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Abstract

Few neurological conditions are as complex and devastating as stroke. Preclinical studies have
identified over 1000 neuroprotective molecules for ischemic stroke, leading to more than 200 clinical
trials, to date almost all failed. To improve clinical outcome, an emerging direction may be nutritional
intervention with omega-3 polyunsaturated fatty acids. Our team demonstrated that a-linolenic acid
(ALA), the plant-derived omega-3, administrated by injections or oral supplementation reduces stroke
damage by direct neuroprotection, and triggers brain artery vasodilatation and neuroplasticity.
Successful translation of therapies depends on demonstration of robust efficacy on functional deficits
post-stroke. Therefore, the first aspect of my PhD was to study the potential of the ALA as
nutraceutical against stroke.

My work aimed evaluating the value of ALA on post-stroke consequences by comparing
whether oral or intravenous (i.v) supplementation of ALA best support functional recovery from 30
minutes of middle cerebral artery occlusion (MCAo), a murine model of stroke allowing investigation
of long-term functional outcome. While both types of ALA supplementation improved spatial learning
and memory after stroke, oral was better than i.v treatment in improving motor function. Interestingly,
the reduction of the hippocampic damage correlated with cognitive improvement, whereas no
dissimilarities were found in the caudate-putamen lesion that could have explained the improved
motor recovery by the oral supplementation. In contrast, while the MCAo induced a similar weight
loss in all groups the first post-operative day, its recovery was only improved by oral supplementation
within the first week post-stroke coinciding with the improved recovery of motor function.

Since the first part of my work identified that targeting body weight loss by ALA
supplementation may lead to better recover from ischemia, we then focused our interest on the
mechanism of loss of body weight induced by a neuroinflammation, acknowledged for occurring in
stroke. In collaboration with Dr. Rovere, we showed that central injection of lipopolysaccharide (LPS),
known to induce neuroinflammation and weight loss, results in specific hypothalamic changes
characterized by an increase in the chemokine ligand 2 (CCL2) followed by an increase in pro-
inflammatory cytokines and decrease in the orexigenic neuropeptide melanin-concentrating hormone
(MCH). While the central injection of CCL2 mimicked LPS-induced neuroinflammation and the
decrease of MCH and body weight, the inhibition of its signaling altered the response to LPS.
Therefore, this part of my PhD work suggests that CCL2 signaling play a crucial role in
neuroinflammation-induced weight loss.

As CCL2 is highly produced by the injured brain and is thought to amplify cerebral damage
by promoting leukocyte infiltration into the ischemic brain, the last part of my work explored the
hypothesis that ALA may provide stroke protection limiting CCL2 post-stroke overexpression.
Among the genes implicated in the deleterious post-ischemic inflammation, we identified
overexpression in the ischemic cortex of CCL2 as the higher. In addition, its overexpression in
ischemic condition was drastically reduces in vivo and in vitro by ALA that we also showed protective,
in neuronal culture. We then demonstrated that ALA-induced reduction of CCL2 overexpression could
directly reduce neurotoxicity in vitro and reduced ischemic-induced blood-brain barrier disruption in
vivo. ALA supplementation could be as disease-modifier targeting toxic CCL2 post-stroke
inflammatory response.

To conclude, my PhD works highlight the importance of ALA supplementation to counteract
the consequences of stroke, provide new insights into ALA protective mechanisms and open new
perspectives how omega-3 ALA enhanced nutrition may affect stroke severity by targeting
neuroinflammation. Therefore, such work holds promise as an instigator of further randomized,
controlled studies that will be required to confirm the value of ALA in adjunctive therapy for one of
medicine's most urgent priorities.
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Introduction

I. L’Accident Vasculaire Cérébral

A. Généralités

Dans le monde, un peu plus de 15 millions d’accidents vasculaires cérébraux (AVC)
surviennent chaque année. Parmi les victimes, 30% d’entre elles décedent, ce qui fait de
I’AVC, la seconde cause de mortalité. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) cela
représente environ 12% des déces mondiaux. En France, chaque année, 32 000 Francais
décedent durant le mois qui suit I’AVC et 120 000 y survivent, en conservant le plus souvent
des séquelles. L’AVC représente ainsi la premiere cause d’invalidité et la deuxieme cause de
démence apres la maladie d’Alzheimer. C’est un probleme de santé publique majeure qui a
des conséquences importantes sur le patient, sa famille, mais aussi sur la société. Le colt
global de la prise en charge des patients d’AVC a été estimé par le Ministere de la Santé a
environ 5,3 milliards d’euros, par an (Chevreul et al., 2013).

Hippocrate, le pere de la médecine, est le premier a avoir décrit les symptomes de
I’AVC, il y a plus de 2400 ans. A cette époque, il I’avait nommé apoplexie, du grec ancien
apo, « au loin » et pléro, « frapper », étymologiquement ce mot signifie « frapper de
stupeur». En effet, les personnes développaient brutalement une paralysie et un
bouleversement de santé générale. Ce n’est qu’au 17°™ siecle, que le Dr. Jacob Wepfer a
constaté la présence de saignements cérébraux chez les patients morts d’apoplexie. Il a
également montré que 1’occlusion d’un vaisseau sanguin cérébral pouvait €tre a 1’origine
d’une apoplexie. En 1928, I’apoplexie fut renommée « accident vasculaire cérébral » (AVC)
ou le terme « accident » souligne 1’aspect brutal de la survenue des symptomes.

Lors d’un AVC, aussi nommé « attaque cérébrale », la circulation sanguine est
interrompue brutalement, affectant une région plus ou moins importante du cerveau. Le
cerveau consomme entre 15 et 20% de 1’énergie générée par le corps humain. La majorité de
cette énergie est utilisée par 1’unité fondamentale du systtme nerveux central (SNC), le
neurone. Les neurones sont des cellules excitables spécialisées dans la communication et le
traitement d’informations. En effet, un stimulus peut entrainer la formation, dans le neurone,
d’un signal bioélectrique (ou influx nerveux), qui pourra étre transmis a d’autres neurones ou
a d’autres tissus pour les activer (des muscles, des glandes sécrétrices...). L’énergie
consommée par les neurones sert a maintenir le potentiel de repos membranaire et restaurer

les concentrations ioniques apres la transmission synaptique. Cette énergie est aussi utilisée
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pour D’activité catabolique et anabolique des neurones et des cellules gliales. L’énergie
provient de I’hydrolyse de 1’adénosine triphosphate (ATP). Cet ATP est majoritairement issu
de la glycolyse aérobie, autrement dit de la phosphorylation oxydative du glucose. La
production d’ATP est donc en lien direct avec 1’apport sanguin de glucose et d’oxygene. Le
cerveau ne présente pratiquement pas de réserve énergétique, la seule source étant le faible
stock de glycogene qui se trouve dans les astrocytes. En absence d’oxygene, durant un AVC,
la glycolyse anaérobie de ce glycogene fournit aux neurones du lactate, dont 1’utilisation par
les mitochondries pour produire de 1I’ATP est insuffisante, pour répondre aux besoins
énergétiques. Le cerveau est donc pleinement dépendant du débit sanguin, pour son apport en
oxygene et en glucose. En conséquence, méme de trés courtes interruptions de la circulation
cérébrale induisent de profondes perturbations des fonctions neurologiques et mentales. Ceci
explique que le débit sanguin cérébral (DSC) doit €tre parfaitement régulé. Ainsi, la
défaillance de la circulation sanguine peut provoquer des dommages, voire la mort du tissu
cérébral. Longtemps, les scientifiques ont eu une vision « neurocentrique » de I’AVC, car les
neurones sont les cellules cérébrales les plus vulnérables a la privation d’oxygene et de
glucose (Lipton, 1999). En réalité, cette privation provoque une réaction complexe impliquant
une multitude de voies de signalisation cellulaire altérant toute 1’unité neuro-glio-vasculaire
(qui comprend les neurones, les cellules gliales, les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses) (figure 1 et box 1) (Iadecola, 2004). Lors de I’AVC, la réduction du débit

sanguin cérébral a 2 origines, I’hémorragie ou 1’occlusion d’une artere cérébrale.
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Figure 1 : L’unité neuro-glio-vasculaire comprend les neurones, les cellules gliales, les

cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses (non représentées sur le schéma)

(figure tirée de (Abbott et al., 2010)).
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Box 1. Les cellules de I’unité neurovasculaire

L’unité neurovasculaire (UNV) comprend les cellules vasculaires (cellules endothéliales, péricytes et

cellules musculaires lisses), les cellules gliales (astrocytes, microglie et oligodendrocytes) et les neurones.

Les cellules musculaires lisses vasculaires
produisent la matrice extracellulaire au cours du
développement, en fournissant la paroi artérielle
avec une capacité de résistance a une pression
sanguine élevée. Ce sont des cellules contractiles
ayant un réle crucial dans la régulation du
diametre des vaisseaux sanguins
(vasoconstriction / vasodilatation) et du DSC

(Lacolley et al., 2012).

Les cellules endothéliales tapissent la face
interne des vaisseaux sanguins, elles sont en
contact direct avec le sang et assurent l'intégrité
des vaisseaux. En condition physiologique, elles
sont reliées par des jonctions serrées ce qui
permet la contribution de I'endothélium dans la

perméabilité de la BHE.

Les péricytes sont des cellules localisées au
niveau de la lame basale de I'endothélium des
capillaires qu’elles entourent par de longs
prolongements circonférentiels et
cytoplasmiques. Les péricytes ont une fonction
contractile et un role dans la régulation

métabolique a travers la régulation du débit

sanguin au niveau des capillaires.

Les astrocytes (littéralement cellules étoilées)
sont les cellules majoritaires du SNC. Elles ont
plusieurs fonctions : de par leur densité elles
assurent un role de support physique cérébral.
Elles sont impliquées dans la régulation du DSC
en contrdlant le diameétre des vaisseaux. Elles

maintiennent ’homéostasie cérébrale, stockent

et distribuent les substrats énergétiques,
contrdlent le développement des neurones et de
la synaptogenese. Elles ont également un réle
dans la fonction synaptique et dans la protection

cérébrale.

La microglie est issue du mésoblaste, c’est un
ensemble de cellules gliales constituant les
cellules immunitaires du SNC, également
qualifiée de macrophages résidents. En
condition physiologique, la microglie est un
senseur de I'état du parenchyme cérébral par sa
mobilité ainsi que l'extension et la rétraction
continue de leur processus. Ces cellules
produisent des cytokines, des radicaux libres et

des protéines.

Les oligodendrocytes sont également des
cellules de soutien. Son principal réle est la
formation de la myéline au niveau du SNC,
servant a augmenter la vitesse de propagation
de l'influx nerveux. La myéline est une sorte de
gaine (lipidique et protéique) enveloppant

I’axone des neurones.

Les neurones représentent l'unité fonctionnelle
du systéme nerveux. Ces cellules sont capables
de générer, de transmettre et/ou de recevoir des
informations sous forme d’influx nerveux. Cela
est permis par leurs deux propriétés
physiologiques : I'excitabilité, autrement dit leur
capacité a répondre aux stimuli et de convertir
ceux-ci en impulsions nerveuses, et la
conductivité, autrement dit la capacité de

transmettre ces impulsions.
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L’ Accident Vasculaire Cérébral

L’AVC peut étre causé par la rupture d’un vaisseau sanguin a I’intérieur du cerveau
entrainant une hémorragie, il est alors qualifi¢ d’AVC hémorragique. L’hématome qui en
résulte, comprime la zone cérébrale atteinte. Lorsque I’obstruction d’un vaisseau sanguin
est due a un caillot de sang entrainant une diminution de la circulation sanguine cérébrale,

I’AVC est dit ischémique, également appelé infarctus cérébral (figure 2).

AVC hémorragique AVC ischémique

Figure 2 : Les 2 différents types d’AVC : I’AVC hémorragique et I’AVC ischémique.

1. Les accidents vasculaires cérébraux hémorragiques

Les AVC hémorragiques représentent seulement 20% des cas, pourtant le risque de
mortalité qui leur est associé est jusqu’a quatre fois plus élevé en comparaison des AVC
ischémiques (Andersen et al., 2009). Un AVC hémorragique est provoqué par un saignement
cérébral. En plus de priver une partie du cerveau d’oxygene, I’hémorragie détruit d’autres
cellules en exergant une pression sur les tissus, entrainant des dommages plus importants. Elle
peut se produire au centre (hémorragie intracérébrale) ou a la périphérie du cerveau
(hémorragie subarachnoide), sous la dure-mére cranienne. Ces hémorragies sont le plus
souvent dues a une rupture d’anévrisme. Un anévrisme est une section affaiblie de la paroi des
vaisseaux sanguins qui se gonfle de sang et fait saillie, dont la forme est généralement celle
d’un sac (anévrisme sacciforme). L hypertension artérielle ou un traumatisme peut provoquer
sa rupture, entrainant I’hémorragie. La rupture d’anévrisme est responsable de la majorité des

AVC mortels chez les jeunes personnes (moins de 45 ans).

2. Les accidents vasculaires cérébraux ischémiques
Les AVC ischémiques sont les plus fréquents, ils représentent plus de 80% des cas. Le
terme ischémie provient du grec ancien « iskhaimos », de iskhein, pour restriction, et haima,

pour sang. L’obturation d’une artere cérébrale peut étre la résultante d’une :
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L’ Accident Vasculaire Cérébral

e Athérosclérose, a savoir une 1ésion de la paroi des arteres carotides, provoquant une
diminution du diameétre interne du vaisseau, voire son obstruction totale. Cela
représente 40 a 50% des AVC ischémiques.

e Embolie cérébrale qui résulte de la formation d’un thrombus (ou caillot) bloquant
I’artere. Ce caillot s’est formé a I’extérieur du cerveau, dans le cceur par exemple, et a
été transporté par la circulation sanguine. Le caillot peut également provenir des
arteres carotides (dans le cou), a partir de plaques d’athérome. Cela représente 30%
des AVC ischémiques.

Les AVC ischémiques peuvent étre également classés selon I’étendue de la restriction
du DSC. En effet, lors d’une interruption de I’ensemble de la circulation cérébrale, c’est une
ischémie cérébrale globale. C’est d’ailleurs ce qui arrive lors d’un arrét cardiaque. Lorsque
la réduction du DSC est limitée a une région cérébrale distincte, c’est une ischémie cérébrale
focale, due a une athérosclérose ou une embolie cérébrale. Lors d’un AVC ischémique focal,
il existe un gradient de perfusion qui diminue en fonction de la proximité de la zone irriguée
par ’artere obstruée. Ainsi, il existe une zone ou la circulation sanguine est partiellement
maintenue grace aux vaisseaux sanguins collatéraux, provenant du polygone de Willis
(Liebeskind, 2010). Ce gradient de perfusion participe a la formation d’un état transitoire, ou
les neurones sont entre « la vie et la mort ». Cet état, entre la I€sion irréversible et le tissu

sain, est nommé la « pénombre ischémique ».

B. La pénombre ischémique

1. Le concept de pénombre ischémique

Dans les années 1970, plusieurs études ont été effectuées sur le babouin, car leur
cerveau a un ratio substance blanche/substance grise et une vascularisation similaire au
cerveau humain (Lake et al., 1990). Ces études ont permis d’établir un lien entre le DSC et
I’activité électrique du cerveau, reflétant 1’activité neuronale, ainsi qu’un lien entre le DSC et
I’homéostasie ionique, reflétant I’intégrit€é membranaire de ces neurones. Le DSC basal est
entre 0,50 et 0,55 ml par minute et par gramme de tissu cérébral (ml.min".g™"). Lorsque ce
débit est sous le seuil de 0,16-0,17 ml.min™.g", une interruption de I’activité neuronale est
observée par un électro-encéphalogramme (EEG) plat (Trojaborg and Boysen, 1973). Si ce
débit est inférieur a 0,10 ml.min'.g", ce qui représente 20% du DSC basal, un déficit

énergétique se produit, entrainant 1’altération des pompes ioniques, ce qui a pour conséquence
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L’ Accident Vasculaire Cérébral

la mort neuronale (Astrup et al., 1977). Ainsi, plus le DSC est faible plus les dommages sont
importants.

Lors d’un AVC, il existe une zone cérébrale ol le DSC se trouve entre ces deux seuils.
Dans cette zone cérébrale, I’'EEG est plat : il n’y a plus d’activité neuronale. Pourtant, les
neurones de cette zone ne présentent pas de défaillance ionique, ce qui leurs permet de
maintenir leur potentiel de membrane et donc I'intégrité de leur membrane. Cette absence
d’altération des pompes ioniques permet d’éviter un phénomene délétere, la dérégulation du
systetme glutamatergique (cf. Chapitre 1.D.1). Plus concrétement, les neurones se trouvant
dans cette zone sont fonctionnellement inactifs mais leur intégrité physique est intacte.
Cette partie du cerveau ischémié s’appelle la pénombre ischémique (Astrup et al., 1981).
Cette zone forme un anneau autour du « cceur » ischémique, 1a ol I'ischémie est la plus sévere
(entre 10 et 20% du DSC initial). Dans ce cceur ischémique, le déficit énergétique et la
défaillance des pompes ioniques se sont déja développés et les dommages sont irréversibles.

Dans la pénombre, la survie neuronale reste fragile et la 1ésion cérébrale pourra
continuer a se développer en fonction de la sévérité de 1’ischémie, c’est a dire de la durée
d’occlusion et de la surface touchée (Jones et al., 1981). Si la restauration de la circulation
s’effectue rapidement, la lésion cérébrale ainsi que les dommages li€s a cette 1ésion peuvent
étre réduits (Selman et al., 1990; Weinstein et al., 1986). A I’inverse, si la circulation n’est pas
rétablie, la pénombre ischémique aura le méme destin que le cceur ischémique, et les
dommages s’étendront a toute cette région. L’existence de la pénombre, et plus
particulierement de cet état évolutif — soit vers une survie, soit vers une mort cellulaire — est
associée a une certaine notion de « réversibilité » des altérations, en fonction de I’état du DSC
(figure 3).

Durant 'AVC Quelques heures aprés 30 jours apres

évolution de la lésion Iésion finale

coeur B
ischémique

Figure 3 : Devenir de la pénombre suivant la présence ou non de reperfusion.
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2. L’intérét et la visualisation de la pénombre chez les patients

La pénombre ischémique a été observée chez les patients (Furlan et al., 1996; Read et
al., 1998). Elle reprend les mémes notions de survie neuronale dépendantes de la sévérité de
I’ischémie, ainsi que la réversibilité des altérations (Kaufmann et al., 1999). Séparer la
pénombre du cceur ischémique est cruciale dans 1’approche thérapeutique, puisque la
pénombre délimite un tissu auquel la mort apoptotique pourrait étre éviter. D’ailleurs, ’indice
de la récupération potentielle a été défini comme le ratio suivant : aire de la pénombre / (aire
de la pénombre + l'aire de I’infarctus). Plus cet indice est élevé, plus le pronostic est
favorable, et inversement, y compris en présence d’une restauration du flux sanguin (Schaller,
2007). Néanmoins, la restauration précoce du flux sanguin cérébral est 1’option principale qui
permet d’améliorer la récupération et le pronostic vital des patients victimes d’AVC (Olsen et
al., 1983).

Des techniques d’imageries non invasives ont ét€é mises en place pour visualiser la
pénombre. Le principe étant de « photographier » 1’état du parenchyme cérébral ainsi que
celui des vaisseaux, a un instant donné. La neuro-imagerie joue un rdle crucial, tout d’abord
pour confirmer le diagnostic de I’AVC, s’il est ischémique ou hémorragique, puis pour
localiser le vaisseau obstrué, et donc permettre une prise de décision rapide, quant aux
stratégies thérapeutiques a mettre en ceuvre. L’ imagerie permet ensuite le suivi clinique des
patients victimes d’AVC ischémique, notamment le suivi des évolutions de ’infarctus et de la
pénombre. La premiere technique de détection des occlusions intracraniales, comme I’artere
cérébrale moyenne, est le doppler transcranien (DTC) (Mattle et al., 1988) (Zanette et al.,
1989). Le DTC est une technique qui permet d’enregistrer, de maniere non invasive, le flux
ou la vitesse des globules rouges dans les gros troncs artériels intracraniens. Cette technique a
permis de tirer des corrélations entre le DSC et la récupération motrice apres un AVC
(Halsey, 1988). Avec les avancées de I’imagerie médicale, la premiere technique d’imagerie,
a proprement parler, qui fut employée est la tomoscintigraphie par émission de positon
dénommée TEP. Cette technique consiste a mesurer I’activité métabolique d’un organe au
travers de 1’émission produite par les positons issus de la consommation de glucose fluoré.
Apres son injection, 1’accumulation du glucose radioactif dans les différentes régions du
cerveau va €tre observé par les capteurs du TEP. Cela permet d’obtenir des informations
importantes sur le DSC, le volume sanguin cérébral mais aussi sur le métabolisme de

I’oxygene ainsi que son extraction (Baron, 1999). Cependant, I’utilisation de cette technique
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dans le cadre de I’AVC reste limitée, car la radioactivité décroit rapidement (Scalzo et al.,
2015).

A T’heure actuelle, I’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est 1’examen
radiologique de référence pour diagnostiquer une ischémie cérébrale. L’IRM est une
technique d’imagerie médicale basée sur le phénomene physique de résonance magnétique
nucléaire (RMN). Il s’agit d’observer la RMN des protons de l’eau contenue dans
I’organisme, permettant I’observation des altérations des tissus par des différences de densité
et de relaxation de I’eau. L’IRM est ’examen d’imagerie a privilégier, en raison de sa
sensibilité et de 1’absence d’irradiation (Sacco et al., 2013). Il permet de confirmer le
diagnostic. Il permet également de localiser avec précision la zone mal irriguée, notamment la
pénombre ischémique. L’IRM aide a la décision thérapeutique, en définissant au mieux les
risques et les bénéfices de I’administration d’un agent thrombolytique, ainsi que 1’état de la

pénombre ischémique.

C. Les séquelles suites a un AVC

Etant donné que la majorité des patients victimes d’AVC survivent a ’accident, les
conséquences a long terme, d’une attaque, représentent un probléme de sant¢ majeur. En
effet, en 2007, 62 millions de patients ont survécu a leur AVC, et plus de la moitié d’entre eux
présente des séquelles motrices et/ou cognitives. Le colt de I’AVC a été évalué
approximativement a 51 millions d’années perdues en raison d’une mauvaise santé, d’un
handicap ou d’une mort précoce (Calculé par la mesure du DALY « Disability Adjusted Life
Years » ; figure 4) (Johnston et al., 2009; Strong et al., 2007). D’apres le Ministere de la
Santé, il y a 771 000 personnes avec un antécédent d’AVC en France, dont 505 000
présentent des séquelles. Selon les données recueillies par le registre des AVC de Dijon, pres
de 60 % des personnes ayant survécu a un AVC présentent des symptomes un an apres
I’accident, dont 25% un handicap « léger ou modéré » et 34% ne peuvent marcher sans

assistance (Bejot et al., 2007a).
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Figure 4 : Représentation infographique de la notion de DALY (Disability Adjusted Life

Years) (une infographie de Lamiot).

Chaque partie du cerveau régissant des fonctions et des capacités différentes, les
conséquences d’un AVC varient selon la partie du cerveau lésée et 1’étendue de la partie
endommagée. L’AVC peut avoir des effets physiques, émotionnels, comportementaux et
sociaux. Il peut modifier la capacité d’une personne a penser et a apprendre. Le cerveau
comportant des voies qui « s’entrecroisent », les dommages de 1’hémisphere droit affectent le

coté gauche du corps, et inversement.

1. Les troubles moteurs

La conséquence la plus commune apres un AVC est le déficit moteur, qui peut étre
considéré comme une perte ou une limitation du contrdle musculaire, voire de la mobilité
(Jorgensen et al., 1995a). Dans 80% des cas, les troubles moteurs post-AVC affectent
typiquement le contrdole musculaire d’un c6té du corps, en partant du visage a la jambe
(Langhorne et al., 2009). La paralysie est initialement totale, les muscles sont incapables de la
moindre activité. Aprés quelques jours, ou plus rarement quelques semaines, des contractions
musculaires sont a nouveau possibles, mais cette motricité renaissante est altérée et n’autorise
que des mouvements grossiers et sans précision. Ce handicap moteur est ’hémiparésie, ce qui
correspond a la paralysie partielle d’un hémicorps, plus ou moins accentuée sur certains
membres (bras en retrait, jambe boutante). A la différence de I’hémiplégie, la paralysie n’est
pas totale et le patient peut donc mobiliser son hémicorps mais avec une force musculaire
inférieure a la normale. Au déficit moteur s’ajoutent des troubles du tonus caractérisé par une
résistance a I’étirement des muscles (raideur musculaire ou spasticité) qui donne I’attitude
caractéristique de I’hémiplégique : flexion du membre supérieur, main fermée, extension du
membre inférieur. Cette hémiplégie entraine une géne, voire une dépendance dans les taches

de la vie quotidienne. L’AVC est la cause la plus fréquente d’hémiplégie, car 80% des AVC
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ischémiques sont dus a 1’occlusion de I’artere cérébrale moyenne (appelée artere sylvienne).
Cette artere irrigue, en superficie, la majeure partie de la surface latérale de I’hémisphere et en
profondeur, les ganglions de la base et la capsule interne. Ces différentes structures sont
impliquées, entre autres, dans la fonction motrice. Le controle des mouvements est aussi régi
dans ces structures ; c’est pourquoi tres souvent des troubles de la coordination, ou ataxie,
sont observés chez les patients victimes d’AVC. L’apraxie est aussi un trouble fréquent suite
aun AVC (Heilman et al., 1997). L’apraxie est un trouble qui rend une personne incapable de
réaliser un ou plusieurs mouvements, notamment sur commande. C’est un déficit
neurologique affectant la conceptualisation et I’exécution du geste proprement dit, méme si
I’ensemble des fonctions motrices et sensitives de base est normal. Ces différents troubles
moteurs entrainent généralement des altérations de la démarche. Si le déficit moteur est le
plus habituel, d’autres troubles accompagnent généralement les victimes d’'un AVC,

notamment ceux d’ordre cognitif.

2. Les troubles cognitifs

Les troubles cognitifs apres un AVC sont fréquents et peuvent entrainer une invalidité
avec des impacts importants sur la qualité de vie et I’indépendance des patients (Tatemichi et
al., 1994). La cognition inclut une multitude de processus intellectuels telles que I’attention, la
fonction exécutive (planification, organisation, contrdle), la compétence visuospatiale
(recherche visuelle, dessiner...), la mémoire (rappel et reconnaissance d’une information
visuelle et verbale), et le langage. Une simple tache, telle que se rappeler d’une liste de
course, fait appel a la mémoire mais également a I’attention et au langage. La cognition est
donc complexe et difficilement classifiable. La référence absolue pour déterminer une atteinte
cognitive, ou démence, est une batterie de tests neuropsychologiques couvrant divers
domaines, avec des informations normatives pour indiquer des troubles spécifiques a un
processus. Ces tests sont utilis€s également pour quantifier la détérioration cognitive dans la
maladie d’Alzheimer, premiere cause de démence dans le monde. La démence suite a un ou
plusieurs AVC est dite « vasculaire ». Environ 30% des patients victimes d’AVC développent
une démence dans 1’année suivant 1’accident (Cullen et al., 2007), représentant ainsi d’apres
I’OMS, la deuxiecme cause de démence, apres la maladie d’Alzheimer. L’obstruction de
I’artere cérébrale moyenne est associée a une plus grande probabilité de troubles cognitifs
(Jaillard et al., 2010).

Dans les années 1990, deux études ont montré que 1’attention, la mémoire, le langage,

et I’orientation étaient les plus affectés suite a un AVC. Des déficits d’ordre visuospatial et de
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raisonnement ont également été observés chez ces patients (Hochstenbach et al., 1998;
Tatemichi et al., 1994). Aujourd’hui, il est établi qu’apres un AVC, les troubles de 1’attention
et des fonctions exécutives sont les plus fréquents par rapport aux troubles mnésiques. En
effet, seulement la moitié des victimes souffrant de démence vasculaire présente des troubles
mnésiques (Feldman et al., 2003). Néanmoins, il est possible que les déficiences d’attention et
des fonctions exécutives soient prédominantes apres un AVC, car ce sont des processus
souvent évalués par des tests dépendants du temps contrairement aux tests mnésiques
(Cumming et al., 2013). La majorité des patients présente un ralentissement cognitif,
autrement dit une lenteur prononcée dans le traitement des informations (Hochstenbach et al.,
1998), qui est un prédicateur négatif de 1’autonomie des survivants d’'un AVC (Narasimhalu
etal.,2011).

En clinique, deux des déficits cognitifs les plus importants apres un AVC sont
I’héminégligence spatiale et I’aphasie (Cumming et al., 2013). En effet, 85% des patients en
phase aigué d’une ischémie de 1’hémisphere droit, présentent une négligence visuelle gauche
(Azouvi et al., 2006). La lésion empéche le cerveau de répondre aux signaux qui lui sont
présentés du coté gauche. Le patient se heurte aux obstacles situés sur sa gauche, ne lit que la
partie droite d’un texte, ne mange que le coté droit du contenu de son assiette, etc... Malgré
une fréquente récupération spontanée durant la premicre semaine apres 1’accident (Ringman
et al., 2004), au moins un tiers des patients présente une héminégligence importante, plusieurs

mois apres I’AVC (Karnath et al., 2011).

