de I'oreillette droit. A pres un ringcage
4% (PFA). Les cerveaux étaient alors prélevésatgils pendant la nuit dans du PFA a 4°C puis
pendant 24h dans du sucrose a 20% et 30% a 4°Qit&rss cerveaux étaient congelés dans de

I'isopentane a — 30°C. Des coupes de cerveaux gaerR6taient réalisés au microtome.

Apres fixation des coupes de cerveau dans une@oldiacétone/méthanol pendant 20 minutes,
perméabilisation cellulaire, inhibition des peroagds endogenes et blocage des sites non
spécifiques, les coupes sont incubées pendantwina A°C dans une solution avec les anticorps
primaires polyclonaux de lapin anti-MPO humainsuéd au 1/500 (A0398, DAKO), ou un
anticorps monoclonal de souris anti-OX42 (MCA 2739®yotec), ou anti-ICAM-1 (MCA 773,
Serotec), dilués aul/500. Des coupes controleslsentsur réalisées en paralléle, correspondant
au témoin négatif (solution sans anticorps prinjaite lendemain, les coupes sont incubées
pendant 3heures a température ambiante dans urnt®sal’ avec 'anticorps secondaires anti-
lapin, biotinylé grace a un sérum de chévre. Leplere avidine-peroxydase est ensuite fixé par
un ABC kit (Vector) et [lactivite enzymatigue est évélée avec le
diaminobenzidinetetrahydrochloride. Enfin, les cesipont déshydratées et les lames montées de

la méme facon que I'histomorphométrie.

[I.G. Autres parametres

Afin de vérifier que l'injection de vinblastine al@ mAb RP3 est effectivement suivie d'une
neutropénie, un prélevement sanguin de 1ml surBHIDEA est réalisé au moment de l'ischémie
et au moment du sacrifice. La quantification dexbgles blancs est réalisée au microscope sur
cellule de Malassez et un hémogramme est ensititeufal00 cellules blanches aprés coloration

par Giemsa (hemoquick).

lll. Protocoles expérimentaux

[lI.A. Substances pharmacologiques

L’induction d’'une neutropénie était observée aipaftun effet secondaire majeur de la
vinblastine (Vb), molécule utilisée dans le caduetiditement de certains cancers en freinant la
division cellulaire. Cette molécule dérivée de Ervenche, est un vinca-alkaloide poison du

fuseau. Le délai d’apparition de la neutropéniedest jours aprés l'injection (i.v.) unique de la
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vinblastine a la dose de 0,4g/kg. La veine du pénis des rats constitie site d’injection de I
vinblastine, sous anesthe préalable, ce qui évitait d’ajouter 1e chirurgie invasiv
supplémentaire a celle de cclusion. Les propriétés hautement toxig de la vinblastine not
ont conduit a éviter toute anipulation du produit (pesée et mise elution), c’est pourquc
nous utilisions les conditiorements disponibles sur le marché sous m commercial Velt®.
Le produit était alors recoritué sans risque d’exposition, avec de I'adatée pour solutions

injectables.

L’activation de la linée granulocytaire se faisait a I'aide d facteur de croissan
granulocytaire, le GESF (Ganulocyte Colony Stimulatingactor). Il était administré sous sa
forme commerciale, le filgarim (Neupoge®), & la dose de 60 pg/kgar voie soi-cutanée 6

heures aprés le début de I'dusion de I'artere cérébrale moyer

Six heures apres le 2but de I'ischémie, une solution réant de I'interactionin vitro
d’'un caillot de sang et de RA (Actilyse®), était administrée selon lerotocole expérimentz
Pour la préparation de cettolution (appelée-PA+TLP :thrombus lyss product), 0,2 mL de
sang autologue était prélew I'animal et laissé a I'air libre pendant 5ures, pour permettre
formation du caillot. Une cse de -PA de 10 mg/kg (6 mL/kg) étaitasuite appliquée sur
caillot pendant 30 minutes.t solution obtenue était finalement injec (Figure 13.

rtPA
{; (10mg/kg)
30’
— | —— —
Sang autologue Thrombus Elimination du Fractionnement du Produit de
serum thrombus thrombolyse

Figure 13 : Mode de préparation de la solution deP

Le fénofibrate (Sgme-Aldrich Chemical) est un ligand syiétique des réceptel
nucléaires PPAR Les moalités d’administration du fénofibrate vaent selon le protoco
pharmacologique envisagéans les onditions d’administration posschémique, le fénofibra
(50 mg/kg) était dissout ans un véhicule (méthylcellulose) pounvage biquotidien de
animaux. Dans les conditis de traitement g-ischémique de 14 jcs, le fénofibrate éta
contenu dans laaurriture des rats (granulés 0,2 % fénofibrate) etdose correspondait

moyenne a 200 mg/kg pounaque ra
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L’atorvastatine et un inhibiteur de 'HMG CoA. Les moda&s d’administration e
I'atorvastatine variaient seln le protocole pharmacologic envisagé Dans les conditior
d’administration posischémque, I'atorvastatine était dissout dans unicule (méthylcellulose
pour gavage biquotidien dianimaux. Deux doses ont été adminis : 10 et 20 mg/kg/joul
Dans les conditions de trainentpréischémique de 14 jours, I'atorvatine était contenu dal
la nourriture des rats (grarss 0,01 ou 0,02% d’atorvastatine) et leses correspondaient

moyenne a 10 et 20 mg/kgir respectivement chaque

[l.B. Etude du rdle du polynucléaire reutiophile dans la

physiopathologie de I'isshémie cérébrale et des complicatics hémorragiques

Vinblastine mADbRP3 G-CSF
ou NaCl 0.9% ou NaCl 0.9% ou NaCl 0.9%
1 NaCl0.9%
H H vl
¥ ¥Occlusion - e M,

ouSham Sh lh

Induction d’une neutropénie Reperfusion

I >

— » »
< > L

i

< <
< <

12 h 24 h N 48 h -~

\ A==

A

4 jours ~ 2
~\ . ‘
4 Sacrifice

Ftudes vasculaires  «———— pPydlovement des ACM ~ +————

|, Immunohistochimie

Histomorphométrie  «— Congélation des cerveaus +——

Figure 14: Protocolesexpérimentux pour étudier le réle du polyniléaire neutrophil
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[1I.C. Etude de la modulation des interactions leuocyte-endothélium
par les récepteurs nuclaires PPAF-a

Fénofibrate

Fénofibrate
ou Atorvastatine

ou Atorvastatine
NaCl 0.9% H i H
. s oullP & H H : H
Occlusion | Ye—> Y vV v v ¥
ouSham 5 h Lh Reperfusion
Ill I >
| ! I I ]
«> —re > R
12h 1h 24 h ~ 48 h s
< > \\\ ,/,
i ~,
14 jours

S . -~
4 SQacrifice ¥

Etudes vasculaires =~ «———— Ppélovement des ACM ~— +——

| Immunohistochimie

Histomorphométrie

«———Congélation des cerveaux +———-

Figure 15: Protocolesexpérimentiux pour étudierd modulation des teractions leucocy-

endothélium par les récepteurs PP,

V. Analyse statistique

Les résultats ontté exprimeés sous forme de pourcentageile valurs moyennes +
I'erreur standard. Les comraisons de fréquences ont été réaliséemoyen du test du ¢
(avec correction de Yates 1écessaire). Les comparaisons de moye ont été effectuées g
une analyse de variance (AVA) suivie, en cas de dérence significate, d’'une analyse pc-

hoc par le test PLSDp(otected least significant differen) de Fisher. Liseuil de significativit
pour les tests statistiques éde 5 % (p< 0,05
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|. Réle du polynucléaire neutrophile dans la physiopathdogie de I'ischémie

cérébrale et des comlications hémorragiques de la thronbolyse

Pour déterminer I'imlication des polynucléaires neutrophilesns la physiopatholog
de l'ischémie cérébrale et cs celle des complications hémorragiginduites par le -PA, deux
approches pharmacologiqy ont été envisage: (i) une neutropéni¢pharmacologiqueme
induite par l'administratia de vinblastine ou d’un anticorps »noclonal mAb RP
préalablement a la réalisan de I'ischémie cérébre; (i) une augmntation du nombre ¢
polynucléaires neutrophilesrculants par I'administration de-CSF 6 heures apres le début

I'ischémie cérébrale.

I.A. Effet d’'une déplétion et/ou d’'une inactivatior

[.A.1. Effet sur les lésions parenchymateuses et veulaires

Apres la réalisationi’'une ischémie suivie de 24 heures deerfusion, linstallatiol
d’'une neutropénie était pdlele a la mise en place d'une protecticérébrale en terme
diminution du volume d'infrctus (Veh+I/f: 231.1 + 7.2 mrhversusVb+I/R : 190.5 + 12.5
mm°®et mAb RP3+I/R : 149.% 8.6 mnT, p<0.05). Ces protectiomgrébries se localisaient dans

la région corticale (figure 16).

250
® BVeh+l/R
£ 200 BVb+I/R
= &
0 * -
2 150 | I OmAb RP-3+I/R
g R
= 100 I
Q
£
% 50 -
>
0 L] L] L]
Total Cortex Striatum
*p<0.05versusvVeh+I/R

Figure 16: Effet d’'une dépltion et/ou d’'une inactivation des polynucles neutophiles sur le

volume d'infarctus
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Parallelementaux dininutions des volumes d’infarctus constives a la neutropén
induites soit par la vinblasie soit par I'anticorps mAb RI, la dysfont¢ion endothéliale pc-
ischémique était intégralemnt prévenue amme le montre I'absencde différence entre |
relaxation maximale des éres prélevées sur des animaux non 2miés et celles issu
d’animaux ischémiés et tras par la vinblastine (Vb+l,: 19.8 + 2.0versus Veh+Sham : 24.3 +
2.9, p<0.05) ou par I'aicorps mAb RP3 (mAb RP3 + I, : 23.0 + 5.4)figure 17.

30 -
) —O—Sham
*g 25 —e—Veh+I/R
.g 20 ——\/b+I/R
g —A—mADb RP-3+I/R
.5 15 -+
IS
c 10 A
(]
=
2 5
©
S 0 — e ——,

Log[ ACh ] (M)

*p<0.05versusSham

Figurel7: Effet d’'une dépldion et/ou d’une inactivation des polynucles neutrophiles sur |

relaxation endothélium-dépendante

La réponse contract a la sérotonine et Irelaxation endothélir-indépendante étaient

similaires dans les quatre gipe: (Tableau 5).

Sham Veh+I/R Vb+I/R mAb RP-3+I/R
(%5éggsgrigt'}/(')n) 20.6+ 2.0 29.8 + 2.0 275+45 33.3+5.6
SNP 10 uM 58.4% 5.2 52.5+ 4.9 50.4 + 6.0 55.7 + 12.0

(% relaxation)

Tableau 5: Effet d’une dépltion et/ou d’'une inactivation des polynucles neutrophiles sur |

réactivité vasculaire
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I.A.2. Effet sur les complications hémorragique

La déplétion en ponucléaires neutrophiles induite par la vlastine entrainait une
diminution significative desolumes d’infarctus totaux et cortice (1586 + 13.4 mni et 104.8
+ 14.0 mn respectivementhez les animaux traités parvinblastineversus 242.5+ 15.5 mni
et 183.4+ 13.3 mni chez les animaux traités pae véhicule p<0.01). La déplétion en
polynucléaires neutrophilenduite par I'anticorps monoclonimAbRF3 n’était pas associée
avec une diminution signifitive des volumes d’infarctus totaux, cortix et striatar (221.2 +
21.6 mnt and 167.3 20.1 mm®) (Figure 18).

300 1 )
B Vehicule

%)

250 + OVinblastine
OmAbRP3

200 - *

150 1

100 1

Volume d'infarctus (mm
E

n
o

Total Cortex Striatum

*p<0.01versusVehicule

Figure 18: Effet d’'une dépltion et/ou d’'une inactivation des polynucles neutrophiles sur |

volume d’'infartus dans un modéle de complications héagiques

Comme observé hez les animaux traités par le véhe, I'ischémie-reperfusion
associée a la perfusion da solution de TLP induisait une perte sicative de la relaxatiol
endothéliumdépendantei I'acétylcholine en comparaison des maux controle. Cett
dysfonction endothélialetait significativemenprévenue par la dégtion en polynucléaire
neutrophiles (p<0.05)La sensibilité a l'acétylcholine était dimiée durant l'ischém-
reperfusion et la perfusicde TLP, mais cette diminution était préve quand laéplétion en

polynucléaires neutrophiettait induite (p<0.05) (figure 19) (tableau 6
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Figure 19: Effet d’'une dépltion et/ou d’'une inactivation des polynucles neutrophiles sur |

relaxation endothéliurdépendante dans un modeéle de complics hémorragique

Control Vehicule Vinblastine mAb RP3

EC 50 (uM) 0.036+0.00  0.127+0.027* 0.019+0.0C  0.005 + 0.002
(%5éggsgrigt'}/(')n) 29.+38 34.6+2.9 39.1+3.1 33.4+4.2
SNP 10 uM 584 +5.2 461+126  66.0+11; 66.7+ 19.7

(% relaxation)

*p<0.05versuscontrol

Tableau 6: Effet d’'une dépltion et/ou d’'une inactivation des polynucles neutrophiles sur |

réactivité vasclaire dans un modéle de complications héragique:

Les hémorragies imcérébrales induites par I-PA étaient onfinéesdans la zone
infarcie. Chez les rats trais par le véhicule, lI'ischén-reperfusion € la perfusion de TL|
induisait des hémorragies:téchiale (10.0 + 3.0 pétéchies).a dépléion en polynucléaire
neutrophiles était associéeec une reduction de liidence des hémagie: (-33% and -29%
respectivement)Lorsqu’ils Ataient observ, le nombre de pétéchiestat significativement
diminué aprés une dépléticen polynucléaires neutrophi (3.2 + 1.1pétéchies dans le grou
vinblastine et 3.7 + 1.pété&hies dans le groupe mAbRP3, p<0.08ucun hématome n’éte

visible (figure 20).
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Pétéchies (nombre +/- SEM)

Vehicule Vinblastine mAbRP3

*p<0.05versusvehicule

Figure 20: Effet d’une dépldon et/ou d’'une inactivation des polynucles neutrophiles sur le

complications hémorragiques

|.B. Effet d’une activation de la lignée granulocytairepar le CG-CSF

[.B.1. Effet sur les Iésions parenchymateuses et vascuks

L’administration de GCSF (60ug/kg) chez des rats normotensoumis a unischémie,
6 heures apres le début decclusion de l'artere cérébrale iyenne, incisait une réduction de
la taille d'infarctus (139.7 £3.0 mnt dans le groupe traité par le @8F versus194.0 + 10.4
mm° dans le groupe traité f le véhicule, p<0.05) aprés 24 heures derfusior (figure 21). Ce
niveau de protection était mparable aprés 72 heures de reperfusion.l + 15.2 mm dans le
groupe traité par le G-CSfersu: 182.7 + 8.5 mrhdans le groupe traitéar le véhicul ; p<0.05)
(figure 22).
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Figure 21: Effet du GESF sur le volume d’infarctuspres 24 heu:s de reperfusic
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Figure 22: Effet du GESF sur le volume d’infarctus apres 72 hes de reperfusic

Chez les animaux ram, l'administration de -CSF 5 heure:apres le début de
reperfusion, provoquaiine altératior de la relaxation endothéliudépeidante en comparais
des animaux sham recevage véhicule (p<0.05). Cet effet vasculaéteit plus prononcé apres

24 heures deeperfusion qu’pres 72 heure
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La relaxation endotklium-dépendante induite par I'acétyldime est significativemer
altérée (p<0.05) chez les maux ayant subi unischémieet une repeusion. Cette altératio
induite par le processus d’inémiereperfusion étaitcomparable, aprés :heures de reperfusic
a l'altération de la relaxatit endthélium-dépendante induite par le@x@F chezles animaux
sham (figure 23)Elle se minienaita un niveau égal aprés 72 heur’ischémi«-reperfusion
(figure 24).

L’administration de GESF re préenaitpas la dysfonction endothéliapos-ischémique, voire
entrainaitune majoration de’altération de la relaxation endothéli-dépendante, non observ

apres 24 heures de reperfun mais significative apré<2 heures d’ischéie-reperfusion.
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*p<0.05versusSham 24h
Figure 23: Effet du GCSF sur la relaxation endothéliudépendinte a 24 heurt
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Figure 24 : Effet du GCSF sur la relaxation endothéliudependinte a 72 heurt
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Un traitement par vinblastine, 4 jours avant 'adistration de G-CSF, prévenait la

dysfonction endothéliale induite par le G-CSF cleszanimaux sham (figure 25).

Sham G- ShamVb G- Sham G- ShamVbG-
IR CSF CSF IR CSF CSF

10 +

-10 o

-20 o

-30 o

% altération de la relaxation
endothélium-dépendante

-50

v

A
v

A

24h 72h

Figure 25: Effet du G-CSF sur la relaxation endothélium-giégante aprés une neutropénie

induite par la vinblastine

Les animaux ischémiés et perfusés par une solutlen TLP présentaient des
complications hémorragiques avec une incidencaetsavérité plus importante apres 72 heures
d’ischémie/reperfusion lorsque la perfusion dedmtson de thrombolyse a été précédée d'une
administration de G-CSF, comme en témoignaientamhne plus important de pétéchies (10.3
+ 1.8 pétéchies chez les animaux traités par G¥&8sus4.1 £ 0.9 pétéchies chez les animaux
traités par le véhicule, p<0.05) et la présencabithelle d’hématomes (quatre animaux traités

par le G-CSRversusaucun animal traité par le véhicule) (tableaufigufe 26).

Score histologique Séveérité
0 = pas de TP o Nombre moyen de
pétéchies 1 = pétéchies 2= hématome pétéchies + SEM
Vehicule
(n=9) 1 8 0 41+0.9
G-CSF
(n=10) 0 10 4 10.3+1.8*

*p<0.05versusvehicule

Tableau 7: Effet du G-CSF sur les complications hémorragi&ju
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TLP+G-CSF

Figure 26: Effet du GESF sur les complications hémorragiques vissées par IRM ou st

coupes histologiques

En parallele, le GESF dans ce modéle incsat une réduction gnificative de la taille
d'infarctus (98.7 + 13.3 michez les animaux traités par G-C&fsusl53.7 + 12.2 mni chez

les animaux traités par le vcule, p<0.0) (figure 27).
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*p<0.05versusTLP

Figure 27 : Effet du GESFsur le volume d’infarctus aprés 72 heure reperfusion dans un

modéle de complications hémorragiq
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Un traitement par &SF ne modiait pas l'altération de la laxation endothéliu-
dépendantenduite par I'isch:mie et la perfusion de T (figure 28).
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Figure 28: Effet du GESF sur la relaxation endothéli-dépendantiapres 72 heures (
reperfusior dans un modéle de complications hémoique:

Enfin, I'administratin de C-CSF dans ce modéle diminuaie fagon significativi
l'infiltration des polynucléaizs dans la zne infarcie (68.5 + 6.9 PMN ez les animaux traitt

par G-CSFversus136.2 + 2.2 PMN chez les animaux traités |le véhicule, p<0.0t (figure
29).

Control = | Bl : TLP+G-CSE.
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Figure 29: Effet du C-CSF sur l'infiltration des polynucléaireneutrophile

II. Modulation pharmacologique des interactions leuccyte-endothélium
par les récepteurs nucléaires PPARs dans l'ischém cérébrale et les

complications hémoragiques de la thrombolyst

[I.A. Modulation par une approche préventiv:

[I.A.1. Effets d’'une modulation directe par le fénofibrate

Le fénofibrate dimiuait de maniere significative le volui d'infarctus total e
comparaison des animaux 1 traités (202.3 + 8.5 n” dans le groupe E4d versus281.5 * 8.2
mm° dans le groupe controp<0.05). Cet effi neuroprotecteur du féribrate était significati
aussi bien au niveau cortiq(144.0 + 1.3 mr® dans le groupe F-14¢ersus 206.0 + 2.2 mrh)
qu’au niveau striatal (58.3 1.2 mn® versus75.6 + 2.2 mm) (figure 30).

Pour évaluer l'effet ¢ I'arrét du tritement par fénofibrate, les r. étaient traités pende
11 jours. Dés lors le traiteent était interrompu 3 jours avant I'occlon de I'artére cérébr
moyenne. L'arrét du traitaent par fénofibrate entrainait une perle neuroprotection ¢
comparaisordes animaux tités par fénofibrate pendant 14 jours (5 + 15.0 mr® dans le

groupe F-11J+3dersus202.3 + 8.5 mridans le groupe F-13dUne ativation des récepteu
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PPARa pendant 11 jour: permettait éanmoins une réduction nificative du volume

d’infarctus total par rapportux animaux non traite
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Figure 30 : Effet préventif du fénofibraisur le volume d’ifarctus

La relaxation endothéliurdépendante chez les animaux non ts étaient altérée ¢
comparaison des animawham. Un traitement préventif par féncate pendant 14 jou

prévenait la dysfonction enthéliale induite par I'ischéie/reperfusior(figure 31.

L’interruption du traitment préventif par fénofibrate 3 jours avl'ischémie/reperfusiol
induisait une perte de protion de la relaxation endothéli-dépendate en comparaison d
animaux traités par fénofibie pendant : jours. Cet arrét de traitementr fénofibrate entraine

une aggravation de la dysfction endothéliale déja induite par I'isché-reperfusior
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Figure 31 : Effet préventif du fénofibrate sur la relation endothéurr-dépendante

L’ischémiereperfusion foca induisait une augmentation de I'expressd’ICAM-1 (figure 32)
parallelement a une augmation significative de linfiltration des pohucléaires neutrophile
dans le parenchyme céral (figure 33) ainsi qu’une activation rcrogliale (figure 34).
L’activation des récepteuraucléaires PPA-o par le €nofibrate penant 14 jours avant |

processus d’ischémieperfision prévenait conjointement I'expressiolCAM -1, linfiltration

des polynucléaés neutrophes et I'activation microgliale pc-ischémiqu:s

L’expression d'ICAM1, le nombre de polynucléaires neutropk infiltrés et de cellule
microgliales activées étaieégalement prévenus par un traitement énofibrate pendant 1
jours. L'arét du traitement pr fénofibrate 3 jours avant I'ischémie n’eiinait pas de différenc

significative sur ces marqgurs de I'inflammation po-ischémique en caparaison des animal

traités pendant 14 jours.

Control F 14d

F 11d+3d

Figure 32: Effet préventif du fénofilate sur I'expression ICAM-1
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Figure 33 : Effet préventif du fénofibrate sur I'expressior la MPC
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Figure 34: Effet préventif du fénofibrate sur I'expressid’'Ox-42
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[I.LA.1. Effets d’'une madulation indirecte par I'atorvastatine

Un traitement par atvastatine diminuait de maniére d-dépeniante et significative |
volume d’infarctus total enamparaison des animaux non traités (Atc 10+I/F: 164.6 + 16.5
mm® et Atorva 20+I/R 92.€ + 17.2versus212.2 + 6.6 mrhdans le goupe Veh+IR, p<0.0!
(figure 35).
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Figure 35: Effet préventif de I'atorvastatine sur le voluminfarctus

Un traitement par orvastatine pendant 14 jours avant lalisation de I'ischémie
diminuait de maniére sigicative le volume d’infarctuschez les ouris sauvages. Ce

neuroprotection abolie chezs souris PPA-o KO (figure 36).
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Figure 36: Effet préventif ¢ I'atorvastatine sur le volume d’infarctus 2z des souris sauva
et PPARa KO
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La relaxation endotbliumr-dépendante chez lesiaraux non trités étaient altérée
comparaison des animawhan(lR 24h: 12.3 + 1.4, p<0.05)Un traitement préventif pe
atorvastatine a la dose de mg/kg/jour pendant 14 jours prévenait ltsfonction endothélial
induite par l'ischémie/repelsior (Atorva 20+IR : 23.0 + 3.%ersusVeh+Shar: 26.1 + 2.7)
(figure 37).
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Figure 37: Effet préverif de I'atorvastatine sur la relaxation endéliun-dépendante

L’administration d’abrvastatine 14 jours avant la réalisatioe lischémie cérébrale
prévenait de maniere sigr:ative linfiltration des polynucléaires nerophiles dans le tiss
ischémié (figure 38).
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Figure 38: Effet préventif le I'atorvastatine sur linfiltration des polyicléaires neutrogiles
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[1.B. Modulation pyar une approche curative aigu

[1.B.2. Effets d’'une modulation directe par le fénofibrate

Le fénofibrate diminait de maniére significative le volume darctus en comparaist
du véhicule (182.7+17.6 nihin IR+Feno50 group, p<0,05) (figure 39).
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Figure 39: Effet du fénfibrate en traitement aigu sur le volume carctus chez le ri

L’administration de énofibrate (50 mg/kg/jour) en traitemeaigu pos-ischémique
permet une diminution de % du volume de infarctus cérébral totahesuré a 72 heures
reperfusion: 23,4 + 4,8 nim contre 40,0 + 3,6 mmpour le group I/R (p <0,01 Cette
diminution se fait exclusiveent par une diminution de l'infarctus céral cortica: 17,0 + 4,3

mm? pour le groupe I/R+&nhc contre 34,2 + 3 mm® pour le groupe I/R (<0,01) (figure 40).



RESULTATS 84

m |[R+Veh
OIR+Feno 50

40 +
35 A
30 A
25 A o+
20 A
15 1
10 A
: n
0

Volume d'infarctus (mm 3)

Total Cortex Striatum

*p<0.01versusiR+Veh
Figure 40 : Effet du fénoorate en traitement aigu sur le volume d’irctus chez la sout
La relaxation endotklium-dépendante a I'acétylcholine était :rée clez les animaux

ischémiés et traités par le \icule (13.0 £ 2.2 %) en comparaison desnaux sham (22.2 + 1.

%, p<0.05). L’administratin de fénofibrate a la dose de 50 mg/k¢venait cette altératic

(22.4 + 3.6% (figure 41.
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Figure 41: Effet du fénofirate en traitement aigu sur la relaxation exthéliun-dépendante
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La réactivité vasculaz était évaluée a 72 heures de reperfusDans le groupsham, la
vasodilatation endothéliumépendante induite par I'administratitopique d’acétylcholineétait
responsable d’une augmeron du diametre artériolaire par rapport aumetre initial de 2.0 =
1.1%. Le fénofibrate dans |Igroupesham+Féno n’entraingitas de moification de la répons
vasculaire a l'acétylcholine En rvanche, lischémie-reperfusion aldir la vasoréactivité a
I'acétylcholine avec une amentation du diamétre vasculaire de.0 £ 1.0 % (p<0,05 versus
sham).L’administration de énofibrate pendant 72 heures permet cévenir la dysfonctio
endothéliale posschémiqu:;, comme en témoigne l'augmentation diameétre artériolair
induite par I'acétylcholine ps importante que chez les animaux ischis non traités. Cet eff
reste partiel comme le mon I'existence d’une différence significativetre lesgroupes sham et
I/R+Féno (figure 42).
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Figure 42: Effet du fénofirate en traitement aigu sur la relaxation exthéliun-dépendante

Le traitement par fénofilate administré en pe-ischémique diminua nettement I'activatiol
leucocytaire a partir de la 2% heure de reperfusiarie roulement et I'anésion leucocytaires
niveau artériolaire et veiraire étaient significativement diminuésar I'administration di
fénofibrate dans le grouper+Féno a 24, 48 et 72 heures deerfusior. En revanche, aucul
différence entre les group!l/R et I/R+Féno n’était retrouvée a 8 fes de reperfusion s

I'activation leucocytaire auxiveaux artériolaire et veinula (figure 43).
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L’ischémietreperfusia induisait une augmentation signiftive du nombre d
polynucléaires neutrophilesans le tissu ischémié chez les animaux ts par le éhicule. Cette
infiltration était moindre apis 72 heures de reperfusion. Un traitemeur fénofibrate prévene

cette infiltration aussi bien 24heures qu’a 72 heures de reperfi (figure <4).
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Figure 44 Effet dufénofibrate en traitement aigu sur I'expresn de la MP(

L’expression d'ICAM1 dans le tissue ischémié est induite peprocessus d’ischén-
reperfusion. Cette surexpreon par rapport aux animaux sham est minue apres 72 heures
reperfusion. Le féofibrate dminuait I'expression d’'ICAM1 a 24 et 7. heures de reperfusi
(figure 45).
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Figure 45: Effet du fénofibrate en traitement aigu sur I'exprion d'ICAM]

L’ischémiereperfusion entrine une augmentation de I'expression deicrcglie activée apres

24 heures de reperfusion pistant a 72 heures. Un traitement -ischémique par fénofibrai

prévenait cette activation nmogliale a 24 et 72 heures de reperfu (figure <6).
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RESULTATS 89

Le traitement des SR par le fénofibrate administré pendant urs apres la réalisatic
de lischémie et la thromlyse ne réduisait pas de maniére sicative l'incidence de:
complications hémorragiques33% dans le groupe VeFH:-P et 37.5%dans le groupe Fe-
TLP. Chez les animaux oon a retrouvé des complications hémorjues, on observait ur
différence significative danleur sévérité entre le groupeeh-TLP (5.5 £ 0.5 pétéchies) et
groupe FendrLP (1.7 £ 0.3 étéchie, p<0.05) (figure 47).
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Figure 48: Effet du fénfibrate en traitement aigu sur les complicins hémorragique
Enfin, 'administration defénofibrate dans ce modéle diminudi facon significative
I'infiltration des polynucléazs dans la zone infarcie (68.5 £ 6.9 PMhez les animaux traitt
par fénofibrateversus136.2 £ 25.2 PMN chez les animaux traitésr le véhicule, p<0.05)
(figure 48).
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Figure 48: Effet du fénofibnte sur I'infiltration des polynucléaires neudphiles dans le modée

de complications hémorragiques
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Chez les SHR recevant le fénofibrate pendant &japres la réalisation de l'ischémie et
recevant du TLP 6 heures apres (groupe thrombolieseplume d'infarctus total (133.7 £ 12.4)
était significativement diminué en comparaison dkiicdes rats non traités et perfusés par la
solution de TLP (200.6 + 29.8 ninp<0.05).Cette diminution était retrouvée au niveartical
mais n'était pas significative (148.3 + 24.1 mdans le groupe Véh-TLiPersus101.7 + 16.3
mm® dans le groupe Féno-TLP; p=0.055). Cette prairdéitait significative au niveau striatal
(32.0 £ 1.9 mm chez les SHR Feno-TLRersus52.3 + 6.8 mm chez les SHR Veh-TLP;
p<0.01) (figure 49).