Suite a un AVC, une perte totale ou partielle de la capacité de communiquer par le
langage peut survenir chez la victime. Ce trouble est appelé aphasie. L’aphasie est une
incapacité de parler et/ou de comprendre, I’écrit et/ou I’oral, et ceci en 1’absence de troubles
sensoriels (surdité par exemple). L aphasie est donc une lourde conséquence de I’AVC, et ce
trouble persiste chez 10 a 38% des survivants d’'un AVC (Pedersen et al., 1995; Yoon et al.,
2015). Plusieurs évaluations ont été effectuées pour mesurer I’impact de 1’aphasie dans la
qualité de la vie des patients victimes d’AVC (Hilari et al., 2003). L’aphasie est souvent
accompagnée de troubles émotionnels et psychosociaux (Hemsley and Code, 1996). La
communication étant la premiere étape d’une relation dans notre société, I’aphasie a été
reportée comme étant un prédicateur de désordres émotionnels, et d’isolation sociale (Thomas

and Lincoln, 2008).
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3. Les troubles émotionnels

Suite a un AVC, les patients présentent généralement une anxiété, et ont tendance a se
replier sur eux-mémes. Le trouble émotionnel ayant la plus grande importance clinique est la
dépression post-AVC.

La symptomatologie de la dépression post-AVC est dominée par I’humeur dépressive,
et ’anhédonie, qui est I’incapacité a ressentir du plaisir. La perte d’énergie, les difficultés de
concentration et la lenteur psychomotrice sont également fréquentes, ainsi que les signes
organiques que représentent la perte d’appétit et I'insomnie. Environ un tiers des patients
ayant subi un AVC développe une dépression dans 1’année qui suit (Hackett et al., 2005;
Robinson, 2003). La plupart de ces études ont exclu les patients aphasiques ou porteurs de
troubles cognitifs préalables, compte tenu des difficultés de diagnostics. Contrairement aux
autres séquelles de I’AVC, le risque de dépression n’est pas li€é a un territoire cérébral
spécifique (Carson et al., 2000). En revanche, son développement est favorisé par la gravité
de la dépendance physique, de D’existence de troubles de la marche, ou encore de
I’incontinence urinaire (Kouwenhoven et al., 2011). Le sexe et 1’Age semblent influencer sur
la fréquence de dépression post-AVC. En effet, elle semble prédominante chez les femmes,
et, avant 70 ans, le risque de développer une dépression post-AVC serait plus important. La
dépression post-AVC est en partie la conséquence des réactions psychologiques engendrées
par la survenue d’une perturbation brutale et durable des relations d’un sujet avec son
environnement. La période la plus a risque de survenue de la dépression est sujette a
discussion. L’incidence serait plus importante dans le premier mois suivant I’AVC que pour
le reste de la premiere année (Kouwenhoven et al., 2011). Cette survenue précoce de la
dépression pourrait, en retardant la rééducation, avoir d’importantes répercussions sur les
séquelles a long terme de I’AVC. Globalement, et quelle que soit I’évolution de la dépression,
la présence d’une dépression post-AVC est considérée comme un facteur de mauvais
pronostic (Hadidi et al., 2009). En effet, la mortalité est multipliée par 3,5 par rapport a celle
de patients sans dépression, le délai de récupération et I'importance des séquelles sont
augmentés, et enfin la qualité de la vie du patient et de son entourage est significativement

réduite.

4. Les troubles sensoriels
Les troubles sensoriels désignent I’ensemble de troubles de la perception qui affectent
les organes des sens (yeux, nez, langue, oreilles, peau). Apres ’AVC, les troubles sensoriels

chez les victimes se manifestent par (1) des sensations souvent désagréables dans les
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membres paralysés (fourmillements ou parasthésie, picotements, briilures) qui peuvent parfois
étre difficilement supportables, (2) une insensibilité au toucher, a la piqlire, au froid et/ou au
chaud, et (3) une difficulté a reconnaitre les objets par le toucher. Les victimes d’'un AVC
peuvent présenter une perte de la vision d’un ceil (cécité unilatérale, suivant 1’hémisphere
touché) ou de la moitié du champ visuel pour chaque ceil (hémianopsie), ou encore une vue

double (diplopie).

D. Les mécanismes pathologiques de I’AVC ischémique

Les 1ésions cérébrales induites par un AVC ischémique transitoire ou permanent
résultent de 1’interaction complexe entre de multiples voies conduisant a la mort cellulaire par
nécrose et/ou apoptose : le déficit énergétique, I’excitotoxicité, le stress oxydatif et nitrique et
I’inflammation, tous intervenant selon une chronologie définie. Ces processus qui se

chevauchent, causent des lésions a toute 1’unité neuro-glio-vasculaire (figure 5).
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Fioure 5 : Graphique représentant le profil temporel des principaux mécanismes

physiopathologiques suite a une ischémie cérébrale focale, et leur impact sur la lésion

ischémique finale, d’apreés (Brouns and De Deyn, 2009).

1. Déficit énergétique et excitotoxicité
Le cerveau consomme une importante quantité d’oxygene et de glucose, et dépend

principalement de 1’énergie produite par la phosphorylation oxydative du glucose. Cette
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phosphorylation va donner lieu a la production du principal substrat énergétique, I’ATP. 70%
de cet ATP est hydrolysé par les pompes ioniques Na*/K* ATPase, qui servent a maintenir
et/ou restaurer continuellement 1’inégalité de répartition des ions Na" et K de part et d’autre
de la membrane plasmique. Cette asymétrie ionique crée une différence de potentiel
électrique transmembranaire (potentiel de membrane). Les ions Na', Ca® et CI' sont
majoritairement extracellulaires contrairement a 1’ion K*, majoritairement intracellulaire.
Cette asymétrie ionique est nécessaire a la propagation des potentiels d’action des neurones.
Le potentiel d’action se présente sous la forme d’une onde a trois phases (figure 6) : (1) la
phase de dépolarisation, due a une entrée de Na* dans la cellule ; puis (2) la phase de
repolarisation, due a deux phénomenes, d’une part I’inactivation de la conductance sodique
(arrét de I’entrée du Na*), et d’autre part, I’activation de la conductance potassique (sortie des
ions K"); et enfin (3) I’hyperpolarisation correspondant a une sortie en exceés d’ions K*.
Ensuite, les pompes Na*/K* ATPase rétablissent les concentrations ioniques.
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Figure 6 : Les différentes étapes d’un potentiel d’action neuronal

Lors d’une interruption du DSC, le déficit énergétique engendré par 1’absence
d’oxygene et de glucose, ne permet plus le maintien des gradients ioniques, et plus
particulierement le potentiel de repos des neurones, ce qui entraine une dépolarisation
massive des neurones. Cette dépolarisation fait suite a la consommation de I’ATP et a I’entrée
cellulaire des ions Na*, Ca®* et Cl et la sortie du K*(Katsura et al., 1994). La dépolarisation
des neurones va entrainer le relargage des neurotransmetteurs dans la fente synaptique,
induisant I’activation de leurs récepteurs spécifiques. Cette libération est due a I’ouverture des
canaux Ca** voltage-dépendants. Etant donné le déficit énergétique, il n’y a plus de recapture
de ces neurotransmetteurs depuis la fente synaptique, amplifiant 1’activation de leurs

récepteurs spécifiques. Parmi ces neurotransmetteurs se trouvent le glutamate, le principal
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neurotransmetteur excitateur cérébral. Son accumulation importante entraine un phénomene
extrémement délétere, I’excitotoxicité (Choi, 1988; Rossi et al., 2000). Celle-ci est due a une
stimulation excessive des différents récepteurs ionotropiques (protéines transmembranaires
ouvrant un canal ionique) du glutamate, tels que les récepteurs alpha-amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazole-4-propionate (AMPA), les récepteurs N-methyl-D-aspartate (NMDA) et les
récepteurs kainate, et enfin les différents récepteurs métabotropiques (protéines membranaires
activant une voie de signalisation intracellulaire). La toxicité du glutamate provient de
I’entrée massive du Ca* a l’intérieur de la cellule, qui entraine la nécrose des neurones. En
effet, tous les récepteurs activés par le glutamate ont pour finalit¢ d’augmenter la
concentration calcique intracellulaire. Les récepteurs NMDA sont perméables aux ions Ca®*,
Na" et K*, mais quand le potentiel membranaire du neurone est au repos, la liaison du
glutamate sur le récepteur n’est pas suffisante pour permettre 1’entrée des ions par le canal.
Une dépolarisation de la membrane plasmique est nécessaire pour lever le blocage du canal
par I’ion magnésium (Mg>") (Nowak et al., 1984). Les récepteurs AMPA sont perméables au
Na® et K", et leur activation va induire un influx de Na* et donc la dépolarisation membranaire
des neurones, permettant 1’activation des récepteurs NMDA en levant le blocage du Mg,
Une fois le canal ouvert, sa perméabilité au Ca®* va renforcer I’accumulation calcique
intracellulaire, tout comme 1’activation des récepteurs métabotropiques du glutamate via la
phospholipase C et la voie de signalisation inositol-triphosphate (Paschen, 1996). L’entrée de
Na* et de CI' va entrainer ’entrée d’eau dans la cellule, et induire la formation de 1’cedéme
cytotoxique, visible dans les temps précoces par I’'IRM.

Des modeles animaux reproduisant 1’occlusion de 1’artere cérébrale moyenne (MCAo,
pour « Middle Cerebral Artery occlusion ») (box2) — le type d’AVC le plus commun — ont
confirmé que les dommages sont plus rapides et plus séveres au centre du territoire
ischémique (le cceur ischémique). Au niveau de ce coeur ischémique, 1’excitotoxicité va étre
dévastatrice et mener a la nécrose du tissu cérébral (Moskowitz et al., 2010). La
dépolarisation péri-infarctus, qui va donc se dérouler a proximité du cceur ischémique, c’est a
dire dans la pénombre, va aussi conduire a une mort cellulaire plus lente, I’apoptose. Durant
I’ischémie, la concentration calcique va atteindre entre 50 et 100uM, ce qui représente une
augmentation d’un facteur 500 a 1000 fois supérieures a la normale. Cette augmentation
active toutes les voies de signalisation calcique déclenchant une multitude de processus
déléteres comme le stress oxydatif, 1’inflammation post-ischémique, la fragmentation de

I’ADN et des protéines du cytosquelette, pour conduire a une mort cellulaire.
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Box 2. Les modéles expérimentaux d’AVC

De nombreux modeles expérimentaux ont été€ développés pour étudier la physiopathologie de I’AVC.

Voici les principaux modeles utilisés dans les laboratoires de recherche (Bacigaluppi et al., 2010). Les

2 principaux modeles reproduisent I’ischémie cérébrale focale et globale.

L’ischémie cérébrale focale est caractérisée

par une réduction du DSC dans une région

cérébrale  distincte.  Plusieurs  modeles
permettent d’obtenir ce type d’ischémie.
L’occlusion de I’artére cérébrale moyenne
(MCAo0) est le modele le plus utilisé, car il
correspond a I’occlusion de I’artére sylvienne
chez ’'Homme (80% des AVC ischémiques).
L’occlusion peut étre proximale (pMCAO0), et
distale (AIMCAo0). Les pMCAo sont induites
par ’introduction d’un filament siliconé dans
I’artére cérébrale primitive et qui remonte
jusqu’a DPartére carotide interne. L’ostium de
I’ACM est ainsi obstrué. La sévérité des
lésions varie en fonction du temps d’occlusion
(entre 30 et 120 min), une fois le filament
retiré une reperfusion du tissu peut &tre
observée. En cas d’occlusion permanente le
filament n’est pas retiré. Les dMCAo sont
induites par une craniotomie pour manipuler
directement les branches superficielles de
I’ACM. Les structures profondes (hippocampe,
hypothalamus, thalamus...) sont épargnées par
ce modele. L’ischémie cérébrale focale peut
également &tre obtenue par une occlusion dite
« thrombotique ».

Des modéeles thromboemboliques ont été

développés chez I’animal, ils sont induits par

I’injection de caillots synthétiques dans I’artére

carotide interne. Un modele utilisant
I’endothéline-1 (ET-1) a également été
développé. Cela consiste en [’injection
intracérébrale de [I’ET-1, une substance
vasoconstrictrice, réduisant le DSC dans la
zone d’injection. Le modele photo-
thrombotique permet d’induire des lésions au
niveau cortical par photo-activation d’un
colorant sensible a la lumiére et injecté au
préalable.

L’ischémie cérébrale globale est caractérisée

par une interruption de I’ensemble de la
circulation cérébrale. L’ischémie globale est
utilisée pour étudier les dommages cérébraux
suite a un accident cardiaque. Elle peut étre
induite par plusieurs approches.

L’occlusion des 4 vaisseaux consistant en
I’obstruction réversible des artéres carotides
communes et 1’obstruction permanente des
arteres vertébrales par cautérisation électrique.
Cela entralne une ischémie, reproductible,
bilatérale du cerveau et du tronc cérébral.
L’occlusion des 2 vaisseaux consistant en
I’occlusion des 2 artéres carotides communes,
combinée avec une induction d’hypotension,
entraine une lésion spécifique au niveau du
CAl de I’hippocampe, du caudate putamen et

dans le néocortex.
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2. Le stress oxydatif et nitrique

Le stress oxydatif joue un r6le majeur dans les dommages ischémiques, lors d’une
production excessive d’oxygene ou de ses dérivés chimiques, communément appelés «
especes réactives oxygénées » (ROS, pour Reactive Oxygen Species) (Cao et al., 1988). Ces
ROS sont donc des especes chimiques oxygénées telles que des radicaux libres (molécules
chimiques treés actives, due a la présence d’électrons de valence non appariés), des ions
oxygénés et des peroxydes (composés chimiques contenant un groupe fonctionnel de formule
générale R-O-O-R’). Il peut s’agir de I’anion superoxyde O,’, de ’oxygene singulet O,-, du
radical hydroxyle HO-, ou encore du peroxyde d’hydrogene H,O, (figure 7). Normalement,
ces ROS jouent le rdle de second messager, et agissent directement sur les protéines
impliquées dans la signalisation cellulaire, I’induction mitotique, les défenses immunitaires, la
senescence cellulaire, I’apoptose, 1’élimination de molécules toxiques (Bergendi et al., 1999),
et la vasodilatation d’artéres cérébrales (Paravicini et al., 2006).

Ces especes chimiques oxygénées peuvent €tre liées a un ou plusieurs atomes d’azote :
ce sont les « especes réactives azotées » (RNS, pour Reactive Nitrogen Species). 1l peut
s’agir du monoxyde d’azote NO, du peroxynitrite ONOO', et du nitrogéne dioxyde ‘NO,. Ces
RNS sont générées en conditions physiologiques. Le NO est produit dans les tissus
biologiques a partir de la L-arginine et de 1’oxygene par plusieurs enzymes, les NO synthases
(NOS), qui sont des hémoprotéines (protéines a héme, un cofacteur contenant un métal). Le
NO est libéré par les cellules endothéliales, les macrophages, les cellules hépatiques et les
neurones. Cette libération a un réle dans la signalisation neuronale, la pression artérielle, la
relaxation musculaire lisse et la réponse immunitaire. Comme pour le stress oxydatif, le stress
nitrique correspond a production excessive de RNS (Ridnour et al., 2004).

L’ischémie entraine une production excessive de ces ROS/RNS (McCord, 1985), par
I’activation de plusieurs enzymes dont la NOS (Iadecola et al., 1995) et la cyclo-oxygénase 2
(COX-2). Les défenses anti-oxydantes sont alors submergées et ne sont plus capables de
protéger la cellule des dommages oxydatifs. En effet, le cerveau est riche en lipides
péroxydables, et au contraire, pauvre en enzymes anti-oxydantes endogenes (comme la
catalase, la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase et la glutathion réductase)
et d’autres molécules endogenes (par exemple le glutathion, les vitamines A, C et E) (figure
7) (Duffy et al., 1998; Vatassery, 1998). Le SNC, et plus particulierement les neurones, sont
plus vulnérables au stress oxydatif, en raison de leur métabolisme élevé et leur faible capacité

de régénération (Smith et al., 2013).
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Figure 7 : Le stress oxydatif et nitrique

Ces especes réactives provoquent principalement, la peroxydation des lipides
membranaires et des altérations des protéines et de I’ADN (Allen and Bayraktutan, 2009).

Les ROS/RNS entrainent des dommages membranaires par 1’oxydation des lipides
insaturés. C’est une réaction en chaine continuant jusqu’a ce que le substrat soit
complétement consommé. Cette peroxydation intervient dans le renouvellement de la
membrane cellulaire, mais lors d’un stress oxydatif et nitrique, la peroxydation des lipides
altere la structure et la fonction de la membrane, la rendant perméable. Ces dommages
membranaires sont dus a I’hydrolyse des phospholipides membranaires par une hydrolase, la
Phospholipase A2 (PLA,), produisant des acides gras libres, (arachidonique (AA) et
lysophospholipides) et des ROS (Adibhatla and Hatcher, 2008). Chez le rongeur, I’inhibition
de ’activité de la PLA, protege des dommages induits par MCAo (Zhang et al., 2012). Chez
les patients victimes d’un AVC ischémique, une augmentation de 1’activité de la PLA, est
associée a des déficits neurologiques et des 1€sions cérébrales plus séveres (Kara et al., 2014).
Les produits issus de 1’hydrolyse lipidique vont se lier aux lipides et protéines membranaires,
provoquant une altération de la fluidité et de la perméabilité membranaires, perturbant
I’activité des enzymes membranaires, les liaisons des molécules avec leurs récepteurs
membranaires, ou encore les interactions cellulaires (Braughler and Hall, 1989).

Les ROS/RNS entrainent également une dégradation protéique (Davies, 1987). En
effet, le stress oxydatif entraine la fragmentation protéique qui est due a 1’oxydation du
squelette carboné de la chaine polypeptidique (Berlett and Stadtman, 1997). Certaines

modifications consistent en 1’oxydation des chaines latérales des acides aminés avec la
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formation de ponts disulfure, de méthionine sulfoxyde (oxydation de 1’atome de soufre) et de
groupements carbonyles (CO). Les RNS entrainent la formation de dérivés nitrés lors du
contact de la tyrosine (nitrotyrosine) avec le NO. Toutes ces modifications post
traductionnelles causent des mauvais repliements protéiques et donc I’amorcage des protéines
oxydées pour la dégradation par le protéasome (Berlett and Stadtman, 1997; Radak et al.,
2011).

Enfin, les ROS/RNS entrainent également des altérations de I’ADN, dont les
modifications des bases nucléotidiques, la formation de sites apurinique/apyrimidique (sites
AP), et la fragmentation de ’ADN simple et double brin. Les modifications directes des
nucléotides concernent majoritairement la guanine, car c’est la base la plus sensible aux
oxydations en raison de son faible potentiel de réduction (Smith et al., 2013). Le radical
hydroxyle (OH) interagit avec différents carbones de la guanine (Cooke et al., 2003).
D’ailleurs la production de superoxyde, dans les modeles d’AVC murins, est associée a une
augmentation de I’oxydation du 8™ carbone du cycle imidazole de la guanine (8-Oxo0G)
(Lukic-Panin et al., 2010; Nito et al., 2011). Une des conséquences fréquentes de I’oxydation
des bases nucléotidiques est la formation des sites AP le long de I’ADN. Ces sites sont des
emplacements de ’ADN ou la base est manquante. Ce sont donc des sites « vacants ». La
présence de 8-OxoG entraine I’activation du systéme de réparation par excision de base, ce
qui favorise la formation des sites AP. Enfin, le stress oxydatif peut aussi causer la
fragmentation de I’ADN simple et double brin. Le radical OH interagit avec le désoxyribose
ce qui va générer des radicaux peroxyles (ROOe-). Ces radicaux sont alors responsables des
ruptures des liaisons phosphodiester qui forment le squelette de chaque brin d’hélice d’ADN
(Dedon, 2008). Ces fragments d’ADN ont été identifiés dans le cortex et I’hippocampe
ipsilatéral, apres un modele d’AVC chez le rat (Chen et al., 1997).

Ces radicaux libres activent les métalloprotéases matricielles (MMPs, enzymes
protéolytiques possédant un ion Zn>* au niveau de leur site catalytique), qui dégradent le
collagéne et la laminine constituant la lame basale. Cette dégradation de la matrice
extracellulaire perturbe 1’intégrité de la paroi vasculaire et augmente la perméabilité de la

barriere hémato-encéphalique (BHE).

3. L’altération de la barriere hémato-encéphalique
La barriére hémato-encéphalique est une membrane séparant la circulation sanguine
et le liquide céphalo-rachidien (LCR), fluide dans lequel baigne le systeme nerveux central.

Elle a pour role de protéger le cerveau et la moelle épiniere de l'intrusion de composés
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potentiellement nocifs, tels que des agents pathogenes, des toxines et certaines hormones,
présents dans le sang. La BHE est composée de toute 1’unité neuro-glio-vasculaire, c’est a
dire de cellules endothéliales, de péricytes, d’astrocytes, de neurones et d’une matrice
extracellulaire formant la lame basale (figure 1 et box1) (Hawkins and Davis, 2005).

Les cellules endothéliales de la BHE tapissent les micro-vaisseaux cérébraux, et lui
conferent une étanchéité de par leurs jonctions serrées (figure 1). Ces jonctions serrées
rendent cette barriere « physique » sélective. De ce fait, les molécules passant la BHE
doivent, pour la majorité, passer par la voie trans-cellulaire et donc entrainer un transport actif
au niveau des cellules endothéliales (Hawkins and Davis, 2005). C’est ainsi que la BHE filtre
et controle le passage des substances sanguines et les empéche de passer librement du sang au
LCR, seuls les nutriments nécessaires au fonctionnement cérébral traversent ainsi la BHE.

Les péricytes sont localisés du coté abluminal (face au parenchyme cérébral) des
micro-vaisseaux cérébraux, et jouent un role essentiel dans le développement et la maturation
de la BHE. Initialement, les péricytes étaient décrits comme étant des cellules contractiles
impliquées dans le tonus neurovasculaire (Bandopadhyay et al., 2001). Cependant, de
récentes études montrent que ces cellules répondent de maniere dynamique a un stress induit
par une pathologie cérébrale, telle que I’AVC ischémique, en communiquant chimiquement et
physiquement avec les cellules voisines de ’'UNV (ElAli et al., 2014).

La lame basale entoure (30 a 40 nm d’épaisseur) les cellules endothéliales et les
péricytes, et est accolée a la membrane plasmique des pieds astrocytaires. Elle est composée
de glycogene (type IV), de laminine, de fibronectine et d’autres protéines de la matrice
extracellulaire (MEC) sensibles a la dégradation enzymatique. Les cellules endothéliales, les
péricytes et les astrocytes expriment a leurs surfaces des molécules d’adhésion leur permettant
d’adhérer a la MEC de la lame basale (Hawkins and Davis, 2005). Les astrocytes, quant a
eux, ont un rdle crucial non seulement dans le support de la BHE mais aussi dans I’interaction
neurone/UNV (Khatri et al., 2012).

Suite a un accident ischémique, les processus tels que le déficit énergétique, la
diminution de 1’activité des Na'/K* ATPases, ou encore la libération du glutamate vont
entrainer I’altération de la BHE (Kulik et al., 2008). De nombreuses études, utilisant des
modeles in vitro de la BHE, indiquent qu’une hypoxie suivie d’une réoxygenation conduit a
une augmentation de la perméabilité et/ou a une altération des jonctions serrées de la BHE
(Abbruscato and Davis, 1999; Fischer et al., 1999). Le stress hypoxique seul, sans

réoxygénation, augmenterait la perméabilité de la BHE via un trafic trans-cellulaire (Cipolla
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et al., 2004; Plateel et al., 1997). Dans différents mod¢les animaux, la MCAo transitoire induit
une altération bi-phasique de la BHE (figure 5) (Belayev et al., 1996; Kuroiwa et al., 1985).
La premiere phase se déroule 2 heures apres I’accident ischémique, lors de la désintégration
des cellules endothéliales (Hamann et al., 1995), et est rapidement suivie par une
augmentation de la perméabilité de la BHE (Belayev et al., 1996). La reperfusion précoce
peut atténuer temporairement l’altération de la BHE, mais 1'utilisation de la thérapie
thrombolytique et une reperfusion retardée peut au contraire aggraver la lésion cérébrale,
notamment en entrainant une hémorragie cérébrale (Hjort et al., 2008). La perturbation de la
BHE peut résulter de 1’accumulation de plusieurs protéines telles que la bradykinine
(hormone peptidique vasodilatatrice agissant sur les muscles lisses) (Kamiya et al., 1993), le
facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire (VEGF) (Abumiya et al., 1999), la
thrombine (Okada et al., 1994), les MMPs, et d’autres protéases (Gidday et al., 2005; Rosell
et al., 2008). Chez les victimes d’AVC, les niveaux plasmatiques et cérébraux en MMPs sont
augmentés (Montaner et al., 2001). Expérimentalement, I’inhibition des MMPs réduit les
dommages cérébraux ischémiques (Asahi et al., 2001; Montaner et al., 2001). Le stress
oxydatif favorise la 1ésion de la BHE en déclenchant la libération de la MMP-9, par les
neurones, la glie et les cellules endothéliales, qui dégrade la lame basale (Gasche et al., 2001;
Heo et al.,, 1999). Apres l’altération précoce de la BHE, une seconde phase de
perméabilisation se déroule entre 24 et 72 heures apreés 1’occlusion (Kastrup et al., 1999).
Cette phase est plus complexe et entraine des dommages tissulaires plus importants,
notamment par 1’infiltration leucocytaire (cf. Chapitre suivant) et la libération de MMP-9 par
les neutrophiles qui ont migré dans le parenchyme cérébral (Gidday et al., 2005; Rosell et al.,
2008). D’ailleurs, I’inhibition génétique de MMP-9 chez les souris, permet une protection
cérébrale contre 1’ischémie (Asahi et al., 2001).

L’altération de la BHE permet le passage de molécules sanguines dans le parenchyme
cérébral, ce phénomene d’extravasation entraine une entrée d’eau. Cette entrée d’eau conduit
a un cedéme vasogénique, causant des dommages dits « secondaires » dus a une hypertension
intracranienne. Les 1ésions cérébrales primaires interviennent lors de 1’accident, et résultent
de changements cérébraux physiques, alors que les lésions secondaires se produisent
progressivement et impliquent un ensemble de processus cellulaires. L’une des causes
principales des 1ésions secondaires est la réponse inflammatoire post-ischémique favorisée par
I’altération de la BHE, qui facilite Dinfiltration des cellules inflammatoires dans le

parenchyme cérébral (del Zoppo and Hallenbeck, 2000).
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Box 3. Les cellules inflammatoires impliquées dans la neuroinflammation post-

ischémique

La neuroinflammation joue un rdle fondamental dans la physiopathologie de I’AVC. Voici

une description tres breve des différents acteurs cellulaires importants dans ce phénomene.

Les leucocytes sont des globules blancs
produits dans la moelle osseuse et présents dans
le sang, la lymphe, les organes lymphoides
(ganglions, rate, amygdale..) et de nombreux
tissus conjonctifs de 'organisme, mais pas dans
le parenchyme cérébral. Il en existe 3 grands
types, les granulocytes (ou polynucléaires), les

lymphocytes et les monocytes.

Les granulocytes ont été appelés autrefois
polynucléaires car ils semblaient posséder
plusieurs noyaux. Ce sont des cellules possédant
en réalité de gros noyaux polylobés. Ce sont des
cellules issues de la différenciation des cellules
hématopoiétiques en  myéloblastes. Les
granulocytes sont classés en 3 catégories : les
neutrophiles, représentant 65% des leucocytes,
sont responsables de la défense contre les
infections bactériennes et possedent une
fonction de phagocytose ; les basophiles sont
responsables des réactions allergiques, en
synthétisant 'histamine ; les éosinophiles sont
responsables de la défense contre les infections

parasitaires.

Les lymphocytes sont des cellules rondes de

faible taille (7 a 8 um de diametre) possédant un

noyau unique. Ils sont produits dans la moelle
osseuse et sont retrouvés dans le sang et les
tissus lymphoides. Il existe 2 catégories de
lymphocytes, qui se différencient uniquement
par les récepteurs situés a leur surface. Ce sont
les lymphocytes B et T.

Les lymphocytes B sont responsables de la
production des anticorps et donc impliqués dans
I'immunité humorale.

Les lymphocytes T sont quant a eux impliqués

dans I'immunité a médiation cellulaire.

Les monocytes sont les plus gros leucocytes
(202 40pm de diametre). Ce sont des cellules
produites par la moelle osseuse. Ces cellules
interviennent dans la phagocytose et dans la
coagulation sanguine. Lorsqu’elles quittent la
circulation sanguine, ces cellules se différencient
en macrophages dans le tissu conjonctif, en
microglie dans le SNC et en ostéoclastes dans
l'os.

Toutes ces cellules ont pour fonction de
phagocytose et sont attirées vers le site
inflammatoire par chimiotactisme. Néanmoins,
toute la microglie ne provient pas de la
circulation sanguine, la majorité de la microglie

est déja présente dans le parenchyme cérébral.
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4. L’inflammation cérébrale post-ischémique
L’inflammation, qui a souvent été considérée comme une simple réaction de défense
suite aux lésions tissulaires, est dorénavant reconnue comme un facteur clé dans la
physiopathologie des maladies cérébro-vasculaires, en particulier de I’AVC ischémique
(Moskowitz et al., 2010). Elle est portée par différents types cellulaires (leucocytes, microglie

et astrocytes ; box 3) et coordonnée par des médiateurs spécifiques (cytokines).

a) L’infiltration leucocytaire
La réponse inflammatoire commence dans le compartiment vasculaire immédiatement
apres 1’occlusion artérielle (Carden and Granger, 2000). L’activation des voies de
signalisation calcique, le stress oxydatif déclenchent 1’expression de nombreux genes pro-

inflammatoires par la syntheése de facteur de transcription, tels que le facteur- KB nucléaire

(NFKB, pour nuclear factor-KB) (O'Neill and Kaltschmidt, 1997), le facteur induit par
I’hypoxie (HIF-1, pour Hypoxia Inducible Factor 1) (Ruscher et al., 1998), et STAT3 (pour
Signal Transduction and Activator of Transcription-3) (Planas et al., 1996). Les médiateurs
inflammatoires, tels que le facteur de nécrose tumorale (TNF-a), les interleukines 13 et 6 (IL-
1B et IL-6) sont produits par les cellules cérébrales 1ésées. Ces trois médiateurs ont été décrits
comme étant déléteres dans les modeles d’ischémie expérimentale, et leurs niveaux
augmentent dans le fluide cérébrospinal et dans le sang des patients victimes d’AVC
ischémique (Allan et al., 2005; McCoy and Tansey, 2008; Simi et al., 2007; Whiteley et al.,
2009). Suite a ’expression de ces médiateurs pro-inflammatoires, les cellules endothéliales
s’activent et expriment, a leur surface, des molécules d’adhésion (Gong et al., 1998;
Lindsberg et al., 1991; Pirttila and Kauppinen, 1992; Zhang et al., 1998b). Trois groupes de
molécules d’adhésion sont surexprimés : les sélectines (principalement les E- et P-sélectines),
les immunoglobulines (principalement ICAM-1 pour InterCellular Adhesion Molecule) et les
intégrines (CD11b et CD18) (Lindsberg et al., 1996; Zhang et al., 1998a). Chez I’animal,
I’inhibition de ces molécules d’adhésion a un effet neuroprotecteur, aprés une ischémie
(Denes et al., 2010; Mocco et al., 2002; Suzuki et al., 1999a).

Ces molécules d’adhésion interagissent avec les récepteurs de surface des
neutrophiles. Les neutrophiles (box 3) sont des cellules leucocytaires du syst¢tme immunitaire
inné pouvant phagocyter des cellules et sécréter des médiateurs inflammatoires. Le
recrutement de ces cellules immunitaires dans le cerveau ischémié commence par un «
roulement » de ces neutrophiles sur les cellules endothéliales activées, processus nécessitant
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les sélectines. Ce phénomene se produit entre 4 et 6 heures apreés I’occlusion (figure 8). Les
neutrophiles vont ensuite s’activer et s’adhérer aux cellules endothéliales, par 1’intermédiaire
des intégrines et des immunoglobulines. Une fois adhérés a I’endothélium, les neutrophiles
vont traverser le mur vasculaire et entrer dans le parenchyme cérébral, phénomene de
diapédese facilité par 1’altération de la BHE (figure 8) (Yilmaz and Granger, 2010). Les
neutrophiles sont les premieres cellules sanguines présentent dans I’aire ischémiée. Leur
nombre atteint un pic entre 2 et 4 jours apres 1’occlusion, pour ensuite diminuer au fil du
temps (Garcia-Bonilla et al., 2014; Gelderblom et al., 2009). Chez 1’animal, I’inhibition de
I’infiltration leucocytaire diminue significativement la taille de la Iésion cérébrale et améliore
le pronostic fonctionnel (Barone and Feuerstein, 1999). De plus, le recrutement des
neutrophiles peut entrainer [’obstruction de la microcirculation, empéchant ainsi la
reperfusion sanguine aggravant le degré de 1’ischémie (del Zoppo et al., 1991; Huang et al.,
2000).
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Fioure 8 : Processus d’infiltration des neutrophiles dans le parenchyme cérébral.

Une fois dans le parenchyme cérébral, les neutrophiles vont libérer des ROS et des
enzymes protéolytiques, entrainant des dommages tissulaires. Que ce soit chez ’Homme ou
dans des modeles expérimentaux, l’infiltration des neutrophiles est associée a une
augmentation de 1’expression de différentes enzymes telles que la forme inductible de 1’oxyde
nitrate synthase (iNOS), COX-2 ou encore MMP-9.

L’iNOS produit une quantité toxique de NO (Forster et al., 1999). L’effet délétere du
NO produit par 'iNOS a été mis en évidence par I’inhibition pharmacologique de I'iNOS ou
par I’invalidation du gene codant pour cette enzyme chez la souris. En effet, la diminution de
la synthese de NO permet de réduire I’infarctus cérébral (Iadecola, 1997; ladecola et al.,
1997). La COX-2 produit I’ion superoxyde (O,) et les prostaglandines (métabolites de ’AA).
La COX-2 est surexprimée dans la pénombre, via les neutrophiles, les cellules endothéliales
et les neurones (Bidmon et al., 2000; Iadecola et al., 1999). Tout comme I’inhibition de

I’'iNOS, I’inhibition sélective de la COX-2 est bénéfique dans un modele murin d’ischémie
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(Iadecola et al., 2001; Nagayama et al., 1999). L’infiltration dans le parenchyme cérébral des
neutrophiles induit aussi la libération, par dégranulation, et I’activation de MMPs, et plus
particuliecrement celle de MMP-9. Une fois activée, MMP-9 amplifie la réponse
inflammatoire cérébrale en activant des cellules immunitaires résidentes, et en favorisant
I’infiltration leucocytaire, ce qui altere d’autant plus la BHE (Amantea et al., 2009). Une
réduction de [D’infarctus cérébral est observée apreés une inhibition génétique ou

pharmacologique de MMP-9 (Asabhi et al., 2000).

Les neutrophiles ne sont pas les seuls leucocytes a traverser la BHE. En effet, les
monocytes (box 3) vont migrer dans le parenchyme cérébral, pour devenir les cellules
prédominantes sept jours apres l’ischémie (ladecola, 1997). D’ailleurs, I’'inflammation
cérébrale induite par 1’ischémie est associée a [’activation de différentes populations

cellulaires, telles que les microglies/macrophages et les astrocytes.

b) L’activation de la microglie

La microglie (box 3) est une population cellulaire de la glie, au méme titre que les
cellules macrogliales (oligodendrocytes, cellules de Schwann, astrocytes, et épendymocytes),
mais se différencie par sa morphologie, sa fonction et son origine.

La microglie est issue du mésoderme tout comme les macrophages (Ginhoux et al.,
2010; Schulz et al., 2012), contrairement a la macroglie, d’origine neuroectodermale. Les
cellules microgliales sont des macrophages résidents du cerveau et de la moelle épiniere.
Représentant jusqu’a 25 % des cellules du SNC, ces cellules produisent des cytokines, des
radicaux libres et des protéines, dans le but d’assurer la défense immunitaire. En condition
physiologique, la microglie est maintenue activement dans un état quiescent, et arbore des
ramifications, ce qui la rend morphologiquement distincte des macrophages (figure 9)
(Nimmerjahn et al., 2005). La microglie se distingue des monocytes par leur niveau
d’expression de I’antigene CD45 (antigene leucocytaire commun). En effet la microglie est
positive au CD11b et exprime faiblement CD45 (CD11b*/CD45%"*), alors que les monocytes
sont CD11b*/CD45"" (Ford et al., 1995).

L’infiltration leucocytaire et 1’activation de la microglie sont les premieres étapes du
processus inflammatoire post-ischémique. Une fois activée, la microglie devient une cellule
phagocytaire et adopte une morphologie amiboide (Patel et al., 2013), rendant difficilement la
distinction entre la microglie et les macrophages (figure 9). La microglie activée est

caractérisée par la présence de différents antigenes : CD11b, IB4 (Isolectin B-4), Iba-1
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(ionized calcium-binding adapter molecule 1), F4/80 ou encore ED-1 (ou CD68 ; ED-1 chez
le rongeur et CD68 chez I’humain), tous exprimés également par les macrophages (Ginhoux
et al., 2010; Taylor and Sansing, 2013).

L’activation microgliale intervient dans les premieres minutes qui suivent 1’occlusion
(Denes et al., 2007). Trois jours apres I’ischémie, 1’activation et I’amplification de la
microglie atteint un pic et continue pendant plusieurs semaines (Lalancette-Hebert et al.,
2007). La microglie proliféere uniquement dans 1’hémisphere ipsilatéral (coté 1€sé€)
(Campanella et al., 2002). Dans cet environnement ischémique, en plus de phagocyter les
débris cellulaires, la microglie sécréte des cytokines pro-inflammatoires, des ROS et des
MMPs, lui conférant un role néfaste (Gregersen et al., 2000; ladecola and Anrather, 2011).
Celui-ci est confirmé par I’effet délétere de I’application directe de la microglie sur des
cultures neuronales, dans différents modeles mimant 1’ischémie in vitro (Giulian et al., 1993;
Lehnardt et al., 2003; Zhang et al., 1997). En conséquence, de nombreux traitements
expérimentaux visent a réduire I’activation et/ou la prolifération microgliale (Gunther et al.,
2005; Yrjanheikki et al., 1998; Yrjanheikki et al., 1999; Zhang et al., 2005).

Cependant, la microglie et/ou les facteurs qu’elle sécrete, comme les médiateurs anti-
inflammatoires (Ponomarev et al., 2013), pourraient étre bénéfiques (Watanabe et al., 2000).
D’ailleurs, certaines études montrent que 1’altération de I’activation et/ou de la prolifération
de la microglie augmente significativement la taille de la 1ésion, ainsi que le nombre de
neurones apoptotiques apres une ischémie (Lalancette-Hebert et al., 2012). Cela soutient
I’idée d’un role ambivalent de la microglie apres un AVC ischémique.

Cette ambivalence s’explique par le fait qu’une fois activée, la microglie peut
présenter un phénotype M1 dit classique, ou alors un phénotype alternatif, M2 (figure 10),
tout comme les macrophages (Michelucci et al., 2009). La microglie de type M1 est décrite
pour étre pro-inflammatoire car elle sécrete de nombreux médiateurs pro-inflammatoires, tels
que le TNF-a, I'IL-1B3, interféron-y (INF- vy ), iNOS, et MCP-1 (CCL-2). Elle exprime
CD80, CD86 et le complexe majeur d’histocompatibilité II (CMH-II) a sa surface, permettant
de présenter les antigenes aux lymphocytes T (box3 et figure 10) (Ransohoff and Brown,
2012; Starossom et al., 2012). La microglie de type M1, le phénotype le plus observé apres
I’ischémie, aurait davantage tendance a induire la mort neuronale que la microglie de type M2
(Hu et al., 2012). La microglie de type M2 serait quant a elle bénéfique, et donc impliquée
dans la neuroprotection et la réparation des l€sions cérébrales (Kawanokuchi et al., 2008;

Starossom et al., 2012). La microglie de type M2 sécrete des médiateurs anti-inflammatoires
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tels que les IL-10, IL-4, IL-13, le facteur de croissance transformant  (TGF-B, pour
Transforming Growth Factor-f), le facteur de croissance 1 ressemblant a I’insuline (IGF-1,
pour /nsulin Growth Factor-1), ou encore différents facteurs neurotrophiques (Hanisch and
Kettenmann, 2007; Liu et al., 2012; Ponomarev et al., 2013; Shin et al., 2004; Taylor and
Sansing, 2013; Zhou et al., 2012). Dans I’AVC ischémique, le phénotype M2, de la microglie
et des macrophages recrutés, est dominant dans les premiers temps. Le phénotype M1
augmente progressivement au cours du temps pour devenir prédominant, et plus
particuliecrement dans la pénombre ischémique (Hu et al., 2012). En prenant en compte les
roles opposés de la microglie, les stratégies thérapeutiques ne devraient donc pas simplement
se résumer a l’inhibition ou la suppression de la microglie, mais plutdt a favoriser la

différenciation du phénotype bénéfique (Hu et al., 2012).
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Figure 9: La polarisation de la microglie est caractérisée par des phénotypes distincts.

D’apreés (Taylor and Sansing, 2013 ).

Les astrocytes participent également aux dommages dits « secondaires ».

) L’activation astrocytaire

Les astrocytes (box 1) sont des cellules « étoilées », d’apparence touffue, de par leurs
fines ramifications. Les astrocytes qui ont longtemps été décrits comme des cellules de
maintien, participent aussi a la transmission nerveuse. Ils recapturent des neurotransmetteurs,
tel que le glutamate, au niveau synaptique, jouant ainsi un role dans la clairance du glutamate
potentiellement toxique (Anderson and Swanson, 2000).

Les astrocytes sont aussi des cellules sensibles a la privation d’oxygene (O,) et de
glucose. A la suite d’'un AVC, leurs processus cellulaires s hypertrophient, et ces astrocytes
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surexpriment la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP, pour Glial Fribillary Acidic Protein).
Ce phénomene est 1’activation astrocytaire et cela entraine la gliose (ou prolifération des
cellules gliale) et leurs modifications fonctionnelles et structurelles (Pekny and Nilsson,
2005). In vitro, la privation d’ O, et de glucose (OGD, pour Oxygen Glucose Deprivation, un
modele d’ischémie in vitro) altere I’expression et I’activité des transporteurs du glutamate, la
recapture du glutamate, et réduit 1’expression intracellulaire du glutathion des astrocytes
matures (Gouix et al., 2014). Cela potentialise les mécanismes d’excitotoxicité et de stress
oxydatif post-ischémiques.

De plus, les astrocytes participent aussi a la réponse inflammatoire dans le cas de
1ésions cérébrales, en exprimant différents médiateurs inflammatoires (Benveniste, 1998; Che
et al., 2001). Dans différents modeles d’ischémie, les astrocytes expriment a leurs surfaces les
CMH de classe 1 et II, leur permettant d’induire une réponse immune impliquant les
lymphocytes Th2 (production d’anticorps anti-inflammatoire) et d’inhiber I’expression d’IL-
12 (cytokine pro-inflammatoire) (Dong and Benveniste, 2001). Les astrocytes sont également
capables de sécréter des médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines et I'iNOS
(Dong and Benveniste, 2001). Aprés 10 minutes d’ischémie globale transitoire (box 2), les
astrocytes activés dans 1’hippocampe ipsilatéral expriment iNOS (Endoh et al., 1994), dont le
role délétere pour les neurones est décrit (Hewett et al., 1996). Enfin, les astrocytes sont
capables, au méme titre que les neurones et les cellules endothéliales, de produire des
protéines apoptotiques de la famille du TNF (Yepes et al., 2005). Cette protéine peut stimuler
la production de molécules pro-inflammatoires en interagissant avec son récepteur se trouvant
sur les astrocytes (Saas et al., 2000). D’ailleurs, 1’inhibition de 1’expression et/ou la fonction
de cette protéine permet de réduire le volume de 1’infarctus cérébral chez la souris (Yepes et
al., 2005). Ces données soulignent I’important rdle des astrocytes activés dans la

physiopathologie de I’AVC.

L’inflammation cérébrale induite par I’ischémie est donc associée a ’activation de
différentes populations cellulaires résidentes, telles que les cellules endothéliales, les
microglies/macrophages et les astrocytes. Cette activation conduit a la synthese, I’expression
et/ou la sécrétion de différentes protéines inflammatoires. Celles-ci vont attirer et activer les
leucocytes, qui vont a leur tour apporter leurs propres médiateurs inflammatoires et facteurs
cytotoxiques qui vont amplifier la réponse inflammatoire, et entrainer les dommages dit «

secondaires ». Ces médiateurs inflammatoires sont les cytokines et les chimiokines.
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d) Les médiateurs de la réponse inflammatoire : les cytokines

Les cytokines sont des protéines impliquées dans la communication intercellulaire
dans la réponse immunitaire et stimulent le déplacement de certaines cellules (les leucocytes,
par exemple) vers les sites d’inflammation ou d’infection. Les cytokines peuvent étre
synthétisées par plusieurs types de cellules et agir sur un grand nombre de cellules cibles sur
lesquelles elles auront des actions variées. Les cytokines agissent selon différents modes
d’action : autocrine, juxtacrine, paracrine et endocrine. Les cytokines agissent par
I’intermédiaire de récepteurs présents sur les cellules cibles. La plupart de ces récepteurs
n’ont pas d’activité enzymatique propre et sont associés a d’autres protéines cellulaires. I1
existe une centaine de cytokines, classées suivant leur homologie de structure.

Apres une ischémie cérébrale, les cytokines les plus décrites pour €tre surexprimées

sont le TNF-a., les interleukines, les interférons et les chimiokines.

TNF-a —

IL-6

IL-1b

P ||| e ———.

ICAM-1

0 6 12 18 24 48 72 96 120 hours

Figure 10 : Représentation en diagramme de la cinétique d’expression des différentes

cytokines dans le cerveau des rongeurs aprés une ischémie cérébrale, d’aprés (Nilupul

Perera et al., 20006).

Le TNF-a est surexprimé dans le cerveau apres une ischémie (Huang et al., 2006). La
microglie est la principale source de TNF-a dans un cerveau ischémié de souris (Gregersen et
al., 2000). L’expression de TNF-a est initialement neuronale (Liu et al., 1994), puis elle est
observée plus tard dans la microglie et les astrocytes (Uno et al., 1997), et méme dans le
systeme immunitaire périphérique (Offner et al., 2006). Une premiere vague de surexpression
est observée entre 1 et 3 heures apres ’occlusion (Liu et al., 1994), et un second pic se produit
entre 24 et 36 heures (Murakami et al., 2005; Offner et al., 2006) (figure 10). Les données
obtenues expérimentalement et chez I’Homme indiquent que TNF-o est impliqué dans
I’extension des dommages cérébraux induit par une ischémie. Son niveau d’expression dans

le liquide cérébrospinal est significativement augmenté dans les 24 heures apres I’AVC et est,
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dans le sérum, positivement corrélé a la taille de la 1ésion cérébrale (Zaremba et al., 2001). Le
TNF-a induit D’expression des molécules d’adhésion dans les cellules endothéliales et
favorise 1’accumulation et I’infiltration leucocytaire, perturbe la BHE et stimule 1’induction
d’autres médiateurs inflammatoires (Hallenbeck, 2002). Le role du TNF-a a tres longtemps
été associé a une exacerbation de la lésion cérébrale induite par I’AVC. En effet, plusieurs
études expérimentales ont montré un effet délétere du TNF-a.. Chez le rat, la surexpression de
TNF-o augmente la taille de I'infarctus, 24 heures et 7 jours apres une ischémie cérébrale
(Pettigrew et al., 2008). A I'inverse, I’administration d’un anticorps neutralisant le TNF-a
réduit la 1ésion cérébrale apres une ischémie, chez le rat et la souris (Nawashiro et al., 1997,
Yang et al., 1998). Cependant, d’autres études suggerent que TNF-o pourrait avoir un effet
neuroprotecteur. Dans un modele de souris n’exprimant pas les deux récepteurs du TNF-a
(TNFR1 et TNFR2), la MCAo (box 2) induit une 1ésion cérébrale moins importante comparée
a celle des souris sauvages (Bruce et al., 1996). Ces résultats contradictoires sont dus a
I’existence de deux récepteurs du TNF-o.. Le TNFR1 a été décrit comme ayant un role dans la
mort cellulaire et plus particulierement dans 1’apoptose, alors que le TNFR2 semble plutot

avoir un réle dans la survie cellulaire (Hallenbeck, 2002).

Les interleukines jouent aussi un réle important dans la physiopathologie de I’AVC,
notamment deux d’entre elles : IL-1pB et IL-6. Tout comme le TNF-a, I’expression d’IL-1[3 et
d’IL-6 est drastiquement amplifiée aprés une ischémie transitoire ou permanente. Le TNF-a
et I'IL-1B sont produits par la microglie, les macrophages infiltrés, les macrophages
provenant des monocytes, les astrocytes et les neurones (Buttini et al., 1994; Clausen et al.,
2008; Davies et al., 1999; Lambertsen et al., 2005), alors que I'IL-6 est produit par les
neurones (Suzuki et al., 1999b; Suzuki et al., 2009).

L’expression génique de I’IL-1B est significativement augmentée apres une ischémie
cérébrale chez le rat (Buttini et al., 1994; Liu et al., 1993). Une augmentation du niveau
protéique est également retrouvée apres une MCAo (Davies et al., 1999), avec un pic dans les
heures suivant la reperfusion, chez les rongeurs (figure 11) (Hara et al., 1997). L’IL-1
participe aux mécanismes déléteres cités précédemment, a savoir, l’excitotoxicité,
I'inflammation (libération d’AA), le stress oxydatif (synthese du NO) et I’invasion
leucocytaire (Huang et al., 2006). L’effet délétere d’IL-1P a été révélé par I’administration

d’un antagoniste du récepteur d’IL-1, cette administration réduisant la sévérité des dommages
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ischémiques, chez le rat (Garcia et al., 1995), mais aussi chez ’'Homme (Emsley et al., 2005).
De plus, la réduction de I’expression d’IL-1f, par I’inhibition de I’enzyme responsable de sa
formation, réduit les dommages ischémiques (Hara et al., 1997). Inversement, chez le
rongeur, I’injection intracérébroventiculaire (icv) d’IL-1p, apres la MCAo, augmente 1’cedeme
et la lésion cérébrale, ainsi que I'infiltration des neutrophiles dans le parenchyme cérébral
(Huang et al., 2006; Yamasaki et al., 1995b; Yamasaki et al., 1994).

L’expression d’IL-6 est significativement augmentée dans la phase aigué de
I’ischémie cérébrale (Berti et al., 2002). En effet, I’expression génique de cette cytokine est
augmentée dans les 3 heures suivant I’occlusion avec un pic a 12 heures (Wang et al., 1995),
et reste élevée dans les neurones et la microglie de la pénombre ischémique jusqu’au 14°™
jour apres I’occlusion (Suzuki et al., 1999b) (figure 11). Chez les patients victimes d’AVC
ischémique, la concentration en IL-6 dans le plasma est associée a la sévérité de I’AVC ainsi
qu’au mauvais pronostic clinique (Orion et al., 2008). D’ailleurs 1’administration d’un
antagoniste du récepteur d’IL-1 améliore le pronostic clinique et réduit la concentration
sanguine d’IL-6, dans un essai clinique (Emsley et al., 2005). Cependant, ces résultats sont
contradictoires avec les données précliniques, suggérant que I'IL-6 aurait un role
neuroprotecteur durant ’AVC. En effet, I'injection en icv d’IL-6 réduit les dommages
cérébraux ischémiques chez le rat (Loddick et al., 1998). De plus, ’augmentation du niveau
endogene de cette cytokine prévient les dommages neuronaux en réduisant la cascade de
signalisation apoptotique (Yamashita et al., 2005). Il est donc difficile de savoir si I’effet
global d’IL-6 est bénéfique ou néfaste dans le contexte de I’AVC.

D’autres cytokines jouent un role crucial dans la physiopathologie de I’AVC, ce sont
les chimiokines (Le Thuc et al., 2015). C’est une famille de petites protéines ayant un role
dans la communication cellulaire, et plus particuliecrement dans la migration de cellules
inflammatoires vers le site d’inflammation. Les chimiokines agissent sur leurs récepteurs
couplés a une protéine G, et peuvent étre classées en quatre groupes : C, CC, CXC, et CX3C
selon I’espacement entre deux de leurs cystéines en position N-terminal (figure 11) (Charo
and Ransohoff, 2006). Et lors d’une ischémie cérébrale, certaines chimiokines voient leurs
expressions génique et protéique augmentées, notamment la fractalkine (ou CX3CL1), la
CICN (pour « cytokine-induced neutrophil chemoattractant » ou CXCL-8, IL-8), ou encore

MCP-1 (pour « Monocyte chemoattractant protein-1 » ou CCL-2).
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Les 4 sous-familles de chimiokines
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Figure 11 : Schéma représentant les 4 sous-familles de chimiokines,

d’aprés Kohidai, L. (2008).

La fractalkine (ou CX3CLI) est une chimiokine exprimée par les neurones qui agit
par I’'intermédiaire de son récepteur CX3CR1, un récepteur couplé a une protéine G, qui se
trouve majoritairement sur les cellules microgliales (Harrison et al., 1998).
Expérimentalement, il a ét€ montré que 1’expression de la fractalkine est augmentée dans les
neurones du cortex ipsilatéral, avec un pic a 48 heures, puis revient a son niveau basal 7 jours
apres I’ischémie (Ahmad and Graham, 2010). De plus, ’expression du récepteur de la
fractalkine, CX3CRI, est détectée sur la microglie activée entre 24 et 48 heures apres
I’ischémie, et devient plus importante 7 jours apres. Ceci suggere que la fractalkine pourrait
participer a ’activation et la chimio-attraction de la microglie dans le tissus ischémié, et
pourrait aussi contribuer au controle de I’infiltration leucocytaire dans le parenchyme cérébral
(Tarozzo et al., 2002). L’effet délétere de cette chimiokine a été mise en évidence par Soriano
et ses collaborateurs. En effet, leurs souris déficientes en fractalkine ont des 1ésions cérébrales

et une mortalité réduite apres une ischémie (Soriano et al., 2002).

L’expression des ARNm d’IL-8 et de CCL2 est augmentée dans le cerveau des rats,
dans les 6 premieres heures suivant une MCAo permanente. Cette expression atteint un
maximum a 12 heures puis diminue a partir de 24 heures (Minami and Satoh, 2003) (figure
11). L’IL-8 et CCL2 sont impliquées dans l’infiltration leucocytaire aprés une ischémie
(Ivacko et al., 1997; Yamasaki et al., 1995a). Dans des modeles expérimentaux d’AVC,
I’expression cérébrale de ces chimiokines est augmentée avant I’infiltration des neutrophiles
dans le parenchyme (Huang et al., 2006), et I’inhibition pharmacologique de I’activité d’IL-8

réduit la taille de la Iésion cérébrale (Yamasaki et al., 1997). Chez I’Homme, de nombreuses
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études montrent une augmentation de la concentration en CCL2 dans le sérum des patients
victimes d’AVC (Garlichs et al., 2003; Sanchez-Moreno et al., 2004). Chez le rongeur,
I’expression génique et protéique de CCL2 est augmentée dans le cortex ischémié
transitoirement ou de fagon permanente (Che et al., 2001; Kim et al., 1995; Wang and
Feuerstein, 1995). L administration de CCL2 augmente significativement la perméabilité de
la BHE in vivo et in vitro (Stamatovic et al., 2005). Sa surexpression amplifie la 1€sion
cérébrale et I’infiltration des monocytes et des macrophages (Chen et al., 2003a). A I'inverse,
I’inhibition ou encore la déficience de cette chimiokine est associée a une réduction des
dommages cérébraux. En effet, la déficience génétique de CCL2 est protectrice dans un
modele murin d’AVC (Hughes et al., 2002). Cette protection est retrouvée lorsque le
récepteur de cette chimiokine (CCR2) n’est plus exprimé (Dimitrijevic et al., 2007).
Néanmoins, son rdle est encore controversé, puisque Gidday et ses collaborateurs montrent
I’implication de CCL2 dans la protection contre I’AVC, dans des modeles in vivo et in vitro

(Stowe et al., 2012; Wacker et al., 2012).

Cet apercu de D'interaction complexe entre le systtme immunitaire et le systéme
nerveux, dans le cadre de I’AVC, montre qu’il est difficile de développer une stratégie
thérapeutique ciblant uniquement une protéine ou son récepteur, ou encore une population
cellulaire. De plus, la réponse inflammatoire post-ischémique est associée a la mort cellulaire,
et plus particulierement a I’apoptose. Globalement, apres un accident ischémique, les cellules
cérébrales soumises aux différents mécanismes décrits précédemment, peuvent mourir par

différents processus de mort cellulaire.

5. La mort cellulaire induite par I’ischémie cérébrale

Chronologiquement, I’ischémie cérébrale induit tout d’abord la nécrose puis
I’apoptose, en fonction de la concentration intracellulaire en ATP. En effet, une déficience en
ATP favorise la nécrose et inversement pour 1’apoptose (Leist et al., 1997). La nécrose est le
mécanisme prédominant suite a 1’occlusion permanente d’une artere cérébrale, alors que
durant une ischémie transitoire et donc moins sévere, I’apoptose est révélée et a lieu en
particulier dans la pénombre ischémique (Dirnagl et al., 1999). Ainsi plusieurs facteurs, tels
que le degré de I’ischémie, la maturité cellulaire, la concentration calcique intracellulaire et le
microenvironnement cellulaire, déterminent quel processus de mort cellulaire prédominera

(Choi, 1995; Lee et al., 1999; Leist and Nicotera, 1998).
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La nécrose résulte généralement d’une déficience énergétique, due a une rapide
pénurie en ATP, menant a la perte de 1’intégrité des membranes cellulaires. Ainsi, la
libération des enzymes de dégradation entraine la destruction de la cellule (Zong and
Thompson, 2006). Les ROS, le Ca*, ou encore la poly (ADP-ribose) polymérase (PARP)
peuvent induire la nécrose (Hotchkiss et al., 2009). PARP est une enzyme de réparation de
I’ADN. Cette enzyme participe a la pénurie en ATP, en tentant de réparer les multiples
1ésions d’ADN se produisant lors de I’ischémie. L’inhibition de PARP réduit la nécrose suite
a une ischémie (Jagtap and Szabo, 2005). Les cellules mourant par nécrose libérent davantage
de glutamate et de toxines dans leur environnement, affectant les neurones aux alentours,
entrainant donc un cercle vicieux.