250 -
— 200 -
=
E 150 -
E mSHR Veh-TLP
% 100 - OSHR Féno-TLP
> #
© B0 -
3
£

O [ |
Total Cortex Striatum

*p<0.05versusvVeh+TLP ; #p<0.0¥ersusVeh+TLP
Figure 49: Effet du fénofibrate en traitement aigu sur léwoe d’infarctus dans le modéle de

complications hémorragiques

La relaxation endothélium-dépendante est altérée @s animaux traités par le véhicule
et perfusés par la solution de TLP (10.9 + 0.9 %Q.0p5) par rapport aux animaux témoins.
Un traitement par fénofibrate pendant 3 jours afaégéalisation de I'ischémie prévenait cette
altération chez les rats SHR ischémiés et recdaastlution de TLP (SHR TLP-Féno : 39.85
+ 6.81 %, p<0.01). Dans les groupes d’animauxésgitar fénofibrate, le fénofibrate induisait

une hyperrelaxation par rapport au groupe téemagurg 50).
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Figure 50: Effet du fénofirate en traitement aigu sur la relaxation exthéliun-dépendante

dansle modéle de complications hémorragic

[1.B.3. Effets d’'une modulation indirecte par I'atorvastatine

L’administration d’aorvastatine a la dose de 20 mg/kg/jiréduisit de maniére
significative le volume d’infrctus en comparaison des animaux traitar le véhicul (129.2 +
7.1 mn? versusl79.7. + 8.6nm°>, p<0.05) (figure 51).
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Figure 51: Effet de'atorvastatine en traitement aigu sur le vire d’infarctus
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L’administration post-ischémique d’atorvastatinéaadose de 20 mg/kg/jour tend vers
une prévention de la dysfonction endothéliale (FédiR).
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Figure 52: Effet de l'atorvastatine en traitement aigu $airelaxation endothélium-dépendante

L’infiltration des polynucléaires neutrophiles étaprévenue par I'administration

d’atorvastatine a la dose de 20mg/kg/jour (figudg 5

o 40

e

@©

=

[3)

330

S |
=

o 20 -

()

o

@

o 10 A

e

o

zZ

0' T ]

IR+Veh IR+Atorva 20

Figure 53: Effet de I'atorvastatine en traitement aigu $urfiltration des polynucléaires
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Pharmacological neutropenia prevents endothelial dysfunction
but not smooth muscle functions impairment induced
by middle cerebral artery occlusion
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-2Michéle Bastide & *'Régis Bordet

'EA 1046-Laboratoire de Pharmacologie, Institut de Médecine Prédictive et de Recherche Thérapeutique,
Université de Lille 2 et Centre Hospitalier Universitaire de Lille, 1 place de Verdun 59045, Lille Cedex, France and
2IUT A, Université Sciences et Techniques de Lille, Villeneuve d’Ascq, France

1 The polymorphonuclear neutrophils (PMN) activation and mobilization observed in acute
cerebral infarction contribute to the brain tissue damage, but PMN could also be involved in
postischemic functional injury of ischemied blood vessel.

2 This study was undertaken to investigate whether pharmacological neutropenia could modify the
postischemic endothelial dysfunction in comparison to smooth muscle whose impairment is likely
more related to reperfusion and oxidative stress.

3 A cerebral ischemia—reperfusion by endoluminal occlusion of right middle cerebral artery (MCA)
was performed 4 days after intravenous administration of vinblastine or 12h after RP-3 anti-rat
neutrophils monoclonal antibody (mAb RP-3) injection into the peritoneal cavity, on male Wistar rats
with 1-h ischemia then followed by 24-h reperfusion period. Brain infarct volume was measured by
histomorphometric analysis and vascular endothelial and smooth muscle reactivity of MCA was
analysed using Halpern myograph.

4 Neutropenia induced a neuroprotective effect as demonstrated by a significant decrease of brain
infarct size. In parallel to neuroprotection, neutropenia prevented postischemic impairment of
endothelium-dependent relaxing response to acetylcholine. In contrast, smooth muscle functional
alterations were not prevented by neutropenia. Ischemia—reperfusion-induced myogenic tone
impairment remained unchanged in vinblastine and mAb RP-3-treated rats. Postischemic Kir2.x-
dependent relaxation impairment was not prevented in neutropenic conditions. The fully relaxation of
smooth muscle response to sodium nitroprusside was similar in all groups.

5 Our results evidenced the dissociate prevention of pharmacologically induced neutropenia on
postischemic vascular endothelial and smooth muscle impairment. The selective endothelial protection
by neutropenia is parallel to a neuroprotective effect suggesting a possible relationship between the
two phenomena.
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Abbreviations: ACh, acetylcholine; 5-HT, serotonin (5-hydroxytryptamine); ICAM, intercellular cell adhesion molecules; I/R,
ischemia/reperfusion; Kir, inward rectifier potassium channel; mAb RP-3, anti-rat neutrophils monoclonal
antibody; MABP, mean arterial blood pressure; MCA, middle cerebral artery; MMP, matrix metalloproteinase;
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reactive oxygen species; SNP, sodium nitroprusside; TMP, transmural pressure; Vb, vinblastine; Veh, vehicle
Introduction

After focal cerebral ischemia, the function of cerebral arteries
is critical to maintain cerebral perfusion and preserve neuronal
integrity. The duration and level of the blood flow deficit are
associated with the severity of brain damage. Two different
regions can be distinguished: the core where neurons are
definitively death; the penumbra that can progress to infarc-
tion if maintenance of a partial blood supply is not sufficient.
The level of cerebral blood flow in penumbra is partly
dependent of vascular functions, which are impaired in course

*Author for correspondence; E-mail: bordet@univ-lille2.fr
published online 7 February 2005

of ischemia and reperfusion. The protection of vascular bed
during ischemia/reperfusion (I/R) represents a potent pharma-
cological target to limit infarct extent, explaining the necessity
to understand the physiopathology of I/R-induced functional
alterations of blood vessel. Several studies reported impair-
ments of many functional vascular bed including endothelium
relaxing response (Cipolla et al., 1997), myogenic activity
(Cipolla & Curry, 2002) and smooth muscle relaxation
consecutive to inward rectifier potassium channels (Kir2.x)
activation (Marrelli ef al., 1998; Bastide et al., 1999). Ischemia
and reperfusion affect differently endothelium and smooth
muscle functions suggesting that several mechanisms could be
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involved in the different compartments. Indeed, ischemia alone
induces an alteration of endothelial relaxing response, which is
worsen by reperfusion, while reperfusion is necessary to induce
smooth muscle functional abnormalities in the absence of
effect induced by ischemia alone (Cipolla et al., 1997; Pétrault
et al., 2004).

It is now established that maintenance of a partial or
complete blood flow is essential to preserve cerebral tissue
whereas reperfusion paradoxically induces excessive genera-
tion of reactive oxygen species (ROS) known to impair cell
membranes (lipid peroxidation and protein oxidation), ion
channels and electrical properties of vascular smooth muscle
(Kourie, 1998). Reperfusion-induced ROS contribute to a
decrease of the NO availability responsible for the post-
ischemic endothelial dysfunction (Drexler, 1999; Cai &
Harrison, 2000). This decrease of NO bioavaibility is not
explained by NO synthase (NOS) alteration, since endothelial
NOS expression increased in the course of cerebral ischemia
(Leker et al., 2001). Numerous reports have shown that
oxidative stress modulation early in the course of reperfusion
could reduce cerebrovascular oxidative damages. We have
previously demonstrated that pharmacological modulation of
oxidative stress prevents postischemic Kir2.x impairment
(Bastide er al., 2003, Pétrault et al., 2004). In contrast, the
oxidative stress modulation during the reperfusion by an
antioxidant agent did not prevent the endothelial dysfunction
(Pétrault et al., 2004), suggesting the involvement of other
mechanisms.

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) activation are
involved in vascular reactivity modulation in different
pathological circumstances. The prevention of PMN adhesion
contributes to the protective effect of preconditioning against
cardiac ischemia and reperfusion-induced endothelial injury
(Beauchamp et al., 1999; Laude et al., 2002). PMN activation
by injection of phorbol ester impaired the endothelium-
dependent relaxing response to acetylcholine (Akopov et al.,
1994). In subarachnoid hemorrhage model, vascular dysfunc-
tion-induced cerebral vasospasm has been related to inflam-
matory cytokine cascade released by leukocytes and could be
improved by endothelial NOS increase (Mori et al., 2001;
Takizawa et al., 2001; McGirt et al., 2002). Involvement
of PMN in functional vascular injury occurring in course
of cerebral ischemia has not been yet investigated but is
suspected in regard to their role in cerebral ischemia
physiopathology.

The leukocytes involvement in physiopathology of I/R has
been previously demonstrated using induction of neutropenia
by vinblastine and participated to infarction and oxidative
stress in the cortex but not in the striatum (Beray-Berthat et al.,
2003). In addition, PMN accumulation in acute cerebral
infarction was correlated with brain tissue damage (Akopov
et al., 1996a,b). Neutrophils have the capacity to generate
ROS like superoxide anion, hydroxyl radical, protagonists
known to be deleterious in the course of ischemia and
reperfusion phenomena (Matsuo et al., 1995; Love, 1999).
Owing to its chemical interaction with superoxide anion and its
transformation in the highly harmful peroxinitrite (ONOO™),
indirect oxidative stress decreases the bioavailability of NO
(Forman et al., 1998). On the other hand, several studies have
suggested that PMN involvement in matrix metalloproteinase 9
(MMP-9) proform releasing and the blood-barrier breakdown,
participated to aggravate infarction by their consecutive

hemorrhage complications (Gautier et al., 2003; Justicia et al.,
2003).

All these data suggest that I/R-induced PMN activation
could contribute to the mechanisms of vascular bed reactivity
impairment in particular endothelium dysfunction. To test this
hypothesis, we investigated, in the present study, whether in
pharmacologically induced neutropenia conditions the post-
ischemic endothelial dysfunction is modified in comparison to
smooth muscle, whose impairment is more related to reperfu-
sion and oxidative stress.

Methods

All experiments were performed in strict accordance with the
guidelines of the National Institutes of Health and French
Department of Agriculture, on male Wistar rats (IFFA Credo,
France) weighing 280-320 g according to rat middle cerebral
artery (MCA) occlusion model.

Animals and drugs administration

MCA occlusion or sham surgery was consequently performed
4 days after intravenous administration of vinblastine
(0.5mgkg™") or vehicle (saline 0.9%) to male Wistar rats.
Two injections of anti-rat neutrophils monoclonal antibodies
(mAb RP-3; Sekiya et al., 1989) in peritoneal cavity were
carried out 12h before MCA occlusion (Iml mAb RP-3
diluted solution) and during the surgery (2ml mAb RP-3
diluted solution). The numbers of white blood cells were
counted, and hemograms of 100 white blood cells were
examinated by Giemsa staining (Hemoquick). Four groups
of rats have been defined: (i) sham-operated rats (Sham); (ii)
vehicle-treated ischemic/reperfused (Veh+1I/R); (iii) vinblas-
tine-treated I/R (Vb + I/R); (iv) mAb RP-3-injected rats (mAb
RP-3+1/R).

MCA occlusion model

Anesthesia was induced by chloral hydrate administered i.p. at
a dose of 300mgkg™'. A rectal probe was inserted and body
temperature maintained by the use of a heating lamp at
37+0.5°C. The caudal artery was exposed and cannulated
with a 24G polyethylene catheter and connected to a blood
pressure monitor. Mean arterial blood pressure (MABP,
mmHg) was monitored throughout the experiment and blood
samples were taken before, during and after ischemia to
measure blood pH, arterial PaO, (mmHg) and arterial PaCO,
(mmHg).

The ostium of the right MCA was occluded intraluminally
as previously described (Bastide et al., 1999). The right carotid
arteries were exposed through a midline cervical incision and
the common carotid and external carotid arteries were ligated
with a silk suture. The pterygopalatine artery was exposed by
developing a plane alongside the internal carotid artery, and
was ligated at its origin with a fine silk. Aneurysm clip was
placed across internal carotid artery and an arteriotomy was
made in the common carotid artery stump allowing the
introduction of a 4/0 monofilament nylon suture with its tip
rounded by flame heating. This was secured in place and the
aneurysm clip on the internal carotid artery was removed. The
suture was gently advanced into the internal carotid artery

British Journal of Pharmacology vol 144 (8)
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and passed into the intracranial circulation to lodge in the
narrower lumen of the origin of the MCA. Mild resistance to
this advancement indicated that the intraluminal occluder had
entered the anterior cerebral artery. After 60 min, the suture
was carefully removed, until its tip was blocked by ligature
placed on common carotid artery, to permit reperfusion. The
caudal artery catheter was removed and the artery was ligated
to prevent bleeding. The animals were placed in cage to recover
from anesthesia at room temperature and were allowed to eat
and drink freely. The sham operation occurs with the same
manipulation without introduction of the monofilament.

Infarct volume measurement

At 24 h after reperfusion the rats were killed with an overdose
of pentobarbital (200mgkg~") injected i.p. and brains were
rapidly removed in an ice-cold saline solution gassed with 5%
CO, and 95% O,. MCAs were carefully dissected to the
vascular smooth muscle cells preparation or for vasoreactivity
analysis and thereafter brains were frozen and coronally
dissected into 50-um-thick slices on a cryostat at 12 levels
separated by 1-mm intervals, according to stereotaxic sections
maps (Paxinos & Watson, 1986). Sections were stained by
cresyl fast violet. The unstained area of the brain was defined
as infarcted. Cortical and subcortical infarcted areas and total
hemispheric areas were calculated separately for each coronal
slice by an image analysis software (Color Image 1.32, NIMH,
Bethesda, MD, U.S.A.) after digitization by scanner process.
Total infarct volumes as well as hemispheric volumes (in mm?)
were calculated by the use of numerical integration of the
respective areas for all the sections per animals and the
distance between them. A corrected total infarct volume was
calculated to compensate for the effect of brain edema (Lin
et al., 1993). The corrected volume was calculated using the
following equation: corrected infarct volume=total infarct
volume X (left hemisphere volume/right hemisphere volume).

Preparation of arterial segment and pressurized
arteriograph system

Segment of dissected right MCA was mounted in a small vessel
arteriograph (Living Systems Instrumentation, Burlington,
VT, US.A.) on two glass cannulas perfused with saline
solution. The artery was secured on the proximal and distal
cannulas with nylon ties. The distal cannula was closed in
order to work in no flow condition. The arteriograph chamber
was continuously supplied with saline solution equilibrated
with 5% CO,/95% O, and maintained at 37°C and pH 7.4.
The proximal cannula was connected to a pressure transducer,
a miniature peristaltic pump and a servo controller that
continually measured and adjusted transmural pressure
(TMP). The entire arteriograph system was positioned on the
stage of an inverted microscope equipped with a video camera
and a monitor. The lumen diameter was measured by image
analysis with a video dimension analyser. The output of the
video dimension, which is proportional to diameter, was
continually sent to a digital tape recorder (DTR-1205).

Experimental protocol

All mounted and pressurized arteries were equilibrated at a
TMP of 25mmHg for 1 h to stabilize before experiments were

conducted. The spontaneous contracting response of cerebral
arteries to pressure contributes to autoregulation of cerebral
blood flow and characterises the myogenic tone. To evaluate
myogenic reactivity, the TMP was increased step by step in
increments of 25mmHg from 25 to 100mmHg and arterial
diameter was recorded at each TMP once stable (5 min). At the
end of each experiment and after another 25mmHg TMP
equilibration, TMP was once again increased by 25mmHg
increment steps from 25 to 100mmHg in addition with
papaverine (10 uM), a phosphodiesterase inhibitor, to record
passive fully relaxed diameter. Then, the TMP was adjusted at
75mmHg for the remainder of the experiment. Acetylcholine
(ACh) relaxing dose-response was determined by cumulative
addition of ACh (0.001-30 uM) on MCA beforehand con-
stricted by serotonine (1 uM-induced 90% of the maximum
constriction). After washout with fresh saline solution allowing
the return to basal diameter, a 15mM KCl-containing saline
solution was superfused to the vessel and induced a smooth-
muscle dependent vasodilation, which is carried by activation
of Kir2.x channels, most probably Kir2.1 (Bradley et al., 1999),
and inhibited by administration of BaCl, (75uM) a Kir2.x
blocker. To test the NO-mediated smooth muscle relaxation, a
single concentration of sodium nitroprusside (SNP 10 uM) was
added in the bath after preconstriction with 5-HT (1 um).

Drugs and solutions

The ionic composition of the physiologic saline solution used
for all vasoreactivity experiments was as follows (mM): 119
NacCl, 24 NaHCO;, 4.7 KCl, 1.18 KH,PO,, 1.17 MgSO,7H,0,
10 glucose, 1.6 CaCl,, pH 7.4. All vasoactive drugs (ACh,
5-HT, SNP and KCl) were purchased from Sigma Chemical Co.
ACh, 5-HT and SNP were made fresh daily as stock solutions of
0.1 M and stored at 4°C for all experimental time. RP-3 anti-rat
neutrophils monoclonal antibodies were supplied from BD
Pharmingen, and vinblastine from Laboratoire EuroGenerics.

Data calculation and statistical analysis

Spontaneous arterial tone was evaluated as a percent of
decrease in diameter from the fully relaxed diameter in
papaverine and was plotted at each TMP. The relaxing
responses to ACh and SNP were respectively expressed as
the percent of increase of the luminal diameter and the percent
of relaxation related to basal tone after preconstriction. The
15mM KCl-induced vasorelaxation is estimated as the % of
increase of the basal tone diameter.

All values were expressed as mean+s.e. Continuous
variables (infarct volumes, myogenic tone, MCA diameter
changes) were compared with a one-way ANOVA in four
treatment groups followed, when ANOVA was significant, by
a post hoc protected least significant difference (PLSD) Fisher
test. A value of P<0.05 was considered as significant.

Results

Effect of vinblastine and RP-3 anti-rat neutrophils
antibody on leukocytes

Ischemia followed by reperfusion (Veh+I/R) induced a
significant (P <0.05) increase of PMN number in comparison
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Table 1 Variation percent of neutrophil blood counts (PMN), red bood cells (RBC) and white blood cells (WBC)
numbers from rats treated by administration of vehicle (saline 0.9%), vinblastine (0.5 mgkg~") or RP-3 anti-rat neutrophils
antibody (mAb RP-3) in middle cerebral artery occlusion conditions (I/R) or not (Sham)

Sham
Vehicle (n=4)

Vehicle (n=38)

Ischemia/reperfusion (I/R)

Vinblastine (n=38) mAb RP-3 (n=4)

PMN (% variation) — +50.1% —-99.8% —-39.1%
RBC ( x 10°/mm°) 10.3+1.0 10.2+0.6 7.240.5 9.5+1.2
WBC (/mm?) 45331677 4380+ 540 7004220 4605+ 530
250 - m Veh+lIR 35 - 8
| Vb+lIR *®
+l 30 4
200 - O mAb RP-3+IR
e
£ £ 25 *
£ . S
@ 150 - by
£ g 204
3 i
S o € 15
< 100 1 T <
s " °
- ~2 10 -
— <
= 50 1
5
0 4 T T ) ] 0 T T . .
Total Cortex Striatum 5 50 75 100
Figure 1 Effect of administration (i.v.) of vehicle (Veh: saline
0.9%, n=10) or vinblastine (Vb: 0.5mgkg~"', n=10) and injections TMP (mm Hg)
(i.p.) of RP-3 anti-rat neutrophils antibody (mAb RP-3, n=4) on
total, cortical and striatal infarct volume (corrected for edema) —o— Sham —o— Vb+IR
induced by 1h focal cerebral ischemia and followed by 24h
——Veh+#lR —a—mAb RP3 +IIR

reperfusion period. Values are mean+s.e.m. *P<0.05 as compared
with vehicle-treated animals.

to sham-operated animals (Sham) as shown in Table 1. After
I/R, treatment by vinblastine and mAb RP-3 reduced in a
significant manner (P <0.05) the number of PMN. Vinblastine
administration decreased all white blood cells number to 80%
while mAb RP-3 had a specific action on PMN (Table 1).

Effect of neutropenia on cerebral infarct volume

In rats treated with vinblastine 4 days before I/R at the dose of
0.5mgkg!, there was a significant (P <0.05) decrease in total
infarct volume with edema correction (190.5+12.5mm?) as
compared to infarct volume in vehicle-treated animals
(231.1+7.2mm?). Administration of mAb RP-3 reduced brain
infarct volume (149.7 4+ 8.6 mm?®). These neuroprotective effects
of vinblastine and mAb RP-3-induced neutropenia were
significant (P<0.05) in the cortical part of infarcted area
(Veh +1I/R: 169.9+6.8 mm’, Vb+1I/R: 136.54+13.6mm?* and
mAb RP-3+1/R: 92.0+7.5mm?®) but not in striatal part as
shown in Figure 1.

Effect of neutropenia on myogenic activity

As shown in Figure 2, ischemia and reperfusion induced a
significant lost of pressure-induced contracting response of
MCA (Veh+1I/R) as compared to sham-operated MCA

Figure 2 Effect of administration (i.v.) of vehicle (saline 0.9%) or
vinblastine (0.5mgkg™") and RP-3 anti-rat neutrophils antibody
(mAb RP-3) on response of middle cerebral arteries (MCA) to
pressure. Basal tone present in each MCA at different transmural
pressures (TMP) was evaluated as a percent of spontaneous decrease
in diameter from the fully relaxed diameter in response to
papaverine (10 uM). MCA were originated from sham-operated
animals (Sham), or ischemia (1h) following by reperfusion (24 h)-
operated rats (I/R). Values are mean +s.e.m. ¥*P<0.05 as compared
to I/R groups.

(Sham) with respectively 15.8+2.5 versus 28.1+1.9% decrease
of diameter. Vinblastine- and mAb RP-3-induced neutropenia
did not correct the lost of MCA contractility in the course of I/R
as illustrated in Figure 2 (Vb +1I/R: 16.54+1.9% and mAb RP-
341/R: 12.6+2.1%).

Effect of neutropenia on 15 mm KCl-induced smooth
muscle relaxation

Smooth muscle cell-dependent relaxation of MCA was
evaluated by application of 15 mM KCl in the different groups
of rats. In Veh+ I/R animals, the relaxation of the occluded
MCA (4.6 +1.4%) was significantly reduced in comparison to
sham rats (26.0 +2.4%) and was not influenced by vinblastine
treatment (Vb +1I/R: 8.5+3.5%) and mAb RP-3 administra-
tions (mAb RP-3+1/R: 7.7+ 1.2%; Figure 3).
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Effect of neutropenia on endothelium reactivity

No difference in 5-HT-induced maximum contracting response
was observed between the four groups (Table 2). The ACh-
induced endothelium-dependent relaxing response was im-
paired in vehicle-treated ischemic animals (Veh+I/R) as
proven by decrease in maximal relaxation (12.1+2.8%) in
comparison to sham-operated group (24.9+3.0%; P<0.05).
This impairment was prevented in vinblastine-treated animals,
as shown by the lack of significant difference between Vb + 1/
R versus Sham and by the significant difference between
Vb+1I/R versus Veh+1/R (Figure 4, Table 2). Administra-
tions of RP-3 anti-rat neutrophils monoclonal antibodies
prevented endothelial dysfunction as illustrated by dose-
response curve in Figure 4 and the significant difference
between the maximal relaxing response of mAb RP-3+1/R
MCAs as compared to Veh +I/R MCAs (Table 2). Endothe-
lium-independent relaxing responses to SNP (10uM) were
similar in all four groups (Table 2).

Discussion

In the present study, we demonstrated that the postischemic
endothelial dysfunction was totally prevented by pharmacolo-
gically induced neutropenia in I/R conditions. In contrast,
smooth muscle compartment alterations were not influenced

30 1

25 4
20 -
15 4
10 A

P
*
] B l
0 T T 1

Sham Veh+/R  Vb+/R mAbRP-3
+/R

% relaxation induced by KCI
(15 mM)

Figure 3 Percent change in diameter in response to 15mM KCl of
middle cerebral arteries originated from sham-operated animals
(Sham), or ischemia (1h) following by reperfusion (24 h)-operated
rats (I/R) treated by vinblastine (Vb: 0.5mgkg™") or not (Veh: saline
vehicle 0.9%) and RP-3 anti-rat neutrophils antibody (mAb RP-3).
Values are mean+s.e.m. *P<0.05 as compared to Sham.

by pharmacological neutropenia as proved by the persistence
of impairment of myogenic tone and Kir2.x activation-induced
relaxation. Ischemia and reperfusion induced an increase of
PMN number. Vinblastine treatment drastically reduced
number of neutrophils and white blood cells while mAb
RP-3 treatment specifically diminished PMN. The beneficial
effects on endothelial function are parallel to a protective
effect against brain infarct, as demonstrated by a significant
decrease in infarct size, in particular in the cortical part of
ischemia.

Our data concerning neutropenia-induced decrease of
infarct size are in accordance with previous studies showing
that pharmacologically-induced neutropenia is responsible for
a neuroprotection. This neuroprotective effect points out the
potential role of infiltration of infarct area by PMN. This
deleterious role has been demonstrated in most studies,
whereas it remains controversial because of the lack of
infiltration in some studies (Hayward et al., 1996; Beray-

30 -
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—— Veh+l/R
25{ —e— VbHIR
—&— mAb RP-3+l/R
2
o 20 A ya s
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Figure 4 Dose-response curves to ACh for vehicle (saline 0.9%),
vinblastine (0.5mgkg~') or RP-3 anti-rat neutrophils antibody
(mAb RP-3) treated animals in ischemia/reperfusion (I/R) or sham
operations. Relaxation was expressed as the percent change in
diameter of 5-HT (1 uM) preconstricted middle cerebral artery in
response to cumulative concentration of ACh (0.001-30 uM). Values
are mean +s.e.m. ¥*P<0.05 as compared to Sham.

Table 2 Acetylcholine (ACh), potassium chloride (KCI), serotonin (5-HT) and sodium nitroprusside (SNP) vasoreactive

effects on middle cerebral artery (MCA)

Sham
Vehicle (n=7)

ACh 10 uM (% relaxation) 243429
KCI 15mM (% relaxation) 26.0+2.4
SNP 10 uM (% relaxation) 58.4+5.2
S-HT 1 uM (% constriction) 29.6+2.0

Vehicle (n=7)

11.3+1.2%
4.6+1.3%

52.5+4.9

29.842.0

Ischemiafreperfusion (I/R)

Vinblastine (n=38) mAb RP-3 (n=4)

19.8+2.0% 23.0+5.4%
6.1+2.9% 7.0+1.1%

50.446.0 55.7+12.0

27.5+4.5 33.3+5.6

MCA were dissected from rats in sham-operated conditions (Sham) or after 1 h ischemia followed by 24 h reperfusion period (I/R) and
treated by vehicle (Veh), vinblastine or RP-3 anti-rat neutrophils monoclonal antibody (mAb RP-3). Values are mean +s.e.m. *P<0.05 as
compared to Sham, ¥P<0.05 as comparison to vehicle-treated I/R group.
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Berthat et al., 2003) or because of the lack of relationship
between infarct severity and time course of this infiltration
(Fassbender et al., 2002). Other available strategies (antibodies
against adhesion molecules, chemical compounds that prevent
PMN adhesion or mice deficient in adhesion molecules) have
also given controversial results. Here, we demonstrate for the
first time with two different methods directed either against all
white blood cells (vinblastine), either specifically against PMN
(mADb RP-3) that neutrophils would participate to brain infarct
development. Nevertheless, it could exist a differential
involvement of PMN between cortex and striatum since we
confirmed, as previously demonstrated, that the vinblastine- or
mAb RP-3-induced neutropenia only decreases cortical infarct
volume but not striatal one. This dissociate effect could be
related to a more pronounced reduction of blood flow in
striatum than in cortex after MCA occlusion, as suggested by
the lack of cortical protection induced by neutropenia in model
of cerebral ischemia with a drastic drop in cortical blood flow
(Abe et al., 1988; Memezawa et al., 1992). These data support
the hypothesis of a possible link between vascular wall and
polymorphonuclear leukocytes, in particular in penumbra,
where cerebral blood flow is decreased but not nearly null as in
core.