Contrairement a la nécrose, I’apoptose correspond a une mort cellulaire programmée,
autrement dit selon un programme génétique €tabli. Elle se caractérise au niveau cellulaire par
une condensation de I’ADN et par I’invagination de la membrane plasmique qui est préservée
jusqu’a la fin du processus, ce qui minimise I’inflammation et la libération du matériel
génétique (Choi, 1996; Lee et al., 1999; Namura et al., 1998). La principale caractéristique de
I’apoptose est le clivage des protéines du cytosquelette par des protéases a cystéine, les
caspases, provoquant ainsi la destruction des composés intracellulaires (Marsden and Strasser,
2003; Strasser, 2005). L’activation des récepteurs au glutamate (Namura et al., 1998), la
production des ROS (Dugan et al., 1995), la diminution du K* (Yu et al., 1997), et I’entrée du
Zn** dans la cellule, sont des facteurs déclenchant 1’apoptose. Des études post-mortem chez
des victimes d’AVC ont montré une augmentation de l’expression des protéines pro-
apoptotiques dans le tissu cérébral ischémié, et plus particuliecrement dans la pénombre
(Mitsios et al., 2007; Sairanen et al., 2006). Les études expérimentales montrent que les
neurones et la glie peuvent mourir par apoptose suite a un accident ischémique. En effet, les
genes codant pour les caspases, et pour les protéines inhibant (Bcl-2 et Iap) et favorisant (Bax
et Trp53) la mort cellulaire, sont fortement exprimés durant I’ischémie. L’inhibition génétique
ou pharmacologique des caspases (Thornberry and Lazebnik, 1998), ou ’activation de Bcl-2
(Adams and Cory, 1998), conferent une résistance face a I’ischémie. Apres une MCAo de 30
min, la libération du cytochrome C et ’activation des caspases sont détectées a 6h et Sh,
respectivement, et la mort cellulaire devient importante entre 24 et 72 heures (Dirnagl et al.,
1999). Les caspases activées sont des enzymes clivant plus d’une trentaine de protéines,
modifiant de maniére cruciale ’homéostasie cellulaire, et entrainant la mort cellulaire. Des

quinze caspases identifi€es a ce jour, les caspases 1 et 3 jouent un role majeur dans 1’apoptose

Page 46 sur 195



suite a une ischémie (Namura et al., 1998). La réponse apoptotique est initiée par la libération
du cytochrome C mitochondrial, en activant le complexe de 1’apoptosome en présence d’ATP
(Green and Reed, 1998), d’ou I’'importance de la présence d’ATP pour favoriser 1’apoptose a
la nécrose. Cette activation du complexe de I’apoptosome permet le clivage et I’activation des
caspases (Green and Reed, 1998). L’activité des caspases peut étre inhibée in vivo et in vitro
par ’administration de petits peptides qui se fixent de maniere covalente et irréversible sur
leurs sites catalytiques (Nicholson and Thornberry, 1997). Ces inhibiteurs permettent
d’atténuer la lésion cérébrale, dans un modele d’ischémie focale, mais aussi de réduire les
déficits neurologiques associés (Hara et al., 1997). Contrairement, aux antagonistes des
récepteurs NMDA, les inhibiteurs de caspases réduisent le volume l€sionnel plusieurs heures
apres une ischémie cérébrale modérée (Fink et al., 1998a). L’injection en icv d’un inhibiteur
de caspase 3, dans les 9 heures apres une MCAo de 30 min, est neuroprotectrice (Fink et al.,
1998a). Toutes ces données suggerent qu’une réduction de 1’apoptose par 1’inhibition des
caspases aurait un potentiel thérapeutique dans le cadre de I’AVC.

Face a toute cette cascade d’évenements déléteres déclenchée par I’ischémie cérébrale,
de nombreux mécanismes endogenes de protection sont mis en place par le cerveau pour

tenter de limiter la Iésion cérébrale et/ou de récupérer.

E. Les mécanismes de protection endogeéne du cerveau contre ’AVC

Le cerveau dispose de mécanismes protecteurs pour tenter de diminuer les dégats
d’une ischémie cérébrale et rétablir 1’homéostasie. Ces mécanismes neuroprotecteurs
interviennent aux niveaux vasculaire, cellulaire et moléculaire. Suite a un AVC ischémique, la
pression artérielle des patients est augmentée par l’activation de leur systeme nerveux
sympathique et la libération d’hormones (Johansson et al., 2000). Cela favorise la perfusion
du tissu ischémié, au travers de vaisseaux sanguins collatéraux, provenant de territoires
voisins qui sont perfusés normalement (Liebeskind, 2010). L’arrivée de sang vers la zone
infarcie est aussi facilitée par la libération locale de vasodilatateurs, tels que 1’adénosine, des
ions vaso-actifs (K" et H) et le NO.

Pendant I’hypoxie, la dégradation d’HIF-1 est réduite pour favoriser I’apport en
oxygene et en glucose. La suppression de I’activité neuronale et de la syntheése protéique
réduit I’impact du déficit énergétique causé par I’ischémie (Dirnagl et al., 2003; Paschen,
2003). La suppression de D’activité neuronale est réalisée par la désensibilisation des

récepteurs au NMDA et a I’inhibition de 1’activité synaptique. La suppression de la synthese
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protéique est provoquée par le dysfonctionnement du réticulum endoplasmique. En parallele,
les facteurs anti-apoptotiques, tels que Bcl-2, mais aussi les protéines de choc thermique
(HSP, pour Heat Shok Protein) sont surexprimées pour réduire I’apoptose.

Cependant, certains de ces processus, en apparence protecteurs, peuvent &tre
également néfastes. En effet, il existe une certaine limite au-dela de laquelle ces processus
deviennent déléteres. Par exemple, 1’élévation excessive de la pression artérielle peut
entrainer des hémorragies cérébrales et exacerber 1’cedéme cérébral, alors qu’une
immunosuppression  post-ischémique est associée a des infections systémiques
potentiellement mortelles (Iadecola and Anrather, 2011). L’inflammation cérébrale post-
ischémique a un role ambivalent, car elle n’est pas seulement la cause de dommages

secondaires, elle est aussi importante dans le remodelage et la récupération cérébrale.

1. Le r6le « bénéfique » de I’inflammation cérébrale post-AVC

Les facteurs provoquant la résolution de I’inflammation et le rétablissement de
I’homéostasie cérébrale sont encore méconnus. De nombreux arguments suggerent que la
résorption de I’'inflammation n’est pas un processus passif, simplement di a I’extinction de la
signalisation, mais au contraire serait orchestré par l’interaction d’un grand nombre de
médiateurs pour supprimer la réponse inflammatoire (Spite and Serhan, 2010). Les étapes
principales dans ce processus sont I’élimination des cellules mortes, la formation d’un milieu
anti-inflammatoire et la génération de facteurs favorisant la reconstruction et la guérison du
tissu cérébral (Spite and Serhan, 2010).

La microglie et les macrophages infiltrés dans le parenchyme, constituent les
principaux phagocytes, permettant d’éliminer les cellules mortes et les débris cellulaires apres
I’AVC (Denes et al., 2007). Ce processus est dirigé par des signaux moléculaires nommés «
trouve-moi » et « mange-moi ». Les signaux « trouve-moi » sont des purines (molécules
azotées) libérées par les cellules 1€sées et des chimiokines, attirant la microglie et les
macrophages vers la 1€sion (Davalos et al., 2005). Les signaux « mange-moi » permettent la
phagocytose des cellules mourantes et mortes.

La formation d’un milieu anti-inflammatoire passe principalement par les cytokines,
TGF-f et IL-10. La production de ces cytokines est favorisée par la phagocytose et intervient
durant I’élimination des cellules mortes (Nathan and Ding, 2010). Le TGF-f, surexprimé
apres une ischémie par la microglie et les macrophages, possede des propriétés
neuroprotectrices. Bien que ses effets pro-inflammatoires soient établis, le TGF- peut

également supprimer la réponse inflammatoire en inhibant les réponses cellulaires des
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lymphocytes Thl et Th2 (médiateurs de la réponse pro-inflammatoire) et en favorisant celle
des lymphocytes T régulateurs (suppresseurs de la réponse pro-inflammatoire) (Taylor et al.,
2006). L’IL-10 est quant a elle produite par de nombreuses cellules, dont les lymphocytes T
régulateurs (Liesz et al., 2009), et posséde des propriétés neuroprotectives et anti-
inflammatoires. En effet, dans différents modeles d’ischémie cérébrale, la surexpression
cérébrale d’IL-10 réduit la taille de la 1ésion et les dommages hippocampiques. Ainsi, la
production post-ischémique de TGF-f3 et d’IL-10 peut faciliter la « réparation » tissulaire en
favorisant la résorption de I’inflammation et en exercant des effets protecteurs sur les cellules
survivant dans le territoire ischémique.

Apres une ischémie, le cerveau produit des facteurs de croissance pour établir un
environnement favorable a la neurogenese, 1’angiogenese, la gliogenese et la réorganisation
des matrices extracellulaires (Greenberg and Jin, 2006). Les facteurs de croissance sont
généralement définis comme étant des protéines nécessaires a la prolifération et a la
différenciation des cellules. Les cellules inflammatoires, les neurones et les astrocytes sont
capables de produire une multitude de facteurs de croissance. Par exemple, les cellules
microgliales expriment I’IGF-1, qui est un facteur clé dans la croissance neuronale post-
ischémique (Li et al., 2010). De méme, la production de VEGF par les astrocytes activés va
favoriser 1’angiogenese post-AVC (Zhang et al., 2002), ce qui est requis pour une

récupération fonctionnelle post-AVC (Hayakawa et al., 2010).

Tous ces travaux indiquent que les cellules immunitaires ont un r6le fondamental
durant D’autoréparation du cerveau apres un accident ischémique. Mais les données
disponibles, a I’heure actuelle, ne fournissent qu'un apercu de la complexité des mécanismes
rétablissant I’homéostasie structurelle et fonctionnelle du cerveau apres un AVC. La
réparation endogene cérébrale, apres un AVC, implique également la plasticité cérébrale. La
plasticité cérébrale est définie comme 1’ensemble des mécanismes qui permettent au cerveau
d’adapter son fonctionnement a une situation nouvelle. Ces différents mécanismes impliquent

la neurogenese, 1’oligodendrogenese et la croissance axonale.

2. Le r6le de la plasticité cérébrale post-AVC
La neurogenése, dans le cerveau des rongeurs adultes, a été mis en évidence par la
découverte de cellules souches neurales produisant des neuroblastes (cellules nerveuses
embryonnaires) dans la zone sous ventriculaire (SVZ, pour SubVentricular Zone), située au

niveau du gyrus denté de I’hippocampe, pres du ventricule latéral (Doetsch et al., 1997). En
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conditions physiologiques et dans le cerveau des rongeurs adultes, les neuroblastes du SVZ
migrent jusqu’au bulbe olfactif, ou ils se différencient en neurones (Doetsch et al., 1997). Ces
cellules souches neuronales sont aussi retrouvées dans la SVZ de I’Homme adulte (Curtis et
al., 2007; Sanai et al., 2004). Dans des modeles expérimentaux, 1’ischémie cérébrale induit
une augmentation de la neurogenese dans la SVZ ipsilatérale, et les neuroblastes migrent de
la SVZ vers la zone ischémiée (Arvidsson et al., 2002; Zhang et al., 2001). Cette neurogenese
induite par un accident ischémique est aussi retrouvée chez les patients, dans la SVZ et les
régions proches de I’infarctus cérébral (Jin et al., 2006; Macas et al., 2006). L’importance de
la neurogenese chez I’adulte vient de son association aux fonctions neurologiques, telles que
I’apprentissage (Gould et al., 1999). L’irradiation du gyrus denté, ou se trouvent des cellules
souches neuronales, réduit la neurogenese et altere la récupération fonctionnelle apres une
ischémie globale chez le rongeur (Raber et al., 2004). Toute approche thérapeutique
favorisant la neurogenese, pourrait donc permettre d’améliorer la récupération

fonctionnelle apres une ischémie cérébrale (Chopp et al., 2009).

Chez la souris adulte, une analyse du profil génétique des cellules pro-génitrices
neuronales, provenant de la SVZ, indique que ces cellules partagent plus de 70% des geénes
exprimés par les cellules embryonnaires souches neurales (Abramova et al., 2005).
L’ischémie cérébrale active une multitude de génes impliqués dans la neurogenese durant le
développement embryonnaire (Liu et al., 2007a). Apres un accident ischémique, les cellules
souches neuronales adultes semblent réutiliser les signaux moléculaires embryonnaires, ce qui
permet probablement la migration des neuroblastes, la prolifération et la différenciation de ces
cellules (Zhang et al., 2008). Des approches pharmacologiques et cellulaires permettent
d’augmenter la neurogenese dans le cerveau ischémié. Ces approches activent la voie de
signalisation cellulaire de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt dans les cellules
souches neurales (Chen et al., 2003b; Wang et al., 2004). Cette voie est connue pour réguler
plusieurs fonctions cellulaires, telles que la survie, la prolifération, la différentiation et la
migration. Akt régule la prolifération des cellules souches neuronales, et la différenciation
neuronale, durant I’embryogenese murine (Vojtek et al., 2003).

Dans un cerveau ischémié, les astrocytes forment la cicatrisation gliale le long de la
1ésion ischémique et produisent des protéoglycanes (composants essentiels de la MEC), ce qui
inhibe la croissance axonale et agit comme une barriere physique et biochimique a la

régénération axonale (Yiu and He, 2006). Les traitements supprimant 1’effet des
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protéoglycanes, permettent la croissance des neurites (prolongement du corps cellulaire d’un
neurone) et le remodelage des axones dans les deux hémispheres, ce qui est significativement
corrélé a une amélioration de la récupération fonctionnelle apreés un accident ischémique (Liu
et al., 2007b).

La compréhension de ces différents mécanismes impliqués dans la physiopathologie
de I’AVC ischémique a permis d’identifier des cibles thérapeutiques qui ont conduit a des
essais cliniques (développés dans la partie suivante). Ces études ont révélé la complexité de
cette pathologie, notamment la cinétique des différents mécanismes décrits précédemment,

d’ou la difficulté de la translation clinique.
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II. Les approches thérapeutiques contre ’AVC

A. De la paillasse aux échecs cliniques

Les essais cliniques ont pour but I’évaluation de I’efficacité de nouveaux traitements,
découverts généralement lors d’études précliniques. Les essais cliniques comprennent quatre
phases. La phase I a pour objectif d’évaluer la tolérance et la toxicité de la molécule, en
I’administrant a un petit nombre d’individus sains (10 a 40). La phase II évalue 1’efficacité et
la posologie de la molécule sur 40 a 80 patients. La phase III est une étude comparative entre
le nouveau traitement et le traitement utilisé habituellement (lorsqu’il existe). Durant cette
phase, deux groupes de patients sont constitués aléatoirement (randomisation), et
comprennent généralement plusieurs milliers de malades. Si les résultats de cette phase sont
en faveur du nouveau traitement, cela permet d’obtenir 1’autorisation de mise sur le marché
(AMM), qui autorise sa commercialisation. La phase IV intervient apres la
commercialisation, et consiste en la surveillance étroite du nouveau médicament
(pharmacovigilance).

Depuis une quinzaine d’années, les études précliniques et cliniques se sont focalisées
sur la neuroprotection ischémique. En effet, une enquéte sur PubMed révele qu’il n’y a
pratiquement pas d’études sur ce sujet avant les années 1990, mais qu’ensuite les publications

sur la neuroprotection ischémique suivent une courbe exponentielle (figure 12).
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Figure 12 : Représentation graphique du nombre de publications contenant les termes «

Neuroprotection » et « Stroke », d’aprés PubMed en Mars 2016.

Depuis le début des années 2000, plus de 3000 études expérimentales et plus de 500
études cliniques ont été publiées sur la neuroprotection ischémique. Cet élan est dii aux

découvertes et aux caractérisations, faites depuis les années 1970, des différents mécanismes
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impliqués dans la pathologie de I’AVC. Ainsi, la neuroprotection ischémique peut étre définie
comme toute stratégie, ou combinaison de stratégies permettant 1’opposition, 1’interruption,
ou le ralentissement de la séquence des évenements biochimiques et moléculaires
responsables de la 1ésion ischémique (Ginsberg, 2008). Cette définition exclut donc les
approches thérapeutiques visant le systeme vasculaire cérébral, qui ont principalement pour
objectif de maintenir et/ou de rétablir la circulation sanguine cérébrale, telles que les agents

thrombolytiques, anti-thrombotiques ou encore antiplaquettaires.

1. Les différentes cibles identifiées comme induisant une neuroprotection

a) Les bloqueurs des canaux calciques

Du fait du rdle central qu’occupe le Ca** dans la physiopathologie de I’AVC (cf.
Chapitre 1.D.1), les bloqueurs des canaux calciques ont été les agents neuroprotecteurs les
plus étudiés. En effet, I’entrée massive de Ca®* dans la cellule active une multitude de voies de
signalisation entrainant la 1ésion cérébrale. La recherche de bloqueurs de canaux calciques qui
pourraient avoir un potentiel neuroprotecteur a conduit a la découverte de la Nimodipine, une
dihydropyridine antagoniste des canaux calciques. C’est un composé organique dérivé de la
pyridine qui exerce des effets neuronaux mais aussi sur la circulation intra-craniale via son
effet vasodilatateur (Kazda and Towart, 1982). Le site internet « Stroke Center » répertorie 26
essais cliniques concernant la Nimodipine, dont 3 sont encore en cours. Cinq grandes études
randomisées en double aveugle ont étudié cette molécule, I’'une d’elle a porté sur 1064
patients qui ont été traités dans les 48 heures apres la survenue de I’AVC. Aucun bénéfice n’a
été observé (Group, 1992). VENUS (pour Very Early Nimodipine Use in Stroke) fut un autre
essai clinique sur 454 patients, ou la molécule a été administrée dans les 6 heures apres
I’ischémie. L’essai a pris fin prématurément en raison de 1’absence de bénéfices (Horn et al.,
2001a). En prenant en compte d’autres antagonistes calciques, 47 essais cliniques, incluant
7665 patients, ont été effectués, et aucun bénéfice pour I’AVC n’a pu étre associ€é a ces

molécules (Horn and Limburg, 2000).

b) Les antagonistes des récepteurs au glutamate
Parmi les agents neuroprotecteurs les plus étudi€s se trouvent aussi les antagonistes
des récepteurs au glutamate. L’activation de ces récepteurs est associée avec I’entrée massive
de Ca™, entrainant 1’excitotoxicité et la mort des cellules par nécrose et apoptose. En clinique,
ce sont principalement des antagonistes des récepteurs NMDA qui ont été testés. Par exemple,
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trois molécules, ciblant ces récepteurs, ont fait ’objet d’études randomisées et se sont avérées
négatives. Les trois ont été arrétées en phase III : le Selfotel (Boast et al., 1988) et I’ Aptiganel
(Aronowski et al., 1994), a cause d’effets secondaires psychiatriques et cardiovasculaires, et
I’Eliprodil en raison d’une absence d’efficacité. Les antagonistes des récepteurs AMPA ont
aussi fait I’objet d’essais cliniques, notamment 1’YM872 (Shimizu-Sasamata et al., 1998),
mais qui s’est arrétée en phase II, faute d’effet bénéfique. Aucune étude clinique n’a été

menée sur des agonistes ou antagonistes des récepteurs métabotropiques.

c) Les molécules anti-inflammatoires

La neuroprotection ischémique pourrait €tre obtenue en ciblant les processus et les
médiateurs inflammatoires qui contribuent a la 1ésion cérébrale (cf. Chapitre 1.D4).
L’Enlimomab, un anticorps ciblant le récepteur de la molécule d’adhésion ICAM, a fait
I’objet d’un essai clinique. Dans des modeles expérimentaux, le fait de bloquer le récepteur
d’ICAM entraine I’inhibition de I’infiltration des neutrophiles, ce qui permet la réduction des
dommages ischémiques (Zhang et al., 1995). Cependant, I’essai clinique a échoué en phase
I, car les patients souffraient de fievres. Le LeukArrest (ou HU23F2@G), un anticorps ciblant
les neutrophiles CD11/CD18, fut aussi 1’objet d’étude clinique. L’essai fut arrété durant la

phase III, car le LeukArrest n’apportait aucun bénéfice chez les patients victimes d’AVC.

d) Les chélateurs de radicaux libres

L’ischémie entraine la production de radicaux libres et donc un stress oxydatif et
nitrique. Dans des modeles d’AVC expérimentaux, neutraliser les ROS, avec le Tirilazad,
permet une neuroprotection (Lapchak et al., 2001). Les essais cliniques concernant cette
molécule ont ét€ menés sur les patients victimes d’AVC ischémique et hémorragique. Les
essais furent interrompus en phase III, car le Tirilazad n’apportait aucun bénéfice, voire était
néfaste (Haley, 1998).

Une autre molécule anti-oxydante, le NXY-059, fut I’objet d’études cliniques. Le
NXY-059 est censé avoir un mécanisme d’action de capture de radicaux libres et permet la
neuroprotection ischémique dans des modeles animaux (Kuroda et al., 1999). Le NXY-059 a
été étudié dans deux importantes études cliniques (randomisées et en double aveugle). Le
premier essai, SAINT I, impliquait 1722 patients (Lees et al., 2006), et le second, SAINT II
comprenait 3306 sujets (Shuaib et al., 2007). Dans le premier essai, 1eNXY-059 apportait une
amélioration significative dans 1’échelle de Rankin modifiée, qui permet 1’évaluation clinique

et fonctionnelle d’un handicap moteur (Rankin, 1957). Cependant, le NXY-059 n’améliorait
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pas le score NIHSS (National Institute of Health Stroke Score), qui permet d’évaluer chez les
patients la sévérité de I’AVC ischémique en phase aigiie (Brott et al., 1989). Par contre, les
résultats du second essai, qui €tait plus important en terme de taille de cohorte, indiquent une
absence de bénéfices du NXY-059 sur I’état de santé des patients. De plus, le traitement au

NXY-059 entrainait une hypokaliémie (défaut de K* dans le plasma sanguin) délétere.

e) Les autres neuroprotecteurs potentiels

Le Mg®* est un bloqueur des récepteurs NMDA, un inhibiteur de la libération du
glutamate, un bloqueur des canaux calciques, mais aussi un vasodilatateur. Le peu d’études
précliniques sur le magnésium dans 1’ischémie cérébrale montre un effet neuroprotecteur. Un
important essai clinique (IMAGES, Intravenous Magnesium Efficacy in Stroke Trial) a été
mené sur 2589 victimes d’AVC en phase aigiie (Muir et al., 2004). Les résultats furent
négatifs, aucun bénéfice n’est apporté par le magnésium comparé au placebo.

Les inhibiteurs des canaux sodiques, tels que la fosphénytoine (utilisée dans
I’épilepsie), permettent de réduire 1’amplitude des potentiels d’actions Na*-dépendant et donc
de diminuer la dépolarisation des neurones, et par conséquent de limiter 1’excitotoxicité.
L’essai clinique s’est interrompu en phase III, car la fosphénytoine n’as pas d’effet
neuroprotecteur dans le cadre de ’AVC.

Toujours dans I’optique de réduire 1’excitotoxicité induite par I’ischémie, un activateur
de canaux potassiques (hyperpolarisation), le Maxipost (BMS204352), a fait ’objet d’études

cliniques. Encore une fois, la molécule n’a pas dépassé la phase III, faute d’effet bénéfique.

Plus de mille traitements contre 1’ischémie cérébrale ont été étudiés
expérimentalement, ce qui a conduit a évaluer plus d’une centaine de molécules en phase
clinique (O'Collins et al., 2006). Malheureusement, a I’heure actuelle aucun traitement
neuroprotecteur n’a dépassé la phase III des essais cliniques. Il n’existe donc aucun

médicament neuroprotecteur contre ’AVC.

2. Les raisons du désert thérapeutique dans I’AVC
Tous les essais cliniques entrepris se sont soldés par un revers. Plusieurs facteurs ont été
responsables de cette déroute.
e [L’absence de corrélation entre la fenétre thérapeutique étudiée en préclinique et en

clinique :
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Dans la majorité des essais cliniques, les traitements ont été administrés en dehors de
la fenétre thérapeutique observée en préclinique. Par exemple, I’effet neuroprotecteur de la
Nimodipine (un bloqueur des canaux Ca*") est révélé uniquement lorsque 1’administration est
effectuée dans les 15 premieres minutes suivant I’occlusion (Horn et al., 2001b). Or, en
clinique le traitement a la Nimopidine a été administré entre 24 et 48 heures apres ’AVC. Il
en est de méme pour d’autres molécules, telles que Selfotel (antagoniste des récepteurs
NMDA), le LeukArrest (anticorps IgG-1 humanisé dirigé contre CDI18), ou encore le
Tirilazad (capteur de radicaux libres).

e [L’absence de corrélation entre I’évaluation des bénéfices chez I’Homme et I’animal :

Les études expérimentales ont fourni la preuve qu’il était possible de réduire de
maniere importante (entre 70 et 80%) la 1ésion cérébrale ischémique, par une intervention
neuroprotectrice précoce. Cependant, de nombreux agents neuroprotecteurs supposés, dont
certains ont été sujets a un essai clinique, avaient montré une protection cérébrale beaucoup
plus modérée voire incohérente dans les études précliniques (O'Collins et al., 2006). C’est
notamment le cas de la Nimodipine. En effet, plus de 250 études expérimentales sur le role
de la Nimodipine dans 1’ischémie cérébrale ont été publiées. Cependant, une analyse
minutieuse de cette littérature a permis d’identifier seulement 20 études in vivo d’ischémie
cérébrale focale, dans lesquelles la Nimodipine a été administré en post-ischémie, et ou les
conséquences ont été évaluées (Horn et al., 2001b). Seulement dix d’entre elles montrent une
amélioration chez les animaux ischémiés (Horn et al., 2001b). D’autre part, les différentes
études précliniques varient considérablement en terme de qualité et de fiabilité. De
nombreuses variables entrent en jeu dans ces études expérimentales, qui peuvent influencer la
qualité et les résultats de ces études. Ces variables comprennent plusieurs facteurs, tels que le
modele animal utilisé (espece, souche, age, sexe), les différents anesthésiques employés, le
modele d’ischémie (globale ou focale, avec ou sans reperfusion, durée de 1’ischémie...),
I’analyse statistique, et bien siir la molécule neuroprotectrice étudiée.

Dans les études expérimentales, le volume de la lésion cérébrale est mesuré
quantitativement pour évaluer un traitement apres 1’ischémie, ou il est rarement quantifié au-
dela du 7°™ jour apres ’occlusion, alors que chez 'Homme, 1’évaluation du traitement passe
par des analyses de scores fonctionnels entre 3 et 6 mois apres I’AVC. Ces scores sont d’une
grande importance puisqu’ils refleétent I’ampleur des déficits neurologiques. Pour autant, les
scores fonctionnels se prétent moins a 1’analyse statistique et pourraient étre moins sensibles

comparés au volume de !’infarctus ou a I’histopathologie. Dorénavant, les prochains essais
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cliniques étudieront la taille de la l1ésion cérébrale, notamment grace aux différentes avancées
technologiques dans I’imagerie cérébrale.

e [’absence de corrélation entre les doses étudiées en préclinique et en clinique :

La majorité des molécules anti-excitotoxicité causent des effets indésirables au niveau
neuropsychique et/ou cardiovasculaire. Ceci a, par conséquent, empéché en clinique
I’utilisation des doses protectrices en préclinique. En effet, dans les études expérimentales, les
doses neuroprotectrices étaient largement supérieures a celles administrées a I’Homme. C’est
le cas du Selfotel (40mg/kg en préclinique et 2 mg/kg en clinique), ou encore du LeukArrest
(4mg/kg en une injection 20 min apres la MCAo, et la méme dose répartie sur 5 jours
consécutifs chez I’Homme). En moyenne la dose étudiée en clinique ne représentait qu’un
cinquieme de la concentration protectrice observée chez 1’animal.

e Les facteurs de comorbidité :

La plus grande majorité des études expérimentales a été menée sur des animaux jeunes et
en bonne santé, alors que le patient victime d’'un AVC est typiquement agé et présente de
nombreux facteurs de risque, et potentiellement des maladies entrainant des complications
lors d’un AVC (pour exemple : diabete, hypertension et maladie cardiovasculaire).

Toutes ces observations et ces données ont conduit a adopter une nouvelle politique
menée par un conseil scientifique, le STAIR (pour « Stroke Therapy Academic Industry
Roundtable »). 11 vise a améliorer la recherche et le développement de produits et de

dispositifs pharmaceutiques destinés a traiter les AVC.

B. Les recommandations du STAIR

Les premieres recommandations du STAIR (STAIR I), publiées en 1999, avaient pour
mission d’améliorer la qualité des études précliniques des potentielles thérapies contre I’AVC
((STAIR), 1999). En effet, pour la premicre fois, il a ét€ proposé a la fois un cadre
expérimental pour 1’évaluation des potentiels médicaments, mais aussi un point de départ
pour critiquer et améliorer la facon dont est menée la recherche sur I’AVC en général. Depuis
ces recommandations ont été€ utilisées par certains comme référence pour évaluer la qualité et
I’efficacité des études expérimentales concernant une molécule, avant une évaluation dans un
essai clinique. Ces recommandations ont eu un impact sur le développement de nouvelles
molécules dans le cadre de ’AVC ischémique. En effet, apres leur parution en 1999, les
publications d’études expérimentales concernant les prétraitements contre 1’ischémie ont

nettement diminué. Malgré tout, la majorité des €tudes précliniques, portant sur des agents
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neuroprotecteurs ayant fait 1’objet d’études cliniques, ne répondaient pas pleinement aux
recommandations (Dirnagl, 2006). C’est pourquoi le conseil scientifique du STAIR a effectué

quelques mises a jour, d’ou ont émergé 5 points clés (Fisher et al., 2009).

1. La dose du médicament

Le premier point clé est 1’établissement de la dose-réponse, qui a tant fait défaut dans
les précédentes études expérimentales et cliniques. La dose-réponse est en fait la relation entre
la quantité d’exposition a une substance (dose) et les changements consécutifs dans les
fonctions physiologiques ou la santé (réponse). Une dose efficace chez le rongeur peut ne pas
I’étre chez d’autres animaux et/ou chez ’Homme. Comme indiqué dans le STAIR 1, il est
probable que 1’échelle du milligramme d’un médicament par kilogramme de souris ne soit pas
cohérente pour les plus gros animaux et les humains. En effet, la pharmacocinétique (étude
des actions d’une substance active sur l’organisme aprés son administration) et la
pharmacodynamique (étude de D’interaction entre la substance active et son récepteur)
peuvent varier considérablement entre les especes. Dans cette perspective, il est crucial
d’étudier la courbe « dose-réponse » d’une molécule a la fois sur des petits et des grands
animaux. Un autre aspect a prendre en considération : il se peut que les gammes de doses
neuroprotectrices et toxiques ne se chevauchent pas avec celles tolérées par I’Homme. Malgré
tout, la dose efficace minimum et la dose maximum tolérée doivent étre précisément définies.