Several works have demonstrated that PMN modulation
could modify endothelial function of blood vessel. Indeed, in a
canine experimental I/R model, adenosine, which is known to
diminish PMN recruitment during extended reperfusion,
preserved endothelial function (Budde ez al., 2004). In isolated
bovine mesenteric arteries, perfusion of PMN decreased
endothelial relaxing response to ACh. This effect was cancelled
by superoxide dismutase supplementation suggesting involve-
ment of ROS (De Kimpe e al., 1993). In addition, PMN
activation by injection of phorbol ester impaired ACh-
mediated endothelium relaxation without affecting the relaxa-
tion due to endothelium-independent mechanisms. This
phenomenon might favour cerebral vasoconstriction, particu-
larly resulting in augmented vessel responses to aggregating
platelets (Akopov et al., 1994a). One of mechanisms to explain
cerebral vasospasm previously described in subarachnoid
haemorrhage models, is the impairment of endothelium-
dependent relaxation of cerebral arteries associated with
enhanced expression in the basilar artery of ICAM-1, which
promotes adhesion and infiltration of leukocytes (Handa et al.,
1991; 1995; Akopov et al., 1996a).

We demonstrated here with two different methods that
pharmacologically induced neutropenia prevents postischemic
endothelial dysfunction, suggesting that activation of leuko-
cytes and their adhesion to endothelium could contribute to
occurrence of endothelial dysfunction. In contrast, induction
of a neutropenia has no significant effect on both Kir2.x-
dependent smooth muscle relaxation and endothelium-inde-
pendent relaxing response. This dissociate effect supports our
hypothesis that mechanisms underlying endothelial dysfunc-
tion and Kir2.x-dependent smooth muscle alteration are
different. This differential effect could explain that in previous
works, we found that an antioxidant agent prevented Kir2.x
current impairment but not endothelial dysfunction, while in a
model of ischemic tolerance with pleiotropic effect there was a
protection of both smooth muscle and endothelial dysfunc-
tions (Bastide ef al., 2003; Pétrault ef al., 2004). This dissociate
effect points out that endothelial dysfunction is likely not
directly related to ROS such as superoxide anion, contrasting

with the probable direct effect of these free radicals on ion
channels. Indeed, oxidative damages of cell membranes (lipid
peroxidation and protein oxidation) have been shown to
impair ion channels and electrical properties of vascular
smooth muscle (Kourie, 1998).

The molecular mechanisms of endothelial dysfunction
remain to be discussed. The decrease of endothelial response
to ACh could not be explained by an alteration of constitutive
NO synthase since it has been reported that endothelium NOS
expression was increased during cerebral I/R (Leker et al.,
2001). PMN are able to produce oxidative stress by
membrane-associated NADPH oxidase, which participates to
the production of superoxide anion, and by myeloperoxidase
activation, which releases hypochloric acid, another powerful
oxidant (Babior, 2000; Witko-Sarsat et al., 2000). It has been
shown that the cerebral oxidative stress, which can be
evaluated by glutathione levels measurement, was concomitant
with the presence of PMN in brain parenchyma (Beray-
Berthat et al., 2003). Therefore, PMN could constitute one of
mechanisms of endothelial alteration by their oxidative
interactions with NO, resulting in a decrease of its bioavaibility
consecutive to peroxinitrite formation. Otherwise, active
MMPs, proteases released by activated leukocytes, increased
degradation of extracellular matrix and altered endothelial
barrier permeability and the blood vessel integrity. The loss of
microvessel extracellular matrix is also associated with the loss
of endothelial reactivity during focal ischemia (Del Zoppo &
Mabuchi, 2003). Recent studies have shown that PMN were
responsible for release of pro-MMP-9 but not of pro-MMP-2
during cerebral ischemia in the rodent, which contributed to
worsen brain infarct lesion and to occur hemorrhagic
transformations (Heo et al., 1999; Asahi et al., 2000;
2001a,b; Justicia et al., 2003). The relationship between
pharmacologically mediated neutropenia and endothelial
function prevention supports hypothesis that PMN play a
crucial role in occurrence of endothelium injury beyond its
pathophysiological involvement in extent of neuronal lesions.

The parallel occurrence of endothelial protection and
decrease of infarct volume raise also the question of the link
between these two phenomena. Our data could suggest that
pharmacological protection of endothelium is involved in
neuroprotection associated with neutropenia. Protection of
endothelium could contribute to increase neuroprotection
whereas it is only not the determinant factor. Thus, while
RP3- and vinblastine-induced neutropenia were associated
with a similar endothelial protection, there was a difference
in level of neuroprotection between the two strategies. In
contrast, we demonstrated recently that a pure antioxidant was
able to limit the extent of ischemia despite lack of endothelial
protection but in parallel with prevention of Kir2.x-dependent
mechanisms impairment. In a model of ischemic tolerance by a
low dose of lipopolysaccharide, we found a prevention of both
endothelial dysfunction and Kir2.x-dependent mechanisms
impairment because of its pleiotropic effects (Bastide et al.,
2003). Nevertheless, the mAb RP-3-induced neutropenia,
which induced a comparable level of neuroprotection to
LPS, does not prevent Kir2.x-dependent relaxation impair-
ment. Our results point out that involvement of the different
compartments of vascular wall is complex. Further experi-
ments with other pharmacological agents will be necessary to
prove the relationship between vasculoprotection and neuro-
protection.
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In conclusion, we demonstrate for the first time that PMN
participate to endothelial dysfunction occurrence in course of
cerebral ischemia, suggesting that a phamacological modula-
tion of their activation could contribute to neuroprotection.
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Neutrophils contribute to intracerebral
haemorrhages after treatment with recombinant
tissue plasminogen activator following, cerebral
ischaemia

Sophie Gautier*, Thavarak Ouk*, Olivier Petraultﬁacques Caron and Régis Bordet

EA1046 — Département de Pharmacologie médicale, Institut de Médecine Prédictive et de Recherche Thérapeutique, Université
de Lille 2 — Faculté de Médecine, Centre Hospitalier Universitaire, Lille, France

Background and purpose: Polymorphonuclear neutrophils (PMNs).contribute to the vascular damage caused by transient
cerebral ischaemia. Here we have evaluated the role of PMNs in intracerebral haemorrhage (ICH) induced in 2 mode| of
thrombolysis with recombinant tissue plasminogen activator (t-PA) during the acute phase of cerebral ischaemia.
Experimental approach: The middle cerebral artery (MCA) of male spontanecusly hypertensive rats was occluded for 1h
followed by reperfusion and, 5 h later, infusion of thrombolytic produets (generated in vitro by t-PA on autologous clots). Effects
of pretreatment (before the MCA occlusion) with vinblastine (4 days before; 0.5 mg kg™'), monoclonal anti-neutrophil antibody
(mAbBRP3; 12 h, 0.3 mg kg™) or saline on ICH, neutrophil infiltration, MCA vascular reactivity and brain infarct volume were
assessed, 24 h after the beginning of reperfusion.

Key results: Depletion of circulating neutrophils significantly reduced t-PA-induced ICH (vinblastine, 4.6 + 1.0; mAbRP3,
5.2 + 1.0 vs. saline, 10.8 = 2.7 haemorrhages; P < 0.05). This depletion was associated with a decrease in cerebral infiltration
by neutrophils and a decrease of endothelium-dependent, vascular dysfunction in isolated MCA, induced by the ischaemia/
reperfusion and t-PA treatment. Brain infarct volume was significantly decreased after vinblastine treatment (159 = 13 mm? vs,
243 + 16 mm? with saline; P < 0.01) but not after depletion with mAbRP3 (221 £ 22 mm?).

Conclusions and implications: Our results showed that pharmacological depletion of PMNs prevented t-PA-induced ICH, in
parallel with a decrease in cerebral infiltration by PMNs and a decreased endothelial dysfunction in cerebral blood vessels.
British journal of Pharmacology (2009) 1, »e—ee, doi:10.1038/sj.bjp.0702362

Keywords: stroke; haemorrhages; t-PA; neutrophils; vascular endothelium

Abbreviations: ICH, intracerebral haemorrhage; I/R, ischaemia/reperfusion; MCAO, middle cerebral artery occlusion; t-PA,
tissue plasminogen activator; TLP, thrombolysis products

We previously demonstrated the role of t-PA-induced clot
lysis in ICH in a mechanical thrombolysis-related brain bleed-

Introduction

Although clot lysis with recombinant. tissue plasminogen
activator (t-PA} is effective in acute ischaemic stroke, it is also
associated with a risk of haemorrhage, especially deleter-
ious for the patients (Hacke ef al., 1995; lu(-a-t-lenl 1995). Many
hypotheses have been proposed to:explain the intracerebral
haernorrhages (ICH) during thrombolysis (Tejima et al., 2001),
and using adjunetive pharmacological strategies could be one
of the interesting ways to prevent these serious complications.
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cing, 1 place de Verdun 59045 Lille cedex, France. E-mail: bordet@univ-lille2.fr
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ing model based on the post-ischaemic perfusion of a solution
resulting from the in vitro interaction between t-PA and blood
clots, leading to thrombolysis products (TLP) (Gautier et al.,
2003). In this model, perfusion of TLP increased the severity
of ICH in comparison with the perfusion of t-PA alone, and
was associated with a larger infarct volume and an increased
vascular dysfunction in comparison with damage induced by
middle cerebral artery occlusion (MCAOQ) alone. Moreover,
the permeability of the blood-brain barrier (BBB) and metal-
loproteinase 9 (MMP-9) activity were also affected (Kahles
etal., 2005}, These results added to those demonstrating
impairment of vascular reactivity during t-PA treatment, in
parallel to aggravation of brain injury (Cipolla et al., 2000;
Wang and Lo, 2003; Nassar et al., 2004; Yang et al., 2007).
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The link between brain injury, vascular impairment and
t-PA-related ICH is not clearly defined. Reperfusion-generated
free radicals are mediators of the extent of the infarct and
of the impairment of vascular function (Petrault ef al., 2004),
and use of antioxidant drugs concomitant to thromboly-
sis prevented ICH and decreased infarct size (Lapchak and
Araujo, 2005). Neutrophils mediate inflammation and con-
tribute to vascular and parenchymal damage (Del Zoppo and
Mabuchi, 2003). Pharmacological inhibition of neutrophil
emigration from the vasculature or neutrophil depletion after
transient MCAO reduced the post-ischaemic alterations of
vascular endothelium and in parallel reduced the infarct
size (Emerich et al., 2002; Petrault et al., 2005). Activation of
MMP-9 is responsible for matrix degradation and increased
permeability of the BBB, associated with ICH (Kelly et al.,
2006), and inhibition of MMP-9 prevented t-PA-related ICH
(Pfefferkorn and Rosenberg, 2003). Interestingly, MMP-9 is
up-regulated by t-PA (Ning etal, 2006), and the increased
MMP-9 levels observed in infarcted areas were related to
neutrophil infiltration into brain (Rosell et al., 2008).

In the present study, we evaluated in our thrombolysis-
related brain haemorrhage model, the contribution of
polymorphonuclear neutrophils (PMNs) on t-PA-induced
haemorrhages, and in parallel, on vascular endothelial func-
tion and infarct volume, both affected during ischaemia and
thrombolysis with t-PA. We used two methods to deplete
neutrophils, a non-specific agent (vinblastine) and the more
specific anti-neutrophil monoclonal antibody (mAbRP3).

Materials and methods

Animals

All experiments were performed in strict accordance with the
guidelines of the National Institutes of Health and French
Department of Agriculture. In our model, male spontaneously
hypertensive rats (SHR) (Elevage Janvier, France), 10 weeks old
and weighing 270 to 320 g, were used. The choice of SHR was
based on the role of hypertension as a risk factor for haem-
orrhage during thrombolysis (Gautier ef al., 2003).

Experimental design

Three different groups of SHR were randomly selected:
vehicle-treated group (n = 9), vinblastine-treated group (n = 9)
and mAbRP3-treated group (n = 9). All rats were submitted to
ischaemia/reperfusion (I/R) and perfused with a t-PA/clot
solution, simulating thrombolysis. The rats included in the
study were those that completed the whole protocol and had
a histologically proven ischaemia,

Neutrophil depletion: was induced by i.v. injection of vin-
blastine (0.5 mg kg™, 0.15 ml; EG Labo) 4 days before I/R or
by i.p. injection of mAbRP3 (0.3 mg kg™, 1 ml; BD Pharmin-
gen) 12 h before ischaemia and again during ischaemia (2 ml)
{Sekiya et al.; 1990). The vehicle group received saline (0.9%).

Twenty four hours after reperfusion, animals were killed
and tissues processed to assess vasoreactivity in the MCA and
for immunohistochemical and histomorphometric analysis.
Blood samples were collected before surgery for MCAQ and

British Journal of Pharmacology (2009) ve ee-se

24 h later, to count leucocytes and PMNs (Machine XE 2100,
Sysmex).

Cerebral ischaemia and t-PA treatment

Under anaesthesia (chloral hydrate 300 mg kg™'), focal cere-
bral ischaemia was induced for 60 min by an occlusion of
the right MCA with an intraluminal filament inserted in
the external carotid artery to the internal carotid artery.
Subsequently, the right jugular vein was cannulated with a
polyethylene catheter (24 gauge). Physiological parameters
(temperature, mean arterial pressure, arterial blood pH, PaO;
and PaCQ;) were controlled throughout the experiments.
After the occlusion, animals recovered from anaesthesia and
were allowed to eat and drink freely. There was no evaluation
of possible neurological deficits. To mimic thrombolysis
in vivo, a solution of TLP was prepared in vitro, as follows.
Autologous blood (0.2 ml) was taken from the jugular vein
and left for 5 h to form a thrombus. To obtain TLP for perfu-
sion, the thrombus was then fragmented, and t-PA [1.5 ml of
t-PA 20'mg ml™'; this is equivalent to 10 mg kg (6 ml kg™)
of t-PA for each rat] was applied to the pieces of thrombus
for 30 min. The resulting solution (TLP solution, contain-
ing mainly plasmin; total volume 2 ml) was collected and
perfused slowly (over 1h) into the rat, 6 h after ischaemia
(Gautier ¢t al., 2003).

Assessment of ischaemia and evaluation of haemorrhages

Rats were anaesthetized with pentobarbitone (1 ml of
55 mg ml™"} and the chest opened. Saline (NaCl 0.9%:; 60 ml)
was perfused intracardially. Then the brain was rapidly
removed and frozen at —80°C. Coronal slices (20 pm) were
cut at 12 levels according to the stereotaxic section map
of Paxinos and Watson. To locate the ischaemia, all sections
were stained with cresyl fast violet, a marker of non-
necrotizing cells, to permit differentiation between ischaemic
and normal tissue. Infarct volume (in mm?® was measured by
using a numerical integration of the respective ischaemic
areas for all sections per animal. The volume was corrected for
oedema by using the following equation: corrected infarct
volume = infarct volume x (right hemisphere wvolume/left
hemisphere volume). Three defined sections (+0.48, —0.92
and -3.30 mm relative to Bregma) were histologically exam-
ined for ICH, without knowledge of the treatment group. The
incidence of ICH was scaled according to a modified, previ-
ously described, method (Niessen et al., 2003): 0 = no haem-
orrhages, 1 = multiple macroscopically visible haemorrhages
(seen as petechiae). Severity was estimated as the number of
petechial haemorrhages per infarct area. In some animals, in
vive magnetic resonance imaging was performed just before
death in a 7 tesla narrow bore small animal imaging system
(Biospec 70/20 USR, Bruker Biospin, Wissembourg, Germany).
We acquired two dimensional T2-weighted images, using tur-
boRARE pulse sequence: TR2500 ms, TE65 ms, FOV: 4 x 4 cm,
matrix: 256 x 256, RARE factor 8.

Myeloperoxidase immunohistochemistry
Neutrophil infiltration was assessed by quantifying mye-
loperoxidase (MPO), an enzyme expressed in neutrophils
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(Matsuo etal., 1994). After fixation, sections were blocked
and incubated with a 1:;500 dilution of rabbit polyclonal
anti-MPQ primary antibody (DAKO) overnight at 4°C versus a
negative control, Sections were then incubated with biotiny-
lated goat anti-rabbit secondary antibody for 3 h at room
temperature, followed by an ABC process (ABC kit, Vector)
and finally treated with diaminobenzidine. Neutrophil infil-
tration was quantified at one coronal level (+0.48 mm relative
to Bregma) counting positive cells on six adjacent fields of
1 mm? in the ischaemic zone. As controls, we used brain
sections of sham rats, submitted to surgery for MCAO,
without advancing the intraluminal filament into the inter-
nal carotid artery and t-PA treatment.

Analysis of the vasoreactivity of isolated MCA
Endothelium-dependent and independent relaxations were
assessed in a Halpern arteriograph (Living Systems Instrumen-
tation, Burlington, Vermont, USA) (Petrault et al., 2005). A
proximal segment of the right MCA was mounted on two
glass cannulas perfused with oxygenated Krebs solution main-
tained at 37°C and pH 7.4. Experiments were performed
under no-flow conditions. The lumen diameter was measured
by image analysis and recorded.

All mounted and pressurized arteries were stabilized at a
transmural pressure of 100 mmHg for 1 h before experiments.
Concentration-response curves for the relaxation to acetyl-
choline (Ach) were constructed by cumulative addition of Ach
(0.001 to 10 pM). NO-mediated relaxations were determined
with a single concentration of sodium nitroprusside (SNP
10 uM} on MCA pre-constricted with 5-HT. The vasorelaxant
responses observed in MCAs from the three groups of SHR
(vehicle, vinblastine and mAbRP3) were compared with
responses measured in MCAs from a control group of normo-
tensive Wistar-Kyoto male rats, which served as control.group
for physiological conditions (Dupuis et al., 2005). Relaxation
responses were expressed as percentage of increase of the
diameter of the pre-constricted artery.

Statistical analysis

All values were expressed as mean = standard error mean
(SEM). Continuous variables (infarct volumes, number of
haemorrhages and MCA relaxation) were compared with a
one-way ANOVA followed by a post hog protected least signifi-
cant difference (PLSD) Fisher test, if variance analysis was
significant. A X* analysis was performed to compare results
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expressed as frequency. A value of P < 0.05 was considered to
indicate statistically significant differences between means.

Results

Physiological parameters (temperature; blood pressure and
gases) remained within the normal range during the 1h
ischaemia and the beginning of reperfusion in all groups.
Mortality was low and cemparable in the different groups:
two vehicle-treated rats and two mAbRP3-treated rats died
before the end of the study protocol. At 24 h, group sizes
were: vehicle, n =7; vinblastine, n =9 and mAbRP3, n=7.

Effect of vinblastine or mABRE3 on neutrophils

Animals pretreated with vinblastine or mAbRP3 had a signifi-
cant reduction in circulating PMNs before the surgery for
MCAQ (falls of 98% and 54% respectively) and 24 h later
(99% and 35% respectively; data not shown). After cerebral
/R and perfusion of TLP, neutrophils were found to have
infiltrated the infarct zone (281 = 117 PMN in vehicle-treated
group vs. 2 = 1 in vehicle sham-operated rats; P < 0.05). Treat-
ment with vinblastine or mADbRP3 significantly reduced
brain neutrophil infiltration, during I/R and TLP perfusion
(P < 0.05) (Fig. 1). There was no neutrophil infiltration in the
contralateral hemispheres.

Effect of neutrophil depletion on ICH

The ICHs induced by t-PA were confined to infarcted areas
(Fig. 2A). In wvehicle-treated rats, [/R and TLP perfusion
induced visible petechial haemorrhages (Fig. 2B). Neutrophil
depletion was associated with a reduction of the incidence
of haemorrhage (-33% and -29% respectively; Table 1).
When observed, the numbers of petechial haemorrhages were
significantly decreased after neutrophil depletion (Table 1,
P < 0.05). No haematomas were seern.

Effect on neutrophil depletion on cerebrovascular

endothelium function

Vascular reactivity, assessed by 5-IIT-induced contraction and
endothelium-independent, relaxant responses to SNP, was
similar in all groups (Table 2). As observed for vehicle-treated
rats, I/R accompanied by TLP perfusion induced a significant
loss (P < 0.05) in endothelium-dependent relaxing responses

Table 1 Histological examination of incidence and severity of intracerebral haemorrhages after ischaemnia/reperfusion and tissue plasminogen
activator treatment in rats treated with vehicle (saline 0.9%), vinblastine (0.5 mg kg™") or mAbRP3 (0.3 mg kg™')

Histological score Severity

0 = no haemorrhage

1 = macroscopically visible Mean number of petechial

haemarrhage haemorrhages = SEM
Vehicle (n=7) 1 & 108=27
Vinblastine (n=9) 3 [ 4.6 =1.0*
mAbRP3 (n=7) 2 5 52=1.0*

*P < 0,05 vs, vehicle,

British Journal of Pharmacology (2009) ss se—ss
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Effect of i.v. administration of vehicle (NaCl 0.9%), vinblastine (0.5.mg kg~') or mAbRP3 (0.3 mg kg™') on neutrophil infiltration in

rats submitted to ischaemia/reperfusion and TLP treatment. Infiltration was quantified by counting cells positive to anti-MPQ antibody on six
adjacent fields of 1 mm? in ischaemic zones. Values are mean = SEM, *P < 0.05 vs. vehicle. Scale bar: 100 um. MPO, myeloperoxidase; PMN,

polymorphonuclear neutrophil; TLP, thrombolysis products.

Table 2 Vasoreactive effects of acetylcholine (Ach), 5-HT and sodium nitroprusside (SNP) on middle cerebral artery

Control 24 h after ischaemia/reperfusion and tissue
plasminogen activator treatment
Vehicle Vinblastine mABRP3
Ach 10 uM (% relaxation) 20 +1.] 9.2 +0.5" 234 = 5# 20.5 + 3.8#
ECs0 (uM) 0.036 = 0.008 0.127 + 0.027* 0.019 = 0.010# 0.005 = 0.002#
SNP 10 uM (% relaxation) 58.36 = 5.18 46.1 £ 12.6 66.0 = 11.6 66.7 = 19.7
5-HT 1 uM (% constriction) 29.41 = 3.80 346 £ 3.0 39.1 = 3.1 334 42

The ECsp to Ach was calculated from dose—response curves. Values.are mean = SEM,

*P < 0.05 vs. control.
#P < 0.05 vs. vehicle,

to increasing doses of Ach, as compared with control. This
endothelial dysfunction was significantly prevented by neu-
trophil depletion (P<0.05, Table 2). Sensitivity to Ach (as
ECsq) was decreased during I/R and TLP perfusion, but this
decrease was prevented when PMNs were depleted (P < 0.05;
Table 2).

Effect of neutrophil depletion on cerebral infarct size

Polymorphonuclear neutrophil depletion induced by vinblas-
tine induced a significant decrease in both total and cortical
infarct volume (1599 13mm®* and 105 * 14 mm® respec-
tively in vinblastine-treated group vs. 243 = 16 mm” and
183 = 13 mm’® in vehicle-treated rats; P < 0.01) (Fig. 3). PMN
depletion induced by mADbRP3 was not associated with a
significant decrease in total and cortical infarct volumes

British |ournal of Pharmacology (2009) s» se—se

(221 *+ 22 mm* and 167 = 20 mm* respectively in mAbRP3-
treated rats). There was no difference in striatal infarct size in
all three experimental groups.

Discussion

In the present work, we demonstrated that ICH associated
with the use of t-PA in cerebral ischaemia can be partially
prevented by depletion of PMNs. In our experimental model
of thrombolysis-related brain haemorrhage, vinblastine and
mAbRP3 decreased the incidence and severity of ICH. In
parallel, these treatments reduced neutrophil infiltration in
infarcted areas as well as preventing the endothelial dysfunc-
tion induced by the combination of I/R and TLP perfusion.
The prevention of t-PA-induced ICH was not associated with



IOBLAME: No Job Name PAGE: 5 SESS: 17 OUTPUT: Mon Nov 17 17:13:07 2008 SUM: 7438DE1C
— 2451 /blackwell/journals/bph_v0_i0/bph_068

Figure 2 Effect of iv. administration of vehicle (NaCl 0.99%),
vinblastine (0.5 mg kg™') or mAbRP3 (0.3 mg kg™') on haemorrhagic
risk in rats submitted to ischaemia/reperfusion.and thrambolysis
products treatment. Intracerebral haemorrhages were confined to
infarct areas as seen in vivo on T2-weighted MRI images (A). Petechial
haemorrhages were macroscopically visible on histological sections

a decrease in infarct size, as treatment with vinblastine or
mAbRP3 did not have the same protective effect.

In our experimental model of thrombolysis-related brain
haemorrhage, we provided evidence of the crucial role of
neutrophils in t-PA-induced ICH. Previous studies have
already highlighted the role of neutrophils in the physiopa-
thology of cerebral ischaemia and neuronal death, through
vascular and brain damage (Emerich etal, 2002; Petrault
et al., 2005; McColl.etal., 2007; Wang et al., 2007). In haem-
orrhagic consequences of cerebral ischaemia, the role of
neutrophils is complex because circulating neutrophils do
not seem to be significant contributors (Harris ef al., 2003)
whereas the numbers of cerebral infiltrating neutrophils are
significantly assoeciated with these complications, via MMP-9
(Wang and Lo, 2003; Resell ef al., 2008). In spontaneous ICH,
the role of neutrophils is controversial as inflammatory
mediators released from activated neutrophils participate in
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Figure 3 Effect of iwv. administration of vehicle (NaCl 0.9%),
vinblastine (Vb: 0.5 mg kg™) or mAbRP3 (0.3 mg kg™') on total,
cortical and striatal infarct volume (corrected for oedema). All rats
were submittéd to ischaemia/reperfusion and thrombolysis products
treatment. (*P < 0.05 vs. vehicle). Volumes are expressed in mm?
{mean & SEM).

the functional deficit after ICH, whereas administration of
G-CSF, stimulator of the neutrophil granulocyte lineage,
has beneficial effects on this [CH-assoclated deficit, through
an anti-inflammatory effecl (Park efal., 2005). Our work
showed [or Lhe first time thalt neutrophils are directly impli-
cated in t-PA-induced ICH in cerebral ischaemia.

Qur data also suggested that neutrophils were involved
in t-PA-induced haemorrhages by their interactions with
cerebral vasculature rather than by their effects on cerebral
tissue. Vinblastine and mAbRP3 prevent post-ischaemic and
TLP-induced endothelial dysfunction as demonstrated by
the effect on the relaxing responses of the MCA, which is an
indirect index of artericlar damage, as the proximal part of
the artery is structurally different from the distal part. The
specific depletion of neutrophils induced by mAbRP3 dimin-
ished the haemorrhagic risk of thrombolysis and prevented
the (I/R and TLP)-induced alterations of endothelial response
to Ach (a marker of endothelial function), to the same extent
as vinblastine, while there was a difference between the two
treatments in terms of their effect on infarct size. This differ-
ence could be explained by the pleiotropic effect of vinblas-
tine, inducing a non-specific depletion of leukocytes and
also interfering with other cell types, such as platelets. This
difference in reduction of infarct size between vinblastine and
mADbRP3 was disclosed in the SHR, which are more susceptible
to ischaemia than normotensive rats (Coyle, 1986). We have
previously demonstrated that the same dose of mADbRP3
was protective in normotensive rats (Petrault et al, 2005).
This difference is interesting for the purpose of our work, as
it demonstrates the lack of correlation between decreased
infarct size and reduced t-PA-induced ICH, although severity
and duration of ischaemia are often described as a risk factor
for haemorrhagic sequelae after thrombolysis (Larrue et al.,
1997; Thomalla et al., 2007). These data highlight a stronger
link between vascular lesions and thrombolysis-related haem-
orrhages, through leukocyte-endothelium interactions.

The vascular impact of the in situ activation of PMN has
been described in various experimental models of I/R (Akopov
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Abstract :

Background and purpose Recent studies have described the neuroproteeffeets of granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF) in stroke modeM/e evaluated the effects of G-CSF on
thrombolysis- associated haemorrhages.

Methods: The middle cerebral artery (MCA) of male Wistarspontaneously hypertensive rats (SHR)
was occluded for 1 h followed by 72 h reperfusibor SHR, mechanical thrombolysis-related brain
bleeding was induced by infusion of thrombolytieequcts (generated in vitro by t-PA on autologous
clots) 5h after the 1h-occlusion. Effects of G-C&®Bug/kg or saline, administered after 5h of
reperfusion, on vascular reactivity, brain infagtent,polymorphonuclear neutrophils (PMN) and tPA-
induced haemorrhages were assessed.

Results In MCAO model, G-CSF treatment impaired the ehdbtim-dependent relaxing response in
context of ischemia/reperfusion (- 46 %) or no2§-%), likely related to G-CSF’s action on PMN, in
parallel to a reduced infarct extent (139.71 + 8T vs 193.97 + 10.45 mhin vehicle-treated rats,
p<0.05). In thrombolysis-related brain bleeding elptiaemorrhages were increased by G-CSF (10.3 *
1.8 petechies per infarct area vs 4.1 + 0.9 fomsdleated group; p<0.05) despite a significant
neuroprotective effect (infarct volume : 98.71 £2IBmm3 in G-CSF-treated group vs 153.72 + 12.25
mm3 in vehicle-treated group; p<0.05) and in pataldb a persistent MCA endothelium-dependent
dysfunction and a decreased PMN infiltration iraict area (68.5 + 6.9 positive cells vs 136.2 23b.

vehicle-treated group; p<0.05).

Conclusions These results highlight the potential deleteri@ffect of G-CSF on t-PA associated

hemorrhages, despite its neuroprotective effects.