Il faudrait définir une concentration que 1’on retrouverait au niveau tissulaire. Cette
concentration aura €été identifiée par des études histologiques et comportementales, qui
pourront donner des indications, quant aux éventuels bénéfices cliniques lorsque la molécule
est administrée chez ’Homme. Il faudra également s’assurer que la molécule puisse accéder a
I’organe cible (pour le cas du cerveau, le passage de la BHE est un réel probleme),

évidemment a une concentration protectrice.

2. La fenétre thérapeutique
Le deuxieme facteur clé a considérer est la fenétre thérapeutique. Cette fenétre est la
période qui débute immédiatement apres un accident ischémique et durant laquelle une
molécule ou un traitement est efficace (Baron et al., 1995). Actuellement, il existe un débat
sur la pertinence d’une fenétre thérapeutique chez 1’animal que 1’on pourrait corréler a
I’humain. Pourtant, plusieurs études suggerent que la fenétre thérapeutique observée pour la
thrombolyse, dont le but est de sauver le tissu cérébral en lysant le thrombus, est similaire

chez les animaux et chez I’Homme. Par conséquent, des études sur les rongeurs semblent étre
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pertinents pour déterminer une fenétre thérapeutique pour les médicaments thrombolytiques et
neuroprotecteurs.

Comme le prescrit STAIR I, pour éviter les biais observés dans les études passées,
notamment avec le Cerestat et le Selfotel (deux antagonistes des récepteurs NMDA), la durée
optimale d’un traitement chez 1’animal doit étre définie précisément pour orienter au mieux le
dosage en clinique. En effet, certains agents neuroprotecteurs peuvent avoir des effets

paradoxaux sur la santé du patient selon le « timing » et la durée du traitement.

3. L’évaluation des séquelles

Dans tous les modeles animaux, au moins deux séquelles doivent étre considérées : le
volume de l’infarctus cérébral et la récupération fonctionnelle. La mesure des séquelles
peut donc inclure la taille de la lésion cérébrale, les analyses immuno-histochimiques, la
neuropathologie, I’électroencéphalographie, et 1’étude neurocomportementale. Ces
conséquences doivent étre suivies durant la phase aigué (1 a 3 jours post-ischémie) et a plus
long terme (7 a 30 jours post-ischémie). Que ce soit dans un modele d’occlusion permanente
ou transitoire, les séquelles aigués (typiquement la taille de la 1ésion cérébrale) doivent étre
évaluées et améliorées par le traitement. Cette évaluation précoce est nécessaire, car seules les
études aigués (jusqu’a 6 heures apres I’occlusion) montrent qu’un traitement peut affecter
toutes les variables physiologiques (la pression sanguine, la température, la glycémie...) et
différents signes cliniques (signes d’infection ou d’inflammation vasculaire...). La plupart des
études précliniques se focalisent sur les séquelles uniquement 24 heures apres 1’ischémie.
Pourtant, il est nécessaire de suivre I’animal sur une période beaucoup plus longue, car si le
traitement est montré comme étant bénéfique initialement, les effets peuvent étre temporaires
(Valtysson et al., 1994). En d’autres termes, il faut s’assurer que les dommages ne sont pas
uniquement retardés mais bel et bien réduits. C’est pourquoi, les études a long-terme
présentent un défi plus important pour la surveillance des parametres physiologiques et
I’assurance d’une conception pharmacologique adéquate.

La récupération fonctionnelle est un parametre majeur lors des essais cliniques
(Group, 1995). Chez I’Homme, la taille de la 1ésion n’est pas toujours corrélée avec un déficit
fonctionnel, tandis que chez I’animal cette corrélation a ét€¢ montrée, notamment avec des
études d’IRM, comme étant beaucoup plus fiable (Tong et al., 1998). Il est donc important de
démontrer un effet bénéfique d’un traitement sur la récupération fonctionnelle aprés une
ischémie expérimentale. Si des marqueurs indirects des séquelles sont utilisés en clinique, ils

doivent étre examinés dans les modeles animaux.
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En résumé, le conseil du STAIR recommande que des études histologiques et
comportementales soient menées au moins sur 2 a 3 semaines apres un AVC, afin de
démontrer un avantage durable du traitement, en mettant 1’accent sur les séquelles

comportementales (motrices et cognitives).

4. Les modeles animaux

Il a été suggéré que I’efficacité du traitement doit €tre établie dans au moins 2 especes
différentes en évaluant les séquelles histologiques et comportementales. Les traitements
potentiellement protecteurs doivent d’abord étre testés chez les rongeurs, dans un modele
d’ischémie focale qui permet ’étude de la récupération fonctionnelle. Apres 1’évaluation
comportementale, leurs cerveaux feront I’objet d’études histologiques permettant 1’analyse du
volume de l’infarctus. D’apres les recommandations du STAIR il est préférable que la
seconde espece soit une espece dite « gyrencéphalique » (dont le télencéphale présente des

circonvolutions), telle que le chat ou un primate (macaques ou babouins).

5. La définition d’un cadre expérimental

Chez I’animal, le modele d’ischémie cérébrale le plus couramment utilisé est la MCAo
(box 2). Cependant, les différents modeles de MCAo peuvent étre critiqués car il se peut, en
particulier lors d’une occlusion permanente, qu’une reperfusion spontanée ait lieu, conduisant
a une variabilité de la taille des 1ésions cérébrales. Le DSC doit donc étre controlé. Le DSC
est communément mesuré par un laser Doppler. Le laser Doppler mesure la perfusion
sanguine microcirculatoire locale totale. La technique est basée sur 1’émission d’un faisceau
de lumiere laser par une sonde en fibre optique. Le DSC doit étre contrdlé avant, pendant et
apres I’ischémie, afin d’assurer une réduction adéquate du débit sanguin. Le groupe du
STAIR recommande une réduction d’au moins 60% du signal du laser Doppler pour garantir
une diminution du DSC appropriée. Les autres parametres physiologiques basiques tels que la
pression artérielle, la température ou encore la glycémie devraient €tre surveillés. La
température de 1’animal doit étre maintenue dans une gamme physiologique, puisqu’une
hyperthermie est néfaste dans le cadre de ’AVC (Ginsberg and Busto, 1998), alors qu’une
hypothermie est neuroprotectrice (van der Worp et al., 2007). Le suivi de ces différents
parametres physiologiques est nécessaire dans 1’optique de pouvoir reproduire les résultats
obtenus. En effet, avant toute étude clinique, les résultats expérimentaux positifs obtenus dans
un laboratoire doivent impérativement étre répliqués dans au moins un autre laboratoire

indépendant.
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Bien que les recommandations initiales aient été utiles dans I’amélioration de la
qualité¢ des études précliniques, elles n’ont pas encore permis a aucun médicament
d’améliorer les résultats obtenus dans la phase III des essais cliniques. Il sera impossible de
valider des regles jusqu’a ce qu’il y ait une preuve définitive et reproductible d’efficacité dans
les études cliniques. En attendant, les recommandations du STAIR fournissent une base de
réflexion et de discussions concernant la maniere d’effectuer la recherche préclinique.

Les recommandations du STAIR ont aussi contribué a porter une attention particuliere
a la prévention, en étant a 1’origine des campagnes de prévention, qui ont permis de réduire la

mortalité due a un AVC.

C. La prévention dans le cadre de ’AVC

La prévention comprend la prévention primaire et secondaire. La prévention primaire
consiste a réduire la fréquence d’une maladie dans la population, autrement dit la diminution
de I’incidence d’une maladie. Plus concrétement, cela consiste en la réduction du nombre de
nouveaux cas, en réduisant les facteurs de risque au sein de la population générale. Dans le
cadre de I’AVC, la prévention secondaire est mise en place lorsque 1’accident a eu lieu et son

but est de réduire le risque de récidive.

1. La prévention primaire et ’AVC

Selon I’OMS, la prévention primaire désigne 1’ensemble des actes destinés a diminuer
I’incidence d’un probleme de santé, autrement dit a réduire 1’apparition des nouveaux cas
dans une population saine par la diminution des causes et des facteurs de risque. Ces deux
dernieres décennies ont permis d’identifier et de caractériser plusieurs facteurs de risque de
I’AVC, qui peuvent étre divisés en deux groupes : les facteurs de risque non modifiables et
modifiables. Les facteurs de risque non-modifiables comprennent les facteurs liés a certains
processus naturels ou encore a I’hérédit€. Alors que les facteurs de risque modifiables
correspondent a une certaine hygieéne de vie et a ’environnement, et peuvent étre modifiés

avec I’aide de professionnels de santé, de traitement, ou via I’éducation.

a) Les facteurs de risque non-modifiables de I’AVC
L’age est le premier facteur de risque non modifiable et ’'un des plus importants,
puisque 95% des AVC se produisent chez les plus de 45 ans, dont les 2 tiers des AVC chez
les personnes ayant plus de 65 ans (Allen and Bayraktutan, 2008). Les effets du vieillissement
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sur le systtme cardiovasculaire augmentent le risque d’AVC ischémique et hémorragique.
Une analyse des données, provenant de 18 pays européens, montre que le risque d’avoir un
AVC, fatal ou non, est augmenté de 9% par an pour les Hommes et de 10% par an pour les
femmes (Asplund et al., 2009). Le risque de mortalité augmente aussi avec I’age. Cependant,
I’AVC peut se produire a n’importe quel age, y compris les stades feetaux. D’ailleurs des
tendances inquiétantes ont été observées. En effet une étude américaine montre que la
moyenne de I’age des victimes d’AVC a diminué, passant de 71,2 ans entre 1993 a 69,2 ans
en 2005, et cela est due a une augmentation de la proportion des individus agés de 20 a 54 ans
(Kissela et al., 2012). Une autre étude, effectuée entre 1998 et 2007, vient appuyer ces
observations, en montrant que les personnes hospitalisées pour un AVC étaient de plus en
plus jeunes (Lee et al., 2012). Un AVC, survenant chez une jeune personne, entraine
généralement des conséquences plus déléteres, une plus forte réduction de 1’espérance de vie
et des handicaps plus importants.

Le sexe de l’individu est le 2°™ facteur de risque non-modifiable. Les hommes, en
comparaison aux femmes, ont un risque plus élevé, d’environ 19%, d’avoir un AVC, en
particulier entre 45 et 65 ans (Holroyd-Leduc et al., 2000). Bien que le taux de mortalité par
un AVC (ischémique et hémorragique) est 1égerement plus élevé chez les hommes que chez
les femmes, la mortalité des différents sexes, en fonction du type d’AVC, est encore peu
connue. Néanmoins, une étude américaine sur plus de 600 000 victimes d’AVC, entre 1995 et
1998, a montré que le risque de mourir d’'un AVC ischémique était plus élevé chez les
femmes caucasiennes que chez les hommes caucasiens, mais lorsque tous les groupes
ethniques sont confondus, le risque de mortalité des femmes est similaire, voire inférieur a
celui des hommes. Les femmes ont un risque de mortalité plus élevé que les hommes, lorsque
I’AVC ischémique survient apreés 65 ans (Ayala et al., 2002).

Les facteurs génétiques et les antécédents familiaux font également partie des
facteurs de risque non-modifiables de I’AVC. Une méta-analyse de plusieurs études
épidémiologiques a montré qu’un antécédent familial d’AVC ischémique augmente le risque
de survenue d’environ 30%. D’ailleurs, des mutations intervenant sur certains genes seraient
impliquées dans I’incidence de I’AVC. L’utilisation du séquengage de I’ADN, en plus de la
transcriptomique permettrait d’aider a trouver la cause de certains AVC ischémiques.

L’origine ethnique est aussi un facteur de risque d’AVC. Des études
épidémiologiques démontrent que le risque d’AVC differe en fonction de 1’origine ethnique

de la victime (Cruz-Flores et al., 2011). Les populations afro-américaines et hispaniques
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présentent une incidence supérieure de 38% par rapport a la population caucasienne, pour tous
les types d’AVC, et un taux de mortalité également plus important (Rosamond et al., 1999;
Sacco et al., 1998a). Cela est particulicrement avéré pour les jeunes et les adultes afro-
américains (Kleindorfer et al., 2006). Il demeure difficile de savoir si ces différences
ethniques sont d’origine génétique et/ou environnementale. Les risques élevés de survenue et
de mortalit¢ d’'un AVC chez les personnes d’origine africaine, pourraient étre dus a une
prévalence d’autres facteurs de risque tels que 1’hypertension, 1’obésité ou encore le diabete
(ces facteurs de risque seront décrits ultérieurement) (Feinstein et al., 2012). Pour autant, une
prévalence plus importante de ces facteurs de risque ne peut expliquer a elle seule cette
différence entre les ethnies (Howard et al., 2011). Plusieurs études suggerent que les
différences ethniques peuvent €tre le résultat de déterminants sociaux, comme le lieu de
résidence (Kleindorfer et al., 2012) ou de naissance (Moon et al., 2012), la langue (Howard et
al.,2011), ou I’acces a la couverture médicale (Cruz-Flores et al., 2011).

La prévention du premier AVC est particulierement importante, puisque ceux-ci représentent
75% des cas. Cette prévention repose principalement sur le dépistage et le traitement des
facteurs de risque vasculaires modifiables : la pression artérielle, le diabete,
I’hypercholestérolémie, 1’obésité, et des comportements a risque, comme le tabagisme et la

sédentarité.

b) Les facteurs de risque modifiables de ’AVC

L’hypertension artérielle (HTA), qui correspond a une hyperpression du sang sur la
paroi des arteres, est le facteur de risque prépondérant associé aux AVC, car pres du quart de
la population adulte et pres de la moitié de la population agée de 65 ans en souffrent
(Trenkwalder, 2000). Une HTA est caractérisée par des chiffres de tension 2 140 mmHg pour
la pression systolique (lorsque le coeur se contracte) ou < 90 mmHg pour la pression
diastolique (lorsque le cceur se dilate). L’HTA favorise I’AVC par macro- et
microangiopathies, I’hémorragie intracérébrale et I’infarctus du myocarde. Parmi les victimes
d’AVC, 60% d’entre eux, souffrent ou ont souffert d’HTA (Moulin et al., 1997). La relation
entre la pression artérielle (PA) et le risque d’AVC est forte, graduée, et prédictive. En effet,
que ce soit pour des personnes hypertendues ou non, plus la PA est importante, plus le risque
d’AVC est accru (Lewington et al., 2002). Des études épidémiologiques montrent que le
risque d’AVC est doublé a chaque augmentation de la pression diastolique de 7,5 mmHg chez
la population occidentale (MacMahon et al., 1990). La prévalence de 'HTA a atteint un

plateau au cours de la derniere décennie. Le contrdole de I’hypertension a également été
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amélioré au cours des 25 dernieres années, grace aux efforts de sensibilisation et aux
traitements. De nombreuses personnes ont une PA élevée, cependant leur PA est sous le seuil
d’une prescription médicamenteuse (James et al., 2014). Pour réduire cette forte PA, des
améliorations du mode de vie sont recommandées (Whelton et al., 2002), notamment par le «
Seventh Joint National Committee » qui les considérent comme une stratégie globale de lutte
contre ’HTA (Chobanian et al., 2003). Néanmoins, les essais cliniques de ces 40 dernieres
années ont permis de démontrer qu'un traitement médicamenteux de I’HTA prévient de
I’AVC (Chobanian et al., 2003). En effet, une méta-analyse de 23 essais cliniques a montré
qu’un traitement par antihypertenseur permet de réduire de 32% le risque d’AVC (Psaty et al.,
2003). Cette action préventive des antihypertenseurs est moins claire chez les patients
souffrant de 1égere HTA. Malgré cela, le traitement de I’HTA est, de loin, la stratégie la plus
efficace pour prévenir de 1I’AVC. D’apres 1’American Heart Association (AHA),
I’hypertension reste sous-traitée, et des programmes supplémentaires, pour améliorer
I’observance des traitements, doivent étre développés.

Le diabéte sucré est également un facteur de risque d’AVC, particulierement ceux
d’origine ischémique (Banerjee et al., 2012). D’apres I’OMS, le diabete est une affection
chronique due, soit a une insuffisance génétique ou acquise de la production d’insuline par le
pancréas, soit au fait que cette insuline n’est pas assez active. Cette insuffisance provoque une
augmentation de la glycémie qui conduit a son tour a des 1ésions affectant les vaisseaux et les
nerfs. En 2013, il a été estimé qu’environ 382 millions de personnes souffrent de diabete, ce
qui représente 8,3% de la population mondiale. Le risque d’AVC est augmenté plus de 2 fois
lorsque le patient est diabétique, et environ 20% des patients diabétiques mourront d’'un AVC
(Banerjee et al., 2012). La durée du diabete augmente également le risque d’AVC (Banerjee
et al., 2012). Une étude sur pres de 44 000 hommes, a révélé qu’une hyperglycémie (une
glycémie a jeun =110 mg/dL), méme sans présence de diabete, est associée a un risque élevé
d’AVC (Sui et al., 2011). Le risque d’AVC peut étre réduit chez les patients diabétiques. En
effet, dans une étude sur 160 patients atteints de diabete de type 2 (hyperglycémie chronique),
un traitement médicamenteux permet de diminuer le risque de survenue de I’AVC, mais aussi
de réduire le risque qu’il soit fatal (Gaede et al., 2008). Les personnes atteintes de diabete
présentent une augmentation de la prévalence des facteurs de risque d’AVC, notamment
I’hypertension et une dyslipidémie. C’est pourquoi un programme complet comprenant un

contrdle strict de I’hypertension, avec des médicaments tels que les inhibiteurs de I’enzyme de
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conversion de I’angiotensine et les bloqueurs des récepteurs de I’angiotensine II, permet de
réduire le risque d’AVC chez les personnes atteintes de diabete.

La dyslipidémie, qui est une concentration anormale de lipides dans le sang, est
également liée au risque cardiovasculaire et a I’AVC. Plusieurs lipides sont retrouvés dans le
plasma sanguin, le cholestérol et ses fractions, cholestérol-HDL (pour High density
lipoprotein), cholestérol-LDL (pour Low density lipoprotein) et les triglycérides (TG).
L’augmentation du cholestérol total et de sa fraction LDL, ainsi que la baisse de la fraction
HDL, sont des facteurs de risque d’AVC. En effet, des études cliniques, montrent que le
risque de mortalité d’un AVC ischémique est corrélé au niveau du cholestérol total (Iso et al.,
1989). Concernant les AVC hémorragiques, I’ensemble des études épidémiologiques suggere
qu'un faible niveau de cholestérol favorise leur incidence, contrairement aux AVC
ischémiques qui sont favorisés par un niveau élevé de cholestérol. Le traitement de la
dyslipidémie avec les statines (ou inhibiteur de la HMG-Co réductase, des molécules
hypolipémiantes) réduit le risque d’AVC chez les patients atteints ou a risque d’athérosclérose
(Amarenco et al., 2004). Une méta-analyse de 26 essais cliniques, qui inclut plus de 90 000
patients, révele une réduction du risque de survenue d’AVC d’environ 20% (Amarenco et al.,
2004). D’apres ces études, il a été estimé qu’une réduction d’environ 15% du risque d’AVC
était observée pour chaque réduction de 10% du niveau de LDL. L’effet bénéfique des
statines sur I’AVC ischémique est fortement associé a leur capacité a réduire la progression de
I’athérosclérose, voire a induire sa régression. Les méta-analyses des essais sur les statines
montrent que le traitement par statine ralentit la progression de 1’épaississement des parois
des arteres carotides, un effet qui serait consécutif a la réduction du LDL sanguin (Amarenco
et al., 2004).

L’obésité et le surpoids sont classiquement des facteurs de risque de maladies
cardiovasculaires et sont également associés a un risque élevé d’hypertension, de
dyslipidémie, et d’intolérance au glucose. En 2012, une étude épidémiologique (obEpi par
Roche) a évalué la prévalence en France du surpoids et de 1’obésité, 32.3% et 15%,
respectivement. Toujours d’apres cette étude, entre 1997 et 2012, la prévalence de 1’obésité a
augmenté de 76%. Aux Etats-Unis, cette prévalence a triplé pour les adolescents et doublé
pour les adultes depuis les années 1980 (Ogden et al., 2012). Les catégories de corpulence
sont établies selon les criteres classiques a partir de 1’Indice de Masse Corporelle (IMC), qui
est le ratio entre le poids de 1’individu (en kg) et sa taille au carré (en m*). Lorsque cet indice

est entre 18,5 et 24,9, I’individu est de corpulence dite normale, entre 25,0 et 29,9, il est en
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surpoids et lorsqu’il est = 30,0 le terme obésité est employé (Health, 1998). Une étude montre
que I'IMC permet de prédire de facon significative la survenue d’un AVC (Wilson et al.,
2008). L’obésité peut également étre évaluée par la circonférence de la taille des patients, les
hommes présentant un tour de taille supérieur a 102 cm et les femmes présentant un tour de
taille supérieur a 88 cm, sont considérés comme ayant une obésité abdominale (Wildman et
al., 2011). Cette obésité abdominale peut aussi étre mesurée par le rapport taille/hanche. Pour
chaque augmentation de 0,01 dans ce rapport, le risque de maladies cardiovasculaires est
augmenté de 5%. L’obésité abdominale serait un meilleur prédicateur de risque d’AVC que
I’IMC (Suk et al., 2003). Des études prospectives, sur la relation entre le poids (ou la mesure
du tour de taille) et I’incidence de I’AVC, indiquent que lorsque I'IMC est entre 25 et 50
kg/m’, chaque augmentation de 5 kg/m’ est associée a une élévation de 40% de la mortalité
par un AVC. En revanche, lorsque 'IMC est < 25, il n’existe aucune relation entre I’'IMC et la
mortalité (Prospective Studies et al., 2009). Que ce soit la mesure de la distribution de la
masse grasse ou I’IMC, leur association avec I’incidence de I’AVC est également associée au
diabete, a I’hypertension ou encore le tabagisme (Toss et al., 2011).

Le tabagisme représente également un facteur de risque d’AVC ischémique. La
relation entre le tabagisme et 1’athérosclérose a été mise en évidence pour la premiere fois au
début du 20°™ siecle, par I’observation d’une fréquence élevée d’AVC ischémique chez les
fumeurs de sexe masculin (Hankey, 1999). L’étude du « Framingham Heart » fut la premiere
a évaluer la relation entre le tabagisme et le type d’AVC, en prenant en compte le nombre de
cigarettes fumées et I’effet de I’arrét du tabac. Les résultats de cette étude montrent que le
risque d’AVC chez les « gros fumeurs » (>40/jour) était deux fois plus élevé que celui des «
petits fumeurs » (<10/jour), et ce risque augmentait avec le nombre de cigarettes fumées. Une
étude épidémiologique suggere qu’entre 12 et 14% des AVC mortels seraient attribuables au
tabagisme (Thun et al., 2000). Le tabagisme passif est un facteur de risque pour les maladies
cardiovasculaires, et le serait également pour I’AVC, avec un impact aussi important que le
tabagisme actif (Bonita et al., 1999). Le tabagisme favoriserait 1’incidence de I’AVC par des
effets a court-terme, avec une augmentation du risque de générer un thrombus, et a plus long-
terme avec une accentuation de I’athérosclérose (Burns, 2003). Néanmoins, 1’arrét du tabac
permet de diminuer le risque d’AVC : en effet apres 2 ans d’arrét, la diminution du risque
devient significative et atteint le niveau de risque d’un non-fumeur apres 5 ans d’arrét (Wolf

et al., 1988).
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L’inactivité physique est associée a de nombreux effets néfastes sur la santé,
notamment au risque accru de mortalité en général, mais aussi de morbidité et de mortalité
liées aux maladies cardiovasculaires, dont ’AVC (Fletcher, 1994). A I’inverse, une activité
physique permet de réduire entre 25 et 30% le risque de survenue et de mortalité par I’AVC
(Sacco et al., 1998b). Cet effet bénéfique pourrait &tre dii en partie a la réduction de certains
des facteurs de risque. En effet, I’activité physique réduit la pression artérielle (Fagard, 2006),
augmente la sensibilité a ’insuline, régule les lipides plasmatiques (Butcher et al., 2008), et
favorise les effets anti-inflammatoires (Kasapis and Thompson, 2005). D’ailleurs, une étude
prospective sur 27 055 femmes, montre que 1’activité physique réduit les facteurs de risque
des maladies cardiovasculaires, dont I’AVC, ce qui a pour finalité de réduire I’incidence de
ces pathologies (Mora et al., 2007). Pour réduire I’incidence de I’AVC, et plus généralement
pour une bonne santé, ’AHA recommande 30 minutes d’activité physique d’intensité
modérée (marche rapide) au moins 5 fois par semaine, ou 20 minutes d’intensité élevée
(course a pied) au moins 2 fois par semaine, ou encore une combinaison des deux intensités

(Services, 2008).

2. La prévention secondaire et I’AVC

D’apres I’OMS, la prévention secondaire comprend «tous les actes destinés a réduire
la durée d’évolution de la maladie». Elle prend en compte le traitement des premicres
atteintes mais aussi la récidive. La prévention des récidives d’AVC a été I’une des principales
avancées thérapeutiques dans la gestion de ’AVC dans les 30 dernieres années. En 1977, il
n’existait aucune stratégie de prévention secondaire dans le cadre de I’AVC. Depuis 1978,
avec l'introduction de [D’aspirine, jusqu’a récemment en 2006 et l’introduction de
I’atorvastatine (un hypolémiant), il existe aujourd’hui un large éventail de stratégies de
prévention secondaire disponible pour les patients. Nous allons discuter de certaines de ces

stratégies.

a) Les agents anticoagulants
Un anticoagulant, tel que I’aspirine, est une substance chimique ayant la propriété
d’inhiber la coagulabilité naturelle du sang. La coagulabilité est un processus complexe
aboutissant a la formation de caillots sanguins. Le sang traité ne coagulera pas ou alors moins

vite, et gardera la méme viscosité.
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L’anticoagulant Warfarin est I'une des stratégies de prévention secondaire les plus
efficaces biologiquement, puisqu’il réduit d’environ 70% le risque relatif de récidive d’AVC
chez les patients ayant eu un accident ischémique transitoire (AIT) (EAFT, 1993).
Néanmoins, la Warfarin est associée a un faible risque d’hémorragie, qui augmente avec
I’age, 'HTA, et P'utilisation d’autres agents antiplaquettaires (Hart et al., 2005). La
combinaison de la Warfarin et de l’aspirine serait aussi associée a un risque accru
d’hémorragie, sans apporter plus de bénéfices (Akins et al., 2007). Chez les patients qui ne
souffrent pas de fibrillation auriculaire, mais ayant eu un AIT ou un AVC mineur, la Warfarin
n’est pas meilleure que 1’aspirine en tant que stratégie de prévention secondaire (Mohr et al.,

2001).

b) Les agents antiplaquettaires

L’athérosclérose se complique fréquemment en AVC. Le point de départ est la mise a
nu de I’endothélium et le contact entre le sous-endothélium et la circulation sanguine. Ceci
concourt a I’adhésion plaquettaire (éléments du sang fabriqués par la moelle osseuse) par la
fixation des récepteurs spécifiques (GPIIbllla) sur les structures d’adhésion par
I’intermédiaire du facteur de Willebrand (thrombus blanc), suivie d’une activation et d’une
agrégation de ces cellules (thrombus rouge). La thrombose peut évoluer de différentes
manieres : soit se désagréger spontanément, soit adhérer a la paroi, s’endothélialiser et
constituer une chape fibreuse (sténose), soit emboliser.

Les différents agents antiplaquettaires évalués dans les essais cliniques pour la
prévention secondaire de I’AVC permettent une réduction d’environ 22% du risque relatif
d’une récidive (Antithrombotic Trialists, 2002). Pour les patients victimes d’AIT ou d’AVC
mineur, la réduction du risque relative avec seulement I’aspirine (2 n’importe quelle dose) est
d’au moins de 13%, mais cette protection pourrait étre doublée par 1’addition du dipyridamole
a libération prolongée (un autre agent antiplaquettaire) (Group et al., 2006).

Le traitement préventif traditionnel est I’association de I’aspirine et du dipyridamole a
libération prolongée. Le clopidogrel est utilisé en cas d’allergie a I’aspirine ou d’insuffisance
coronarienne (rétrécissement des arteres cardiaques entrainant une ischémie du myocarde).
Chez les patients a risque de récidive, un traitement combinant 1’aspirine et le clopidogrel est
associé a une réduction non significative de survenue d’un accident ischémique, et le risque
d’hémorragie est quant a lui significativement augmenté (Diener et al., 2004). Un traitement
avec les antagonistes des récepteurs GPIIblIla est associé a une mortalité plus élevée (Topol

et al., 2003). D’apres toutes ces études, il existerait un effet de plafond pour les effets
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bénéfiques des antiplaquettaires, au-dela duquel des effets indésirables, principalement des

hémorragies, surpassent toute efficacité supplémentaire.

La prévention n’a pas permis de réduire totalement la survenue des AVC et I'une des
plus grandes avancées dans le cadre de I’AVC concerne tout le processus de prise en charge et
de soins des patients victimes d’AVC. En effet, la prise en charge précoce des patients
victimes d’un AVC a profondément évolué depuis la mise en place des unités neuro-
vasculaires (UNV) puis, en 2002, avec I’AMM de Dactivateur recombinant du

plasminogeéne (rt-PA), le traitement de référence dans I’AVC.