Introduction:

Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) isi@ematopoietic cytokine that was initially used in
the treatment of neutropaenia, in view of its @Beon the proliferation and maturation of the
granulocyte cell line. This cytokine also displaysuroprotective effect during brain ischaemia imeah
models, via several mechanisms. Firstly, G-CSFtexamti-inflammatory properties by regulating the
JAK-STAT pathway and thus decreasing the releaseytifkines (such as interfergnand tumour
necrosis facton) by leukocytes and increasing levels of inflammgaimytokine antagonistsSecondly,
G-CSF has a particularly anti-apoptotic effect bydmating the PI3K/AKt pathwdy Thirdly, G-CSF
stimulates neuronal progenitor cells and their uigcrent to the ischaemic area by promotingsitu
neurogenesis, in line with a post-ischaemic fumetisecovery. Lastly, stimulation of the migration and
differentiation of neuronal haematopoietic steniscalso contributes to G-CSF's beneficial effect

A recent meta-analysis of 13 preclinical studieanfb that G-CSF decreased the infarct size and
improved motor function recovery after the induntiof brain ischaemra These results prompted
researchers to test the potential neuroprotectifiecteof G-CSF in clinical triafs One of the
outstanding questions with respect to the desigiutofe clinical studies is whether or not to congi
G-CSF with thrombolysis with tissue plasminogenvator (t-PA), the therapeutic window of which
has just been extended to four and a half houes #fe onset of ischaeniaGiven the role played by
polynuclear neutrophils in the physiopathology lé post-thrombolysis haemorrhagic complicatfons
we formed a hypothesis whereby G-CSF was likelaggravate this risk by favouring granulocyte

proliferation, maturation and survival and thusr@asing the circulating neutrophil count.

The objective of this article was thus to (i) stu®*CSF's effect on post-ischaemic endothelial
dysfunction (concomitantly with its neuroprotectieffect) in a transient, middle cerebral artery

occlusion (MCAO) model of brain ischaemia-reperbusiand (i) analyze the impact of G-CSF



administration on the tPA-induced haemorrhages meahanical, thrombolysis-related brain bleeding
model.

Materials and methods:

All animal experiments were performed in strict@ckance with the guidelines published by the
National Institutes of Health and the French Dapartt of Agriculture We compared the effects of G-
CSF in two different models of focal, cerebral @emia in rats versus a group of sham rats.

Physiological parameters were monitored throughimeiexperiments.
The transient MCAO model

Male, normotensive Wistar rats (Elevage Janviean€e) weighing 270 to 320 g underwent an
occlusion of MCA (induced by hour-long insertionat intraluminal filament into the internal carotid
artery) following by 24 or 72 hrs of reperfusioss, greviously describ&dVehicle (0.9% saline, 30pL)
or G-CSF (60upg/kg; 30uL, Amgen) were administer@dsubcutaneous injection 5 hours after the start
of reperfusion. Neurological status, MCA vasoreaistiand infarct volume were assessed 24 and 72

hours after post-ischaemia reperfusion.
The mechanical, thrombolysis-related brain bleedimgpel

We used 10-week-old male, spontaneously hypertensats (SHRs, from Elevage Janvier)
weighing 270 to 320 g. The choice of SHRs was fjastiby hypertension's role as a risk factor in
haemorrhage during thrombolySisAll rats underwent 1 hour of MCAO and 72 h of edpsion. To
simulate thrombolysis, a tPA/clot solution was faegglin vitro from 0.2 mL of autologous blood left to
clot for 5 hours. The thrombus was then broken mgh iacubated with 10 mg.KgtPA (6 mL.kg", 2
mL) for 30 min. The resulting solution (referred @s a thrombus lysis product (TLP) solution) was
infused 5 hours after the start of reperfusion. iglen0.9% saline, 30 puL) or G-CSF (60 ug/kg; 3Q pL

Amgen) were administered via subcutaneous injeqtish before administration of the TLP solution.



Middle cerebral artery vasoreactivity, cerebral tngphil infiltration and infarct and haemorrhage

characteristics were evaluated in this model 72$atter ischaemia-reperfusion.

Measurement of locomotor activity
Induced neurological deficits for rats submittedtte MCAO model were evaluated after 24 and 72
hours of reperfusidfl. In the Bederson test, animals were scored aswell0= no deficit; 1= failure to
extend the left forepaw fully; 2= circling to theft; 3= no spontaneous walking, with a depressed le
of consciousness. An adhesive removal test was aswed out in order to measure somatosensory
deficits'?.

Evaluation of infarct and haemorrhage

Twenty-four or 72 hours after reperfusion, rats evperfused with 60 mL of fresh saline just
before sacrifice; the brains were rapidly removad &ozen. Coronal, 20 um-thick slices were taken
from 12 levels, according to Paxinos and Watsotésestaxic atlas. Infarct volume (in mm3 and
corrected for oedema) was quantified by digitabgnation of the respective ischaemic areas on all
sections in a given animal.

For rats subjected to the mechanical thrombolydested brain bleeding model, blind
histological evaluation of intracerebral haemordhagas then performed on three defined sections
(+0.48, -0.92 and -3.30 mm relative to the bregri&e incidence of ICH was scaled according to a
previously described methtd : 0= no haemorrhage; 1 = multiple, macroscopicalfgible
haemorrhages, seen as petechiae and 2 = haemaioenseverity of the ICH was deemed to correspond
to the number of petechial haemorrhages or haensafoen infarct area. In some animails, vivo
magnetic resonance imaging was performed just befacrifice in a 7-Tesla, narrow-bore small animal

imaging system (Biospec 70/20 USR, Bruker Biospivissembourg, France). We acquired two-



dimensional, T2-weighted images using a turboRARE® sequence (relaxation time: 2500 ms; echo

time: 65 ms; field of view: 4 x 4 cm; matrix: 256286, RARE factor: 8).
Vasoreactivity analysis

Endothelium-dependent and -independent relaxatieere assessed in a Halpern arteriograph
(Living Systems Instrumentation, Burlington, Vermob/SA) **. We used a proximal segment of the
right MCA perfused with oxygenated Krebs solutiondamaintained at 37°C and pH 7.4. The
experiment itself was performed under no-flow ctinds. The lumen diameter was measured using
image analysis. The relaxant dose-response curvaciiylcholine (Ach) was determined by stepwise,
cumulative addition (from 0.001 to 10 uM Ach). TN®-mediated, smooth muscle relaxant response
was determined using a single concentration ofusndaitroprusside (SNP, 10 uM) on a serotonin-
preconstricted MCA. Control groups were sham-ogeratVistar rats for the MCAO model and
normotensive Wistar-Kyoto male rats, which serve@&ontrol group under physiological conditidns
for the mechanical thrombolysis-related brain bleganodel. Relaxant responses were expressed as the

percent increase in the preconstricted artery diame
Myeloperoxidase immunohistochemistry

In rats submitted to mechanical thrombolysis-relaterain bleeding, neutrophil infiltration was
guantified by assaying myeloperoxidase (MPO), azyer expressed by neutrophil cells, using a rabbit
polyclonal anti-MPO primary antibody (DAKO, Francegnd revealed by treatment with an
avidin:biotinylated enzyme complex (ABC kit, VectddSA), as previously describ&d Neutrophil
infiltration was assayed in a coronal slice (+ 0@ relative to the bregma) that featured positieks

on six adjacent, 1 mm? fields in an ischaemic zésea control, we used brain sections from shas rat

Statistical analysis



All values were expressed as the mean + standeodarthe mean (SEM). Continuous variables
were compared using a one-way analysis of varigABEOVA), followed by apost hocprotected least
significant difference (PLSD) Fisher test if the @MA was significant. Results expressed as
frequencies were compared using a chi-squared Aegi. value <0.05 was considered to indicate

statistical significance.

Results:

() G-CSF decreases infarct size in ischaemic ratbut does not modify ischaemia-induced
neurological alterations.

The administration of 60pg/kg G-CSF to ischaerats 6 hours after MCAO led to a significant
(p<0.05), 20% reduction in infarct size (139.712296 mnf in the G-CSF-treated group (n=8) versus
193.97 + 10.45 mrhin the vehicle-treated group (n=10), Figure 1ApaP4 hours of reperfusion. The
level of protection was similar after 72 hours eperfusion (136.09 + 15.22 nirm the G-CSF-treated
group (n=9) versus 182.75 + 8.47 thim the vehicle-treated group (n=11); p<0.05) (FiglB). These
G-CSF-induced decreases in infarct volume aftearidt 72 hours of reperfusion were not accompanied
by functional recovery, since the groups did ndfediin terms of the Bederson and the adhesive

removal test scores at either time point (datashotvn).

(i) G-CSF alters endothelial function under both iam and ischaemic conditions
Vascular reactivity (as assessed by 5-HT contradiiod the endothelium-independent relaxant

response to SNP) was similar in all groups.



In the sham animals, G-CSF administration alteredothelium-dependent relaxation, in
comparison to administration of vehicle alone (88). This vascular effect was more pronounced in
animals sacrificed after 24 hours (Figure 2A) tiathose sacrificed after 72 hours (Figure 2B)sham
animals, treatment with vinblastine (a non-spegifieutrophil-depleting agent) 4 days before G-CSF
administration prevented the endothelial dysfumcbtherwise induced by the cytokine (Figure 2C).

The endothelium-dependent relaxation induced bytybd®line was significantly altered
(p<0.05) in animals having undergone MCAO and rigysgon. The alteration induced by ischaemia and
24 hours of reperfusion was similar to that indubgds-CSF in sham animals (Figure 3A). The same
level was observed after 72 hours of ischaemiarfegien (Figure 2B).

Hence, administration of G-CSF does not prevent-jgohaemic endothelial dysfunction and
may even exacerbate alteration of endothelium-digr@nrelaxation, which is very pronounced 72

hours after ischaemia induction/reperfusion (Fidtseand B).

(iif) G-CSF worsens tPA-induced haemorrhagic comptiations

Spontaneously hypertensive rats submitted to mecdlathrombolysis-related brain bleeding presented
significantly more frequent and more severe tPAioetl haemorrhagic complications when TLP
solution had been preceded by G-CSF administrgiagure 3), as witnessed by a greater number of
petechiae (10.3 £ 1.8 versus 4.1 + 0.9 in the \Vehreated animals, p<0.05, Table 1) and the udusua
presence of haematoma (four G-CSF-treated anin@isecned versus none of the vehicle-treated
animals; p<0.05).

In parallel, G-CSF induced a significant reductinrinfarct size (98.71 + 13.27 minwersus 153.72 +
12.25 mni in the vehicle-treated animals, p<0.05; Figure 4&p did not modify the alteration in

endothelium-dependent relaxation (Figure 4B). lyasG-CSF administration significant decreased



neutrophil infiltration into the infarcted zone (68+ 6.9 positive cells versus 136.2 + 25.2 in the

vehicle-treated animals, p<0.05) (Figure 4C).

Discussion:

Our present work confirmed the acute neuroprotecw¥fect of G-CSF in MCAO models with
normotensive and hypertensive animals. Howeverdevaonstrated for the first time that G-CSF has a
harmful vascular effect, as witnessed by (i) alleeadothelium-dependent relaxation in the absehce o
an ischaemic background and (ii) worsening of thdog¢helial dysfunction induced by the ischaemia-
reperfusion process in an MCAO model. This harngfiect may be related to G-CSF's action on
polynuclear neutrophils, as suggested by the aksehdamage following prior neutrophil depletion.
Lastly, we demonstrated that G-CSF administratiameases the risk of tPA-induced haemorrhage in a
mechanical, thrombolysis-related brain bleeding ehodlhis effect is observed concomitantly with a
reduction in the size of the brain infarct and ardase in neutrophil infiltration into the infradteone

in a context of pronounced vascular endothelialfudygion induced by ischaemia/reperfusion and

thrombolysis.

The striking result of this work relates to theklibetween ischaemic damage and haemorrhage
following tPA-induced thrombolysis. It was long citered that because the risk of haemorrhage was
ten times greater for cerebral thrombolysis thancardiac thrombolystg, ischaemic damage to the
brain parenchyma paved the way to haemorrhagic gamilodelling work on post-thrombolysis
haemorrhagic damage vyielded similar restitg In our models, and despite the neuroprotectifecef

of G-CSF seen in both the normotensive and hyp&kterrats (with the latter being more sensitive to

the effects of ischaemia-reperfusion), we obsenad accentuation in the post-thrombolysis



haemorrhagic complications. Hence, our results ssigthat although an ischaemic background is a
prerequisite for the occurrence of haemorrhagic plmations, parenchymal damage alone is not
sufficient and more general damage to the neuraggicular unit must be involved.

In line with this hypothesis, we demonstrated fa first time that G-CSF administration has a negat
impact on the artery in general and on endotheli@pendent relaxation of the MCA (an indirect
measure of more distal arteriolar damage) in pagic In the absence of an ischaemic context, G-CSF
induced a similar alteration in endothelial funoti that produced by the brain ischaemia-repesfusi
process itself. Under ischaemic conditions, G-C8&&ular effect worsened post-ischaemic endothelia
dysfunction in the MCAO model. This negative effecs not observed in a model of haemorrhagic
complications - probably in light of the already macsevere endothelial dysfunction present after
ischaemia-reperfusion and thromboly8isThe increased risk of post-thrombolysis haemarehahich
accompanies the endothelial dysfunction arguesawour of significant vascular involvement in the
occurrence of post-thrombolysis haemorrhagic corapibns. In fact, extravasation of red blood cells
(the starting point of the haemorrhage) correlatgth changes in arteriolar endothelial cells,
underpinned by degradation of the basal membradeugiure of the blood-brain barrfér®

The mechanism by which G-CSF increases the rishast-thrombolysis haemorrhage and exerts a
harmful effect on vascular endothelial function peobably related to the factor's haematopoietic
properties on granulocyte lines. Under ischaemiaditmns, the alteration of the endothelium-
dependent relaxation was abolished by pharmacdatgiécnduced neutropaenia, pointing out the
importance of leukocyte-vascular endothelium intéoas*. Using the mechanical thrombolysis-related
brain bleeding model, this effect is parallel tgartial prevention of the risk of post-thrombolysis
haemorrhageé. As G-CSF decreases parenchymatous infiltration pmjynuclear neutrophils

concomitantly with a worsening in haemorrhagicdasi we suggest that the polynuclear neutrophils'
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harmful action occurs directly at the vascular leftehas now been well established that the rglimd
adhesion of polynuclear neutrophils during isch@earie responsible for vascular alterations in the
ischaemic aréd In addition, polynuclear neutrophils are the maiurce of MMP-9, which is
particularly present in and around cerebral micssets after a brain infafét The activation of these
proteases is known to be correlated with the ridka@morrhage in animal models and in the clihfé
Furthermore, it has been shown that tPA directimdgates MMP-9 release via neutrophil
degranulatioff. Even though G-CSF's prevention of neutrophillirsfiion into ischemic parenchyma
probably accounts for the substance's neuropreeecsffect (notably by decreasing the local
inflammatory responsé®), the cytokine's direct action on polynuclear nepiils could explain its
effect on haemorrhagic damage via vascular mecamanis

Overall, our work highlights the need to take actoof the potential aggravation of thrombolysis-
induced haemorrhagic complications following theunoprotective administration of G-CSF. This
guestion should be integrated into and evaluatedinical trials seeking to demonstrate the acutasg

efficacy of G-CSF, as a proportion of the patiertslikely to be treated with tPA.
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Tables :

Table 1 Histologic examination of incidence and severifyirdracerebral haemorrhages after 72 h of repafu rats
submitted to mechanical thrombolysis-related bta@eding model and treated by vehicle (saline 0.8843-CSF (60ug/kg;
30pL). *p<0.05 vs vehicle

Histologic score Severity
1 = macroscopically Mean number of petechial
0=no visible haemorrhages 2= hematoma haemorrhages + SEM
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haemorrhage

Vehicle

(n=9) 1 8 0 4.1+0.9
G-CSF . .
(n=10) 0 10 4 10.3+1.8
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Figure 1 : Effect of subcutaneous administration of G-C86u@g/kg; 30uL) or vehicle (NaCl 0.9 %,
30pL) on infarct volume (corrected from oedema)tie MCAO model. Rats were submitted to
ischemia/reperfusion for 24 h (1A) or 72h (1B). Mwmles are expressed in mm3 (mean + SEM). *p<0.05
vs vehicle.

Eigure 2 : Middle cerebral artery dose-response to acetyiloh after ischemia/reperfusion 24 hours (A)
or 72 hours (B) after reperfusion. Rats receive@ &~ (60ug/kg; 30uL) or vehicle (NaCl 0.9%; 30uL)
5 hours after the start of reperfusion. Maximalcpetage of endothelial alteration was measured afte
i.v. administration of vinblastine 4 days beforeOSF treatment and after 24h and 72h perfusion (2C).
Endothelial relaxation was expressed as percertagdange in diameter of preconstricted arteries.

Values are mean + SEM. *p<0.05 vs sham.

Figure 3: Effect of subcutaneous administration of G-CSF (30pr vehicle (NaCl 0.9 %, 30uL) on
tPA-induced haemorhage 72h after reperfusion. Hagrages were seen in vivo on T2 weighted MRI
images (A) and macroscopically visible on histotadjisections as petechiae or hematoma in the tnfarc
area (B). Scale bar = 500um.

Figure 4 : Effect of G-CSF (60pg/kg; 30uL) or vehicle (NaCB®%, 30uL) in rats submitted to
mechanical thrombolysis-related brain bleeding rha@h after reperfusion : (A) on infarct volume
(corrected from oedema). Volumes are expressedm fmean + SEM). *p<0.05 vs vehicle ; (B) on
middle cerebral artery dose-response to acetylobdkndothelial relaxation expressed as percemfige
change in diameter of preconstricted arteries)u¥alare mean £ SEM. *p<0.05 vs control; (C) on
neutrophil infiltration in infarct area. Infiltrain was quantified by counting positive cells toi-ant
myeloperoxydase antibody on six adjacent fielddram?2 on ischemic zone. Values are mean + SEM.

*p<0.05 vs vehicle. Scale bar : 100pum.
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Figure 1 :
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Figure 4 :
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Abstract

To explore the mechanisms of action of preventive neuroprotection induced by PPAR-a
activation, we have evaluated the neuronal, vascular and inflammatory effects of preventive
treatment with fenofibrate up until the induction of experimental brain ischaemia in rats and

fenofibrate treatment withdrawn 3 days before ischemia induction.

Fenofibrate (200mg/kg/day) was administered in rats for 14 days or withdrawn 3 days before
induction of cerebral ischemia. Animals underwent a 1-hour middle cerebral artery occlusion
(MCAO0), followed by reperfusion for 24 hours. After sacrifice, the MCA's vasoreactivity was

analyzed and brain sections were used to assess infarct size and inflammatory markers.

Preventive administration of fenofibrate significantly decreases the cerebral infarct volume. This
neuroprotective effect was associated with partial prevention of post-ischemic endothelial
dysfunction. However, withdrawal of the fenofibrate treatment 3 days before the induction of
ischaemia reduced the neuroprotection and was less beneficial in preventing endothelial
dysfunction. In contrast, fenofibrate significantly reduced microglial activation and neutrophil

infiltration into the ischemic zone to a similar extent in both treatment modes.

Our results show that the neuroprotective effect of fenofibrate may be partially related to a
preconditioning mechanism and the vascular protective effect appears rather to translate the

acute effects of fenofibrate administration.

Keywords: cerebral ischemia, endothelium, PPAR-a, inflammation, rat



1. Introduction

The management of vascular and metabolic risk factors helps prevent the occurrence of
a certain proportion of strokes (Donnan et al, 2008; Romano and Sacco, 2008). For strokes that
occur despite the implementation of preventive measures, a pharmacological approach
involving preventive neuroprotection might limit the functional consequences of these attacks.
One model of preventive neuroprotection involves inducing resistance to ischaemia through use
of a preconditioning regimen which would activate protective pathways and inhibit harmful
pathways (Dirnagl et al, 2003; Gidday, 2006). Ideally, this type of preconditioning would
preventively protect the brain against both the neuronal and vascular consequences of
ischaemia. This preconditioning theory has prompted researchers to test the pre-stroke,
neuroprotective effect of a certain number of registered drug classes (such as certain
antihypertensive and hypolipidaemic agents) in primary or secondary prevention (Ginsberg,
2008). However, it is not known whether this is a real preconditioning effect or whether all or
part of the preventive, neuroprotective effects result from the presence of the pharmacological

agent in the organism at the time of ischaemia induction or occurrence.

In the mouse, the activation of PPAR receptors by the hypolipidaemic agent fenofibrate
provides preventive neuroprotection when the drug is administered for 14 days prior to the
experimental induction of ischaemia (Deplanque et al, 2003; Inoue et al, 2003). This
neuroprotective effect results from activation of protective mechanisms (such as anti-oxidant
enzymes) and inhibition of harmful mechanisms (particularly neuronal and vascular
inflammatory pathways) (Bordet et al, 2006). By analogy with the observation that the
preventive, neuroprotective effect of statins is not related to a preconditioning phenomenon
(Gertz et al, 2003), we decided to study the respective impacts of preconditioning and acute

effects in fenofibrate-induced preventive neuroprotection.

The goal of this work was thus to compare the neuronal, vascular and inflammatory
consequences of (i) preventive treatment with fenofibrate up until the induction of experimental
brain ischaemia in rats and (ii) fenofibrate treatment withdrawn some days before ischaemia

induction.



2. Methods

2.1.Animals and drug administration

All experiments had been authorized by the local ethical committee and were performed
in strict accordance with the guidelines issued by the National Institutes of Health and the
French Department of Agriculture. We used male Wistar rats (Elevage Janvier, Le Genest Saint
Isle, France) weighing 280-320 g in the middle cerebral artery occlusion (MCAO) model. Two
types of diet were administered: a control diet (standard chow from Harlan) and a fenofibrate-
enriched diet (the standard chow containing 0.2% of fenofibrate, corresponding to a dose of

about 200 mg/kg and in accordance with previous results (Deplanque et al, 2003)).

Three groups of rats were randomly constituted and compared: one group received the
control diet for 14 days ("control"), the second group received a fenofibrate-enriched diet for all
14 days before induction of cerebral ischaemia ("F-14d") and the third group received
fenofibrate-enriched diet for 11 days, i.e. withdrawal 3 days before induction of cerebral
ischaemia ("F-11d+3d"). All animals underwent a 1-hour MCAO, followed by reperfusion for 24
hours. After sacrifice, the MCA's vasoreactivity was analyzed and brain sections were used to
assess infarct size and inflammatory markers. An additional group of sham-operated rats
received the control diet 14 days before surgery and was used as a comparator for the

vasoreactivity analysis.

2.2.The MCA occlusion model

Anaesthesia was induced by intraperitoneal (ip) chloral hydrate administration (300
mg/kg). A rectal probe was inserted and body temperature was maintained at 37 £ 0.5 C with a
heating lamp. The caudal artery was exposed, cannulated with a 24G polyethylene catheter and
connected to a blood pressure monitor. The mean arterial blood pressure (MABP, mm Hg) was
monitored throughout the experiment and blood samples were taken before, during and after

ischaemia, in order to measure blood pH, arterial PaO, (mmHg) and arterial PaCO, (mmHg).

The ostium of the right MCA was occluded intraluminally, as previously described
(Bastide et al, 1999). The right carotid arteries were exposed through a midline cervical incision

and the common carotid and external carotid arteries were ligated with a silk suture. The



pterygopalatine artery was exposed (by developing a plane alongside the internal carotid artery)
and then ligated at its origin with a fine silk. An aneurysm clip was placed across internal carotid
artery and an arteriotomy was made in the common carotid artery stump, allowing the
introduction of a 4/0 monofilament nylon suture with its tip rounded by flame heating. Once the
suture was in place, the aneurysm clip on the internal carotid artery was removed. The suture
was gently advanced into the internal carotid artery and passed into the intracranial circulatory
system as far as in the narrow lumen at the start of the MCA. Mild resistance to this
advancement indicated that the intraluminal occluder had entered the anterior cerebral artery.
After 60 minutes, the suture was carefully removed, until its tip was blocked by a ligature placed
on common carotid artery (to allow reperfusion). The caudal artery catheter was removed and
the artery was ligated to prevent bleeding. The animals were placed in a cage to recover from
anaesthesia at room temperature and were then allowed to eat and drink ad libitum. The sham

operation consisted of the same manipulation but without introduction of the monofilament.

2.3.Infarct volume measurement

The rats were killed with an overdose of ip pentobarbital (200 mg/kg) 24 after
reperfusion. Brains were rapidly removed and placed in ice-cold Krebs solution equilibrated with
5% CO, and 95% O,. The MCAs were carefully dissected to prepare vascular smooth muscle
cells (VSMCs) or for vasoreactivity analysis and thereafter brains were frozen and coronally
dissected into 50 pm-thick slices on a cryostat at 12 levels in 1 mm steps, according to the
Paxinos & Watson stereotaxic atlas (Paxinos & Watson, 1986). Sections were stained by cresyl
fast violet. The unstained area of the brain was defined as the infarct zone. Infarcted cortical
and subcortical areas and hemispheric areas were calculated separately for each coronal slice
using image analysis software (Color Image 1.32, NIMH, Bethesda, MD, USA) after digitization.
Next, total infarct volumes and hemispheric volumes (in mm3) were calculated by the summing
the respective areas for all sections for all animals and the distance between them. Lastly, the
total infarct volume was corrected for the brain oedema effect using the following equation:
corrected infarct volume = total infarct volume - (left hemisphere volume/right hemisphere

volume).



2.4.Arterial segment preparation and pressurized arteriography

A segment of dissected right MCA was mounted in a small vessel arteriograph (Living
Systems Instrumentation, Burlington, VE, USA) on two glass cannulae perfused with Krebs
solution. The artery was secured to the proximal and distal cannulae with nylon ties. The distal
cannula was closed in order to work under "no flow" conditions. The arteriograph chamber was
continuously supplied with Krebs solution equilibrated with 5% C0O,/95% O, and maintained at
37T and pH 7.4. The proximal cannula was connected to a pressure transducer, a miniature
peristaltic pump and a servo-controller that continually measured and adjusted transmural
pressure (TMP). The entire arteriograph system was positioned on the stage of an inverted
microscope equipped with a video camera and a display monitor. The lumen diameter was
measured by video image dimension analysis. The output of the video dimension (which is

proportional to diameter) was continuously fed to a digital tape recorder (DTR-1205).

All mounted and pressurized arteries were stabilized at a TMP of 75 mm Hg for 1 hour
before experiments were performed. The spontaneous contraction response of cerebral arteries
to pressure changes contributes to autoregulation of cerebral blood flow and is characteristic of
the myogenic tone. The acetylcholine (ACh) relaxing dose-response was determined by
cumulative addition of ACh (0.001 to 30 puM). To test NO-mediated smooth muscle relaxation, a
single concentration of sodium nitroprusside (SNP 10 uM) was added to the bath after artery
preconstriction with 5-hydroxytryptamine (5-HT: 1 pM induced 90% of the maximum

constriction).

2.5.Immunohistochemistry

After 24 hours of reperfusion, the rats were anesthetized and perfused through the heart
with cold saline and 4% paraformaldehyde. After 24h of fixation in 4% paraformaldehyde at 4C,
the brains were cryoprotected in 20% and 30% sucrose solutions in phosphate-buffered saline
(PBS) at 4<C. Frozen coronal sections (20um thick) were prepared using a cryostat. Parallel
sets of brain sections were immnunostained with antibodies against CD11b (OX42, a marker for
activated microglia), myeloperoxidase (MPO, a marker for neutrophils) and ICAM-1 to assess
the effect of fenofibrate on post-ischaemic inflammation. After fixation, brain sections were

blocked with 10% normal goat serum and incubated overnight at 4 with mouse-anti rat



CD11b (1:500; MCA 275R, Serotec), rabbit polyclonal anti-MPO (1:500; A0398, DAKO) and
mous-anti rat ICAM-1 (1:500, MCA 773, Serotec) antibodies. Next, sections were incubated with
biotinylated horse anti-mouse IgG for CD11b and ICAM-1, and anti-rabbit IgG for MPO for three
hours at room temperature, followed by treatment with an avidin:biotinylated enzyme complex
(the ABC kit from Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and, lastly, diaminobenzidine
tetrahydrochloride. As controls, we used brain sections incubated in the absence of primary

antibodies.

Drugs and solutions

The ionic composition of the pH 7.4 physiological solution used for all vasoreactivity
experiments was as follows (in mM): 119 NaCl, 24 NaHCO;, 4.7 KCI, 1.18 KH,PO,, 1.17
MgSO,7H,0, 10 glucose, 1.6 CaCl,. All drugs (ACh, 5-HT, SNP, KCI and fenofibrate) were
purchased from Sigma chemical Co. ACh, 5-HT, SNP were made fresh daily as 0.1 M stock

solutions and stored at 4<C.

2.6. Data processing and statistical analysis

Spontaneous arterial tone was expressed evaluated as the percentage decrease in
diameter from the fully relaxed diameter in papaverine and plotted at each diameter. The
relaxing responses to ACh and SNP were respectively expressed as the percentage increase in
the luminal diameter and the percentage of relaxation relative to basal tone after preconstriction.
The contracting responses to 5-HT were normalized against the maximum contracting

response.

All values were expressed as the mean + standard error mean (SEM). Continuous variables
(infarct volumes, MCA relaxations) were compared with a one-way, inter-group analysis of
variance (ANOVA), followed (when the ANOVA was significant) by a post-hoc protected least

significant difference (PLSD) Fisher test. A value of p<0.05 was considered to be significant.



3. Results

3.1. Withdrawal of fenofibrate partially decreases its neuroprotective effect

A 14-day course of fenofibrate induced a significant (p<0.05) decrease in total infarct
volume (202.31 + 8.54 mm3), when compared with the control group (281.55 * 8.26 mm3)
(Figure 1). We observed a 29.9% decrease in cortical infarct volume (143.99 + 1.35 mm? in the
F-14d group vs. 205.96 + 2.21 mm® in the control group; p<0.05) and a 22.8% decrease in

striatal infarct volume.

Withdrawal of fenofibrate 3 days before cerebral ischaemia induction partially abolished
the neuroprotective effect of a 14-day fenofibrate treatment, as demonstrated by the difference
between the two groups in terms of the total (242.55 + 15.01 mm? in F-11d+3d group versus
202.31 + 8.54 mm® in F-14d group ; p<0.05) and cortical infarct volumes (177.49 + 3.99 mm? in
F-11d+3d group versus 143.99 + 1.35 mm® in F-14d group ; p<0.05). The administration of
fenofibrate for 11 days, followed by a 3-day withdrawal, resulted in a significant decrease in
both total infarct volume (242.55 + 15.01 mm?® in F-11d+3d group versus 281.55 + 8.26 mm? in
control group ; p<0.05) and cortical infarct volume (177.49 + 3.99 mm? in F-11d+3d group

versus 205.96 + 2.21 mm?® in control group ; p<0.05).

3.2.Pre-infarct withdrawal does not modify the fen  ofibrate-induced effect on post-

ischaemic inflammation

Fourteen days of fenofibrate treatment prevented the ischaemia-induced increase in
microglial activation, as demonstrated by comparison of the F-14d and control groups in terms
of Ox-42 expression in ischaemic parenchymatous tissue. Withdrawal of fenofibrate 3 days
before cerebral ischaemia induction did not change the effect of the preceding fenofibrate
treatment, since Ox-42 expression in F-11d+3d group was similar to that seen in the F-14d

group and was significantly lower than in the control group (Figure 2).

Furthermore, a 14-day fenofibrate treatment prevented the usual, ischaemia-induced
increase in neutrophil polynuclear infiltration, as demonstrated by comparison of the F-14d and
control groups in terms of the MPO expression in ischaemic parenchymatous tissue. The

withdrawal of fenofibrate before cerebral ischaemia induction did not change the effect of



fenofibrate, since MPO expression in the F-11d+3d group was similar to that in the F-14d group

and was significantly lower than in the control group (Figure 3).

In parallel, fenofibrate administration (with or without pre-infarct withdrawal) prevented
vascular inflammation, as shown by lower ICAM-1 expression in the F-14d and F-11d+3d

groups than in the control group (Figure 4).

3.3.Loss of the prevention of post-ischaemic endot helial dysfunction after fenofibrate

withdrawal

Ischaemia-reperfusion induced a lower relaxation-response to ACh, compared with the
sham-operated group (Figure 5). This post-ischaemic loss of endothelium-dependent relaxing
response was prevented by a 14-day fenofibrate treatment. In contrast, after a 3-day withdrawal
following 11 days of treatment, the relaxation response to ACh was significantly worse than
after ischaemia-reperfusion alone. The endothelium-independent relaxation response to sodium
nitroprusside and the contractile response to 5-HT were similar in all experimental conditions

(Table 1).



4. Discussion

In the present work, we have demonstrated (in the rat) that a 14-day, pre-ischaemia
administration of fenofibrate (a synthetic activator of the nuclear PPAR-alpha receptors)
significantly decreases the cerebral infarct volume. This neuroprotective effect was associated
with partial prevention of post-ischaemic endothelial dysfunction. However, withdrawal of the
fenofibrate treatment 3 days before the induction of ischaemia reduced the level of
neuroprotection and was less beneficial in maintaining endothelium-dependent relaxation. In
contrast, fenofibrate significantly reduced microglial activation and neutrophil infiltration into the

ischaemic zone to a similar extent in both treatment modes.

These results confirm the neuroprotective effect (in the rat) of fenofibrate administration
prior to induction of brain ischaemia, as already seen in the mouse (Deplanque et al, 2003). Our
findings are in good agreement with other studies having demonstrated the neuroprotective
effect of modulating the nuclear PPAR receptors (Tureyen et al, 2007; Collino et al, 2006;
Sundararajan et al, 2005; Inoue et al, 2003). Here, we observed a number of new mechanisms
of action underlying fenofibrate's protective effect on cerebral parenchyma and blood vessels.
The importance of an anti-inflammatory effect had already been suggested by the fact that
fenofibrate abolishes the induction of vascular adhesion protein (ICAM-1, VCAM-1) expression
in the ischaemic zone. Here, we showed that the decrease in infarct size is also associated with
fenofibrate inhibition via two inflammatory pathways in brain ischaemia: (i) microglial activation
and (i) infiltration of blood neutrophils into the ischaemic focus. Prevention of neutrophil

infiltration is consistent with fenofibrate's prevention of vascular adhesion protein induction.

The demonstrated inhibition of leukocyte-endothelium interactions probably explains the
favourable effect of fenofibrate administration on endothelial dysfunction. This type of
fenofibrate-mediated vascular effect had already been suggested by observation of (i) PPAR-
alpha receptor expression in the endothelium (Touyz and Schiffrin, 2006) and (ii) a fenofibrate-
driven increase in the endothelium-dependent response to ACh in the absence of ischaemia
(Deplanque et al, 2003). Here, we showed for the first time that the fenofibrate-induced

decrease in infarct size is associated with prevention of post-ischaemic alterations in



endothelium-dependent relaxation. This effect of fenofibrate testifies to the drug's ability to
protect both the brain parenchyma and the vessel wall; moreover, dual protection is now
considered to be essential for the optimal management of brain ischaemia (Takahashi and
Macdonald, 2004). The fenofibrate-induced vascular protection may result from the drug's
known anti-oxidant effect, in agreement with the work showing that administration of anti-
oxidant agents (such as chalcone and stobadine) prevents post-ischaemic endothelial
dysfunction (Petrault et al, 2004; Plaisier et al, 2008). The other mechanism probably involved is
the inhibition of leukocyte-endothelium interactions - in agreement with the demonstrated role of

neutrophils in post-ischaemic endothelial dysfunction (Petrault et al, 2005, Gautier et al, 2009).

The withdrawal of prolonged fenofibrate treatment 3 days before the induction of
ischaemia caused a partial loss of neuroprotection, at witnessed by an infarct volume between
that of the control group and that of the group treated with fenofibrate right up until ischaemia
induction. This partial loss of fenofibrate's neuroprotective effect is reminiscent of the results
obtained when statins are withdrawn prior to induction of ischaemia (Gertz et al, 2003).
However, the loss of effect observed with fenofibrate is only partial, whereas it is total with
statins - suggesting that different mechanisms are involved. Even though the neuroprotective
effect disappears partially, the same is not true for the effect on parenchymatous inflammation,
which remains unaffected. In contrast, the vascular protection effect disappears totally and is
even accompanied by aggravated post-ischaemic impairment of endothelium-dependent
relaxation. This phenomenon has already been described with statins (Gertz et al, 2003) and
particularly at the vascular level, where the decreased expression of endothelial nitric oxide
synthase (NOS) contrasts with the increased expression usually associated with
neuroprotection (Laufs et al, 2002; Sironi et al, 2003; Endres et al, 2004). This observation
testifies to the absence of vascular preconditioning, even though this type of mechanism has
been shown in a model of brain preconditioning induced by low-dose bacterial
lipopolysaccharide (Bastide et al, 2003). In contrast, a preconditioning effect can be legitimately
proposed for the parenchymatous component of fenofibrate-induced brain protection, in as

much as an anti-inflammatory effect remains some days after withdrawal of the drug.

The aggravation of post-ischaemic endothelial dysfunction following withdrawal of

fenofibrate does not appear to involve leukocyte-endothelium interactions, inasmuch as the



effect on ICAM-1 protein expression persists after withdrawal of the drug. Two other hypotheses
can be put forward. The first involves oxidative mechanisms, given that the latter's involvement
in post-ischaemic endothelial dysfunction is well established (Petrault et al, 2004; Cipolla et al,
1997). The other hypothesis relates to a decrease in the expression of endothelial NOS (such
as that observed after the withdrawal of statins) but which remains to be demonstrated. In
addition to providing knowledge of the mechanism, the partial loss of the neuroprotective effect
(in parallel with a total loss of vascular protection) underlines the importance of dual
parenchymatous and vascular effects in obtaining the maximal effect of fenofibrate on brain
protection; this is in agreement with the theories which place the neurovascular unit at the heart

of the physiopathology of brain ischaemia (Lo, 2008; del Zoppo, 2006; ladecola, 2004).

In conclusion, our results demonstrate that fenofibrate has a preventive, protective
effect against brain ischaemia as a result of both neuroprotective and vasculoprotective
components. Although the neuroprotective effect may (at least in part) be related to a
preconditioning mechanism, the vascular protective effect appears rather to translate the acute
effects of fenofibrate administration. Anti-inflammatory mechanisms (both parenchymatous and
vascular) may play a crucial role in this preventive protective effect, which is clinically relevant
and in line with the effect of hypolipidaemic agents revealed by cohort studies (Deplanque et al,

2006).
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Legend of figures

Figure 1 : Effect of withdrawal of fenofibrate on total, cortical and striatal infarct volume
(corrected from oedema) induced by one hour focal cerebral ischemia and followed by 24 hours
reperfusion period. Volumes are expressed in mm?® (mean + SEM); n=8-12 animals per group.

*p<0.05 as compared to control group; #p<0.05 as compared to F-14d group.

Figure 2 : Effect of withdrawal of fenofibrate on microglial activation in rats submitted to
ischemia and reperfusion. Microglial activation was quantified by counting positive cells to anti-
Ox42 antibody on six fields on ischemic zone. Values are mean + SEM; n=4 animals per group.

*p<0.05 as compared to control. Scale bar : 25 um.

Figure 3 : Effect of withdrawal of fenofibrate on neutrophil infiltration in rats submitted to
ischemia and reperfusion. Neutrophil infiltration was quantified by counting positive cells to anti-
MPO antibody on six fields on ischemic zone. Values are mean + SEM; n=4 animals per group.

*p<0.05 as compared to control. Scale bar : 100 pum.

Figure 4 : Effect of withdrawal of fenofibrate on ICAM-1 expression in rats submitted to

ischemia and reperfusion. n= 4 animals per group. Scale bar : 100 pm.

Figure 5 : Dose-response curves to Ach for rats received control diet, fenofibrate 14 days or 11
days before ischemia/reperfusion. Endothelial relaxation was expressed as percentage of
change in diameter of preconstricted arteries in response to Ach. Values are mean + SEM.

*p<0.05 as compared to sham-operated group.
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Table 1

Acetylcholine (Ach), serotonin (5-HT) and sodium nitroprusside (SNP) vasoreactive effects on

middle cerebral artery (MCA). Values are mean + SEM. *p<0.05 as compared to sham group;

#p<0.05 as compared to control group.

Sham
(n=6)
Ach 30 uM
(% increase diameter) 24.9£30
5-HT 1uM
(Yconstriction) 283120
 relaxaton 58.3+5.2

(% relaxation)

Control
(n=6)

12.3+1.0*
21.4+23

52.4+6.3

F-14d
(n=5)

17.8+23
21.4+29

62.5+4.0

F-11d+3d
(n=4)

6.2+1.4%
20.5+3.1

51.4+153
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The PPAR-alpha activator fenofibrate
as a potential adjuvant treatment for cerebral thranbolysis

Thavarak Ouk, Sophie Gautier*, David Montaigne* via Maréchal, Olivier Pétrault, Maud
Laprais, Michele Bastide, Rémi Neviere, Jacque®dregis Bordet

Administration of fenofibrate (a nuclear peroxisome proliferator-activated
receptor (PPAR)-alpha agonist) resulted in neural ad vascular protection and a
concomitant decrease in the risk of haemorrhage assiated to thrombolysis with tissue
plasminogen activator in a model of focal ischemistroke. Mechanisms involve the
microglia and interactions between polynuclear neubphils and the vessel wall. Our
results suggest that fenofibrate should be clinichl trialled as a potential adjuvant

treatment for cerebral thrombolysis.

Despite its very narrow therapeutic window, thratybis with recombinant tissue
plasminogen activator (t-PA) remains the only aqltase treatment for ischaemic stroke
However, the risk of haemorrhage associated with t&?A administration has prompted
efforts to characterize adjuvant drug treatmentpabke of reducing this risk and/or
broadening the therapeutic window for thromboR:siBhe haemorrhagic complications of
thrombolysis result from a rupture of the bloodtbraarrier which involves t-PA's harmful
effects within the neurovascular utiand activation under the combined effects of isafia
and thrombolysis of both microglial cells and clating polynuclear neutrophils (PMN),
resulting in a greater release of free radicalstokiges and proteases (particularly
metalloproteinase-9 (MMP-9). The ideal strategy for complementing thrombolysiuld
involve dual neural and vascular protection of tleerovascular urlit. Given the pleiotropic
effects of nuclear receptor PPAR-alpha on inflanomatphenomena, cytokine release,

vascular adhesion proteins and microglial activati®® we hypothesized that activation of



PPAR-alpha by fenofibrate (a widely used lipid-loing drug) would decrease the
haemorrhagic risk following thrombolysis with rt-P#y (i) protecting both the brain tissue
and the cerebral blood vessels, (ii) decreasingagi@l activation and (iii) inhibiting the

activation of neutrophils and the latter's intei@civith the endothelium.

In a first step, we evaluated the neuroprotecteféect of acute fenofibrate
administration (50 mg/kg, b.i.d, over 72 hoursjramsient (60-minute) middle cerebral artery
occlusion (MCAO) models of focal ischaemia-repeidasin the rat and the mousé™ by
histologically quantifying the infarct volum&ig 1a). Fenofibrate administration produced a
significant reduction in the total infarct voluma 43% reduction in the mouse (p<0.6%g
1b) and a 29 % reduction in the rat (p<0.6% 1c)). The effect was exclusively cortical and
thus did not change the striatal infarct volumepamallel, fenofibrate administration helped to
decrease the functional impairment induced by ischa/reperfusion, as determined by the
rotarod testKig 1d). This decrease in infarct size was also assatiatth a reduction in the
endothelial functional changes, studiadvitro (isolated MCA on Halpern arteriograph)iar
vivo (cortical pial arteries on videomicroscopy) as kees of the vascular impact of MCAO
(supplementary method$** In vitro, the endothelium-dependent vasodilatory response
induced by acetylcholine (following pre-contractisith 10° M serotonin) was significantly
altered 72 hours after the induction of ischaenmacomparison with isolated MCA from
sham-treated rats) whereas the endothelium-indgpén@sponse to sodium nitroprusside
remained normal. A treatment with fenofibrate presd from the post-ischaemic alteration
of the endothelium-dependant responBeg (1€). In vivo, the vasodilatory response of the
cortical pial arteries (which are supplied by th€MN) to acetylcholine (after pre-contraction
with serotonin) fell by 48 % in untreated mice;stmeduction was prevented by fenofibrate
administration Fig 1f). In line with the known role of leukocytes in paschaemia vascular

alteration$®, fenofibrate prevents leukocyte rolling and adbesio the vessel wall in the



aftermath of cerebral ischaemia, with a peak 24rdaifter onsetKig 1g). This decrease in
leukocyte rolling and adhesion results in decreasétiration of the ischaemic focus by
PMN, as evidenced by a reduction in myeloperoxidag@ession in the ischaemic zone in
fenofibrate-treated rats when compared with undgaischaemic ratd=(g 1h). This can be
explained by the fact that fenofibrate preventsgbst-ischaemic increase in expression of the
ICAM-1 vascular adhesion proteiRi¢ 1i) within the ischaemic area. The drug also deceease
expression of the Ox-42 (marker in the ischaeméapsuggesting prevention of microglial

activation, which is otherwise a source of neutibgiiemoattractantd~g 1j).

Observation of fenofibrate's vascular effects ptad us to investigate whether
administration of the drug could prevent the ocence of haemorrhagic complications in a
spontaneously hypertensive rat moddlig( 2a) that we have described previodsly
(supplementary method3. In this model, infusion of a thrombolysis sotuti6 hours after
the onset of ischaemia triggers a significant iasesin haemorrhagic lesions, as evidenced by
petechiae Kig 2b) and aggravates the post-ischaemic endothelsfudgtion of the MCA
(Fig 20. Fenofibrate administration within 72 hours oé thnset of ischaemia (50 mg/kg
b.i.d) significantly reduced the number of peteehrasulting from administration of the
thrombolysis solutionKig 2d). In parallel, fenofibrate prevented endotheligéfdnction, as
attested by a significantly greater vasodilatorgpanse for the MCA of fenofibrate-treated
rats than in sham-treated animagy(2b). Fenofibrate also induced a decrease in cordicdl
striatal infarct sizeKig 2€). On the cellular level, fenofibrate's preventeféect on the tPA-
induced haemorrhagic complications was accompdmyealdecrease in microglial activation,
as witnessed by decreased Ox42 expresdtam Zg), inhibition of leukocyte-endothelium
interactions, as witnessed by decreased ICAM-1esgion Fig 2h) and decreased neutrophil
infiltration into the ischaemic area, as evidendeg a reduction in myeloperoxidase

expressionKig 2i).



These results provide the first insight into a dfemal effect of the PPAR-alpha
agonist fenofibrate when administered during thateghase of experimentally induced
cerebral ischaemia and highlight a dual neuroptee@nd vasculoprotective mechanism -
the value of which has been recently emphasiZe@enofibrate's mode of action reveals the
importance of the polynuclear neutrophil in thessumprotective and vasculoprotective
effects, by virtue of the cell's involvement in pehaemic inflammatory phenomena and
vessel wall alterations. Fenofibrate's protectisoa makes it a candidate adjuvant treatment
for fibrinolysis, since we have demonstrated tha trug reduces thrombolysis-induced
haemorrhagic complications via effects on both conemts of the neurovascular unit in
agreement with current physiopathological hypotkse™® Since fenofibrate (like other
synthetic PPAR-alpha agonists) is already regidtexe a therapeutic, these experimental
results justify the implementation of a clinicaktrlooking at the drug's potential effects on
reducing haemorrhagic complications after thrombéislyand broadening the latter's

therapeutic window.
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Figure 1: Effects of administering the PPAR-alpha agonisbfémate during the acute phase
of cerebral ischemia in an intraluminal occlusiondal in the rat and in the mouse. Values
are means +* SEM. Statistical comparisons were magierg an analysis of variance
(ANOVA) and protected least significant differen@.SD) Fishepost hodests for pairwise
comparisonsd) Design of the experimental protocol. Fenofibré@@mg/kg) or vehicle was
administered by twice-daily gavage over the 72 fdallowing the ischemia.bj The total
and cortical infarction volumes determined 72 hoaifter the induction of ischemia were
significantly (*p<0.05) lower in fenofibrate-treaenice (n= 12-13 mice) than in control mice
and significantly lower in fenofibrate-treated r&t$ (n= 10 per group rats) than in control
rats. () The post-ischemia functional impairment (as eatdd in the rotarod test) was
smaller in fenofibrate-treated rats (n= 8-11 r#ts)h in ischemic animals (*p<0.05 compared
to sham value).€} In vitro, the application of increasing concentrations oétg@choline
(Ach) to the middle cerebral artery led to endatireldependant relaxation, which was
impaired in the aftermath of ischemia/reperfusidR)( (*p<0.05 compared to sham value).
This dysfunction was abolished in fenofibrate-teglatats (n= 5 rats per group), compared
with ischemic animals.f In vivo, acetylcholine-induced, endothelium-dependantxetian
was determined by videomicroscopy of the murind pideries (A: absence of Ach; B:
presence of Ach). The dysfunction in relaxationalisuseen under ischaemic conditions was
abolished by fenofibrate treatment (n= 8 mice pewug), compared with controls (*p<0.01
compared to sham value; #p<0.05 compared to isexespierfusion value).gf In murine
arterioles (A) and venules (B), fenofibrate treatindecreased leukocyte rolling and adhesion
(n= 12 mice per group).hf Neutrophil infiltration into the infarcted zoneméasured
guantitatively via the expression of the specifiarker myeloperoxidase) was decreased by
fenofibrate treatment in the rat (n= 5 rats perugjp compared with ischemic animals
(*p<0.05). Scale bar : 100 pn) Quantitative evaluation of the ICAM-1 leukocytéh&sion
protein (using immunohistochemistry and westerrttiolg) revealed a significant decrease
(*p<0.05) in the expression of this protein duriegofibrate treatment (n= 4 rats per group),
compared with ischemic animals. Scale bar : 100(j)immunohistochemical quantification
of the expression of Ox-42 (a marker of microgéiativation) revealed a significant decrease
(*p<0.05) in this parameter after fenofibrate treant in the rat (n= 5 rats per group),

compared with ischemic animals. Scale bar : 25 pm.



Figure 2: Evaluation 72 hours after the induction of cerelmehemia of the effects of acute-
phase administration of the PPAR-alpha agonistfilerade in a mechanical thrombolysis-
related brain bleeding model in the rat. Values ragans + SEM. Statistical comparisons
were performed using an analysis of variance (ANQ\&hd protected least significant
difference (PLSD) Fishepost hoctests for pairwise comparisons) (Design of the
experimental protocol. Fenofibrate (50mg/kg) or igkhwas administered to thrombolyzed
rats by twice-daily gavage over 72 houts) {PA thrombolysis 6 hours after the onset of
ischemia resulted in histologically visible haenmaige. Scale bar: 500une) The application
of increasing doses of acetylcholine led to endatiredependent relaxation, which was
altered by ischemia/thrombolysis. However, the p&dtemia dysfunction in relaxation is
prevented by acute treatment with fenofibrate, camag with ischemic animals (n=5 and n=
6, respectively) (*p<0.01).dj Blinded, histological evaluation of the number petechiae
revealed a significant decrease (*p<0.05) in thent@rhagic risk when fenofibrate had been
administered (n= 9-11 rats), compared with contr@¥ The total, cortical and striatal
infarction volumes were clearly lower in fenofiledteated rats (n= 8-10 rats), compared
with the ischemic animals (*p<0.05)f) (Expression of Ox-42 (a marker of microglial
activation) was lowered by fenofibrate treatment (¢ rats per group), compared with
ischemic animals (*p<0.05); scale bar : 25 um, as that of the ICAM-1 adhesion protein
(9), a marker of leukocyte/endothelium interactioms 8 rats per group; *p<0.05), compared
with ischemic animals. Scale bar : 100 pimh Kleutrophil infiltration into the infarct area was
guantified by counting the anti-myeloperoxidasedpas cells on six adjacent 1mmz2 fields

within an ischemic zone. (n=5 rats per group).G®s vs. vehicle. Scale bar: 100um.
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En déplétant ou en inactivant les polynucléairagnoghiles, nous avons démontré dans
un modele d’occlusion intraluminale de I'artére &®ale moyenne qu’ils participaient aux
altérations post-ischémiques cérébrales et vaseslabEn effet, nous observions une double
protection du tissu parenchymateux et de I'endathélLes polynucléaires neutrophiles jouaient
également un réle important dans le risque hémmuagde la thrombolyse comme en
témoignent nos résultats dans un modele de corntiphsahémorragiques induites par le rt-PA.
La déplétion ou linactivation des polynucléairesutrophiles entrainait une diminution du
nombre de pétéchies parallelement a une prévedésmltérations vasculaires post-ischémiques.

Compte-tenu du r6le des polynucléaires neutrophidess la physiopathologie de
'ischémie cérébrale et des complications hémoqgu&s, nous avons stimulé la lignée
granulocytaire par I'administration d’'un facteur cteissance, le G-CSF, dans les deux modeles
d’études. Le G-CSF présentait des propriétés neotegirices mais n'avait pas d’effet
protecteur sur I'endothélium vasculaire. Le G-CSfragnait méme une altération de la
relaxation endothélium-dépendante en conditionéistfue ainsi qu’en condition sham, par le
biais de son action sur les polynucléaires neuttegahEn dépit d’'une diminution du volume
d’infarctus et de l'infiltration des polynucléairegutrophiles dans le tissu ischémié, le G-CSF

aggravait le nombre de pétéchies, conduisant pdiagion d’hématomes chez certains animaux.

Nous nous sommes ensuite intéressés a une moduiativecte sur les polynucléaires
neutrophiles en inhibant leur interaction avec daopvasculaire via I'activation des récepteurs
nucléaires PPAR: En traitement préventif, I'activation des récepgsenucléaires PPARpar le
fénofibrate de maniere directe ou par l'atorvastatde maniére indirecte permettait une
diminution du volume d’infarctus ainsi qu’'une présgion de la fonction endothéliale. Ces
effets protecteurs étaient associés a une dimmutle [linfiltration des polynucléaires
neutrophiles, suggérant une prévention des inierecieucocyte-endothélium. Dans le cas du
traitement par fénofibrate, son interruption 3 pawrant la réalisation de I'ischémie entrainait
une perte partielle de neuroprotection et une agd¢jen de la dysfonction endothéliale malgré
une conservation de I'effet anti-inflammatoire éndfibrate, qui pourrait faire penser que l'effet
préventif était en partie d0 a un effet aigu, lia@grésence des agents pharmacologiques dans
'organisme au moment de l'induction de lischémious avons donc étudié l'effet de
I'activation des récepteurs nucléaires PPARN traitement curatif aigu. Un traitement par
fénofibrate ou par atorvastatine prévenait desralths post-ischémiques cérébrales et
vasculaires. Ces effets étaient accompagnés d'uamdne infiltration des polynucléaires

neutrophiles dans le tissu ischémié. Dans le mateleomplications hémorragiques induites par
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le rt-PA, l'administration de fénofibrate au déceute lischémie, permettait de réduire le
nombre de pétéchies parallélement a une neuropimitezt une vasculoprotection. On observait
également une prévention de linfiltration des peoigiéaires neutrophiles et de I'activation

microgliale.

Ces résultats conduisent a discuter deux princiepects. Le premier concerne le rble
des interactions leucocyte-endothélium dans laippgghologie de I'ischémie cérébrale et des
complications hémorragiques de la thrombolyse, xantala discussion sur le polynucléaire
neutrophile qui semble jouer un role essentielrdle des interactions leucocyte-endothélium
met également en exergue la contribution des &tbésaendothéliales au cours de l'ischémie,
donnant corps aux théories mettant en avant la se#éed’'une modulation de l'unité
neurovasculaire pour induire une neuroprotectionnet vasculoprotection, dans le cadre d’'une
protection globale. Le deuxiéeme aspect a discutst lEexemple de la modulation
pharmacologique d’une cible, le PPARexprimée par les différents compartiments deitéun
neurovasculaire. Dans cette deuxiéeme partie déstaiskion, sera particulierement argumentée
I'inhibition, par deux types d’agents hypolipémigntde I'inflammation tant a I'échelon
parenchymateux que vasculaire, qui permet a laulogsprotection préventive et une protection
aigué. Dans une troisieme partie, nous mettronsuerere que ces données expérimentales

peuvent expliguer des données cliniques ou seeviationnel a des études translationnelles.

|. R6le des interactions leucocyte-endothélium eschémie cérébrale

I.LA. Le polynucléaire neutrophile : un médiateur des conséquences

neurovasculaires de l'ischémie ?

Les données de la littérature concernant le rélepalynucléaire neutrophile dans la
physiopathologie de l'ischémie cérébrale sont abotes. Plusieurs approches ont été utilisés
pour déterminer leur implication dans les lésiorsstischémiques : (i) en déplétant les
leucocytes (pharmacologiquement ou génétiguemdnter{ interférant avec les interactions
leucocytes et protéines d’adhésion vasculaire (ggre@ment ou par immnuno-neutralisation).
L'utilisation d’anticorps anti-neutrophiles (Chehad, 1992 ; Connoly et al, 1996 ; Matsuo et al,
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1994 ; Shimakura et al, 2000) ou d'agents pharnogiqlies neutropéniants tel que la
vinblastine (Beray-Berthat et al 2003) permettaiefabtenir une diminution du volume
d’infarctus. Ces résultats étaient retrouvés eniridimant des anticorps anti-ICAM-1 (Chopp et
al, 1996 ; Matsuo et al, 1994 ; Zhang et al, 1995)anti-CD11/CD 18 (Chen et al, 1994) qui
interferent avec le recrutement leucocytaire dassnhodeles d’ischémie transitoire. L’emploi
d’animaux transgéniques déficients en CD 18 ou ICAKPrestigiacomo et al, 1999) entrainait
également une diminution des Iésions ischémiques. tkhvaux confirment I'implication des
polynucléaires neutrophiles dans les effets déétésur le parenchyme cérébral comme le
montre I'effet neuroprotecteur observé en déplétant en inactivant les polynucléaires
neutrophiles, mais nous démontrons, pour la premifais, qu'au dela de [latteinte
parenchymateuse, le polynucléaire neutrophile gsieénent impliqué dans les altérations
endothéliales post-ischémiques.

La neutropénie induite pharmacologiquement ou tiivation des polynucléaires
neutrophiles prévenait les altérations de la paasiculaire observées au décours du processus
ischémique. Différents travaux ont déja suggéré lgaepolynucléaires neutrophiles pouvaient
directement modifier le potentiel relaxant de I'etitelium. L'activation des neutrophiles par
une injection d’ester de phorbol, induit une peltela relaxation endothéliale sans affecter la
relaxation endothélium-indépendante (Akopov et H)94). L'origine de la dysfonction
endothéliale post-ischémique pourrait par conségéae liée a la présence des neutrophiles
circulants. Par leurs interactions avec les mo&scuti’adhésions et leur activation, les
polynucléaires neutrophiles participent a la foiorad’'un stress oxydant secondawia I'anion
superoxyde produit par la NADH oxydase et I'acidg@dthloreux par les myélopéroxydases.
Puis la biodisponibilité du NO est probablement iduie a cause de sa combinaison avec
I'anion superoxyde pour former le peroxynitrite @éfe. Par ailleurs, les polynucléaires
neutrophiles secretent des MMP-9 (Justicia et @032 Gidday et al, 2005), qui favorisent
I'extension de l'cedéme et des lésions tissulaioss-ipchémiques mais altérent également la

lame basale des artéres cérébrales (Del Zoppo etdvig 2003).