D. La prise en charge et les soins des patients victimes d’AVC

L’AVC est une urgence absolue : a chaque minute qui passe, prés de 2 millions de
neurones sont détruits, comparé a une perte neuronale due au vieillissement, le cerveau
ischémié vieillit de 3,6 ans chaque heure passée sans traitement (Saver, 2006). Ceci est
parfaitement résumé par la célebre phrase américaine « Time is Brain » (Gomez, 1993). Ce
constat souligne I’'importance d’une prise en charge rapide des patients ayant des signes
évocateurs d’'un AVC. Lorsqu’un patient est admis dans une UNV, une imagerie cérébrale
(IRM ou scanner) est rapidement réalisée pour déterminer 1’éligibilité du patient au seul

traitement disponible contre les AVC ischémiques, la thrombolyse.

1. La thrombolyse par voie intraveineuse

La restauration précoce du flux sanguin cérébral, par la lyse du caillot sanguin et la
reperfusion, est la seule stratégie pharmaceutique qui améliore le pronostic des patients
atteints d’un AVC ischémique. La thrombolyse consiste a lyser le thrombus (ou caillot
sanguin) a ’aide d’un médicament, Uactivateur tissulaire du plasminogéne (t-PA, pour «
tissue plasminogen activator »). Le t-PA est une enzyme protéolytique initiant la fibrinolyse,
qui est un processus physiologique complexe de dissolution des caillots sanguins constitués
de fibrine. Concretement, le t-PA active le plasminogéne qui entraine la libération de la
plasmine dans le sang. La plasmine est une enzyme, plus précisément une peptidase qui
catalyse I’hydrolyse des liaisons peptidiques, ce qui permet ainsi la dégradation de la fibrine,

le principal constituant des caillots sanguins, entrainant leur dissolution (figure 13).
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Figure 13 : Schéma illustrant la fibrinolyse, les fleches bleues étant une stimulation et les

fleches rouges une inhibition (d’aprés Wikipédia)

La particularité de ce traitement est de ne pas avoir été étudié en préclinique avant
d’avoir obtenu I’AMM. Les premieres études cliniques de la thrombolyse au cours d’un AVC
remontent a 1958. Ces essais ont été rapidement abandonnés en raison d’une surmortalité due
a des hémorragies cérébrales. Une sélection inappropriée des patients, des délais trop longs
entre I’apparition des signes cliniques et I’administration des médicaments étaient a la base de
cet échec thérapeutique. Le développement des techniques d’imagerie cérébrale a permis une
meilleure sélection des candidats a la thrombolyse. Ainsi de nouvelles études ont été
reconduites, testant des agents thrombolytiques durant la phase aigué de I’AVC ischémique.
L’étude du NINDS (« Natitonal institute of neurological disorders and stroke ») a
révolutionné le traitement de I’AVC ischémique aigu (Group, 1995). En effet, cette étude
évaluait ’efficacité clinique d’un activateur recombinant du plasminogene (rt-PA IV ;
Actilyse®), administré par voie intraveineuse (i.v) dans les 24 premieres heures, sur la
récupération neurologique et le handicap fonctionnel (avec 1’échelle modifiée de Rankin) a 3
mois. Le taux de mortalité a 3 mois a été diminué par 1’administration du rt-PA (17% contre
21% dans le groupe placebo). Les bénéfices thérapeutiques étaient supérieurs lorsque le
traitement était administré dans les 90 premieres minutes suivant 1’apparition des signes
cliniques (Marler et al., 2000). Ainsi, grace au traitement rt-PA par voie i.v, épargner un
handicap important a un patient sur sept devenait possible. Par contre, les études incluant des
patients avec un délai supérieur a 3 heures se sont révélées négatives.

Les résultats de 1’étude NINDS ont permis, en 1996, I’approbation du rt-PA par la FDA

(« Food and Drug Administration ») et donc la diffusion de la thrombolyse intraveineuse aux
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Etats-Unis, dans une fenétre thérapeutique de 3 heures apres I’apparition des symptomes
cliniques. La thrombolyse est le premier médicament, et d’ailleurs le seul a ce jour, approuvé
dans le traitement de I’AVC ischémique. En 2002, le rt-PA a obtenu I’AMM en Europe. En
2008, les résultats de I’étude ECAS Il (« European Cooperative Acute Stroke Study »)
permettent d’élargir la fenétre thérapeutique jusqu’a 4,5 heures (Hacke et al., 2008).

Administrer le t-PA, au-dela des 4,5 heures, est trop dangereux pour le patient dii au
risque accru d’hémorragie. Ce risque hémorragique est la conséquence d’une altération de la
BHE (Yepes et al., 2003). Le t-PA permet 1’activation du facteur de transcription NFKB,
entrainant la synthese de MMP-3 et MMP-9, et donc la dégradation des protéines matricielles
de la BHE (Wang et al., 2003). D’ailleurs, la plasmine, libérée par I’action du t-PA, clive
CCL2, entrainant une augmentation de son pouvoir chimiotactique, et de ce fait une
augmentation de la perméabilité de la BHE (Yao and Tsirka, 2011). Ainsi, le t-PA joue un
réle dans la neuroinflammation : au-dela de I’altération de la BHE, le t-PA induit aussi
I’expression de molécules d’adhésion (ICAM-1) sur les cellules endothéliales cérébrales
(Wang et al., 2014), nécessaire a l’infiltration leucocytaire. De plus, le t-PA favorise
I’activation microgliale par un effet « cytokine », en se fixant sur une protéine membranaire,
I’annexine II (Siao and Tsirka, 2002). Cette activation est associée a un phénotype pro-
inflammatoire M1 (Won et al., 2015). En résumé, le complexe d’activation du plasminogene,
originellement décrit pour son role dans la régulation de la fibrinolyse dans la circulation
sanguine, pourrait étre un acteur majeur dans la neuroinflammation (Mehra et al., 2015), et
ainsi participer aux dommages ischémiques une fois administré en dehors de sa fenétre
thérapeutique.

Malheureusement, le nombre de patients pouvant recevoir ce traitement, dans ce délai,
est faible. En effet, cela représente moins de 10% des patients admis dans les structures

spécialisé dans la prise en charge de I’AVC, les UNV (Moskowitz et al., 2010).

2. Les Unités Neuro-Vasculaires
Une unité neuro-vasculaire est une structure dédiée a la prise en charge des
pathologies neuro-vasculaires aigués, telles que les AVC et les AIT. L’UNV accueille et
prend en charge 24h/24 et 7j/7 des patients présentant ces pathologies. Ce concept de soins,
organisés au sein d’une seule et méme structure, a vu le jour dans les années 1950. Les
premieres unités spécialisées ont été créées au début des années 1970 (Kennedy et al., 1970).
Les UNV sont constituées d’un personnel médical et non médical. La prise en charge en

urgence des AVC par ’'UNV a plusieurs objectifs. Le premier est d’établir le diagnostic, par
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examen clinique et par imagerie cérébrale (IRM préférentiellement), avant d’instaurer un
traitement anti-thrombotique ou thrombolytique. Enfin, I’autre objectif de ces structures est de
débuter, au plus tot, le traitement appropri€é afin d’éviter les complications immédiates
(générales et neurologiques), qui peuvent aggraver le pronostic vital et les 1ésion ischémiques.
Les mesures de prévention secondaire sont mises en place afin de prévenir les récidives. Tout
ceci a pour but de placer le patient dans les meilleures conditions pour récupérer grace a des
soins de réadaptation spécifiques débutés précocement.

L’hypothese qu’une prise en charge spécifique pourrait améliorer le pronostic des
patients victimes d’AVC a donné lieu a des études cliniques randomisées pour démontrer
I’avantage de ces structures. A noter, la particularité de cette méthode qui consiste a révéler le
bénéfice d’une organisation de soins selon le modele de I’essai thérapeutique randomisé
utilisé pour les médicaments. Ces essais cliniques ont fait I’objet de plusieurs méta-analyses
(Hommel et al., 1999; Langhorne et al., 1993). La « collaboration Cochrane » (Stroke Unit
Trialists, 2013) a évalué 28 essais cliniques sur le devenir de 5855 patients pris en charge, soit
par une UNV, soit par un service médical conventionnel. Le devenir de ces patients a été
évaluée sur trois criteres : 1) le déces a la fin de 1’étude (sur un an) ; 2) le déces ou
I’institutionnalisation a la fin de la période de rééducation (dans une résidence d’accueil, un
service de long séjour, ou a I’hopital) ; 3) le déces ou la dépendance (score de Rankin > 2).
Quelque soit le critere choisi, les résultats sont en faveur des UNV. La diminution de la
mortalité, observée quelque soit la cause de déces, serait essentiellement liée a la réduction
des complications intercurrentes, a 1’augmentation du nombre de retours au domicile, et a la
réduction de la dépendance. La qualité de vie aprés un AVC est améliorée chez les patients
traités dans une UNV. Ce bénéfice vital et fonctionnel se maintient 10 ans apres I’AVC, les
patients qui survivent n’ont pas de risque accru de récidive ou d’handicap a long terme. Ces
bénéfices sont observés indépendamment de 1’age, du sexe et de la gravité de I’AVC. Ces
UNV permettraient de réduire le colt direct de la prise en charge des AVC et
n’augmenteraient pas le temps de séjour a I’hopital.

Ces données sont en accord avec celles obtenus, avant méme que le traitement
thrombolytique ne soit encore totalement développé, prouvant ainsi un bénéfice de la qualité
de la prise en charge, indépendamment du traitement (Hommel et al., 1999; Langhorne et al.,
1993; Ronning and Guldvog, 1998). Plus marquant encore, comparé aux autres approches

médicamenteuses (aspirine ou agents thrombolytiques), les UNV permettent d’agir sur une
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population plus large et d’avoir un meilleur impact en termes de réduction du nombre de

déces et/ou de dépendance.

D’apres I’OMS, la prévalence mondiale de I’AVC risque encore d’augmenter jusqu’en
2030 (23 millions contre 16 millions en 2005). Dans les pays développés, la prévention et
I’évolution de la prise en charge de I’AVC ont permis de réduire significativement le nombre
de déces dus aux AVC ischémiques, notamment depuis les années 2000 (Feigin et al., 2009)
(Bejot et al., 2007b). Les survivants présentent souvent des séquelles affectant leur qualité de
vie. C’est pourquoi, I’AVC reste la cause majeure de handicap acquis dans le monde. A
I’heure actuelle, le nouveau défi est de réduire ces séquelles, afin d’améliorer la récupération

fonctionnelle post-AVC.

3. Les stratégies de récupération fonctionnelle post-AVC

La récupération est un phénomene spontané, rarement total dans le cadre de I’AVC,
et observé méme en I’absence de réadaptation. La réadaptation est une partie importante du
processus de rétablissement. L’objectif de la réadaptation est d’améliorer 1’autonomie des
patients. Dans les années 1990, une étude de cohorte a confirmé I’existence d’une
récupération motrice touchant toutes les catégories de patients hémiplégiques, y compris les
plus séverement atteints initialement (Jorgensen et al., 1995b, c). Autre résultat marquant,
I’essentiel des progres est effectué au cours des 15 premieres semaines. Plusieurs autres
études ont confirmé cette cinétique de la récupération motrice, et il est classique maintenant
de définir les séquelles motrices comme définitives a partir du 6°™ mois. Parallelement, le
nombre d’études concernant l’effet de la réadaptation sur la récupération n’a cessé
d’augmenter depuis les années 1980. Toutes s’accordent a dire que la réadaptation

améliore la récupération post-AVC.

a) La stratégie actuelle : la réadaptation
La réadaptation aide les survivants d’un AVC a récupérer leurs facultés intellectuelles
et leurs fonctionnalités physiques dégradées. La réadaptation permet également d’apprendre,
aux patients, de nouvelles facons d’exécuter des taches journalieres (se laver, s habiller ou
encore s’exprimer efficacement), en contournant ou en compensant leurs troubles résiduels.
La réadaptation est principalement basée sur la répétition, et donc la « mémoire du corps »,

tout comme lorsque nous apprenons une nouvelle compétence, telle que faire du vélo ou un
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service au tennis. Depuis maintenant 30 ans, différentes méta-analyses n’ont cessé de
renforcer la preuve de I’efficacité de la réadaptation sur la récupération motrice apres un AVC
(Kwakkel et al., 2004b; Langhorne et al., 2011; Pollock et al., 2014a; Pollock et al., 2014b;
Veerbeek et al., 2014). Actuellement 467 essais cliniques peuvent étre identifiés sur cette
question représentant 25 373 patients (Veerbeek et al., 2014). La prise en charge de la
réadaptation permet d’améliorer la récupération du déficit moteur des membres inférieurs et
supérieurs (Kwakkel et al., 1999), de la marche (van de Port et al., 2007) et de I’équilibre
(Pollock et al., 2007) et de I’autonomie dans les activités de la vie quotidienne (Langhorne et
al., 2011). La précocité de la prise en charge est un facteur clé de Defficacité de la
réadaptation (Langhorne et al., 2011). En effet, la réadaptation doit commencer dans la phase
aigué de ’AVC (avant le 14°™ jour), et plus précisément dans les 48 heures aprés I’AVC.
L’intensité de la prise en charge est aussi un facteur essentiel de I’efficacité de la réadaptation

(Kwakkel et al., 2004b).

b) Les nouvelles stratégies de récupération post-AVC

A Tinstar du développement des médicaments pharmaceutiques, le processus de
translation clinique exige que les stratégies de réadaptation post-AVC soient fonctionnelles
(Kwakkel et al., 2004a). Ici, nous discuterons de certaines de ces nouvelles stratégies de
réadaptation post-AVC. Ces stratégies se sont focalisées sur la récupération de la fonction
motrice des patients ayant subi un AVC et la majorité de ces stratégies sont basées sur une
approche mécanique, puisqu’une activité physique permet de réduire les séquelles.
Néanmoins, 1’activité physique est limitée chez ces patients. Voici quelques approches qui ont

été évaluées afin d’y remédier (certaines sont encore en cours de développement).
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Figure 14 : Les différentes techniques de réadaptation : la thérapie induite par contrainte (a),

la marche avec support de poids corporel (b), la stimulation électrique fonctionnelle (c),

lassistance robotique (d), la réalité virtuelle (e), la stimulation cérébrale non invasive (f).

La thérapie induite par contrainte est basée sur les observations en laboratoire de
la « non-utilisation apprise » chez les primates (Knapp et al., 1958). Cette thérapie consiste a
forcer 1’utilisation de la partie du corps hémiparétique, en limitant 1’utilisation de la partie
saine (Ostendorf and Wolf, 1981) (figure 14a). Concretement, le patient utilise son membre
déficient de maniere répétée et intensive durant une certaine période. Cette méthode permet
d’améliorer la récupération des membres supérieurs chez les patients hémiplégiques apres un
AVC (Taub et al., 2006). Cependant, la thérapie contrainte est une technique qui s’adresse a
une petite fraction des malades parétiques. Elle reste inapplicable chez les patients trop
déficitaires ou pendant les premieres étapes de la réadaptation.

Le réentrainement de la marche avec support de poids corporel est basée sur les
bénéfices de la marche, puisqu’elle permet d’améliorer la réadaptation et I’aptitude a se
déplacer apres un AVC (Eng and Tang, 2007). Cette technique est une sorte de thérapie
induite par la contrainte, car il s’agit de supporter le poids corporel par un harnais suspendu
au plafond (figure 14b). Le harnais permet, tout en marchant sur le tapis roulant, de garder le
contrdle de la posture et de réduire le poids du patient sur ses pieds, et donc de pratiquer une
marche proche de la normale évitant de développer une marche compensatoire. Le mécanisme
biologique sous-jacent a cette approche pourrait &étre la plasticité cérébrale, et plus
particulierement des changements dans ’activation corticale (Enzinger et al., 2009).

Des études récentes, montrent que cette méthode permet une récupération plus
rapide (Ada et al., 2010). Les patients traités remarchent 2 semaines avant les patients ayant
recu les soins habituels. En outre, 14% de plus des patients du groupe traité ont regagné leur
domicile avec une récupération quasi complete ainsi qu’une réduction de 1’état dépressif.

La stimulation électrique fonctionnelle (SEF), chez les patients victimes d’AVC
hémiparétiques, fournit de maniere contournée une voie d’entrée du SNC vers les muscles du
membre déficient. L utilisation d’une stimulation électrique d’un nerf périphérique, la SEF
génere des potentiels d’action dans les motoneurones (cellules nerveuses connectées
directement a un muscle), qui se propagent vers le muscle causant sa contraction (figure 14c).
Le steppage (dit aussi « pied tombant ») est une paralysie d’origine nerveuse des muscles

releveurs du pied et des orteils qui engendre une anomalie de la marche chez les victimes
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d’AVC (Richards et al., 1999). En 2006, une étude de Cochrane a mis en évidence un effet
bénéfique de la SEF sur les membres inférieurs, comparé au groupe contrdle n’ayant pas regu
de traitement (Pomeroy et al., 2006). La SEF des membres supérieurs semble avoir également
un impact positif sur la récupération motrice au niveau du poignet (Powell et al., 1999). A
I’heure actuelle, pour la Haute Autorit¢ de Santé (HAS), I'intérét de la SEF pour la
récupération du membre supérieur n’est pas démontré, mais elle est tout de méme
recommandée pour améliorer la marche.

La thérapie assistée par robotique est utile dans le traitement de I’hémiparésie
apres un AVC (Kwakkel et al., 2008). La robotique permet aux patients de produire, de
maniere indépendante, un effort améliorant leur niveau fonctionnel, en employant une forte
intensité d’entralnement, ce qui ne peut étre effectué avec la marche avec support de poids
corporel par exemple (figure 14d). La robotique a d’autres avantages comme l’intégration des
stimuli visuels et tactiles. Elle favorise la participation du patient, et permet la répétition de
mouvements spécifiques (Hidler et al., 2005). Des essais cliniques ont évalué cette thérapie
sur la réadaptation des membres inférieurs et supérieurs (Chang and Kim, 2013). D’apres
I’analyse de 7 essais randomisés et contrOlés, la thérapie robotique n’est pas en mesure de
remplacer les soins conventionnels pour améliorer la marche chez les patients victimes d’un
AVC. Une méta-analyse de 2012 a permis de mettre en évidence que la thérapie robotique
améliore la fonction motrice des membres supérieurs et les activités de la vie quotidienne,
uniquement dans la phase subaigu€ de I’AVC (Mehrholz et al., 2012).

Actuellement, la robotique dans la réadaptation post-AVC est a considérer comme un
complément de I’approche conventionnelle.

La réalité virtuelle (RV) a fait ’objet d’études dans la récupération fonctionnelle
post-AVC. En effet, I'intégration de la RV permet une immersion du patient dans un
environnement riche en stimulations cognitives et sensorielles, ce qui favoriserait la plasticité
cérébrale, et donc la récupération motrice. La RV consiste en une interface utilisateur-
ordinateur, impliquant la stimulation en temps réel et les interactions d’un utilisateur immergé
grace aux multiples voies sensorielles dans un milieu virtuel (figure 14e). Une revue de
Cochrane, reprenant 37 études cliniques, a comparé les effets de la RV sur la fonction motrice
du membre supérieur apres un AVC par rapport a une autre, ou a I’absence d’une intervention
traditionnelle (Laver et al., 2015). Cette revue suggere de légers effets bénéfiques sur la
récupération motrice. A I’avenir, ces technologies pourraient apporter aux patients une

amélioration de la réadaptation a leur domicile (Iosa et al., 2012).
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La stimulation cérébrale non-invasive pourrait étre un support pour la réadaptation
fonctionnelle post-AVC (Webster et al., 2006). Les deux techniques de stimulation cérébrale
les plus courantes sont la stimulation magnétique transcranienne (TMS) et la stimulation
transcranienne a courant direct (tDCS). La TMS utilise un champ magnétique changeant
rapidement pour induire des courants électriques dans le cerveau, provoquant la
dépolarisation des potentiels d’action neuronaux. La tDCS utilise, quant a elle, de faibles
courants électriques transmis au cerveau par I’intermédiaire d’éponges imbibées placées sur le
site de stimulation. Le principal objectif de la stimulation cérébrale dans la réadaptation
d’AVC est de modifier I’activité corticale et la neuroplasticité par une augmentation de
I’excitabilité corticale ipsilatérale et/ou une diminution de I’excitabilité corticale
contralatérale (Webster et al., 2006) (figure 14f). La TMS et la tDCS sont siires et efficaces
dans la modulation de [D’excitabilité corticale et améliorent 1’adaptation motrice,
I’apprentissage et la consolidation de la mémoire motrice chez les sujets sains mais aussi chez
les survivants d’'un AVC (Reis et al., 2008). D’autres part, la modulation de I’excitabilité
corticale est associée a une amélioration des performances motrices et du pronostic des
patients victimes d’AVC (Adeyemo et al., 2012; Kim et al., 2006; Takeuchi et al., 2008). Bien
que ces résultats semblent prometteurs et encourageants, le role des stimulations cérébrales

dans la réadaptation de I’AVC reste incertain (Hao et al., 2013).

Si de grandes avancées ont été effectuées dans le cadre de la réadaptation motrice
post-AVC, tres peu d’études interventionnelles ont été menées pour améliorer la récupération
cognitive post-AVC. Certaines études ont montré que des stratégies de compensation
permettaient d’atténuer les troubles de I’attention chez les victimes d’un AVC (Langhorne et

al., 2011). Quant aux déficits mnésiques, peu d’études ont été menées a ce sujet.

Les stratégies visant a améliorer la récupération fonctionnelle, et plus généralement la
santé des victimes d’AVC, qui sont développées et mises en place a ce jour, integrent
plusieurs parametres, et tentent d’étre les plus globales possible. Dans ce contexte, la nutrition

pourrait étre intégrée dans une approche thérapeutique contre I’AVC.
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III. La nutrition, une approche thérapeutique contre ’AVC

En terme de prévention, la nutrition s’inscrit totalement dans une approche
thérapeutique. En effet, la nutrition est liée a plusieurs facteurs de risque d’AVC, et peut

constituer, en elle-méme, un facteur de risque.

A. Nutrition et AVC : entre risque et bénéfice

Quelque soit son niveau, la nutrition est associée au risque de survenue d’AVC. En
effet, certains nutriments, aliments ou encore régimes alimentaires peuvent affecter le risque
d’AVC.

Un des nutriments les plus néfastes dans le cadre de ’AVC est le sodium. En effet,
une augmentation de 1’apport en Na® dans I’alimentation augmente la pression artérielle, le
principal facteur de risque d’AVC (Sacks et al., 2001). Que ce soit les études prospectives (He
et al., 1999) ou les méta-analyses (Li et al., 2012), toutes s’accordent a dire qu’un apport
€levé en Na* est associé a un risque accru d’AVC. Au niveau des aliments, la consommation
de viandes rouges transformées (charcuterie, viande salée, fumée...) augmenterait le risque de
survenue de I’AVC (Larsson et al., 2011b; Micha et al., 2010). Certains régimes alimentaires
ont été identifiés comme étant d’importants facteurs de risque d’AVC (Fung et al., 2004;
O'Donnell et al., 2010). L’étude « INTERSTROKE » a évalué 1’effet du régime alimentaire,
déterminé a partir d’un questionnaire, sur le risque de survenue d’AVC. Cette étude montre
que les régimes dits « malsains », associés a une consommation plus fréquente de viandes, de
collations salées, de sucreries ou encore d’aliments frits, sont des facteurs de risque d’AVC
(O'Donnell et al., 2010). Une étude prospective a montré qu’un régime de type occidental,
caractérisé par une forte consommation de viandes rouges transformées, de céréales raffinées,
de sucreries et de desserts, est associé a une augmentation du risque d’AVC (Fung et al.,
2004).

Si la nutrition est associée a plusieurs facteurs de risque, elle peut également jouer un
role protecteur dans ’AVC.

Certains nutriments sont capables de prévenir la survenue de I’AVC. C’est le cas du
potassium (Ascherio et al., 1998; Larsson et al., 2011a). Des études cliniques ont révélé
qu’une augmentation de 1’apport en K* diminue la pression artérielle (Whelton et al., 1997),
atténuant méme les effets du Na* (Morris et al., 1999). D’autres études épidémiologiques ont

trouvé qu’une augmentation de la consommation d’acides gras polyinsaturés oméga-3
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(AGPIs ®-3) est associée a une réduction du risque d’AVC (Galimanis et al., 2009).
D’ailleurs certaines études épidémiologiques révelent plusieurs bénéfices de ces AGPIs »-3
sur les maladies cardiovasculaires (Hooper et al., 2006). Néanmoins, ces bénéfices restent
controversés, car d’autres €tudes ne révelent aucun effet de ces AGPIs -3 (Kakar et al.,

2008). Les données sur I’AVC restent limitées et inconsistantes (Kakar et al., 2008).

Au niveau des aliments, la consommation accrue de fruits et de légumes permet de
réduire la survenue d’AVC, sa conclusion étant un soutien pour les recommandations
actuelles (5 fruits et Iégumes par jour) (He et al., 2006). Comparés aux individus consommant
moins de 3 portions de fruits et 1égumes par jour, le risque relatif d’AVC est plus faible chez
ceux en consommant entre 3 et 5 portions par jour, et encore plus faible chez ceux qui en
consomment plus de 5 portions par jour. Cette relation « dose-réponse » se prolonge pour les
apports supérieurs. La consommation de poisson (source de protéines et d’AGPI ®-3) trois
fois par semaine est associée a une réduction significative du risque d’AVC (Larsson and
Orsini, 2011).

Un essai randomisé, sur plus de 7000 individus, a montré qu’un régime méditerranéen
associé€ a une supplémentation en noix et/ou en huile d’olive, permet de diminuer I’incidence
des maladies cardiovasculaires, dont ’AVC, comparée a une alimentation « contrOle »
(Estruch et al., 2013). En prenant en considération toutes les données de la littérature, 1’ «
European Stroke Organisation » (ESO), et I’ « American Stroke Association » (ASA)
recommandent une alimentation riche en fruits, en légumes, en fibres, en produits laitiers (a
faible teneur en lipides) et en poisson, ainsi que la réduction de 1’apport de sodium et
I’augmentation de celui du potassium (European Stroke Organisation Executive and
Committee, 2008; Goldstein et al., 2006). Ces recommandations se sont basées sur une étude
américaine qui proposait une nouvelle approche alimentaire pour prévenir et traiter
I’hypertension, la diete DASH (pour Dietary Approaches to Stop Hypertension) (Appel et al.,
1997). Fung et al. ont évalué I’association entre une diete de type DASH et I’incidence des
maladies cardiovasculaires, dont I’AVC, sur une période de 24 ans, portant sur une cohorte de
la Nurses’ Health Study (Fung et al., 2008). Le résultat de cette étude montre que plus
’alimentation se rapproche de celle du DASH, plus le risque d’AVC diminue.

Le comportement alimentaire a donc un potentiel considérable sur la réduction de
I’HTA et I’incidence de I’AVC (Appel et al., 2006). L’étude de la nutrition est généralement

limitée, car les essais randomisé€s impliquant un suivi a tres long-terme, sont difficilement
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réalisables. Quant aux études épidémiologiques, elles doivent faire face a plusieurs défis,
notamment des erreurs de mesure, certaines confusions, des variabilités au niveau des
aliments et dans les groupes de référence, certaines interactions, et des analyses statistiques
(Kamangar and Karimi, 2013). Tout en gardant ces limites a 1’esprit, il est intéressant de noter
que plusieurs aspects de 1’alimentation ont été associés au risque d’AVC. Au moment de
I’écriture de ce manuscrit, une recherche des termes « Nutrition » et « Stroke », sur PubMed,
donne 2643 publications. Parmi ces publications, nous retrouvons quelques études
précliniques et majoritairement des études épidémiologiques. Malgré un lien évident entre la
nutrition et ’AVC, en terme de prévention, peu d’études se sont intéressées au potentiel de la
nutrition sur les conséquences d’un AVC, alors qu’il existe un lien bidirectionnel entre

PPAVC et la nutrition.
B. La nutrition apres un AVC

1. Les troubles nutritionnels post-AVC
L’AVC provoque des troubles nutritionnels. En effet, le tiers des patients victimes
d’un AVC présente une dénutrition a la phase aigué€ de I’AVC (Davis et al., 2004). Au cours
de I’hospitalisation, la prévalence de la dénutrition augmente. A I’admission en service de
réadaptation, entre 30 et 50% des patients atteints d’AVC souffrent de dénutrition
(Westergren et al., 2001). Une étude récente indique que deux semaines apres leur admission,
seulement 10% des patients arrivent a couvrir entierement leurs besoins énergétiques et que

30% consomment moins de la moiti€ de ces mémes besoins (Nip et al., 2011).

La dénutrition consiste en une inadéquation entre les apports nutritionnels et les
besoins énergétiques. Cela peut €tre dii a une diminution des apports nutritionnels et/ou une
augmentation des pertes (ou défaut d’absorption), et/ou une élévation des besoins
(hypercatabolisme). Dans le cadre de I’AVC, il existe un hypercatabolisme entrainant une
dénutrition protéino-énergétique. Elle résulte d’une augmentation des besoins et d’une
diminution des apports. Ces patients sont le plus souvent incapables de répondre a cette
augmentation des besoins. En effet, les atteintes fonctionnelles peuvent altérer la prise
alimentaire, comme dans le cas d’une hémiplégie, d’une paralysie faciale, de troubles de la
déglutition, et dans une moindre mesure, de troubles cognitifs tels que les troubles de
I’émotion ou encore la dépression.