[.B. Réle du polynucléaire dans la physiopathologieles complications

hémorragiques de la thrombolyse

L’évocation de la paroi vasculaire comme cible iperite pour protéger des

complications post-ischémiques est retrouvée datigdrature (Fagan et al, 2004) et de plus en
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plus, elle apparait comme incontournable dansuesds prises en charge des AVC. Compte-
tenu de la protection vasculaire induite par lalélé&m en polynucléaires neutrophiles, nous
avons également étudié la part de ces celluleanmflatoires dans le risque hémorragique
induite par la thrombolyse. Nous avons démontré lgaepolynucléaires neutrophiles étaient
impliqués dans la physiopathologie des complicatiodémorragiques. En effet, I'administration
de vinblastine ou d'un anticorps monoclonal préierda survenue de complications

hémorragiques en parallele d’'une protection simgldie la fonction endothéliale. Cependant la
déplétion spécifique des polynucléaires neutrophilar I'anticorps mAbRP3 n’induisait pas de
protection cérébrale au méme titre que la vinblastCette différence d’effet au niveau cérébral
peut s’expliquer également par I'absence de spééifide la vinblastine sur les cellules

sanguines et notamment les plaquettes. Nous obseainsi qu’il peut exister une discordance
entre le risque hémorragique induite par la thrdygeoet la sévérité de linfarctus cérébral.
Cependant nous démontrons qu’il existe un lienitéeate les Iésions vasculaires et les
hémorragies intracérébrale induites par la throg#®ol via les interactions leucocytes-

endothélium.

Plusieurs mécanismes permettent d’expliquer legtefdéléteres observés via les
interactions existant entre les polynucléaires nogliles, paroi vasculaire et t-PA. Le role de la
plasmine, résultant de la lyse du caillot aveclRAt a déja été décrit dans la physiopathologie
des complications hémorragiques. En effet, la plasnest capable d’activer les leucocytes,
entraine la rupture de la BHE et augmente la pebifitgavasculaire (Montrucchio et al, 1996 ;
Xue and Del Bigio, 2001). De plus, les polynuclésimeutrophiles sont responsables de
I'activation et de la libération de métalloprotéra au cours de I'ischémie cérébrale (Asahi et al,
2000 ; Justicia et al, 2003 ; Gidday et al, 20059st bien prouvé que ces protéases aggravaient
le volume d’infarctus et contribuait au risque héragique de la thrombolyse (Aoki et al, 2002 ;
Sumii and Lo, 2002 ; Castellanos et al, 2003 ; @dat al, 2005). Les polynucléaires
neutrophiles semblent également étre la sourceipdle de MMP-9 dans la zone d’hémorragies
et tout particulierement autour des vaisseaux (@bssal, 2008). Il a été démontré que le t-PA
stimulait directement la libération de MMP-9 en agwilant les neutrophiles (Cuadrado et al,
2008).

En raison donc de l'implication des polynucléairesutrophiles dans la survenue des
complications hémorragiques induites par le t-Péushavons étudié si une activation de la
lignée granulocytaire par le G-CSF avait une inctgesur le risque hémorragique. Dans nos

modeles, I'effet neuroprotecteur du G-CSF est lpa¥sent et en bonne concordance avec les
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données de la littérature (Minnerup, 2008). En mete, cet effet neuroprotecteur n'a pas de
conséquences sur le risque hémorragique de la Hulgse, aggravé lors du traitement par G-
CSF. Ces résultats suggérent donc que si le centeghémique est nécessaire, ce n'est
probablement pas les lésions au niveau du parerelsgm, mais bien les Iésions au niveau de

I'unité neurovasculaire, qui sont impliquées.

En ce sens, nous démontrons pour la premiére ted’gdministration de G-CSF a des
conséquences déléteres sur le vaisseau, et ercupartisur la relaxation endothélium-
dépendante de l'artére cérébrale moyenne. En deleotsute condition ischémique, le G-CSF
induit une altération de la fonction endothéliatenparable a celle induite par le processus
d’ischémie/reperfusion cérébrale. En condition é&ulgue, I'effet vasculaire du G-CSF aggrave
la dysfonction endothéliale post-ischémique danndelele de MCAO, aggravation que I'on ne
retrouve pas dans le modele de complications hémigues, probablement en raison d'une
dysfonction endothéliale déja plus sévére aprdsmie/reperfusion et thrombolyse (Gautier et
al, 2003). L’aggravation du risque hémorragique lalethrombolyse en parallele de cette
dysfonction endothéliale est en faveur d’une pasgculaire importante dans les mécanismes en
jeu dans la survenue des complications hémorragiqpees la thrombolyse. Cependant, nos
résultats ne montrent pas de parallélisme entrggi@vation du risque hémorragique et
I'infiltration des polynucléaires dans la zone imia, puisque celle-ci est diminuée en cas de
traitement par G-CSF. Si le G-CSF permet de prévamiltration du parenchyme ischémié par
les polynucléaires neutrophiles rendant compte’eféei neuroprotecteur (Park et al, 2005),
I'effet de prolifération des polynucléaires neutndps pourrait expliquer les effets délétéres
vasculaires. Nous émettons donc I'hypothése d'ue dies polynucléaires dans le risque
hémorragique non pas par les lésions inflammataojuéks induisent en zone infarcie, mais bien

par les conséquences de leur activation au nivasculaire.

I.C. Dysfonction endothéliale : acteur ou marqueur?

Ces résultats sur I'implication du polynucléairaitnephile dans la physiopathologie de
I'ischémie cérébrale et des complications hémogaeg nous amenent a discuter de la part de la
dysfonction endothéliale. Au de l'ischémie myocqudi, cette méme problématique a été
soulevé (Laude et al, 2001) dans la mesure otwafatdis du myocarde n’est pas simplement une
pathologie du cardiomyocyte. Si la dysfonction ghdtiale coronaire post-ischémique a été
considéré comme une cible thérapeutique, cetteepbion a été secondairement remise en

question et la dysfonction endothéliale post-isaém est maintenant plus considérée comme
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un marqueur de phénomenes plus généraux. Il poemaétre de méme au cours de I'ischémie
cérébrale. Néanmoins dans nos différents modetegffat neuroprotecteur ne s’accompagnait
pas systématiquement d’'une prévention de la dystonendothéliale comme le montre nos
résultats lorsqu’on activait la lignée granulocsgaiCeci est d’ailleurs retrouvé avec d’autres
approches pharmacologiques ciblant notamment kEsstoxydant, voie physiopathologique
également impliqguée dans la dysfonction endotteliabdministration de la chalcone, un anti-
oxydant, a la phase aigué de l'ischémie entraimait diminution du volume d’infarctus sans
protection de la fonction endothéliale (Pétraulalet2004). De méme qu’au décours du temps,
on observe que la taille du volume d’infarctus tamtiminuer, témoin d’'une plasticité cérébrale,
sans pour autant avoir une récupération de la ifomatndothéliale (article N°6). Dans ce
contexte, la dysfonction endothéliale peut étréngiks a un index des altérations cérébro-
vasculaires. Sa prévention permettrait certes wagegtion optimale du tissu cérébral mais les
anomalies de la réactivité vasculaire ne semblent-ptre pas étre le principal acteur de la
physiopathologie de I'ischémie cérébrale. En ce skendysfonction endothéliale pourrait étre le
simple reflet des conséquences délétéres qu’'exdrdéermpolynucléaire neutrophile a l'interface

sang/vaisseau.

ll. Les récepteurs nucléaires PPARs

[I.A. Hypolipémiants, récepteurs PPAR et protectioncérébrale

[I.LA.1. Neuroprotection préventive

En raison de son expression au niveau neuronabcgtdire, endothéliale et musculaire
lisse, PPARa exerce des effets pléiotropes et constitue une pibarmacologique intéressante
afin d’interagir avec plusieurs voies physiopatigojoies de lischémie au sein de l'unité

neurovasculaire.

L’administration de fénofibrate pendant 14 joursezHe rat avant la réalisation de
I'ischémie entraine une diminution du volume d’irtfiais et prévient la dysfonction endothéliale
post-ischémique. Nous confirmons l'effet neuropctdar déja observé chez la souris. La
neuroprotection semble bien passer par les réaspRRARe puisqu’elle n'est plus présente
chez les souris KO PPAR-(Deplanque et al, 2003). Elle est par ailleursépwhdante de
I'action hypolipémiante du fénofibrate. Plusieurg@aanismes pouvaient expliquer les effets
neuroprotecteurs de la modulation des PRA&4 cours de I'ischémie cérébrale. D’'une part, au

niveau des voies du stress oxydant, le fénofibaatgmentait I'expression des enzymes anti-
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oxydantes tels que la Cu-Zn superoxyde dismutassi @ue les enzymes dépendants du
glutathion. D’autre part, le fénofibrate exercadsseffets anti-inflammatoires en inhibant
I'expression des protéines d’'adhésion ICAM-1 et \WGCA. Cet effet neuroprotecteur était
également retrouvé avec l'utilisation d’'un agoniptas spécifique des récepteurs nucléaires
PPAR9, le WY 14643. La neuroprotection s’accompagnaiingd’ diminution de la formation
des radicaux libres oxygeéeneés, de la NOS inductblde I'expression d'ICAM-1 (Collino et al,
2006).

Les effets des hypolipémiants, agissant selon towdésemblance via les récepteurs
nucléaires PPAR- s’apparent a ceux observés avec les glitazonesaaivient les récepteurs
PPARy. En effet, 'administration de pioglitazone (Shizneet al, 2005 ; Zhao et al, 2005 ; Zhao
et al, 2006), rosiglitazone (Chu et al, 2006) mbkment a la réalisation de I'ischémie prévenait
des altérations cérébrales post-ischémiques. Lies ypar lesquelles I'activation des récepteurs
PPARy exerce une protection cérébrale sont identiquesllas observées avec les récepteurs
nucléaires PPAR-: stress oxydant (augmentation de la Cu-Zn supdexdismutase) et
inflammation (diminution de [Iactivation microglal de Tlinfiltration des polynucléaires
neutrophiles, de la NOS inductible, de la COX 2)l(@an et al, 2007 ; Yi et al, 2007).

Au méme titre que le fénofibrate, nous avons évékféet d’'un autre hypolipémiant,
I'atorvastatine en traitement préventif de l'ischémérébrale. L'atorvastatine administrée a deux
doses différentes 10 et 20 mg/kg/jour pendant ltsjgréalablement a la réalisation de
I'ischémie diminuait de maniere dose-dépendant®lieme d’infarctus. Ces résultats confirment
ceux retrouvés dans la littérature. De nombreutgdeg expérimentales ont montré les effets
bénéfiques des statines. Ces effets passaientarteepar une augmentation de I'expression de
la NOS endothéliale au niveau vasculaire et deguelées, une diminution des marqueurs
d’activation des plaquettes, une augmentation dx fanguin cérébral (Endres et al, 1998 ;
Gertz et al, 2003). Parallelement a ces effets amatecteurs que nous avons observé,
I'atorvastatine a la dose de 20 mg/kg permettaipdenir la dysfonction endothéliale post-
ischémique. Ces résultats laissent a penser com@egdemment que pour obtenir une
prévention optimale de l'ischémie cérébrale, ur@egmtion des deux compartiments neuro-glial
et vasculaire est nécessaire. De plus l'effet dioifvastatine passerait de maniere indirecte par
I'activation des récepteurs nucléaires PPARemme en témoigne la perte de neuroprotection
observée chez des souris PPARO traitées par I'atorvastatine. Ces effets datirsgs médiés

par les récepteurs nucléaires PPARBRAt déja été évoqués (Paumelle et Staels, 2008).



DISCUSSION 172

[I.A.2. Neuroprotection préventive par le fénofibrate : Préconditonnement ou

effet aigu ?

hY

Pour déterminer si l'effet préventif du fénofibragouvait s’apparenter a un
préconditonnement ischémique a l'instar de ce dait ®bservé avec le lipopolysaccharide
bactérien, nous avons interrompu le traitement fpaofibrate 3 jours avant l'induction de
'ischémie. Cette interruption entrainait une pede neuroprotection en comparaison des
animaux traités pendant 14 jours mais une neuregtioh toujours significative par rapport aux
animaux non traités. De plus on observait une aggian de la dysfonction endothéliale post-
ischémique. Ces résultats suggerent qu’'une doubleqgtion de la paroi vasculaire et du tissu
parenchymateux est nécessaire pour obtenir un@pretection optimale. Il existe néanmoins
deux composantes a la protection induite par leffiérate. Une part parenchymateuse, malgré
I'interruption du traitement par le fénofibrate avd’ischémie, on observait toujours une
neuroprotection qui pourrait donc correspondre uméenpmene de préconditionnement
ischémique. A l'inverse, pour ce qui est du versaasculaire, en raison de I'aggravation de la
dysfonction endothéliale consécutive a l'arrét chitément, nous serions davantage en faveur
d’'un effet aigu du fénofibrate sur la fonction etigdiale. Ces résultats s’apparentent a ceux
observés avec les statines (Gertz et al, 2003) dpienla perte de neuroprotection était totale.
L’aggravation de la dysfonction endothéliale pesthiemique a l'arrét du fénofibrate ne passe
pas par les interactions leucocytes-endothéliuns tlamesure ou I'effet sur la protéine ICAM-1
persiste malgré l'arrét du traitement. Deux autngpotheses pourraient étre avancees. La
premiere met en jeu les mécanismes oxydatifs dansidsure ou leur implication dans la
dysfonction endothéliale post-ischémique est biémahtrée. L'autre hypothese serait une
diminution de I'expression de la NOS endothélialenme celle observée a l'arrét des statines,
mais qui reste a démontrer. Au-dela du mécanismegyekte partielle de I'effet protecteur
parallele a la perte totale de la protection vapelaouligne I'importance d'un effet mixte
parenchymateux et vasculaire pour obtenir I'effaiximal du fénofibrate en terme de protection
cérébrale, en bonne concordance avec les théoattannl'unité neurovasculaire au cceur de la

physiopathologie de I'ischémie cérébrale.

[I.A.3. Neuroprotection aigué

Dans le modeéle d’ischémie/reperfusion, le fénofibra la dose de 50 mg/kg/jour
pendant 72 heures apres l'induction I'ischémieanait une diminution du volume d’infarctus.
Dans des travaux précédents, un effet neuroproteacta fénofibrate en traitement post-

ischémique sur 24 heures n'avait pas été pas k&tr{Deplanque et al, 2003). Cependant le
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mode d’administration était différent et consistit deux injections intrapéritonéales a 1 et 6
heures aprés le début de I'occlusion de l'artérélmé@le moyenne, suggérant d’une part que le
fénofibrate nécessitait d’étre métabolisé en atédefibrique pour étre actif et d’autre part que

la durée de traitement était peut-étre trop couote induire une neuroprotection significative.

Au niveau vasculaire, nous avons observé que lautatdn des récepteurs PPAR-
par le fénofibrate & 50 mg/kg protégeait I'endatirél vasculaire. On peut expliquer cet effet
protecteur vasculaire a la dose de 50 mg/kg panfraes mécanismes qu'au niveau neuronal en
raison de I'expression endothéliale de PPARDe plus il a été décrit que le fénofibrate en
stabilisant TARNm de la NOS endothéliale pourraibntribuer a une prévention de la

dysfonction endothéliale post-ischémique (Goyd,e2G04).

[1.B. Effet sur l'inflammation parenchymateuse et vasculaire

Dans ce travail, nous nous sommes plus particoliéng intéressés a l'aspect anti-
inflammatoire de I'activation des récepteurs nucEsaPPARe. L’inflammation est devenue
une cible privilégiée dans le traitement de I'isuie cérébrale. La réponse inflammatoire ne
touche pas uniquement le neurone mais concerngehable de I'unité neurovasculaire : cellules

endothéliales et microgliales (Endres et al, 2008).

Parallélement aux effets protecteurs cérébrauxastulaires par le fénofibrate observés
précédemment, nous avons donc étudié différentctspe la réponse inflammatoire induite par
I'ischémie cérébrale. L’administration de fénofiter@endant 14 jours avant I'ischémie diminuait
I'expression d’ICAM-1, l'infiltration des polynuchéres neutrophiles au sein du tissu ischémié et
I'activation microgliale. Ces résultats témoigneet I'effet pléiotrope des récepteurs nucléaires
PPAR-alpha en interagissant sur les différents @timpents de I'unité neurovasculaire : le tissu
neuronal, la glie et la paroi vasculaire. Le fébfte permettrait de limiter le phénomene
inflammatoire en agissant sur les interactions #raiim et polynucléaires neutrophiles comme
le montrent la moindre infiltration des polynuckéai neutrophiles parallélement a la diminution

de I'expression d’'ICAM-1.

En traitement curatif, nous montrons pour la preenfeis I'effet du fénofibrate sur
différents aspects de la réponse inflammatoire égegar le polynucléaire neutrophile dans la
physiopathologie de I'ischémie cérébrale et darile aes complications hémorragiques. En

effet, par microscopie intravitale, nous montrons tjactivation aigué des récepteurs nucléaires
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PPAR<e induisait une prévention du rolling et de I'adloésieucocytaire au niveau artériolaire et
vénulaire. Ces effets étaient associés a une piéwepartielle de la dysfonction endothéliale
post-ischémique. Parallelement I'administration fénofibrate a la phase aigué de I'ischémie
diminuait linfiltration du tissu ischémié par lepolynucléaires neutrophiles, I'activation
microgliale dans les deux modeles expérimentauxnsD& modele de complications
hémorragiques de la thrombolyse, le fénofibratetgeait des altérations vasculaires post-
ischémiques mais réduisait surtout le nombre deptioations hémorragiques parallelement a
une prévention de linfiltration des polynucléainesutrophiles et de l'activation microgliale.
Plusieurs mécanismes pourraient expliquer I'effatdsique du fénofibrate sur la diminution du
risque hémorragique induite par le rt-PA. In vilereperfusion induite par la lyse du thrombus
généere un stress oxydant délétére pour le vaisstagui pourrait intervenir dans les
complications hémorragiques. Cette hypothése estodée par la diminution du risque de
complications hémorragiques en cas d’administratian piégeur de radicaux libres au moment
de la reperfusion par le rtPA (Lapchak et al, 200ao et al, 2001; Asahi et al, 2000). La
diminution du risque serait plus importante lors¢pipiégeur de radicaux libres est associé avec
un traitement a I’héparine, et associé en pluseanguroprotection (Zhao et al, 2001). De méme
la génese de plasmine et l'activation par le rtPAItces systemes protéolytiques, comme les
métalloprotéinases, sont corrélées a une ouvedmirla barriere hémato-encéphalique et a un
risque majoré de complications hémorragiques (Aretaal, 1997; Fukuda et al, 2004). Le role
des MMPs est en patrticulier bien étayé dans laeswre des complications hémorragiques par
rupture de la BHE, confirmant ainsi le réle de E@ vasculaire (Sumii et Lo, 2002, Aoki
2002). Expérimentalement, l'inhibition de la mépalotéinase-9 atténue la survenue des
hémorragies induites par le rtPA (Lapchak et aQ®0Lapchak et Araujo , 2001, Murata et al,
2008) et en clinique, l'activité plasmatique derlétalloprotéinase 9 est prédictive d'un risque
hémorragique au cours de la fibrinolyse (Castelastaal, 2003; Montaner et al, 2003).

L’inflammation est devenue une cible privilégiéenslale traitement de lischémie
cérébrale. La réponse inflammatoire ne touche paquament le neurone mais concerne
I'ensemble de I'unité neurovasculaire : celluled@héliales et microgliales (Endres et al, 2008).
La microglie et les macrophages activés sont caepalde sécréter une grande variété de
molécules impliquées dans les phénomenes inflamreat@ertaines cytokines tels qu’IL-1, IL-
6, TNF et TWEAK participeraient a I'extension désibns ischémiques. De plus, le NO produit
par les différentes isoformes de NOS jouent un rélgalement important dans la
physiopathologie de I'ischémie cérébrale. La NO&uatible exprimée dans les leucocytes et les

macrophages conduiraient a la production de NOtayas conséquences déléteres notamment
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via la formation de peroxynitrite. Au cours de ¢iemie cérébrale, I'inflammation est a relier a
la régulation de I'expression de certains genesotgamment les voies de transduction telles
gu’'PA-1 et NF«xB. C’est pour cela que les récepteurs nucléairgSRBRconstituent une cible
pertinente de neuroprotection et de vasculopratectis sont en effet exprimés dans le vaisseau
a différents niveaux : cellules endothéliales (BstBailey, 2000 ; Marx et al, 1999 ; Lee et al,
2000), cellules musculaires lisses (Poynter et Bayh998 ; Staels et al, 1998). L’activation des
récepteurs nucléaires conduisaient a une diminud®r’expression des protéines d’adhésion
ICAM-1 (Cuzzocrea et al, 2004), VCAM-1 (Jacksonatt 1999 ; Marx et al, 1999), & une
inhibition de la libération de cytokines pro-inflamatoires tels que IL-6 ou de I'expression de la
COX-2 (Staels et al, 1998 ; Delerive et al, 19¥)ncernant la microglie, peu d’études se sont
intéressés a l'effet de I'activation des réceptdRPfARa sur la microglie. Une étude a montré
que le gemfibrozil inhibait I'induction de cytokinoinflammatoires, entrainant la libération de
NO et I'expression de la NOS inductible par sur a@edtures primaires d'astrocytes. La
littérature est plus abondante pour les réceptauckaires PPAR- Les effets protecteurs de la
pioglitazone (Zhao et al, 2005), de la troglitazgBendararajan et al, 2005) passeraient entre

autre par une diminution de I'activation de la roglie et des macrophages.

Comme nous l'avons vu précédemment, les réceptauckaires PPAR:- interférent
avec les voies de libération de cytokines pro-ifizatoires. On peut alors se poser la question
du site d'action préférentielle du fénofibrate. Ques données de la littérature suggerent que
l'inflammation post-ischémique pourraient avoir desiséquences délétéres non seulement sur
le tissu cérébral mais aussi sur les tissus péigpres. Il a été montré qu’au décours d’'une
ischémie cérébrale, on pouvait observer une dysifomendothéliale des artéres mésentériques
(Martinez-Revelles et al, 2008). La production essiee de radicaux libres et la libération de
cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et ILB) pourraient expliquer cette dysfonction. L’effeteq
I'on observe avec le fénofibrate pourrait étrerdgultante d’'une action systémique sur les
phénomenes inflammatoires. Cet effet périphériqugalement été démontré par la mise en
évidence d’une prévention, par le fénofibrate defiltration des polynucléaires neutrophiles
observée dans le tissu hépatique apres une iscloéndéierale (résultats non montrés, obtenus en
collaboration avec Daniel Anthony, Université d'Osd). Cet effet périphérique pourrait étre
une des composantes de l'action du fénofibrate @amp&ment de son action neuronale ou
vasculaire. L’action neuronale possible est monpael’effet de I'injection de microparticules
contenant du fénofibrate directement dans le g€sabral qui induit une diminution importante

du volume d’infarctus (Klose et ah press$. Au plan vasculaire, des travaux sur un modele in
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vitro de BHE ont montré que I'application d’acidénbfibrique préalablement a I'ischémie
(simulée par une déprivation d’oxygene et de glargsévenait I'ouverture de la BHE par une

action endothéliale (collaboration avec Roméo Celtichuniversité d’Artois).

lll. Perspectives cliniques et thérapeutiques

Nos résultats ont eu ou peuvent avoir un tripledotpclinique et thérapeutique : (i) les
données expérimentales de protection préventive-tmdent les résultats cliniques montrant
une protection préventive induite par les hypoli@ts ; (i) le réle du polynucléaire
neutrophile dans la physiopathologie de I'ischéetieles complications hémorragiques incite a
I'étudier comme un biomarqueur potentiel ; (iii)d@monstration de I'effet aigu du fénofibrate

conduit a proposer son évaluation a la phase aigi&VC comme agent neuroprotecteur.

[lI.A. Protection préventive et hypolipémiants

Au-dela de la prévention de survenue par les hgpoliants, nos résultats sous-tendent
I'observation que cette classe médicamenteuseipéuire une protection préventive, mise en
évidence par une moindre sévérité de l'ischémiélréte. Concernant les hypolipémiants et les
AVC, il existait un étrange paradoxe. Bien que helestérol soit un facteur de risque dans les
maladies cardiovasculaires et les infarctus du gl I'association entre cholestérol et
ischémie cérébral est tres contreversée. Les étgpieemiologiques et observationnelles ne
montraient pas d’association claire entre le tagiclaolestérol et les causes d’AVC. Cependant
des études cliniques ont montré que les statindmisdit les événements vasculaires en
prévention primaire et secondaire dans les maladmsenaires. La plupart de ces études
incluaient les AVC et accidents ischémique tram&t comme événements primaire ou
secondaire. En dépit du fait que dans ces cohdlrt@ayait pas été montré d’association entre le
taux de cholestérol et les AVC, il était tout denmeéobservé que les statines réduisait
I'incidence des AVC de 25 a 30 %. L'étude SPARCEta la premiere étude clinique sur les
statines spécifiguement chez les patients qui avare AVC ou accident ischémique transitoire.
L’étude recrutait des patients qui avaient des taarnaux de cholestérol au début de I‘étude et
qui n'avaient pas de maladies coronaires. Les miatiétaient randomisés et recevaient de
I'atorvastatine (80mg/jour) ou le placebo. Pendast5 ans de suivi en moyenne, I'atorvastatine
réduisait I'incidence des récidives d’AVC. Cependan’a pas été mis en évidence de lien entre

les taux de base de LDL-cholestérol et le risqée/€ (Amarenco et al, 2008).
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Plusieurs études rétrospectives ont montré queise d’'une statine préalablement a la
survenue d’un accident ischémique cérébral étasba& a une séveérité moindre de la
symptomatologie clinique (Sanossian and Ovbiage7). Dans une étude cohorte prospective,
il a été mis en évidence dans une population de @fifents ayant présenté un accident
ischémique sus-tentoriel, un score NHK1 5 traduisant une faible sévérité clinique était
significativement associé a la prise d’hypolipémian a un exercice physique régulier avant
I'accident ou a des antécédents d’accident ischéenicansitoire (Deplanque et al, 2006). Dans
une étude en cours (protocole Biostroke), une [im@ entre la neuroprotection préventive
induite par les hypolipémiants et une modificatitas marqueurs d’hémostase et d’'inflammation
est actuellement recherchée. Plus récemment, dwzdtients de I'étude SPARCL ayant
présenté un accident ischémique cérébral, il anététré que la sévérité était significativement

moindre dans le groupe traité par atorvastatineoemparaison du groupe placebo.

[11.B. Le polynucléaire neutrophile : un biomarqueur potentiel ?

En dehors des analyses volumétrigues en imagees,nthrqueurs biologiques et de
souffrance cérébrale, liés aux voies physiopathglegs de l'ischémie cérébrales pourraient
avoir un intérét diagnostique, mais aussi au plamgstique (index de sévérité) ou au plan
prédictif, en particulier pour anticiper les patem risques de complications hémorragiques
induites par la thrombolyse. Une premiére étudeoatré qu’une concentration plasmatique de
MMP-9 élevée est associée a un risque accru de lmatigns hémorragique. Plus récemment,
I'étude BRAIN a permis d’identifier un certain norebde marqueurs de souffrance cérébrale :
MMP-9, facteur natriurétique cérébral, le D-dimdeeS10¢ (Laskowitz et al, 2009). Il reste a
tester la prédictibilité de ces marqueurs au plegrbstique mais aussi la sensibilité de ces
marqueurs vis-a-vis de molécules potentiellementoprotectrices. De part son accessibilité et
son implication dans la physiopathologie de l'isoigécérébrale, le polynucléaire neutrophile et
son évolution au décours de la survenue d’'une isiEhéérébrale, comme le suggere une étude
(Buck et al, 2008). Au dela du seul dosage, ipestsible de mettre en culture les polynucléaires
neutrophiles et d’appliquer des substances, comené-RA, pour doser la libération de
médiateurs chimiques (Cuadrado et al, 2008). Un d&leloppement pourrait permettre
d’envisager I'utilisation du polynucléaire neutrdph comme biomarqueur, sous réserve de la

démonstration d’'une sensibilité vis-a-vis de ls@ule certains médicaments.
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[1I.C. Le fénofibrate en traitement aigu ?

A ce jour, dans I'ischémie cérébrale, aucun traéet évalué en cliniqgue n’a été validé.
La plupart des traitements avait pour objectif awant une protection du tissu neuronal. Tous
ces approches se sont soldées par des échecst diufes fenétre thérapeutique trop courte,
d'une toxicité des agents étudiés, d’'une mauvaiaasktion a la clinique. Dés lors des
recommandations ont été publiés dans la conduigssétudes précliniques pour pallier les
échecs en clinigue humaine. Le NXY-059, une mokéuhction vasculaire préférentielle, a été
la premiére molécule qui a été testée selon lesnme@andations STAIR. Ce dernier avait une
action purement vasculaire. Bien que la premieveléétSAINT | ait montré un bénéfice sur
I'ischémie cérébrale et le handicap, la deuxiernde&h’a pu confirmé ces résultats, conduisant a
'arrét du développement du produit. Dés lors, dédde protéger I'ensemble de ['unité
neurovasculaire semblait étre incontournable et¢ssaire pour aboutir a une issue favorable en
clinique. Parmi d’autres molécules comme l'albumigei est en cours d’évaluation, le
fénofibrate par son action mixte sur le vaisseale gitarenchyme cérébral serait un candidat
intéressant. Comme nous l'avons vu, le fénofibratelule la voie inflammatoire et notamment

les interactions leucocyte-endothélium.

Des stratégies visant a limiter les interactions gelynucléaires neutrophiles avec la paroi
vasculaire ont déja été étudiés. C'est le cas @difhomab, un anticorps murin anti-ICAM-1.
Les études précliniques avaient montré des résutigdressants mais la translation en clinique
s’est révélée infructueuse. Dans l'essai clinigoacerné, il était observé une plus grande
mortalité dans le groupe traité ainsi qu’'une audgaten des effets indésirables a type de fievre
ou d'infections. Un retour en préclinique a monti@e cet anticorps murin activait les
polynucléaires et le complément pouvant expliqesr éffets déléteres observés en clinique.
Dans notre cas, le fénofibrate est une moléculenvertialisée depuis une quarantaine d’années
et est responsable de peu d'effets indésirablesmbde d’action serait similaire a celui de
I'enlimomab mais en évitant les risques d’effetd@sirables immuno-allergiques liés a la nature
du produit. Le fénofibrate en diminuant I'expressides protéines d’adhésion, limiterait les
interactions leucocytes-endothélium et serait y@rache thérapeutique plus sdre. De plus nos
résultats dans le modele de complications hémayuagi suggéerent que le fénofibrate serait un
traitement adjuvant potentiel de la thrombolyse.ntige en place d’'une étude serait pertinente
mais la mise en ceuvre d’une telle étude ne peatféite qu'au plan académique en regard du

fait que le fénofibrate est tombé depuis longtedgrss domaine public.
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Conclusion

Au sein de l'unité neurovasculaire, nous avons d#réague les leucocytes, et plus
particulierement les polynucléaires neutrophilesajent un réle important dans I'inflammation,
tant vasculaire que parenchymateuse qui conduit l@égions cérébrales. lls participent
notamment aux altérations vasculaires post-ischéesiginsi qu’au risque hémorragique de la
thrombolyse. Nos travaux soulignent ainsi que ldgrucléaires neutrophiles exerceraient leurs
effets déléteres préférentiellement a linterfa@nggvaisseau. Ces interactions leucocytes-
endothélium représentent une cible pertinente degtion aussi bien de la paroi vasculaire que

du tissu cérébral.

Les récepteurs nucléaires PPARfyeprésentent expérimentalement une stratégie
thérapeutique potentielle de protection de la paasculaire et du tissu cérébral en modulant les
interactions leucocytes-endothélium de maniére réatlk en diminuant I'expression des
protéines d’adhésion. Le fénofibrate, comme d'ausretivateurs synthétigues PPAR-alpha, étant
utilisé en thérapeutique, offre des perspectivasageles intéressantes visant a étudier les effets
bénéfiques du fénofibrate pour diminuer le risque abmplications hémorragiques de la
fibrinolyse et augmenter sa fenétre d’utilisatibérapeutique.
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Article history: In a model of 1 hour-intraluminal occlusion of rat middle cerebral artery (MCA), we
Accepted 2 February 2008 investigated the spontaneous recovery of vascular functions and functional deficit together
Available online 13 February 2008 with ischemia volume evolution at 24 h, 3 days and 7 days of reperfusion. Infarct cerebral
volumes and edema were quantified with histological methods. Endothelium-dependent
Keywords: and smooth muscle potassium inward rectifier current (Kir2.x)-dependent relaxing
Cerebral ischemia responses of MCA were tested using Halpern arteriograph and Kir2.x current density
Neurological deficit evaluated on MCA myocytes with whole-cell patch-clamp technique. Sensorimotor recovery
Cerebral vessel was estimated according to performances obtained with adhesive removal test and
Potassium channel prehensile traction test. A time-dependent improvement of smooth muscle K*-dependent
Antioxidant agent vasorelaxation and Kir2.x current density is observed at 7 days of reperfusion while

endothelium-dependent relaxation is still impaired. In parallel a significant reduction of
functional deficit is observed at 7 days of reperfusion together with a time-matched
reduction of striatal infarct and edema volumes. Administration of an antioxidant agent,
stobadine, at time of reperfusion and 5 h later allowed: (i) a neuroprotective effect with a
significant reduction of infarct size compared to vehicle-treated rats; (ii) a prevention of
endothelial-dependent relaxation and Kir2.x current density reductions of MCA ipsilateral to
occlusion; (iii) a hastening of the functional recovery. The beneficial effect of stobadine
underlines a link between vascular protection, neuronal protection and sensorimotor
recovery that could become a promising pharmacological target in the treatment of cerebral

ischemia.
© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction according to the localization and the size of infarct. As soon as
cerebral blood flow (CBF) is interrupted, brain functions cease
Stroke is the leading cause of disability in industrialized within seconds leading to irreversible damage to cellular con-
countries and causing serious neurological deficits developed stituents within minutes. The perfusion deficit affected the
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ischemic territory constituting two different regions depend-
ing on cerebral blood flow value: the ischemic core (CBF<20%
below normal value) where neurons are definitively dead and
the penumbra zone (20%<CBF <40% of normal value) where
neurons have the possibility to recover from the damaged
processes for all that the reperfusion is quickly initiated. This
blood flow reduction is correlated with the severity of brain
damage and associated to functional deficits (Bastide et al,,
1999; Bastide et al., 2007). Despite the paradox from reperfu-
sion injury, preservation of surviving cells, tissue repair and
functional recovery largely depend on appropriate restoration
of local blood flow supply. In rats, middle cerebral artery oc-
clusion (MCAO) induces lesions in cortical and striatal regions
involved in the processing of sensorimotor information and
ischemic animals show behavioural abnormalities that could
be scored by specific tests (Zausinger et al., 2000). In humans
as well as in rats, some, albeit variable, functional recovery is
observed over time and is associated with brain plasticity. The
challenge is now to improve this functional recovery in terms
of rapidity and performance. Our hypothesis is that the resto-
ration of normal vascular functions of pial arteries after
ischemia/reperfusion, using a pharmacological agent, could
limit the extent of lesion and improve the post-ischemic re-
covery of animals.

It has been reported that ischemia/reperfusion episode is
associated with vascular functional impairments of occluded
artery resulting in an inadequate and uncontrolled cerebral
blood flow due to: (i) reduction of Ba-sensitive Kir2.x current
density on smooth muscle cells; (ii) loss of relaxation mech-
anisms induced by the activation of smooth muscle inward
rectifier potassium channel (Kir2.x); (iii) reduction of the
endothelium-dependent vasorelaxation response to acetyl-
choline; (iv) loss of the myogenic tone (Bastide et al., 1999;
Cipolla et al., 1997; Cipolla and Curry, 2002; Marrelli et al., 1998).
Previous results have demonstrated that reperfusion step
seems to be a determining mechanism in the outcome of the
injury of vascular wall since ischemia alone could not impair
the smooth muscle-dependent vasorelaxation and the Kir2.x
current density but only induced a partial reduction of the
endothelium-dependent relaxation (Pétrault et al., 2004). The
vascular impairments of large pial vessels could worsen cere-
bralinfarctlesions particularly in penumbra zone by a reduced
blood delivery to parenchymal arterioles. Cerebral cells could
recover as soon as reperfusion is restored even though the
reset of oxygenated blood flow at the onset of reperfusion ge-
nerated large amounts of reactive oxygen species (ROS) largely
exceeding the intrinsic antioxidant properties of the cells and
inducing cellular damages in brain tissue and cerebral vessels
(Kontos, 2001).

Based on previous studies, we tested here the potency of
stobadine (STO) [((-)-cis-2,8-dimethyl-2,3,4,4a,5,9b-hexahydro-
1H-pyrido[4,3-b]-indole)] to improve cerebral vessels functions
and functional deficit, at three different post-ischemic times
(24 h, 3 days, 7 days). STO has been shown to possess inter-
esting properties useful in our topic particularly a protective
effect against lipid peroxidation induced by oxidative stress.
Moreover it possessed scavenging properties towards hydro-
xyl, peroxyl and alkoxyl radicals, quenched singlet oxygen and
preserved oxidation of SH groups (Horakova et al., 1991; Pomfy
et al., 1995; Stolc et al., 1997; Horakova and Stolc, 1998). STO

has also shown aortic endothelial protective effect on ische-
mia/reperfusion induced injury (Sotnikova et al., 1998). All
together, these pharmacological properties pointed out STO as
a good candidate to improve cerebrovascular functions. The
aim of our study was to evaluate in a MCAO rat model the
concomitant evolution over time (24 h, 3 and 7 days reperfu-
sion) of vascular impairments, cerebral lesions and functional
deficit.

2. Results

2.1.  Time-course evolution of cerebral lesions and intrinsic
functional recovery

In rats treated with vehicle (VEH), there was a significant re-
duction of striatal infarct and edema volumes at 7 days of
reperfusion (p<0.005) and no significant difference observed
for total and cortical infarct volumes. At day 3, there was a non
significant trend in increase of total and cortical infarct
volumes (Fig. 1A). Performances to the adhesive test removal,
used to quantify the sensorimotor impairment of the rats after
ischemia/reperfusion, show no difference on the score value
obtained by the SHAM-VEH animals before and after surgery
(score=5). With VEH-treated ischemic/reperfused (IR) rats, the
score is rather low after 24 h reperfusion and progressively
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Fig. 1 - Evolution of brain infarcts and edema volumes after
MCAO at 24 h, 3 and 7 days post-ischemia from
vehicle-treated and stobadine-treated animals. (A) Effect of
vehicle on total, cortical, striatal infarct volumes and edema
volume (24 h n=18; 3 days n=8; 7 days n=10). (B) Effect of
stobadine administration on total, cortical, striatal infarct
volumes and edema volume (24 h n=17; 3 days n=10; 7 days
n=17). Values are meanz+s.e.m. *p<0.05, **p<0.05.
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Fig. 2 - Evolution of behavioural functional performances
after MCAO at 24 h, 3 and 7 days post-ischemia of
vehicle-treated and stobadine-treated animals. (A) Adhesive
removal test scores obtained with vehicle- or
stobadine-treated animals. (B,C) Prehensile traction test
expressed as the time spent on rope (B) and by a score (C).
(Vehicle-treated rats: 24 h n=8; 3 days n=6; 7 days n=6;
stobadine-treated rats: 24 h n=8; 3 days n=7; 7 days n=13)
Values are meanzs.e.m. *p<0.05, **p<0.05.

increased, reaching a significant intrinsic recovery. After 7 days
of reperfusion, performance score is 3.83+0.47 compared to a
score value of 5 obtained by SHAM animals suggesting that

at 7 days, impairment subsisted due to persistent important
ipsilateral lesions (Fig. 2A). In the stobadine-treated IR rats, a
progressive reduction of striatal infarct and edema volumes is
observed over the time of reperfusion, with statistical sig-
nificance at 3 days reperfusion concerning striatal infarct
volume. Compared to vehicle-treated animals, stobadine pre-
vented the increase trend of total and cortical lesions vol-
umes occurring at 3 days of reperfusion (Fig. 1B). At each
reperfusion time, infarct and edema volumes are basically
smallerin IR-STO treated rats compared to IR-VEH rats (Table 1).
This decrease reached statistical significance for cortical and
edema volumes at 24 h reperfusion and for total infarct at 3 days
of reperfusion. At 7 days of reperfusion, total and cortical in-
farct volumes were further reduced in IR-STO treated ani-
mals compared to IR-VEH even if it is not statistically significant
(Table 1).

The test of prehensile traction appraised the motor impair-
ment of the rats after ischemia/reperfusion (Fig. 2B and C). After
surgery, IR-VEH rats demonstrated a very low score at 24 h and
3 days reperfusion associated to a short time spent on the rope
and 7 days of reperfusion were necessary to observe a significant
increase of score value (1.50+0.64) even if it remained smaller
than the maximal value of 5 obtained by SHAM animals. The IR-
STO animals better performed to both adhesive removal test
and prehensile traction test, since they significantly improved
their performance at 3 days of reperfusion. Longer reperfusion
time (7 days) did not allow any further significant improvement.
An equivalent recovery stage was obtained with and without
antioxidant treatment but is significantly hastened by acute
stobadine treatment (Fig. 2A, B, C).

2.2. Time course evolution of Kir2.x current density
after IR

Kir2.x current density was measured in freshly isolated smooth
muscle cells (SMC) originated from MCA of SHAM-VEH and
SHAM-STO and from right MCA of IR-VEH and IR-STO animals at
24 h, 3 and 7 days reperfusion. The capacitance values were not
different among the different groups: 19.39+0.68 pF (n=9 cells,
4 rats) for SHAM-VEH cells, 20.53+0.71 pF (n=11 cells, 6 rats),
21.16+0.75 pF (n=7 cells, 5 rats) and 22.92+1.02 pF (n=6 cells, 5
rats) at 24 h, 3 and 7 days of reperfusion respectively for IR-VEH
rats and 21.21+0.31 pF (n=9 cells, 4 rats) for SHAM-STO rats and
21.22+0.65 pF (n=16 cells, 6 rats) for IR-STO rats. The Kir2.x
density values obtained by SHAM animals at 24 h, 3 and 7 days
reperfusion are stable through the time and pooled together.

Table 1 - Infarct and edema volumes (mm?®) at 24 h, 3 days and 7 days of reperfusion of vehicle-treated and stobadine

treated rats

Volumes 24h 3 days 7 days
(mm?)
VEH STO VEH STO VEH STO
n=18 n=17 n=8 n=10 n=10 n=17
Total infarct 215.62+14.68 177.01+15.20 243.79+28.67 168.80+14.00* 191.09+22.80 144.54+16.64
Cortical infarct 157.20+14.46 114.71+14.56* 189.27 +£23.99 119.00+13.49* 149.21+20.50 106.92 +14.37
Striatal infarct 58.44+2.73 62.29+2.21 59.25+2.37 49.80+2.30 41.88+3.54 37.62+2.73
Edema 104.05+14.07 72.34+7.82* 111.81+16.26 74.13+9.18* 32.33+6.43 31.31+6.54

*p<0.05 STO vs VEH.
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On Fig. 3A, were plotted on histogram the mean Kir2.x cur-
rent densities of the VEH-treated animals (SHAM-VEH, IR-VEH
at 24 h, 3 days, 7 days reperfusion) at —135 mV, potential in-
ducing the maximal Kir2.x current amplitude. The previously
described drasticreduction of Kir2.x current density recorded on
IR-VEH SMC after 24 h reperfusion was confirmed, —-0.49+
0.21 pA/pF versus —1.22+0.47 pA/pF on SHAM-VEH (p<0.01). On
SMC obtained from IR rats sacrificed at 3 days and 7 days of
reperfusion, the Kir2.x current density progressively and spon-
taneously recovered through the 7 day post-ischemia period
(current-voltage relationships in inset on Fig. 3A) and Kir2.x
current densities of SHAM-VEH and IR-VEH at 7 days are su-
perimposed. The current densities expressed versus potential
ramp values (IV curve) obtained on vehicle- or stobadine-treated
rats at 24 h reperfusion are plotted on Fig. 3B. Well-super-
imposed IV curves obtained on SHAM-VEH and SHAM-STO SMC
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underlined the absence of effect of stobadine on basal Kir2.x
amplitude. On IR rats, administration of STO allowed a whole
prevention of the Kir2.x IR-induced reduction as described by
the superimposition of IV curves of IR-STO, SHAM-VEH and
SHAM-STO animals and by the density values at -135 mV
(-1.11+0.61 pA/pF, p<0.01 IR-STO vs IR-VEH, Fig. 3B).

2.3. Control of active properties of SHAM and IR middle
cerebral arteries

To ensure the active properties of the MCA in SHAM and
ischemic animals, we tested: (i) the contractility of the vessels
in response to 5-HT; (ii) the smooth muscle-dependent rela-
xation in response to sodium nitroprusside (SNP); (iii) the rest
diameter; (iv) the myogenic tone in response to pressure in-
crease. The absence of differences among SHAM animals at
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Fig. 3 - Post-ischemic time course of Kir2.x current density, of smooth muscle and endothelium-dependent relaxation
alterations in vehicle-and stobadine-treated animals. (A) Mean current densities measured at a potential of —-135 mV recorded
on smooth muscle cells originated from SHAM-VEH (n=8) and I/R-VEH (24 h n=8; 3 days n=7; 7 days n=6). *p<0,05 vs IR-VEH.
Inset IV relationships on smooth muscle cells from rats sacrificed at 24, 3 or 7 days post-ischemia. (B) Mean Kir2.x current
densities (pA/pF)-potential (mV) relationships recorded from SMC vehicle-treated SHAM (n=9) and IR animals at24 h
post-ischemic (n=6) and from stobadine-treated SHAM (n=9) and IR animals at 24 h post-ischemic (n=16). (C) Mean values of
Ba-sensitive K-induced relaxations developed by MCA from SHAM animals (n=14) and from IR rats sacrificed a 24 h, 3 and

7 days of reperfusion (24 h n=13, 3 days n=10, 7 days n=9). Inset Representative examples of recordings of diameter changes in
response to 15 mM KCl and 75 pM BaCl, additions of K*-dependent relaxation traces on MCA from SHAM animals and on
MCA from rats sacrificed at 24 h reperfusion. (D) Mean values of Ba-sensitive K-induced relaxations developed by MCA from
SHAM animals and from IR animals at 24 h, 3 and 7 days of reperfusion. SHAM-STO (n=20), I/R-STO (24 h n=8, 3 days n=>5,

7 days n=6). Values are meanz+s.e.m; “p<0.05.
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Table 2 - Active properties of middle cerebral artery

SHAM-VEH IR-VEH SHAM-STO IR-STO

24h 3 days 7 days 24h 3 days 7 days
Contractility to 47.46+2.76 33.26+2.45" 32.85+2.40™  44.45+5.63 51.31+3.09 35.55+4.33"  37.72+5.44* 50.55+4.40
5-HT (%) n=5 n=6 n=>5 n=5 n=9 n=4 n=4 n=5
Rest diameter 172.58+9.84 198.00+6.78"  224.40+8.93" 202.33+8.19* 166.13+5.38 195+9.21* 206.20+14.27** 152.80+6.18"
(nm) n=12 n=7 n=5 n=6 n=15 n=4 n=5 n=5
SNP-relaxation 123.21+14.40 125.81+10.53 125.74+13.31 144.98+19.56 122.98+16.23 141.20+17.22 81.53+15.93 140.00+49.21
(%) n=11 n=13 n=9 n=9 n=15 n=7 n=4 n=6

*p<0.05 IR-VEH vs SHAM-VEH or IR-STO vs SHAM-STO.
*p<0.005 IR-VEH vs SHAM-VEH or IR-STO vs SHAM-STO.
#p<0.05 time-matched IR-VEH vs IR-STO.

24 h, 3 days and 7 days reperfusion let us to pool together the
values obtained at these different times. In vehicle-treated
animals, IR MCA developed a reduced response to 5-HT at 24 h
and 3 days reperfusion compared to SHAM animals which re-
covered at 7 days. SNP-dependent relaxation was not modified
by ischemia-reperfusion. On the other hand, IR MCA was sig-
nificantly dilated since rest diameter is significantly increased
after IR through the 7 days with no recovery (Table 2, left part).
Myogenic tone is drastically reduced after IR at 24 h and 3 days
of reperfusion but completely recovered at 7 days with super-
imposition of contraction curves of SHAM and 7 days reperfu-
sion animals (Fig. 4A).

As in vehicle-treated animals, active properties of the MCA
in SHAM and ischemic STO-treated animals were tested. The
absence of differences among SHAM animals at 24 h, 3 days
and 7 days reperfusion let us to pool together the values ob-
tained at these different times. IR-STO MCA developed reduced
response to 5-HT with a total recovery at 7 days reperfusion.
SNP-relaxation was not modified in STO-treated animals by
ischemia-reperfusion. On the other hand, rest diameter is sig-
nificantly increased after IR at 24 h and 3 days reperfusion but
significantly recovered at 7 days (Table 2, right part). Myogenic
tone is impaired after IR at 24 h, 3 days but at 7 days it com-
pletely recovered as shown by the superimposition of contrac-
tion-TMP curves of SHAM-STO and IR-STO (Fig. 4B).

2.4.  Time course evolution of smooth muscle K*-dependent
vasorelaxation after IR

Application of 15 mM of KCl in the superfusate allowed a va-
sodilation of MCA inhibited by the following addition of 75 uM
of BaCl, and estimated at 34.30+5.49% (n=13) on SHAM-VEH
animals when after 24 h reperfusion, the vasodilation is li-
mited to 16.39+4.29% (n=10) on right MCA of VEH treated
animals (relaxation traces illustrated in insets of Fig. 3C). As
illustrated on histogram, for IR-VEH rats sacrificed at 3 days or
7 days of reperfusion, the KCl-induced relaxation became
progressively more important until a total recovery at 7 days
(38.15+7.04%, n=9).

Ba-sensitive KCl-induced relaxation of MCA obtained for
SHAM-STO and IR-STO at different reperfusion times has been
illustrated on Fig. 3D. In STO-treated IR rats, the alteration of
smooth muscle-dependent vasodilation was still present after
24 h reperfusion (11.01+1.86%, n=7, Fig. 3D) and in SHAM-STO
animals this vasodilation was comparable to SHAM-VEH ani-

mals (26.29+5.61%, n=10 vs 34.29+5.48, n=14). In IR-STO ani-
mals, the restoration of Ba-sensitive KCl-relaxation is more
rapidly obtained at a period of 3 days of reperfusion, a value
of 26.05+12.79% is reached, similar to the value obtained at
7 days of reperfusion in IR-VEH treated animals.
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Fig. 4 - Evolution of responses of middle cerebral arteries
(MCA) to transmural pressure increase at different times of
reperfusion compared to SHAM animals. (A) MCA responses
of vehicle-treated animals (SHAM-VEH: n=11; I/R-VEH: 24 h
n=6; 3 days n=5; 7 days n=5). ‘p<0,05 vs SHAM-VEH. (B) MCA
responses of stobadine-treated animals (SHAM-VEH: n=9;
I/R-VEH: 24 h n=4; 3 days n=4; 7 days n=5). "p<0,05 vs
STO-VEH).
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2.5. Time course evolution of endothelial-dependent
vasorelaxation after I/R

Endothelial relaxation function of MCA was tested by applica-
tion of acetylcholine on 5-HT-preconstricted arteries. Addition
of acetylcholine (ACh) induced a vasodilation of MCA from
SHAM animals at 3.10° M ACh of 23.74+2.19% (n=9) of in-
creased diameter (Fig. 5A). As no difference existed in SHAM-
animals MCA endothelial vasodilation at the different intervals
of sacrifice, the mean value for SHAM MCA was plotted on the
histogram. Right MCA from IR-VEH showed a significant reduc-
tion of the ACh-induced vasodilation with a value at 3.107> M of
ACh of 12.31+1.42% (n=6) of increased diameter. This alteration
of ACh-dependent vasodilation is maintained at 3 and 7 days of
reperfusion without any improvement.
Endothelium-dependent relaxation is tested on STO-trea-
ted rats. 3.10"” M ACh induced a vasodilation on IR-STO MCA
at 24 h, 3 and 7 days reperfusion of 20.72+2.63%, 18.01+3.3%,
19.64+2.96% respectively, comparable with amplitude relaxa-
tion obtained on SHAM animals (23.74+2.19%) demonstrating
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Fig. 5 — Post-ischemic time course of
endothelium-dependent relaxation alterations in

vehicle- and stobadine-treated animals.

(A) Endothelial-dependent relaxation in response to ACh
(3.107> M) by measurements of the percent of diameter
increase of MCA originated from SHAM-VEH (n=8), I/R-VEH
(24 h n=6; 3 days n=5; 7 days n=6). *p<0,05 vs SHAM-VEH.
(B) Endothelial-dependent relaxation in response to ACh
(3.107> M) by measurements of the percent of diameter
increase of MCA originated from SHAM-STO (n=8), I/R-STO
(24 h n=4; 3 days n=5; 7 days n=5). ‘p<0,05 vs SHAM-STO.

the total protective effect of STO on endothelial-dependent
relaxing capacity in IR-induced impairment (Fig. 5B).

3. Discussion

Transient middle cerebral artery occlusion induces functional
deficitassociated to neuronal and vascular lesions (Bastide et al,,
1999, 2003; Pétrault et al., 2004). In this study we provide the first
evidence of a parallel and partial recovery of vascular smooth
muscle lesions, neuronal lesions and functional deficit through
a 7 day post-ischemic reperfusion period. Furthermore, our data
suggest that these recovery mechanisms could be enhanced and
hastened by the administration of a pharmacological agent, the
stobadine. The following observations are consistent with the
beneficial effect of STO: (1) global reduction of infarct and edema
volumes; (2) hastening of functional deficit recovery; (3) total
prevention of smooth muscle Kir2.x current density reduction
and of the associated potassium-dependent relaxation impair-
ment; (4) total prevention of endothelium-dependent vasodila-
tion impairment; (5) total recovery of MCA rest diameter.

The results obtained with STO treatment showed a very
effective action in reducing infarct volumes caused by tran-
sient middle cerebral artery since 24 h of reperfusion. Vehicle-
treated animals did not show any positive evolution of infarct
volumes at 7 days indicating that infarct volume reduction
would need longer time (Brown et al., 2007). Protective effects
of STO are presumably related to its free radical trapping
properties and the main important sites of STO-induced pro-
tection concerned with the membrane lipids. STO has been
shown to protect the integrity and the function of the neuronal
cellular membrane as well as of the intracellular organelle
membranes such as mitochondria and endoplasmic reticulum
(Stolc et al., 1997). Associated to its neuroprotective effect, STO
showed vasculoprotective effect with intrinsic vasoactive
properties recoveries of I/R middle cerebral artery. In VEH-
treated animals, the vascular reactivity recovery revealed a
discrepancy between smooth muscle and endothelial com-
partments with the restoration of the K'-dependent vaso-
dilation, of myogenic tone and of 5-HT contraction at 7 days
of reperfusion but a persistent alteration of rest diameter
and of endothelium-dependent relaxation. Reperfusion step is
responsible of Kir2.x current density reduction, potassium-
dependent vasodilation alteration, loss of myogenic tone and
of a maximal impairment level of endothelium-dependent
vasodilation suggesting the deleterious effect of free radicals
generated at reperfusion (Cipolla et al., 1997; Bastide et al.,
1999; Pétrault et al., 2004). Proteins underlying the ionic tran-
sport pathways could be functionally damaged by ROS and
inefficient to ionic transport (Kourie, 1998). Kir2.x channels
owned cysteine residues, essential to form a functional chan-
nel. Oxidation of these thiol residues could alter channel func-
tion and explained the Kir2.x density reduction on smooth
muscle cells with a deleterious outcome on the associated
impaired Ba-sensitive K-dependent relaxation at 24 h reperfu-
sion (Garneau et al., 2003; Rozanski and Xu, 2002). STO by its
antioxidative properties could preserve SH groups and pre-
vented the deleterious effect of free radicals on Kir channel
function. But STO did not hasten the recovery of K*-dependent
dilation suggesting that another pathological mechanism is
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involved that could be related to the defect of myogenic tone
and of rest diameter persisting after 24 h reperfusion. Cipolla
and Curry (2002) have involved a post-ischemic ultrastructural
defect due to a deleterious effect of ischemia/reperfusion on
actin cytoskeleton as a mechanism of myogenic tone damage.

The impairment of endothelial-dependent vasorelaxation
inresponse to NO release by acetylcholine observed after IR is
due to both ischemia and reperfusion steps. Ischemia was
responsible for an intermediate but significative reduction
of ACh-induced vasodilation and reperfusion increased this
alteration that persisted over the 7 days of reperfusion (Bas-
tide et al., 2003; Cipolla et al., 1997). Different deleterious
mechanisms appeared over time and developed for several
weeks: (i) polymorphonuclear neutrophils (PMN) activation
(Beauchamp et al., 1999; Pétrault et al., 2005; Ritter et al., 2000);
(ii) structural alterations (Nishigaya et al., 1991; Del Zoppo and
Mabuchi, 2003); (iii) reactive oxygen species formation (Cai
and Harrison, 2000); (iv) decrease of NO availability (Cai and
Harrison, 2000; Drexler, 1999; Lee et al., 2000). These mechan-
isms, particularly the inflammatory response, could explain
the lack of recovery of endothelium-dependent relaxation at
7 days of reperfusion (Dirnagl et al., 1999). Persistence of the
endothelial injury and of dilated rest diameter would produce
a lack of blood flow control in the infarct zones that could
worsen cell necrosis over time. We have previously showed
that administration of a pure antioxidant agent, a synthetic
flavonoid dt-BC, during reperfusion was not able to prevent
endothelial dysfunction but the preventive administration of
low doses of a pleiotropic agent, lipopolysaccharide (LPS),
allowed both protections of endothelial and smooth muscle
functions in parallel to neuronal protection (Bastide et al,,
2003; Pétrault et al., 2004). This LPS endothelial protective
effect has been attributed to a post-ischemic increase of NO
synthase type Il expression in cerebral blood vessel (Puisieux
et al., 2000). Here, the total protection of endothelium re-
sponse to ACh obtained by STO administration could be attri-
buted to both protective effects: (i) the capacity of STO to
prevent superoxide radical generation and the formation of the
very toxic ONOO™ radical. Superoxide production by neutrophils
is accelerated following reperfusion and reacts with NO to
produce peroxynitrite (Guzik et al., 2002). By limiting superoxide
production STO preserved NO availability and allows the NO-
dependent acetylcholine response to develop on IR MCA of STO-
treated animals; (ii) the potency of STO to induce a prevention of
the endothelium-dependent relaxation injury by a preservation
of the endothelial layer ultrastructure and the activation of cell
proliferation mechanisms (Sotnikova et al., 1998; Franko et al,,
1999). Recently, this last mechanism has been involved to
explain the erythropoietin-induced neurovascular protection
after focal cerebral ischemia in mice by enhancement of proli-
feration of endothelial cells allowing an angiogenic activity and
a restoration of cerebral blood flow (Li et al., 2007).