De nombreuses études montrent que la dénutrition est associée a une plus grande

fréquence de complications et a une plus faible récupération fonctionnelle avec un pronostic
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plus défavorable en phase et aigué et subaigué de I’AVC (Davalos et al., 1996; Yoo et al.,
2008). Elle est également associée a une mortalité plus élevée et une durée d’hospitalisation
plus longue (Davalos et al., 1996; Finestone et al., 1996). La principale cause de dénutrition
est le trouble de déglutition. En effet, la présence de ce trouble lors de la phase aigué de
I’AVC est, elle aussi, associée a un allongement de la durée d’hospitalisation (Falsetti et al.,
2009) ainsi qu’a une augmentation de la mortalité lors de la phase subaigué (Smithard et al.,
2007).

Face aux effets déléteres d’un trouble nutritionnel, il est étonnant qu’il n’y ait eu que
quelques rares études s’intéressant a ’effet d’une amélioration de la prise en charge

nutritionnelle apres un AVC.

2. Les études nutritionnelles post-AVC

En 2002, I’'HAS recommandait qu’en I’absence d’alimentation orale, une alimentation
par sonde naso-gastrique, adaptée a 1’état nutritionnel, soit installée pour apporter un apport
calorique suffisant au patient, des la phase aigiie de ’AVC. Quelques études ont évalué les
effets d’une supplémentation nutritionnelle, autrement dit la prise de compléments
nutritionnels oraux (vitamine C ou protéines) pour lutter contre une carence chez les patients
atteints d’AVC (Dennis et al., 2005; Gariballa et al., 1998b; Rabadi et al., 2008). Le seul
bénéfice rapporté était une réduction de 1’état de dénutrition (Gariballa et al., 1998b). En effet,
aucun effet n’a été rapporté concernant le poids et les autres parametres anthropométriques
(Gariballa et al., 1998b), ni sur la mortalité, 1’état fonctionnel, la durée d’hospitalisation ou la

qualité de vie (Dennis et al., 2005; Gariballa et al., 1998b).

Ce n’est que tres récemment qu’une amélioration de la prise en charge nutritionnelle a
été évaluée dans le cadre de ’AVC. Les premieres études se sont focalisées sur le déficit
protéino-énergétique délétere apres un AVC (Ha et al., 2010; Nip et al., 2011). En effet, les
études, expérimentales et chez ’Homme, montrent que durant un AVC, la synthese protéique
cérébrale est extrémement altérée et I’inhibition de la synthese protéique est corrélée avec la
taille de la zone ischémique (Aquilani et al., 2011). Les patients recevant une alimentation
dite « hyperprotéinée » (+10% protéines) et hypercalorique durant 21 jours ont une meilleure
récupération fonctionnelle que les patients recevant un placebo (Aquilani et al., 2008). De
plus, il existe une corrélation positive entre 1’amélioration spontanée des troubles
neurocognitifs et I’augmentation de 1’apport protéique alimentaire (Aquilani et al., 2008).

Ainsi, une supplémentation nutritionnelle permettrait d’améliorer la récupération
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fonctionnelle des patients atteints d’AVC ischémique, en phase subaigué€. Plusieurs
mécanismes ont ét€é proposés pour expliquer cet effet bénéfique de la supplémentation
nutritionnelle en protéine. L’augmentation de la biodisponibilité en acides aminés au cerveau
permettrait (1) la stimulation de la synthese protéique, (2) I’amélioration de la production
d’énergie par les neurones, en utilisant les acides aminés comme substrat énergétique au lieu
du glucose dans le cycle de Krebs et (3) une meilleure synthese des neurotransmetteurs
(Aquilani et al., 2011).

Une autre approche nutritionnelle a été employée pour lutter, non pas contre le déficit
protéino-énergétique, mais contre le stress oxydatif, suite a ’AVC, par une supplémentation
en vitamines. Les vitamines des groupes D, B, C et E ont notamment fait 1’objet de ce genre

d’études, mais toutes n’ont pas eu le succes escompté.

L’ischémie cérébrale stimule 1’expression et I’activation du récepteur de la vitamine
D, indiquant un r6le potentiel de la vitamine D dans le systtme endocrinien des patients
atteints d’AVC (Ridder et al., 2009). Des études expérimentales ont permis de révéler 1’effet
neuroprotecteur d’un traitement préventif a la vitamine D, dans un modele d’AVC chez le rat
(Wang et al., 2000). Dans un modele d’AVC murin, cet effet neuroprotecteur a été retrouvé
avec une supplémentation nutritionnelle en vitamine D (Ekici et al., 2009). Cette
neuroprotection de la vitamine D proviendrait partiellement de la modulation de la réponse
inflammatoire et du stress oxydatif, par son role neurotrophique (Ekici et al., 2009), mais
également par son action sur ’homéostasie calcique. Au niveau clinique, un des objectifs
majeurs du traitement de ’AVC est la récupération des déficits moteurs. Dans un essai
randomisé sur une centaine de patients hémiplégiques suite a un AVC, I’administration de la
vitamine D permet d’améliorer significativement la force musculaire des patients, conduisant
a une diminution du risque de fracture du col du fémur (Sato et al., 2005). Ainsi, un apport
suffisant de vitamine D peut étre bénéfique pour la fonction neuromusculaire chez les patients
victimes d’'un AVC. A noter que la déficience en vitamine D est associ€ée a un facteur de
risque d’AVC. La supplémentation en vitamines, notamment du groupe B et C, a un effet
positif sur les marqueurs biologiques, mais son efficacité clinique reste encore controversée

(Rabadi and Kristal, 2007; van Overbeek et al., 2013).

Une autre piste nutritionnelle est la supplémentation en oligo-éléments, notamment
en zinc et en magnésium. Le zinc joue un rdle capital dans le fonctionnement cérébral en
raison de son activité spécifique de médiateur neuronal, en plus de ses propriétés catalytiques

et structurelles bien connues. Cependant, I’exces comme le déficit en zinc sont déléteres pour
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la fonction cérébrale, et les résultats des €tudes d’intervention utilisant, soit des chélateurs de
zinc, soit a I’inverse des supplémentations en zinc sont conflictuels (Aquilani et al., 2011).
Concernant le Mg**, aucun des essais cliniques réalisés jusqu’a aujourd’hui n’a montré de

bénéfices sur la récupération fonctionnelles post-AVC (Kidd, 2009; Westermaier et al., 2013).

A T’heure actuelle, seulement deux nutriments ont des bénéfices avérés dans la
récupération fonctionnelle post-AVC : la citicoline et la glycérophosphocholine (GPC), tous
deux dérivés de 1’acide aminé choline. La citicoline (ou cytidine-diphosphate-choline) est un
intermédiaire de la biosyntheése des phosphatidylcholines (des phospholipides essentiels aux
membranes biologiques). Ce nucléotide, qui est une forme activée de la choline, est un
complément alimentaire stimulant et ionotropique de type cholinergique (récepteur de
I’acétylcholine impliqué dans la jonction neuro-musculaire). La citicoline est bien absorbée
par voie orale, et apres 1’absorption par 1’endothélium intestinal, elle est hydrolysée en
choline et cytidine, qui entrent dans la circulation sanguine et traversent la BHE. Des études
ont ét¢ menées pour évaluer I’effet de la supplémentation nutritionnelle en citicoline sur les
conséquences de I’AVC ischémique. Quatre essais randomisés et contr6lés ont été réalisés
(Clark et al., 1997; Clark et al., 2001; Clark et al., 1999; Warach et al., 2000). En 2002, une
méta-analyse des résultats obtenus par ces 4 études a été effectuée (Davalos et al., 2002).
Dans tous les cas, la citicoline a été administrée dans les 24 premieres heures apres 1’accident
et ce durant 6 semaines, et 1’efficacité de la supplémentation a été¢ évalué 3 mois apres I’AVC.
La citicoline est associée significativement a une meilleure récupération globale 3 mois apres
I’AVC. Cette méta-analyse a pu mettre en évidence une augmentation de la probabilité
d’autonomie dans les activités de la vie quotidienne de 29% et celle de récupérer des troubles
fonctionnels de 42%. Mais aucun bénéfice n’a été observé sur la survie 3 mois apres I’AVC
(Davalos et al., 2002). La citicoline entraine des effets secondaires, tels que 1’anxiété et des
cedemes au niveau des jambes. A I’heure actuelle, une étude clinique randomisée et controlée

est menée pour confirmer ces résultats (Bolland et al., 2009).

Tout comme la citicoline, le GPC est une source de choline hautement absorbée et
biodisponible. Le GPC a été administré a pres de 3000 patients atteints d’'un AVC au travers
de 5 essais cliniques, utilisant le méme protocole (Kidd, 2009). L’administration du GPC a
débuté dans les 10 jours suivants 'AVC et a duré 6 mois. Les essais comprenaient deux
phases, la premiere durait 28 jours ou le GPC était administré en intramusculaire, la deuxieéme
phase s’arrétait au 180°™ jour post-AVC et 1’administration se faisait par voie orale en

complément alimentaire. A la fin des 6 mois d’études, le GPC améliorait significativement le
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score de plusieurs tests évaluant la récupération fonctionnelle, et plus particulierement la
récupération cognitive des patients (Barbagallo Sangiorgi et al., 1994). Une méta-analyse a
confirmé que le GPC améliore significativement la récupération d’un AVC ischémique
(Parnetti et al., 2001). Le GPC est actuellement utilisé en Europe pour traiter les lésions

cérébrales, dont les AVC (Parnetti et al., 2001).

Hormis ces quelques études, la nutrition n’a pas fait [’objet d’études
interventionnelles, alors qu’elle semble posséder un potentiel considérable sur la récupération
fonctionnelle aprés un AVC. De plus, seule la supplémentation en protéines a été étudiée. Or
les lipides pourraient également €tre intéressants. En effet, une étude sur une cohorte de
patients victimes d’attaque cardiaque montre qu'un IMC élevé est associé a une réduction de
risque de mortalité (Fonarow et al., 2007). Cette association est également retrouvée dans le
cadre de ’AVC (Scherbakov et al., 2011). Ce phénomene est appelé le « paradoxe de
Pobésité », car I’obésité est facteur de risque d’AVC mais permet une meilleure chance de
survie en cas d’AVC. D’autres facteurs de risque d’AVC sont li€s aux lipides, notamment la
carence en AGPIs ®-3. Ces lipides ont également des propriétés qui pourraient étre

bénéfiques dans la lutte contre I’AVC.
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C. Les acides gras polyinsaturés o-3 et ’AVC
1. Les deux familles d’AGPIs : les -3 et les »-6

Environ 90 % des graisses alimentaires se présentent sous la forme de triglycérides et
sont composées d’acides gras (AG) (au nombre de 3) et de glycérol. Les AG sont composés
d’atomes de carbone qui forment une chaine aux extrémités de laquelle se trouve, d’une part,
un groupement méthyle (CH;') et d’autre part, un groupement acide (COOH). Un AGPI est un
AG dont la chaine comporte plusieurs doubles liaisons carbone-carbone. Comme mentionné
précédemment, les AGPIs forment deux familles distinctes de lipides, les oméga-6 (w-6) et
les oméga-3 (®-3). Le terme « oméga » désigne le carbone du groupement méthyle, et le
chiffre (3 ou 6) désigne la position de la premiere double liaison a partir de ce carbone w
(figure 15). La désignation biochimique de ces AGPI est de type Cx : y ®-3, ou x représente
le nombre d’atomes de carbone et y le nombre de doubles liaisons. Si nous prenons I’exemple
de I’acide a-linolénique (ALA), un oméga-3, sa désignation biochimique est CI18 :3 w-3 et

celle de I’acide linoléique (LA), un oméga-6, C18 :2 w-6 (figure 15).

9 B 3 1
ALA H C{ﬁ\ o 12 15 18

LA

Figure 15 : L’acide a-linolénique (ALA ; C18 :3 w-3) et ’acide linoéique (LA ; C18 :2 w-6).

En bleu le numéro de I’atome de carbone en partant du carbone o et en rouge le numéro de

’atome de carbone en partant du carbone w .

Les mammiferes sont incapables de synthétiser 1’acide linoléique (LA ; C18 :2 w -6) et

I’acide a-linolénique (ALA ; C18 :3w-3), les précurseurs respectifs des AGPIs ®-6 et ®-3.
Ils sont dits « essentiels », par analogie aux acides aminés essentiels. Ces AGPIs doivent donc
étre apportés par I’alimentation (Holman, 1964). Dans 1’organisme, les AGs peuvent étre
intégrés dans les membranes, stockés dans les tissus, métabolisés, ou encore oxydés. Le
métabolisme du LA conduit notamment a la production de I’acide arachidonique (AA ; C20
4 w-6) et de I’acide docopentaénoique (C22 :5w-6), et celui de ’ALA a celle de I’acide
eicosapentaénoique (EPA ; C20 :5w-3) et ’acide docohexaénoique (DHA ; C22 :6 w-3)

(figure 16). La bioconversion de I’ALA en EPA et DHA est extrémement faible chez
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I’Homme, c’est pourquoi ces -3 a longue chaine (»-3 a LC) sont aussi considérés comme
essentiels, et doivent étre apportés par 1’alimentation (Brenna et al., 2009).

Les ®-6 sont particulierement abondants dans les huiles de tournesol, de soja, de pépin
de raisin ou de mais (principales sources de LA), les viandes, les volailles grasses, les ceufs ou
encore le beurre (principales sources d’AA). Les ®-3 sont surtout présents dans les huiles de
noix, de soja et de colza (principales sources d’ALA) et les poissons gras, tels que le saumon,

le thon, la sardine, le maquereau ou le hareng (principales sources d’EPA et de DHA).

huiles végétales de soja, huiles végétales de noix,
de mais et de tournesol de colza et de périlla
AGPIs Oméga-6 AGPIs Oméga-3
Acid Linoléique (LA) Acide Alpha-Linolénique (ALA)
C18:2w-6 C18:3w-3
v A-6-Désaturase v
Acide Gamma-linolénique (GLA) C18:3w-6 C18:4w-3
Elongation *
Acide Dihomo-Gamma-linolénique .
(DGLA) C20:3w+6 ] C20:4w:3
A-5-Désaturase
Acide Arachidonique (AA) Acide Eicosapentaénoique (EPA)
C20:4w-6 C20:5w-3
\# Elongation ¢
Elongation
C22:5Ww3 ———— > C24:5w-3
C22:4w-6 -6-Dé
v A-4-Désaturase A-6-Désaturase
C22:5W-6 Acide Docosahexaénoique (DHA) C24:6W-3

C22:6w-3

Figure 16 : Biosynthése des AGPI w-6 et w-3,d’ aprés (Nguemeni et al., 2013).

Dans le corps humain, le métabolisme des acides LA et ALA utilisent les mémes
enzymes, dont ’enzyme delta 6-désaturase (figure 16). Il existe une compétition entre ces
deux familles d’AGPIs pour ces différentes enzymes. Ceci est d’autant plus important que les
-6 et des ®-3 ont des effets opposés dans certains processus physiologiques, notamment la

réponse inflammatoire.

Les AGPIs jouent un rdle important dans le systtme immunitaire. La famille des
éicosanoides est le lien entre les acides gras et I’'inflammation. Les éicosanoides constituent
une vaste famille de dérivés d’oxydation des AGPIs a 20 atomes de carbone, comme 1’acide
dihomo- vy -linolénique (DGLA ; C20 :3 w-6),’AA (C20 :4 »-6) et ’EPA (C20 :5 w-3). On

distingue deux types d’éicosanoides : les leucotrienes (LT) et les prostanoides. Ces derniers
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comprennent les prostaglandines (PG), les thromboxanes (TX) et les prostacyclines (PGI).

Tous ces éicosanoides ont un role dans la réponse inflammatoire.

Chez ’Homme consommant un régime occidental classique, environ 20% des acides
gras composant les membranes lipidiques des cellules inflammatoires sont des AGPIs »-6, et
plus particulierement I’AA (Gibney and Hunter, 1993). La proportion des autres AGPIs a 20
carbones est nettement plus faible. En effet, le DGLA représente 2% et I’EPA moins d’ 1%
des AGs totaux (Gibney and Hunter, 1993). L’ AA, présent dans les membranes lipidiques, est

le substrat le plus communément utilisé pour la synthése d’éicosanoides.

La métabolisation de I’AA par une cyclo-oxygénase (COX) entraine la formation de
prostanoides de série-2, notamment les notamment PGD, et PGE. PGD, est d’ailleurs la
prostaglandine la plus abondante dans le cerveau (Abdel-Halim et al., 1977). Ses roles
physiologiques incluent notamment une activité anti-agrégante et régulatrice du métabolisme
cérébral qui sous-tendraient un rdle protecteur contre les accidents ischémiques. Celui-ci a été
démontré dans des modeles murins d’ischémie cardiaque et cérébrale (Katsumata et al., 2014)
(Saleem et al., 2007). L’activation pharmacologique de son récepteur DP1 a méme été
proposée comme piste thérapeutique dans I’AVC (Saleem et al., 2007). En revanche, PGE, a
de nombreux effets pro-inflammatoires. Elle induit de la fievre, une vasodilatation, et
augmente la perméabilité vasculaire. PGE, induit I’expression de COX-2, et favorise donc sa
propre production. Elle induit également la production de cytokines pro-inflammatoires, telles

que I’IL-6, par les macrophages (Bagga et al., 2003).

L’AA peut aussi €tre métabolisé par la lipoxygénase-5 (LOX-5), ce qui entraine la
production de leucotrienes de série-4. Ces derniers sont des bronchoconstricteurs, augmentent
la perméabilité vasculaire, et posseédent un pouvoir chimio-attractant leucocytaire. Ils
induisent également la libération d’enzymes lysosomales, et favorisent la production de ROS
et de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1[ et IL-6) (Calder, 2006). Chez les patients
atteints de pathologies inflammatoires aigu€s et chroniques, des niveaux élevés de ces
éicosanoides sont observés dans les tissus, mais aussi dans le sang. L’ AA peut également étre
métabolisé par la lipoxygénase-12/15, présente au niveau cérébral et impliquée dans la
dégradation des organites cellulaires, dont la mitochondrie (van Leyen et al., 1998). L’étude
des modele murins d’AVC montre que cette enzyme est surexprimée apres ’AVC et que son
inhibition pharmacologique et génique réduit les dommages cérébraux normalement induit

par I’occlusion transitoire de I’artere cérébrale moyenne (van Leyen et al., 2006).
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Les ®-6 et plus particulierement I’AA, vont favoriser une réponse pro-inflammatoire
lors d’une agression de 1’organisme. C’est pourquoi, I’AHA et d’autres scientifiques ont jugé
qu’il était crucial de différencier les AGPIs w-6 (LA, DGLA, et AA) des -3, car les
différents AGs ont des propriétés, des fonctions et des effets biologiques différents sur la

santé humaine (Calder and Deckelbaum, 2011).

Une consommation plus importante d’huiles de poissons gras permet d’augmenter la
proportion des AGPIs »-3 a LC (EPA et DHA) dans les membranes lipidiques des cellules
immunitaires, au détriment de I’AA (Gibney and Hunter, 1993). De plus, cette
supplémentation est associée a une réduction de la production de PGE, (Endres et al., 1989),
et de LT de série-4 (Lee et al., 1985; von Schacky et al., 1993) par les cellules inflammatoires.
L’EPA est également un substrat des enzymes COX et LOX, et permet la production de
différentes familles d’€icosanoides : les PGs et TXs de série -3 et les LTs de série -5. Les
PGE; vont neutraliser les PGE,. Chez I’Homme, une supplémentation en huile de poisson gras
permet d’augmenter la production des leucotrienes de série-5 (Lee et al., 1985), et des
prostaglandines PGE; (Hawkes et al., 1991). Mais ces médiateurs inflammatoires formés a
partir de I’EPA sont beaucoup moins puissants que ceux formés par I’AA. Par exemple, le
LTBs est entre 10 et 100 fois moins chimioattractant que le LTB, (Lee et al., 1984), et I’action
de PGE; sur I’induction de 1’expression de COX-2 et la production de I’IL-6 est plus faible
que celle de PGE, (Bagga et al., 2003). En plus de la génération de différents éicosanoides,
I’EPA permet la génération d’autres médiateurs, appelés les résolvines E (E pour EPA),
toujours par I’intermédiaire de COX-2 et LOX (Serhan et al., 2000). De méme, le DHA
permet la production de résolvines, de type D (D pour DHA), mais également d’autres
médiateurs, tels que des docosatrienes et des neuroprotectines, tous produits par les enzymes
COX-2 et LOX. Tous ces médiateurs provenant des -3 a LC ont des effets anti-
inflammatoires (Hong et al., 2003; Mukherjee et al., 2004).

Les effets anti-inflammatoires des ®-3 a LC ne passent pas uniquement par la
modification de la production des éicosanoides. En effet, une étude a montré que, lors d’un
épisode inflammatoire sur des cellules endothéliales humaines, le DHA diminue
significativement 1’expression d’E-sélectines, ICAM-1 et de VCAM-1, et empéche 1’adhésion
leucocytaire (De Caterina and Libby, 1996). Les mémes expériences ont été menée avec
I’EPA ; il inhibe également I’adhésion leucocytaire (Kim et al., 1990). Une supplémentation

en huile de poisson permet, chez la souris, de réduire 1’expression d’ ICAM-1 sur la surface
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des macrophages (Miles et al., 2000) et diminue également les niveaux de VCAM-1 solubles
chez I’Homme (Miles et al., 2001). De plus, ’EPA et le DHA inhibent la production de TNF-
o et d’IL-1p par les monocytes (Novak et al., 2003), et la production d’IL-6 et d’IL-8 par les
cellules endothéliales (Khalfoun et al., 1997). Une supplémentation nutritionnelle en huile de
poisson, chez des volontaires sains, entrainerait une réduction de la production de ces
différentes cytokines par les cellules inflammatoires (Trebble et al., 2003; Wallace et al.,

2003), néanmoins ces résultats restent controversés (Calder, 2003).

L’inflammation cérébrale étant une composante majeure de I’AVC, des études ont
évalué I’effet des ®-3 a LC sur la neuroinflammation post-ischémique. Certaines études ont
évalué les effets d’une supplémentation nutritionnelle en DHA (0,7g pour 100g de croquettes)
par rapport a un apport carencé en ®-3, durant 12 semaines, sur 1’inflammation aprés une
MCAo de 60 minutes chez le rongeur. En comparaison avec le régime déficient, les animaux
supplémentés en DHA présentent une augmentation de la quantité de DHA dans le striatum
qui est associée a la réduction de la taille de I’infarctus cérébral, de I’activation microgliale et
de I’expression protéique de COX-2, IL-6 et IL-1J3 (Lalancette-Hebert et al., 2011). Ces effets
neuroprotecteurs et anti-inflammatoires ont été retrouvés avec une approche dite «
médicamenteuse ». En effet, toujours chez le rongeur, des injections journalieres de DHA
(500 nmol/kg) en injection intra-péritonéale (i.p), durant les 3 jours précédant I’ischémie,
permettent de réduire la taille de la lésion cérébrale, le marquage de la microglie, des
neutrophiles et des macrophages, et enfin I’expression génique de TNF-a., d’IL-1f et d’IL-6
(Chang et al., 2013). En post-traitement 3 heures apres une MCAo de 2h, une injection i.v de
DHA (5mg/kg) réduit efficacement les dommages neuronaux, I’altération de la BBB et des
déficits fonctionnels (Eady et al., 2012; Hong et al., 2014; Hong et al., 2015). De méme, apres
4 semaines d’injections journalieres d’EPA (500mg/kg en i.p, représentant ~ 3300 fois la dose
de 500nmol/kg), les animaux présentent un protection au niveau de 1’hippocampe et une
réduction de 1’activation microgliale (Okabe et al., 2011). Des résultats similaires ont été
obtenus par mon laboratoire d’accueil. En effet, une injection de DHA ou d’ALA
(500nmol/kg en i.v), 3 jours avant une ischémie globale, permet d’obtenir une protection des
neurones hippocampiques (Blondeau et al., 2002). Pour tendre vers [’approche
pharmacologique, comme thérapeutique, certains se sont intéressés aux effets de ces ®-3 sur
I’inflammation, en post-ischémie. Chez le rat, I’injection i.v de DHA, 1 h apres une ischémie

cérébrale de 2 h, est neuroprotectrice (Belayev et al., 2009). Cette neuroprotection est
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accompagnée d’une réduction du marquage de la microglie et des macrophages (Belayev et

al., 2011).

Les bénéfices observés lors de traitement par les ®-3 a LC pourraient étre dus a leur
conversion par des processus d’oxydation en résolvines, composé lipidiques oxygénés
capables de réduire la réponse inflammatoire (Serhan, 2014). En effet, I’équipe du Pr. Bazan a
décrit que I’'injection de DHA conduisait a une production non-négligeable d’une résolvine
capable de protéger les neurones d’'un AVC, qu’il a nommé en conséquence neuroprotectine
D1 (ou protectine D1 — PDI1)—(Belayev et al., 2011). L’effet neuroprotecteur de la
neuroprotectine D1 serait supporté par son effet anti-inflammatoire et anti-apoptotique
démontré in vitro et in vivo. Son injection en i.v, 1h apres 1’ischémie permet une réduction
plus importante de I’infarctus cérébral a dose égale a celle de I’injection du DHA (Bazan et
al., 2012). Cela a conduit a I’hypothese du professeur Bazan que ces bénéfices ne soient pas

dus directement a ces AGPIs ®-3 a LC mais a leurs dérivés oxygénés.

L’intérét grandissant pour ces dérivés, un isomere de la neuroprotectine D1, la
protectine DX (PDX) a été caractérisé par 1’équipe du professeur Guichardant (Chen et al.,
2009; Chen et al., 2011). Tout comme la PD1, PDX est une résolvine capable d’inhiber les
COX-1 et 2 et semble exercer ces propriétés a doses plus faibles. De plus, celle-ci exerce
aussi un effet inhibiteur sur la production des ROS par les neutrophiles (Liu et al., 2014). Il

serait donc intéressant d’étudier le potentiel neuroprotecteur de PDX dans le cadre de I’AVC.

Enfin, il existe un autre type de résolvine dérivé du DHA, produits par les
macrophages nommé Marésine (Bazinet and Laye, 2014). L’injection i.c.v de la Marésinel
réduit significativement le volume de I’infarctus cérébral et les déficits neurologiques des
animaux apres une MCAo (Xian et al., 2016). Ces bénéfices sont encore liés a 1’effet anti-

inflammatoire des résolvines, la Marésinel réduisant 1’activation du facteur de transcription

NFKB.

En résumé, via la nutrition ou un traitement par injections, les ®-3 auraient des
propriétés anti-inflammatoires, les ®-6 seraient, quant a eux, pro-inflammatoires et donc
néfastes dans les maladies inflammatoires, telles que I’AVC (De Lorgeril, 2007; Ghosh et al.,
2007).

Dans les pays occidentaux, la société et I’industrialisation ont énormément contribué a
I’évolution de I’alimentation. En effet, au cours du siecle passé, les apports en -6 ont

augmenté, alors que les apports en w-3 ont diminué, parallelement a I’augmentation des
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maladies cardiovasculaires, dont ’AVC. C’est a partir de ces observations que le concept de
ratio « idéal » w-6/w-3 dans I’alimentation est né (Simopoulos, 2008). Le ratio w-6/m-3 est
d’environ 16 :1 pour le régime dit « occidental », autrement dit il apporte 16 fois plus d’®-6
que d’w-3. Une quantité excessive d’m-6 et un ratio ®-6/w-3 élevé, caractéristiques de notre
alimentation, favoriseraient la pathogenese des maladies cardiovasculaires, inflammatoires,
des cancers ou encore des maladies auto-immunes, alors qu’une augmentation de 1’apport en
-3, réduisant ainsi le ratio, empécherait leur apparition (Simopoulos, 2008). D’autres études
épidémiologiques vont dans ce sens : pour prévenir ces différentes pathologies, nous devrions
consommer au maximum 5 fois plus d’®-6 que d’®-3 (Simopoulos, 2008), ce sont d’ailleurs
les recommandations de toutes les agences sanitaires mais également de ’OMS (World
Health Organization, 1995). Mais I’importance de ce ratio ®-6/®-3, en comparaison avec a un
apport déterminé, est sujet a controverse. A I’heure actuelle, le manque de connaissances plus
approfondies concernant le ratio pourrait porter préjudice a I’'importance d’augmenter I’apport
absolu en AGPI -3, qui est clairement bénéfique, en particulier sur la santé cardiovasculaire
(Stanley et al., 2007). Il est peut-&tre encore trop tot pour conclure définitivement sur 1’utilité
du ratio ®-6/w-3 pour la santé en général. Néanmoins, une vision plus intégrative qui
différencierait les -6 (LA et AA) et les ®-3 (ALA, EPA et DHA) est nécessaire (Nguemeni
etal.,2013).

Le role des AGPIs w-3 a LC, et plus particulicrement de I’EPA et du DHA, dans la
prévention des maladies cardiovasculaires et neuro-dégénératives, a fait I’objet de nombreux

travaux de recherche, tant du point de vue clinique que fondamental.