These results support the hypothesis that endothelium re-
pair plays an important role since the level of neuroprotection
reached with endothelium function recovery (STO-treated ani-
mals) is higher than that observed on vehicle-treated animals
where endothelium impairment subsisted and smooth muscle
function recovered. Concomitantly, a reduction of ischemic-
induced functional deficits is observed. Functional recovery fol-
lowing stroke in non-treated rats revealed an improvement of

motor and sensitive deficits between 24 h and 7 days even if they
did not reach pre-ischemic performances and were still
significantly reduced at the end of the study period meaning
that either a longer reperfusion period would be considered or
that a total recovery could not be reached. Freret et al. (2006)
evidenced, in the same model of MCAO, a persistence of deficitin
the removal of adhesive in vehicle-treated rats until 10 weeks of
reperfusion and the improvement, following deferoxamine ad-
ministration, an iron chelator, of the rate of functional recovery
with a reduction of the level of somatosensory neglect with the
removal of adhesive test. Prehensile traction test data showed
that MCAO-induced impairment of motor function was maximal
at 24 h reperfusion and progressively improved at 7 days post-
ischemia. Contrary to the results of Zausinger et al. (2000), in our
study the rats were naive for the prehensile traction test and
performedita single time preventing any fatigue or disinterest of
animals to the test and results were more reliable. Significative
acceleration of functional recovery was obtained with STO-
treated rats compared to VEH-treated animals at 24 h and 3 days
of reperfusion. This acceleration could be linked to the sig-
nificative reduction of lesions volumes (cortical infarct and
edema) observed at 3 days in STO-treated compared to vehicle-
treated rats. After 7 days of reperfusion, performances were
similar in vehicle- and STO-treated rats meaning that STO fasted
spontaneous recovery but without higher improvement. This is
time-matched with the significative but similar reduction level
of edema and striatal volumes in both rat groups, vehicle and
stobadine. Ischemic edema is known to be one of the major
causes of clinical deterioration and worsening of neurological
deficit and its reduction is essential for a partial functional
recovery (Ayata and Ropper, 2002).

The prevention of oxidative neuronal cell damage is recog-
nized to reduce ischemic consequences and to upgrade cerebral
plasticity (axonal/dendritic outgrowth) and synaptic plasticity
(Gonzalez-Peres et al., 2002; Wu et al., 2006). Brain reorganiza-
tion of cerebral activities (axonal and dendritic outgrowths,
synaptogenesis) is involved in the restoration of sensorimotor
function owing to an activation of contralateral areas and a
recruitment of perilesional cortical regions (Bruehl et al., 2000;
Sicard et al., 2006). The recovery of vascular reactivity, Kir2.x
activation and its associated K*-dependent relaxation, endothe-
lium-dependent relaxation, and rest diameter would undoubt-
edly contributes to tissue repair by allowing a suitable blood
flow to supply to the metabolism of neuronal cells. Whether the
drughas also a direct protective effect on neurons by promoting
neuroregeneration remains to be determined.

4. Experimental procedures

All experiments were performed in strict accordance with the
guidelines of the National Institutes of Health and French
Department of Agriculture, on male Wistar rats weighing 280-
320 g (IFFA Credo, FRANCE) using rat middle cerebral artery
(MCA) occlusion model (MCAO).

4.1. Experimental protocol

Four groups of animals were constituted: vehicle-treated SHAM-
operated rats (SHAM-VEH), vehicle-treated IR rats (IR-VEH),
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stobadine-treated SHAM-operated rats (SHAM-STO), stobadine-
treated IR rats (IR-STO). Vehicle (saline solution, 0.9% NacCl) or
stobadine (1 mg/kg) was administered by two intravenous
injections (IV) in jugular vein 1 h and 6 h after the beginning of
MCAO. The animals were sacrificed at 24 h, 3 days or 7 days of
reperfusion. The following parameters: brain infarct volume,
Kir2.x density on cerebral vascular muscle cells, vasoreactivity
of middle cerebral artery, functional deficit were evaluated at
different times of reperfusion.

4.2, MCA occlusion model

Anesthesia was induced by intraperitoneal (IP) injection of chloral
hydrate (300 mg/kg). A rectal probe was inserted and body tem-
perature maintained at 37+0.5 °C. The ostium of the MCA was
occluded intraluminally as previously described (Bastide
et al.,, 1999). Briefly, a 4/0 monofilament nylon suture with its tip
rounded by flame heating was gently advanced into the internal
carotid artery and passed into the intracranial circulation to lodge
in the narrower lumen of the origin of the MCA. After 60 min, the
suture was carefully removed to permit reperfusion for a duration
of 24 h, 3 or 7 days. The animals were placed in cage to recover
from anesthesia at room temperature and were allowed to eat
and drink freely. The similar surgical procedure is realized on
SHAM animals except the introduction of the suture.

4.3. Behavioural testing

The tests were realized in post-ischemic operated rats after
ischemia and in SHAM rats at three different intervals of re-
perfusion: 24 h, 3 days and 7 days.

4.3.1. Adhesive removal test

Two small adhesive paper dots as bilateral tactile stimuli were
firmly and accurately attached to each wrist of the forelimbs of
the rat so that they covered the hairless part of the forepaw. The
rats were familiarized with the testing environment and trained
5 times a day for 5 days before surgery. Only the rats able to
remove the adhesive paper dots in less than 10 s were included
in the protocol and subjected to MCAO (Chen et al., 2001; Schal-
lertetal., 1986). They were tested at 24 h, 3 or 7 days after surgery
and evaluated according to a 6 level score scale: score 5: the rat
succeeded to remove both adhesive paper dots in less than 10 s;
score 4: the rat removed the adhesive paper dot from ipsilateral
side of the occlusion and tried from the contralateral one; score 3:
the rat removed the adhesive paper dot from ipsilateral side of
the occlusion but didn’t try from the contralateral one; score 2:
the rat didn’t succeed to remove any of the adhesive paper dots
but tried on both sides; score 1: the rat tried to remove the
adhesive paper dot on the ipsilateral wrist but didn’t succeed;
score O: the rat didn’t try to remove the adhesive paper dots.

4.3.2. Prehensile traction

A60cmlongand 0.3 cm diameter stainless steel wire was placed
horizontally 40 cm above a foam pad (Zausinger et al., 2000). The
rats were naive for this test and only tested after IR. Their fore-
paws were placed onto the rope and released. The behaviour of
the animals was observed. The animals received a score ac-
cording to a 6 level score scale: score 5: the rat reached one of the
vertical bar within 30 s; score 4: the rat was able to hold the rope

with its four limbs and its tail and moved on the bar during5 s;
score 3: the rat was able to hold the rope with its four limbs and
its tail but didn’t move; score 2: the rat was able to hold the rope
with its four limbs; score 1: the rat griped the rope during 30 s but
not with less than 4 limbs; score 0: the rat fell in less than 30 s.
Moreover the absolute falling time was also measured.

4.4. Infarct volume measurement

Twenty-four hours, 3 days or 7 days after reperfusion the rats
were killed with an overdose of pentobarbital (200 mg/kg, IP) and
brains were rapidly removed in an ice-cold Krebs solution (in
mM: NaCl 119; NaHCOs 24; KCl 4.7; KH,PO, 1.18; MgS047H,0 1.17;
glucose 10; CaCl, 1.6; pH 7.4) gassed with 5% CO,/95% O,. MCAs
were carefully dissected for smooth muscle cell preparation or
for vasoreactivity analysis and thereafter brains were frozen for
histological study of infarct size after staining of brain slices
(50 um thick) with Cresyl Fast Violet. The unstained area of the
brain was defined as infarcted. A corrected total infarct volume
was calculated to compensate for the effect of brain edema (Lin
et al,, 1993) using the following equation: Corrected infarct
volume =Total infarct volume x (Left hemisphere volume/Right
hemisphere volume) (Bastide et al., 1999).

4.5. Electrophysiological study

All experiments were done on freshly dissociated cerebral
smooth muscle cells obtained from MCAs ipsilateral to
occlusion of IR rats and from MCA of SHAM animals by an
enzymatic procedure (Bastide et al., 1999). The whole-cell
patch-clamp technique was used to evaluate Kir2.x current
density. The pipettes (2.7 to 3.3 M(Q) were filled with the pipette
solution containing (in mM): 130 KCl, 2 MgCl,, 10 EGTA,
10 HEPES, 5 phosphocreatine, pH 7.3. The extracellular solution
contained (in mM): 134 NaCl, 6 KCl, 1 MgCl,, 0.1 CaCl,, 10 HEPES,
PH 7.4. All experiments were performed at room temperature
(19-22 °Q).

The standard voltage clamp protocol consisted of 185 ms-
voltage ramps from -140 to +50 mV, from a holding potential
(HP) of -60 mV. In each experiment, currents in response to
four voltage ramps were averaged to give the final values pre-
sented in this study. To accurately evaluate the Kir2.x current,
we added 0.5 mM BacCl, to the extracellular solution to com-
pletely inhibit the Kir2.x current (Quayle et al.,, 1993). The
residual barium-insensitive current was subtracted from the
total one to unmask the Kir2.x component. The current density
(current amplitudes normalized to cell membrane capaci-
tance) was calculated (pA/pF) and preferentially used to
compare among the different cells to eliminate variation of
the cell size.

4.6. Preparation of arterial segment and pressurized
arteriograph system

Segment of dissected right MCA was mounted on two glass
cannulas within the arteriograph chamber (Living Systems In-
strumentation, Burlington, Vermont, USA) perfused with Krebs
solution equilibrated with 5% CO,/95% O, and maintained at
37 °C and pH 7.4. The distal cannula was closed in order to work
in no flow condition and the proximal one was connected to a
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pressure transducer, a miniature peristaltic pump and a servo
controller that continually adjusted transmural pressure. The
arteriograph system was positioned on the stage of an inverted
microscope equipped with a video camera and a monitor. The
lumen diameter was measured by image analysis with a video
dimension analyser.

Mounted and pressurized arteries were equilibrated at a
transmural pressure (TMP) of 25 mm Hg for 1 h to stabilize before
experiments. To evaluate myogenic reactivity, the TMP was
increased step by step in increments of 25 mmHg from 25 to
100 mmHg and arterial diameter was recorded at each TMP once
stable (5 min). Then, the TMP was adjusted at 75 mm Hg for the
remainder of the experiment and rest diameter recorded at
75 mmHg. The endothelium-dependent relaxing responses
obtained following superfusion of acetylcholine (ACh 3.107° M)
or SNP (10™° M) were respectively expressed as the % of increase
of the luminal diameter after pre-constriction with serotonin (5-
HT 10°° M) which induced 90% of the maximum constriction.
After washout with fresh Krebs solution allowing the return to
basal diameter, a 15 mM KCl-containing Krebs solution was
superfused to the vessel to achieve a Kir2.x smooth-muscle
dependent vasodilation that is inhibited by administration of
BaCl, (75 uM). Ba-sensitive K'-dependent vasorelaxation is
estimated as the Ba-sensitive part of the K*-increase of the
basal tone diameter. Contractility to 5-HT is estimated as the
ratio of the difference between the value obtained at 75 mmHg
in the presence of papaverine (pap) and the value obtained in
the presence of 5-HT (10~° M) by the value obtained at 75 mmHg
[(Dpap7smmtg—Ds-Hr75mmig) / Dpap7smmig] “100. At the end of each
experiment and after another 25 mmHg TMP equilibration, TMP
was once again increased by 25 mmHg increment steps from
25 to 100 mmHg in addition with papaverine (107> M), a
phosphodiesterease inhibitor, to record passive fully relaxed
diameter.

4.7. Reagents and drugs

Saline solution components and all chemicals were obtained
from Sigma Aldrich, St Quentin-Fallavier, France. Stobadine is a
kind gift of Professor S. Stolc from the Institute of Experimental
Pharmacology of the Slovak Academy of Sciences (Stolc et al,,
1983).

4.8. Statistical analysis

All values were expressed as mean +standard error of the mean
(s.e.m.). Continuous variables (infarct volumes, Kir2.x densities,
MCA relaxations, vascular parameters and functional impair-
ment) were compared with a one-way ANOVA followed, when
ANOVA was significant, by a post-hoc Protected Least Signifi-
cant Difference (PLSD) Fisher test. A value of p<0.05 was con-
sidered significant.
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KEYWORDS Summary

Cerebral ischemia; Ischemic stroke induces drastic alterations of the functions of the neurogliovascular unit
Cerebral vessel; with dramatic consequences on the well-being of the patients in terms of cognitive and
Neurological deficit; motor handicap. Nowadays, only very few therapeutics are available as a treatment of
Potassium channel; ischemic stroke. Ischemia is a multifactorial pathology involving different cerebral cellular
Pharmacological neu- components such as neurons, astrocytes and vessels working as a functional unit. Recent
roprotection; experimental strategy investigation involving different agents with antioxidant properties
Pharmacological vas- (dt-BC, stobadine) or pleiotropic effects (lipopolysaccharide, LPS) has been developed to
culoprotection evaluate whether the vascular wall could be considered as a potential target in

neuroprotection concept.
& 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction the penumbra with reduced CBF, where cell survival could

be achieved by restoring the blood flow by a rapid
In industrialized countries, cerebral ischemia is the third ~ reperfusion. Different pathological mechanisms have been
cause of mortality, the second cause of dementia and the ~ described to be involved in the ischemia process: they
first cause of disability. Ischemic stroke is due to a transient ~ include excitoxicity, peri-infarct depolarisations, oxidative
or a permanent reduction of cerebral blood flow (CBF) and stress (enhanced by reperfusion), followed by inflammation
according to the level of CBF, the affected brain areas can ~ and apoptosis processes (Dirnagl et al., 1999). In penumbra,

be divided into two regions depending on the impairment of neuronal, glial and vascular cells functions are disturbed by
cerebral blood flow: the core area where CBF is highly ischemia and the improvement of reperfusion represents a

impaired causing cell death due to necrotic mechanism and  Vital challenge for cell survival. The level of cerebral blood
flow in penumbra is partly dependent on vascular functions

and the deleterious consequences of cerebral ischemia on
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2. Functional neuro-glio-vascular unit as a
metabolic coupling

Among the different mechanisms that govern the vascular
basal tone, three main mechanisms specific to resistance
arteries have been precisely investigated: the smooth
muscle K'-dependent relaxation due to an increase of
specific smooth muscle potassium inward rectifier currents,
Kir2.x, the endothelial ACh-dependent relaxation via the
nitric oxide (NO) pathway and the myogenic tone (vascular
resistance to perfusion pressure increase).

The smooth muscle K*-dependent relaxation belongs to a
brain-specific mechanism called ‘potassium siphoning”
based on potassium ions movement inside the neurogliovas-
cular unit, from the neurons, through the glial cells to the
vessels (Fig. 1). This signal is known as a coupling between
neuronal activity and energy delivery by blood since blood
flow fastly increases after neuronal stimulation resulting in
rapid satisfaction of energy demand. First, following
neuronal activity, there is an increase in interstitial K*
concentration resulting from the efflux of K* out of neurons.
These K ions are immediately buffered by an uptake system
in astrocytes processes via ionic transport systems to
prevent an anomalous external potassium concentration
increase.

The excess of K* is then released by astrocytes foot
processes, close to cerebral arteries. The local slight
increase of K* concentration allows the activation of smooth
muscle potassium inward rectifier Kir2.x currents inducing a
hyperpolarisation of smooth muscle cells, a closure of
voltage-dependent calcium channels, a decrease of intra-
cellular calcium concentration and then a vasodilatation of
middle cerebral artery (MCA) and an increase of CBF.
Potassium ion is considered a mediator that contributes to
coupling processes between CBF and neuronal activity.

The second vascular mechanism concerns the endothe-
lium-dependent relaxing response to acetylcholine (ACh) via
the nitric oxide (NO) pathway. Acetylcholine has a strong
vasodilator effect via the endothelium component by
a stimulation of the production of NO by endothelial
NO synthase activation. NO diffusing to smooth muscle
cell induces a vasorelaxation by activation of the
soluble guanylate cyclase and the subsequent cGMP produc-
tion. Last mechanism, myogenic reactivity, is the auto-
regulation system allowing the cerebral blood flow to
protect itself towards the arterial pressure fluctuations.

Cerebral resistance arteries own the property to constrict in
response to elevation of blood pressure to prevent a blood
flow increase, deleterious to brain.

3. Functional cerebral vascular alterations
during ischemia-reperfusion

In the rat model of transient cerebral ischemia induced by
intraluminal occlusion of the MCA, the previously described
vascular mechanisms are differently affected. Ischemia
alone reduces the endothelium-dependent relaxation with-
out any effect on Kir2.x density and its associated K*-
dependent relaxation and on myogenic reactivity. When
reperfusion occurs, a significant reduction of Kir2.x current
density is observed together with a reduction of the
associated smooth muscle K*-dependent relaxation that is
not observed after ischemia alone (Marrelli et al., 1998;
Pétrault et al., 2004). This reduction of Kir2.x density is
positively correlated with the infarct volumes as the
decrease of Kir2.x current is proportional to the infarct
volume (Bastide et al., 1999). The myogenic reactivity is
also lost after I/R, meaning that, in response to increasing
pressure, the cerebral vessels are unable to constrict and
CBF becomes dependent on mean arterial pressure in a
linear fashion. The loss of autoregulation mechanism is
known to be responsible of significant tissue damage like
blood-brain barrier disruption and edema formation (Cipolla
et al., 1997). Moreover, an additional reduction of endothe-
lium-dependent relaxation is observed following reperfusion
step (Bastide et al., 2003). All together, these results
demonstrate that 24h after I/R, there is a drastic loss of
specific vasodilation and vasoconstriction mechanisms indu-
cing an uncoupling between CBF and neuronal metabolism
that could participate to the extension of neuronal lesions.
After a period of reperfusion extended to 7 days, a
significative spontaneous reduction of striatal volume and
edema volume is observed as well as a spontaneous and total
recovery of vascular smooth muscle functions (Kir2.x density
and its associated K*-dependent relaxation and myogenic
tone) contrary to endothelium-dependent relaxation that is
still impaired (Plaisier et al., 2006).

Beyond the neuroprotective and the vasculoprotective
effect of pharmacological treatment, the potential benefit
on functional recovery is the final validation of a drug.
The evaluation of functional recovery is based on the

1- neuronal activity
2-K* efflux

3- K* siphoning

4-
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performances of ischemic animals to different behavioral
tests. Different tests have been developed, among them,
the prehensile traction test and the adhesive removal test,
that respectively give the degree (according to a score) of
the motor and the sensorimotor deficit of the animals. In the
prehensile traction test, the evaluation is based on the
capacity of the animal to grip with two or four limbs and its
tail or to move along the rope (Zausinger et al., 2000).
Lower score value implies the higher deficit. In the adhesive
removal test, two paper dots are placed on the wrists of
animals and the different trials of animals are recorded and
evaluated by a score (Schallert et al., 1986). On a 7 days
period post-ischemia, ischemic animals obtain very low
scores 24h after ischemia to both behavioral tests demon-
strating a significative and severe functional deficit and
slowly, throughout the 7 days period, there is a progressive
and spontaneous but partial functional recovery.

4. Pharmacological antioxidant modulation of
post-ischemic vascular alterations

Different deleterious mechanisms might participate to the
installation of vascular impairments since endothelium and
smooth muscle are differently affected. The deleterious
effect of reperfusion on smooth muscle compartment
confirmed by electrophysiological and functional approaches
suggests that oxidative stress could be responsible for this
impairment. Oxidative damages of cell membranes (lipid
peroxidation and protein oxidation) have been shown to
impair ion channels and electrical properties of vascular
smooth muscle (Kourie, 1998). On the other hand, MCA
occlusion alone without reperfusion induces an impairment
of endothelium-dependent relaxation in response to ACh
suggesting that a more complex pathophysiological mechan-
ism occurs in endothelium cells.

The involvement of oxidative stress in the development of
vascular alterations in parallel to cerebral lesions has been
tested by the use of pharmacological synthetic antioxidant
agents. The dtBC is a synthetic molecule (3',5-di-tert-
butylhydroxyphenyl) belonging to flavonoids family, first
tested in cardiac ischemia. The other molecule, stobadine,
known to scavenge hydroxyl radicals, peroxy- and alkoxyr-
adicals and to quench singlet oxygen, belongs to pyridoin-
dole family (Stolc et al., 1997). At 24h from reperfusion,
both molecules injected at time of reperfusion and 5h later
(intraperitoneally for dt-BC and intravenously for stobadine)
induce a significant neuroprotective effect on total, cortical
infarcts and edema volumes in parallel to a total prevention
of Kir alteration. This neuroprotective effect obtained with
dt-BC and stobadine could be explained by the antioxidant
properties of both molecules. Beneficial effects of dt-BC
were first demonstrated in a model of global cardiac
ischemia realized on isolated rat heart (Lebeau et al.,
2001). Stobadine neuroprotection has been described in an
ischemia model obtained by ligation of both common carotid
arteries (Horakova et al., 1991). In parallel to this
neuroprotective effect, differential protective effects
have been observed on vascular functions. Hence, dt-BC
prevented the ischemia/reperfusion-induced decrease
of Kir current density and its consecutive decrease of
smooth muscle relaxation but had no protective effect on

endothelial relaxation. Stobadine prevented Kir2.x current
density reduction as well as endothelium-dependent relaxa-
tion impairment but did not induce a protection towards K*-
dependent relaxation. This last result could be due to a
proper adverse effect of the molecule against mechanisms
downstream to the Kir2.x activation since on stobadine-
treated sham-operated animals a reduction of K*-dependent
relaxation was observed besides Kir interaction. These
results show that oxidative stress plays an essential role in
the reduction of Kir2.x current density and K*-dependent
relaxation probably by a direct action of free radicals on
protein channel or membrane lipids but suggest also that
oxidative stress alone cannot explain endothelial alterations
after I/R. Stobadine protected endothelium against I/R
consequences as this molecule endows other properties than
antioxidative ones as shown in a model of I/R on aorta,
where stobadine has been demonstrated to preserve
the structural integrity of the endothelium layer (Franko
et al., 1999).

The involvement of another deleterious mechanism, the
activation of polymorphonuclear neutrophils, observed in
acute cerebral infarction has been investigated on the
vascular wall by the induction of neutropenia conditions. A
protection of endothelium compartment could be specifi-
cally obtained in conditions of pharmacologically induced
neutropenia together with a significative reduction of
infarct size volume. In contrast, smooth muscle compart-
ment alterations were not influenced by pharmacological
neutropenia as proved by the persistence of impairment of
myogenic tone and Kir2.x activation-induced relaxation
(Pétrault et al., 2005).

Finally, when a low dose of bacterial endotoxin LPS
(lipopolysaccharide from Escherichia coli) was administered
3 days before rat focal I/R, a reduction of the infarct size
induced by a permanent middle cerebral artery occlusion
was obtained. This neuroprotective effect was mediated by
an increased synthesis of brain antioxidant enzyme super-
oxide dismutase (SOD) when LPS was administered 3 days
before I/R (Bordet et al., 2000). With LPS administration, in
parallel to a significant neuroprotective effect a total
prevention of Kir2.x current density and of its associated
K*-dependent relaxation was observed. LPS administration
also totally protected the endothelium-dependent relaxa-
tion. Hence, in parallel to neuroprotection, there is a
complete vascular protection following LPS-administration.
This beneficial effect of LPS in the vasculature could be
related to an increase of endothelial NO synthase expression
in the endothelium of cerebral blood vessels and by a
decrease of oxidative stress following increase SOD activity
(Bastide et al., 2003).

5. From neuro and vasculoprotection to
functional recovery improvement

When ischemic/reperfused animals were treated with an
antioxidant agent like the previously cited stobadine, the
progressive recovery was significantly accelerated compared
to vehicle-treated animals even if this recovery was still
partial after 7 days. Infarct and edema volumes of
stobadine-treated animals were reduced compared to the
volumes obtained on vehicle-treated rats at 24h, 3 and 7
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days. This neuroprotection was observed together with
totally preserved relaxation functions (total protection of
smooth muscle and endothelium relaxations as well as
myogenic tone). The maintainance of a high quality of
reperfusion in ischemic territory would undoubtedly con-
tribute to reduce motor and sensorimotor deficit (Plaisier
et al., 2006).

6. Conclusion

In ischemia/reperfusion animal models, brain and vascular
tissues are intrinsically able to slowly repair themselves, at
least partially, that discloses their plasticity property. The
experimental data reported here point out that involvement
of the different compartments of vascular wall in ischemic
pathology is complex. Further, they also show that either a
pre-ischemic treatment (LPS) or a post-ischemic treatment
(dt-BC or stobadine) may interfere with the spontaneous
mechanism. An antioxidant treatment (stobadine) is able to
induce a neuroprotection with a real benefit in term of
functional deficit. These results are corroborated by the
recent publication of the results of a clinical trial testing a
free-radical trapping, NXY-059, on acute ischemic stroke
(Lees et al., 2006). Our experimental results contribute to
clarify a possible relationship between vasculoprotective
and neuroprotective effect even if further studies with
other pharmacological agents will be necessary.
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Résumé :

A la phase aigué des accidents vasculaires cérebles stratégies thérapeutiques reposent sur
I'utilisation d’agents fibrinolytiques dont l'utdiation est limitée par une fenétre thérapeutiqreatét

en raison du risque d’hémorragies intra-cérébralgs a des altérations vasculaires et
parenchymateuses. Cette approche fibrinolytiqueessiterait d’étre complétée par une double
protection de la paroi vasculaire et du parenchgérébral. Au sein de I'unité neurovasculaire, les
leucocytes, et particulierement les polynucléairesutrophiles, jouent un rdle important dans
'inflammation, tant vasculaire que parenchymateggieconduit aux lésions cérébrales. Ce travail a
pour objectif de déterminer si dans un modéle Hésaie cérébrale la modulation des interactions
leucocytes-endothélium pourrait représenter unke @brtinente : (i) pour diminuer les conséquences
|ésionnelles de l'ischémie ; (ii) limiter le risquie complications hémorragiques de la thrombolyse.
Ceci s'est fait par une double approche pharmaapeg (i) une modulation directe des
polynucléaires neutrophiles ; (i) une modulatioasdinteractions par l'activation des récepteurs
nucléaires PPAR-alpha. Dans un premier temps, émdtats suggerent une contribution importante
des leucocytes dans les altérations vasculairesigmb@miques ainsi que dans la survenue des
complications hémorragiques induites par la fibyee. Dans la deuxieme partie de notre travail,
I'activation des récepteurs nucléaires PPAR-alpfevipnt les altérations endothéliales vasculaires
post-ischémiques parallelement a un effet neureptetir. Ces effets étaient associés a une dimmutio
des complications hémorragiques et du recrutenertokytaire au sein du foyer ischémique. En
conclusion, la protection neurovasculaire apresisci@mie cérébrale suivie ou non d’une fibrinolyse
apparait comme une cible intéressante suscepgbfgéVenir la maturation de I'ischémie cérébrale et
les complications hémorragiques. Les récepteurs léames PPAR-alpha représentent
expérimentalement une stratégie thérapeutique pellende protection de la paroi vasculaire et du
tissu cérébral en modulant les interactions leutss-endothéliurn

Cerebral ischemia and leukocyte-endothelium interaons : pharmacological modulation
by nuclear receptors PPARs

Abstract :

In the acute phase of the cerebral ischemia, tepleutic strategies rest on the use of fibrinolyti
agents of which the use is limited by a narrowdpeuntic window because of the risk of intracerebral
hemorrhages related to vascular and parenchymatquerments. This fibrinolytic approach would
require to be supplemented by a double protectioth@ vascular wall and cerebral parenchyma.
Within the neurovascular unit, the leukocytes, gadticularly the polymorphonuclear neutrophils,
play an important role in the inflammation, as wedlscular as parenchymatous which leads to the
cerebral lesions. This work aims to determine maael of cerebral ischemia if the modulation of the
interactions leukocyte-endothelium could represgntelevant target: (i) to decrease the lesional
consequences of ischemia; (ii) to limit the riskhemorrhagic complications of the thrombolysis.sThi
was done by a double pharmacological approacha (girect modulation of polymorphonuclear
neutrophils; (ii) a modulation of the interactidmgthe activation of the nuclear receptors PPARalp
Initially, our results suggest an important conitibn of the leukocytes in post-ischemic vascular
impairments as well as in the occurrence of thedrdmagic complications induced by fibrinolysis. In
the second part of our work, the activation ofrinelear receptors PPAR-alpha prevents post-ischemic
vascular endothelial impairment in parallel to anoprotective effect. These effects were associated
with a reduction of the hemorrhagic complicatiom&l deukocytes recruitment within the ischemic
tissue. In conclusion, the neurovascular protectafter cerebral ischemia followed or not by
fibrinolysis seems an interesting target likelypi@vent the maturation of cerebral ischemia and the
hemorrhagic complications. The nuclear receptoré\RRBIpha represent a potential therapeutic
strategy of protection of the vascular wall ancebeal tissue by modulating the interactions leukecy
endotheliurr

Discipline : Pharmacologie

Mots-clés : ischémie cérébrale, paroi vasculaire, endothéliaotocytes, polynucléaires neutrophiles,
Peroxysome Proliferator-activated receptor, fibgee, rtPA, complications hémorragiques

Adresse: EA 1046, Département de Pharmacologie HospitalleRiace de Verdun, 59 045 Lille Cedex
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