2. L’intérét des AGPIs »-3 a LC au niveau cardiovasculaire et cérébral
La convergence des résultats issus des laboratoires, des études cliniques et des
enquétes €épidémiologiques a permis de préciser le role des AGPIs w-3 a LC dans la

physiologie cérébrale et cardiovasculaire.

a) Les AGPIs -3 au niveau cardiovasculaire
Dans le cas des maladies cardiovasculaires, le role des graisses alimentaires a
longtemps été diabolisé (Kuller, 2011; Willett, 2011). L’objectif initial était de réduire
I’apport de matiere grasse totale, mais aujourd’hui I’accent est mis sur la qualité des lipides.
Dans cette optique, les effets bénéfiques potentiels des AGPIs ®-3 sur la santé font 1’objet

d’un intérét considérable depuis les années 1970, lorsque des études épidémiologiques sur les
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Inuits du Groenland ont établi que cette population avait un taux d’infarctus du myocarde
nettement inférieur a celui des pays occidentaux (Bang et al., 1971; Dyerberg et al., 1975;
Dyerberg et al., 1978). Ces observations ont été associées a une forte consommation d’EPA et
de DHA, un enrichissement des lipides sanguins en AGPIs -3 a LC, et une réduction des TG
a jeun (Bang et al., 1971; Dyerberg et al., 1975; Dyerberg et al., 1978). Apres la publication
de ces résultats, de nombreuses études prospectives de cohortes ont ét¢ menées sur la
consommation de poissons et les maladies cardiovasculaires. La majorité de ces études a
montré un effet protecteur. En 1999, une revue incluant 11 études portant au total sur plus de
110000 individus, a été publiée (Marckmann and Gronbaek, 1999). Les auteurs ont conclu
qu'une consommation de 40-60g de poissons par jour est associée a une réduction
significative de la mortalité, seulement dans les populations a risque élevé de maladies
cardiovasculaires. Pour permettre d’établir les apports journaliers recommandés (AJR), les
effets de ’EPA et du DHA sur les personnes généralement en bonne santé ont été¢ évalués.
Une méta-analyse a permis d’identifier que les apports de 500 mg/jour d’EPA+DHA
permettent la meilleure protection contre les maladies cardiovasculaires (Harris et al., 2008a).
Ainsi, aux Etats-Unis, ’AHA recommande un apport journalier d’au moins 500 mg/jour
d’EPA+DHA, et d’1 g/jour chez les personnes a risque de maladies cardiovasculaires. En
France, 1’agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation (ANSES) recommande
également 500 mg/jour d’EPA et de DHA.

Des épidémiologistes d’Harvard ont examiné les habitudes alimentaires et 1’incidence
des différents AVC sur pres de 80 000 infirmicres (agées de 30 a 55 ans), sur 14 ans. La
consommation de poissons, au moins deux fois par semaine, est associée a une réduction
significative des AVC ischémiques (Iso et al., 2001). Une méta-analyse de 15 études
observationnelles reporte qu’une augmentation de la consommation de poissons (3 fois par
semaine) est associée a une réduction de 6% du risque de survenue d’AVC (Larsson and
Orsini, 2011). Si la supplémentation en AGPIs ®-3 a LC est clairement bénéfique au niveau
cardiovasculaire, il n’en est pas de méme pour le risque d’AVC. En effet, un essai randomisé
sur 2501 patients n’a montré aucun impact d’une supplémentation quotidienne en EPA/DHA
(600 mg/jour) sur le risque de survenue d’AVC (Galan et al., 2010). En revanche, une étude
observationnelle, sur plus de 20 000 néerlandais, a montré qu’un apport important en AGPI

-3 végétal, ' ALA, permet de réduire 1’incidence de ’AVC (de Goede et al., 2011).
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b) Les AGPIs »-3 au niveau cérébral

Un apport journalier adéquat en DHA et en EPA est fondamental pour le
développement, la fonction et le déclin cérébral. Ces »-3 a LC interviennent dans toutes les
étapes de la vie. Durant le dernier trimestre de la vie fcetale et les deux premieres années de
I’enfance, le cerveau croit extrémement rapidement (McCann and Ames, 2005). L’étude
épidémiologique appuyant cette hypothese est celle de la « Dutch Hunger Winter » (la famine
de I’hiver de 1944 en Allemagne). Cette étude a montré une augmentation de I’incidence de la
schizophrénie chez les personnes, dont les meres ont été exposées a la famine durant leur
grossesse (Susser et al., 1996). Le DHA est un des nutriments absolument indispensables au
bon développement sensoriel, cognitif et moteur durant cette croissance rapide du cerveau
(McCann and Ames, 2005). Les neurones sont formés d’axones et d’extension dendritiques.
Pour une croissance de ces extensions, les membranes des neurones doivent étre relativement
fluides, et le DHA est 1’élément le plus fluidifiant dans les membranes cellulaires. Les
synapses, qui sont la base des circuits neuronaux, sont d’ailleurs formées de membranes
préférentiellement enrichies en DHA (Breckenridge et al., 1972). De méme, la rétine qui est
une extension fonctionnelle du cerveau, contient des cellules dont les membranes sont les plus
fluides, en comparaison des autres cellules de 1’organisme. Ces cellules sont également riches
en DHA. Expérimentalement, les carences en ®-3 entrainent des déficits dans la structure de
la rétine, le développement de I’acuité visuelle, et la cognition (Crawford, 1993; Neuringer et

al., 1986; Reisbick et al., 1997).

La revue de McCann et Ames conclut que : (1) chez les animaux dont les
concentrations cérébrales en DHA ont été séverement réduites, une supplémentation
nutritionnelle en DHA permet de restaurer les niveaux de performance ; (2) les études chez
les nourrissons humains, dans les limites imposées par les essais, suggerent qu’une
supplémentation en DHA améliore le développement neuro-moteur et (3) qu’il existe une

association positive entre 1’allaitement maternel et les performances cognitives du nourrisson.

Au-dela de jouer un role dans le développement cérébral, de nombreuses €tudes
précliniques et cliniques suggerent que la consommation d’huiles de poissons riches en AGPI
-3 a LC est associée a la réduction du risque d’altération de la fonction cognitive (Bouzan et
al., 2005; Kurth et al., 2006; Mozaffarian et al., 2005). Malheureusement, un essai clinique
tres récent rapporte qu’une supplémentation en AGPI w-3 a longue chaine (1g/jour pendant 5

ans) n’a aucun impact sur le déclin cognitif chez les personnes souffrant d’Alzheimer (Chew
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et al., 2015). Cet essai a ét¢ mené sur une population agée (73 ans de moyenne d’age)
présentant un déclin cognitif intermédiaire ou avancé. Le déclin cognitif étant un processus
évoluant sur des décennies, une supplémentation a court-terme apportée trop tardivement
pourrait ne pas étre efficace. De plus, les études cliniques sont généralement trop courtes (0,5-
2% de 1’espérance de vie) par rapport aux modeles animaux (10 a 50% de I’espérance de vie).
D’autre part, aucun marqueur biologique n’a été mesuré chez ces patients. Or, de faibles
niveaux de DHA ont été détectés dans le plasma et dans le cerveau des patients souffrant
d’Alzheimer (Lin et al., 2012). Néanmoins, si aucune €tude clinique ne montre qu’une
supplémentation n’a aucun effet sur la prévention du déclin cognitif, il semblerait qu’une
déficience en AGPIs w-3 a LC soit néfaste dans ce contexte. Aujourd’hui, il est clairement
établi que les AGPIs -3 a LC, plus particuliecrement le DHA, sont essentiels pour la
cognition, le comportement et I’humeur, ainsi que pour le développement cérébral. Ces
différents effets bénéfiques des AGPI -3 a LC peuvent s’expliquer par les différents effets
biologiques qu’exerce cette famille d’acides gras. En effet, les ®-3 jouent un rdle dans

plusieurs facteurs de risque des maladies cardiovasculaires.

c) Les AGPIs -3 a LC et les facteurs de risque d’AVC

L’hypertension artérielle est le premier facteur de risque des maladies
cardiovasculaires, dont I’AVC. Or, plusieurs études ont montré que des doses suffisamment
élevées d’AGPI »-3 a LC sont associées a des réductions modestes de la pression artérielle
systémique (Morris et al., 1993). Ces effets sont observés chez des individus agés d’au moins
45 ans et souffrant d’hypertension, et nécessitent des doses d’au moins 3g/jour d’w-3 a LC
(Geleijnse et al., 2002). Les mécanismes sous-jacents pourraient étre une réduction de la
production de la thromboxane A, (un vasoconstricteur), une augmentation de la synthese de
NO (un vasodilatateur), ou encore 1’amélioration de la réactivité vasculaire (Mori and
Woodman, 2006). La légere diminution, de 0,66 mm Hg et de 0,35 mm Hg de la pression
systolique et diastolique, respectivement, par gramme d’AGPIs -3 a LC consommé, a partir
d’huile de poisson, pourrait en partie expliquer les effets bénéfiques de ces AGPI w-3 a LC
sur les maladies cardiovasculaires (Morris et al., 1993). Compte tenu de la difficulté pratique
a apporter des concentrations aussi élevées d’w-3 a LC (environ 4g/jour) et de la disponibilité
de plusieurs médicaments efficaces pour traiter I’hypertension, cette approche a été délaissée.

La dyslipidémie est définie comme étant une concentration anormale de lipides dans

le sang, et plus particuliecrement de cholestérol VLDL (cholestérol des lipoprotéines de tres
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faible densité), et c’est également un facteur de risque des maladies cardiovasculaires, dont
I’AVC. Les AGPI w-3 jouent un role important dans la régulation des geénes cruciaux pour le
contr6le de ’homéostasie lipidique. Chez I’Homme, les ®-3 a LC permettent de réduire la
concentration des triglycérides dans le plasma (Kris-Etherton et al., 2002). Cela est obtenu
grace a la réduction de la synthese hépatique des triglycérides et une augmentation de la
clairance des triglycérides circulants (Harris et al., 2008b). De plus, les AGPIs w-3 pourraient
promouvoir la B-oxydation, la principale voie catabolique des acides gras, ce qui réduit le
disponibilité du substrat de la synthese des triglycérides (Sampath and Ntambi, 2005). Pour
obtenir ces résultats, des doses de 2 a 4g d’AGPI w-3 a LC sont nécessaires. Ces doses
entrainent une réduction de la concentration des triglycérides de 30%. Un tel apport en w-3 ne
peut étre facilement obtenu par I’alimentation. Une supplémentation nutritionnelle est donc
nécessaire.

Les AGPIs ®-3 a LC agissent sur I’agrégation plaquettaire et la fonction
endothéliale. Les cellules endothéliales, formant la barriere entre le sang et les cellules
musculaires lisses des arteres, produisent plusieurs substances vasoactives. Certaines
favorisent la vasoconstriction (TXA,, et PGH,), et d’autres la vasodilatation (PGI, et NO)
(Flammer and Luscher, 2010). Des expériences sur les arteres coronaires porcines montrent
qu’un traitement a long terme avec des huiles de poisson a un effet vasodilatateur. L’EPA
serait principalement responsable de cette vasodilatation (Shimokawa and Vanhoutte, 1989).
L’EPA augmente la vasodilatation par le NO et par le facteur endothélial hyperpolarisant
(Tagawa et al., 2002). Quant au DHA, il modifie les cavéoles, qui sont des invaginations de la
membrane plasmique (une sorte de radeaux lipidiques), en modifiant la composition des
membranes lipidiques et la distribution des protéines de structure. Il augmente également
I’activité d’eNOS dans des cellules endothéliales humaines, et donc la production de NO (Li
et al., 2007). Ce NO inhibe I’agrégation et I’adhésion plaquettaire, ainsi que 1’adhésion des
leucocytes. De plus, les AGPI w-3 a LC diminuent le risque de thrombose, en inhibant
I’agrégation plaquettaire. Comme décrit précédemment, ces w-3 inhibent la synthese des

thromboxanes A,, et ces prostanoides sont impliqués dans I’agrégation plaquettaire.

Malgré les résultats positifs issus des études expérimentales et épidémiologiques
concernant les huiles de poissons riches en AGPI w-3 a LC dans le domaine cardiovasculaire,
ces résultats restent controversés au niveau clinique. Entre 2005 et 2012, 18 essais cliniques
ont été effectués concernant ces huiles de poisson et la prévention des accidents

cardiovasculaires dans les populations dites a risque (personnes ayant déja eu un antécédent,
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ou présentant de forts facteurs de risque) (Grey and Bolland, 2014). Sur ces études,
uniquement deux d’entre elles ont reporté un bénéfice d’une supplémentation (Studer et al.,
2005; Yokoyama et al., 2007). Ainsi, les essais cliniques, dans la limite de leur conception,
n’ont pas convaincu sur ’utilisation systématique d’une supplémentation en EPA/DHA. En

revanche, tres peu d’études se sont focalisées sur leur précurseur, I’ALA.

D. L’acide alpha-linolénique et ’AVC

L’acide a-linolénique (son nom vient du grec « linon » qui signifie le lin) est le
précurseur des AGPI w-3 a LC, tels que I’EPA et le DHA (figure 16). C’est le seul véritable
AG -3 essentiel ; il doit donc obligatoirement €tre apporté par 1’alimentation. Les aliments
riches en ALA sont évidemment les graines et I’huile de lin, mais aussi I’huile de colza,
I’huile de soja, les graines de citrouille, les graines de Périlla (sésame sauvage), le tofu, ou
encore les noix. De par son tres faible taux de bioconversion, chez I’ Homme, en AGPI -3 a
LC (0,2% en EPA et 0,05% en DHA) (Brenna et al., 2009), I’ALA n’a pas fait I’objet d’autant
d’études que ses dérivés. Pourtant, une déficience en ALA entraine, chez I’Homme, une
altération de 1’acuité visuelle, qui est accompagnée d’une diminution de la concentration en
DHA dans la rétine et dans le cerveau. Malgré une faible bioconversion de I’ALA, ces
résultats suggerent qu’'un apport insuffisant en ALA diminue I’incorporation du DHA dans les
membranes neuronales (Vinton et al., 1990). Néanmoins, ce déficit fut associé a la réduction
de la concentration en DHA, et non pas a la déficience en ALA propre. Au vu des bénéfices
cardiovasculaires des AGPI w-3 a LC, la communauté scientifique et médicale s’est
interrogée : I’ALA possede-t-il également ses propres propriétés protectrices ? Ce n’est qu’a

partir des années 2000, que des études ont rapporté des effets bénéfiques de cet w-3 végétal.

1. Les effets bénéfiques de I’ALA au niveau cardiovasculaire

Les bénéfices cliniques n’ont pas été observés de maniere cohérente dans toutes les
études. La plupart des études observationnelles prospectives suggerent que la consommation
d’ALA est associée a une réduction de 1’incidence de la maladie coronarienne. Le tableau 1
récapitule les études portant sur I’ALA et ses effets bénéfiques sur le systeme
cardiovasculaire. Des études épidémiologiques ont ainsi montré qu’un apport entre 1 et
3g/jour permettait de réduire le risque de coronaropathie (Mozaffarian, 2005), d’infarctus du
myocarde (Campos et al., 2008) et le risque d’AVC (de Goede et al., 2011). En 2006, une

revue systématique de 14 essais controlés randomisés, 25 études de cohortes prospectives et
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17 études de cas-témoins, a reporté qu’une augmentation de la consommation d’EPA et de
DHA, mais pas celle de I’ALA, réduit les taux de mortalité suite aux accidents cardio- et
cérébrovasculaires (Wang et al., 2006). Cependant, les auteurs de cette revue ont admis la
difficulté a évaluer avec précision 1’apport en ALA a partir de simples questionnaires. Pour
tenter d’éliminer ces imprécisions, des biomarqueurs d’acides gras ont été utilisés, permettant
de mettre en évidence que I’ALA (mesuré dans les tissus adipeux) est inversement associé a

la survenue des accidents cardiaques (Harris et al., 2007).

Etude Dose Nombre d’individus Effets observés

d’ALA(g/jour)

(Mozaffarian, 2005) 2-3 Diminution du risque

coronnopathie (prévention primaire

et secondaire)

(Campos et al., 2008) 1,5 3000 Diminution du risque d’infarctus du
myocarde
(de Goede et al., 2011) 1 20 000 Réduction de 30 a 50% le risque

d’AVC

(de Lorgeril et al., 1994) 2 600 Diminution de 70% le risque de
maladie cardiovasculaire
(Kromhout et al., 2010) 2 5000 Diminution de récidive d’accident

cardiovasculaire

Tableau 1 : Récapitulatif des études épidémiologiques et cliniques sur [’effet bénéfique de

I’ALA sur les maladies cardiovasculaires.

Au niveau clinique, trés peu d’études ont été menées sur I’ALA. Néanmoins, il
semblerait que I’ALA ait un effet cardio-protecteur. En effet, I’étude de Lyon (Lyon Diet
Heart Study), un essai clinique randomisé, a évalué 1’efficacit¢é d’un régime de type
méditerranéen riche en ALA en prévention secondaire. Plus concrétement, les patients du
groupe expérimental devaient consommer chaque jour plus de pain, de l1égumes, de poissons
et moins de viandes, des fruits et remplacer le beurre et les cremes par de la margarine, a base
d’huile de colza. Apres 27 mois, le risque de mort cardiovasculaire fut réduit d’environ 70%
chez le groupe expérimental (de Lorgeril et al., 1994). L’effet protecteur de ce régime
méditerranéen est maintenu 4 ans apres le premier infarctus du myocarde (de Lorgeril et al.,

1999). L’ALA était le seul acide gras significativement associé a cette protection. En effet,

Page 97 sur 195



leur analyse n’indiquait aucune association entre I’EPA et le DHA avec I'incidence des
maladies cardiovasculaires (de Lorgeril et al., 1999).

Plus récemment, un essai clinique a grande échelle, ’essai « Alpha Omega », portant
sur pres de 5 000 patients ayant déja eu une attaque du myocarde (prévention secondaire), a
été mené pour différencier les effets de I’ALA de ceux de ’'EPA/DHA sur les maladies
cardiovasculaires (Kromhout et al., 2010). Pour cela, les participants ont re¢u une des quatre
margarines de 1’étude : une margarine supplémentée en EPA et DHA (400mg/jour), ou une
margarine supplémentée en ALA (2g/jour), ou une margarine supplémentée en ALA, mais
aussi en EPA et DHA, ou encore une margarine placébo. Apres 40 mois, les deux groupes
ayant eu une margarine supplémentée en ALA (avec ou sans EPA/DHA) avaient un taux de
récidive inférieur de 9% comparé aux groupes ayant recu seulement ’EPA et le DHA ou le
placébo.

Sur la base de ces deux études, il semble que I’ALA possede des propriétés bénéfiques
pour le systtme cardiovasculaire, mais des études supplémentaires sont nécessaires pour
confirmer ces résultats. Néanmoins, compte tenu des preuves croissantes suggérant I’ALA
comme un supplément nutritionnel bénéfique au niveau cardiovasculaire, des études ont été
menées pour tenter d’élucider les mécanismes sous-jacents. Le mécanisme le plus étudié fut

naturellement 1’inflammation, puisque les ®-3 ont des propriétés anti-inflammatoires.

2. Les effets de I’ALA sur I’inflammation

Des études expérimentales ont montré que la supplémentation nutritionnelle en ALA
permet de réduire I’inflammation, et plus particulierement la différentiation, 1’activation et la
prolifération des lymphocytes T (leucocytes impliqués dans la réponse immunitaire
secondaire), dans un modele murin d’athérosclérose (un facteur de risque important d’AVC)
(Winnik et al., 2011). D’autres études suggerent un effet anti-inflammatoire de I’ALA
similaire a celui de ses dérivés a longue chaine. En effet, dans une étude sur une lignée
cellulaire leucémique humaine, I’ALA et le DHA ont un puissant effet inhibiteur sur la
réponse inflammatoire induite par le lipopolysaccharide (LPS, un composant essentiel de la

face externe de la membrane externe des bactéries a Gram négatif) (Zhao et al., 2005).

Quelques études interventionnelles rapportent également un effet anti-inflammatoire
de I’ALA chez ’'Homme. Chez des patients souffrant de dyslipidémie, une diminution des
protéines pro-inflammatoires est observée a la suite d’une supplémentation nutritionnelle en

ALA (a partir d’huile de lin et de noix) (Zhao et al., 2004). Les auteurs de cette étude ont
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observé que I’ALA réduit le risque de maladies cardiovasculaires, d’une part par son effet
hypolipidémiant, mais également en inhibant I’inflammation vasculaire et 1’activation
endothéliale. L’étude, in vitro, des cellules mononucléaires sanguines des différents sujets
soumis a différents régimes a permis d’évaluer les effets de la supplémentation nutritionnelle
en ALA sur la production des cytokines pro-inflammatoires (Zhao et al., 2007).
L’augmentation de 1’apport en ALA inhibe la production d’IL-6, d’IL-1p et de TNF-a par les
cellules mononucléaires sériques (Poudyal et al., 2011). L’ALA présenterait des propriétés
anti-inflammatoires, indépendamment de sa conversion en EPA et/ou DHA, par la réduction
de I’expression des cytokines pro-inflammatoires, des COX/LOX, et des métabolites de ’AA
(Poudyal et al., 2011). Néanmoins, il existe des études ne montrant aucun impact de la
supplémentation nutritionnelle en ALA sur I’inflammation des patients présentant des facteurs
de risque cardiovasculaires (Bloedon et al., 2008). Etant donné que I’ALA a été moins étudié
que I’EPA et le DHA, les données existantes a 1’heure actuelle ne sont pas encore concluantes

en ce qui concerne le role de I’ALA dans I’inflammation.

Ainsi, I’'idée qu’un apport en ALA soit bénéfique, chez I’ Homme, dans les maladies
cardiovasculaires, commence a émerger, mais les mécanismes restent encore inconnus. Mon
laboratoire d’accueil s’est intéressé a I’ALA et a la compréhension des ses mécanismes

protecteurs dans des modeles expérimentaux d’accident vasculaires cérébraux.

3. L’acide a-Linolénique : un potentiel nutraceutique contre I’AVC

La thématique de mon laboratoire d’accueil est le développement de stratégies
thérapeutiques innovantes pour le traitement de la dépression et de I’AVC. Concernant
I’AVC, ils se sont intéressés sur le potentiel des molécules naturelles pour éviter les différents
effets secondaires des molécules chimiques (cf. Chapitre II.1). Ils se sont intéressés aux
AGPIs -3, et plus particuliecrement a ’ALA. L’ ALA étant un nutriment, le laboratoire s’est
demandé s’il pouvait étre un nutraceutique. Le terme « nutraceutique » est un néologisme
provenant des mots « nutrition » et « pharmaceutique ». Inventé en 1989 par le Dr. Stephen
DeFelice, ce terme désignait tout aliment possédant des bénéfices sur la santé, y compris la
prévention et/ou le traitement d’une pathologie (Kalra, 2003).

Une définition aussi large a entrainé un abus de langage, souvent a des fins de
marketing par certaines industries agro-alimentaires. C’est pourquoi des définitions plus
précises ont été apportées, notamment pour différencier les aliments fonctionnels, les

compléments alimentaires et les nutraceutiques. Un aliment fonctionnel est un aliment
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semblable en apparence a un aliment conventionnel. Il fait partie de I’alimentation normale et
il a ét¢ démontré qu’il procure, au-dela des fonctions nutritionnelles de base, des bienfaits
physiologiques précisés par la documentation scientifique et qu’il réduit le risque de maladies
chroniques. Le brocoli, 1’oignon, I’huile d’olive et les poissons gras, par exemple, sont des
aliments fonctionnels. Ces aliments sont fonctionnels, car ils renferment plusieurs nutriments
(composants élémentaires contenus dans les aliments) bénéfiques tels que les sulforafanes, les
flavonoides ou les AGPIs w-3, respectivement. Un complément alimentaire est un nutriment
administré dans le seul but de couvrir une carence, alors qu’un nutraceutique est, lui aussi,
un nutriment, donc obtenu a partir d’aliments, mais qui, lorsqu’il est administré sous forme
médicinale possede un effet physiologique bénéfique ou assure une protection contre les

maladies chroniques.

Le laboratoire a donc entrepris d’évaluer les effets de ’ALA dans des modéles

expérimentaux d’AVC, tout en respectant les recommandations du STAIR.

a) L’ALA : un nouvel agent neuroprotecteur
Ils ont donc étudié I’effet de I’ALA sur I’excitotoxicité et la neuroprotection apres un
stress ischémique. Ces études ont été menées dans le laboratoire du Pr. Michel Lazdunski, qui
avait découvert, a cette époque, un nouveau canal potassique, cible potentielle de certains

neuroprotecteurs, le canal TREK-1.

Le canal TREK-1 est un canal K* a deux domaines « pore » (canaux K,;) (Lesage and
Lazdunski, 2000). Comme leur nom 1’indique, les canaux K, ont la caractéristique unique de
posséder deux domaines P (P pour pore), en tandem (P1 et P2), avec 4 segments
transmembranaires (M1 a M4) et une large boucle extracellulaire M1/P1 (figure 17). Les
domaines P participent a la formation du filtre de sélectivité pour I’ion K*. Certains canaux
K,p (TWIK-1, TREK ou, TRAAK) sont essentiellement exprimés dans le cerveau. Ces canaux
produisent des courants instantanés, indépendants du potentiel, qui sont qualifiés de courants

K" de fond, impliqués dans le contréle du potentiel de repos membranaire.
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Figure 17 : Représentation schématique de la sous-unité d’un canal K,p.

Une des découvertes intéressantes fut 1’activation de ce canal par le riluzole, un
neuroprotecteur utilis€ en clinique chez des patients atteints de sclérose latérale
amyotrophique (Duprat et al., 2000), et par les AGPIs, tel que ’ALA, le DHA,I’EPA et ’AA
(Fink et al., 1998b; Lesage et al., 2000). Les acides gras saturés n’ont, quant a eux, aucun
effet. Ces données suggerent que les effets neuroprotecteurs du riluzole (Ettaiche et al., 1999)
pourraient €tre dus a I’activation de ce canal, qui induirait une hyperpolarisation des neurones
et donc une réduction de I’excitotoxicité. Le laboratoire s’est donc demandé si I’ALA pouvait
agir sur ’excitotoxicité en activant ce canal TREK-1.

Dans un modele in vitro d’excitotoxicité (-Mg*/+glycine), le traitement d’ALA a 10
M diminue de 80% la mort des neurones glutamatergiques de cervelet (Lauritzen et al.,
2000). L’ALA serait donc capable de contrecarrer |’excitotoxicité entrainant une
neuroprotection. L.’étape suivante fut d’étudier 1’effet de I’ALA sur la mort neuronale chez
I’animal. Dans un mode¢le in vivo d’ischémie globale transitoire (10 a 30min ; box 2) mimant
un infarctus chez le rat, I’'injection i.v d’ALA, a des concentrations de 100 a 500 nmol/kg, 30
minutes avant ou apres I’ischémie, protege les neurones pyramidaux de la région CA1l de
I’hippocampe (Lauritzen et al., 2000). L’hippocampe est la structure la plus vulnérable a
I’ischémie globale, et une ischémie globale transitoire entraine la mort d’environ 80% des

neurones pyramidaux (figure 18) (Lauritzen et al., 2000).
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Ischémie 10 min

ALA /30 min / Ischémie 10 min Ischémie 10 min / 30 min / ALA

Figure 18 : Neuroprotection de I’ALA dans un modele d’ischémie globale transitoire, d’apreés

(Lauritzen et al., 2000).

Les effets neuroprotecteurs de ’ALA (Blondeau et al., 2002), pourraient €tre dus a
I’activation du canal TREK-1 qui induirait une hyperpolarisation des neurones et donc une
réduction de D’excitotoxicité. Cette hypothese fut validée avec la génération de souris
déficientes en TREK-1. En effet, I’inhibition génétique de TREK-1 chez les souris est
délétere dans 1’ischémie globale (Heurteaux et al., 2004). L’ischémie globale entraine une
augmentation de 40% du taux de mortalité chez les souris TREK1™” par rapport aux souris
sauvages. Plus intéressant encore, les effets protecteurs de I’ALA ne sont pas retrouvés chez
les souris TREK1". L’invalidation d’autres canaux K,p, tel que le canal TRAAK, n’a aucun
impact sur la sensibilité a la 1ésion ischémique cérébrale. Le canal TREK-1 confeére donc une
résistance a la mort due a I’hyperexcitabilité induite par une ischémie. Ce travail (Heurteaux
et al., 2004) démontre que le canal TREK-1 est essentiel dans le controle de

I’hyperexcitabilité et un facteur clé dans la neuroprotection induite par I’ALA.

Dans le cadre d’une approche préventive, ils ont montré que I’ALA induit une
tolérance ischémique (Blondeau et al., 2002). En effet, une injection i.v de 500 nmol/kg
d’ALA, trois jours avant une ischémie globale sévere prévient la mort neuronale induite
normalement par cet épisode ischémique. Le laboratoire a comparé 'effet de I’ALA a
d’autres AGPIs, tels que I’AA et le DHA : I’ALA est celui qui procure la neuroprotection la
plus efficace et la plus reproductible. Cette tolérance ischémique obtenue par I’ALA est
associée a I’activation du facteur de transcription NFKB (Blondeau et al., 2001), a
I’induction de protéines anti-apoptotiques, telles que la protéine de choc thermique HSP 70

(heat shock proteins) et a I’inhibition de 1’expression de protéines pro-apoptotiques, telles que
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Bax (Bcl-2—associated X protein) (Blondeau et al., 2002). L’ALA possede donc plusieurs
cibles pouvant entrainer une neuroprotection.

Mon équipe d’accueil a donc découvert, en I’acide a-linolénique, un nouvel agent
neuroprotecteur dans ’AVC. L’une des recommandations du STAIR est que 1’approche
employée dans la lutte contre I’AVC doit étre intégrative et doit pouvoir agir sur plusieurs
acteurs de 1’unité neuro-vasculaire. C’est pourquoi ils ont évalué I’effet de ’ALA sur le

compartiment vasculaire.

b) L’ALA et le compartiment vasculaire

Apres un AVC, la fonction des arteres cérébrales est essentielle pour maintenir la
perfusion cérébrale et préserver 1’intégrité neuronale. Or, ’AVC affecte les fonctions
vasculaires en modifiant le tonus des arteres 1ésées. La perte de la capacité de vasodilatation
apres un AVC compromet la perfusion du tissu cérébral. Dans un modele de vaso-réactivité
ex vivo, I’application de I’ALA sur I’artere basilaire augmente son diametre, ce qui signifie
que I’ALA favorise sa vasodilatation (Blondeau et al., 2007). Cet effet est spécifique aux
arteres impliquées dans la résistance vasculaire, puisque I’ALA n’a aucun effet sur la vaso-
réactivité de 1’artere carotide, expliquant ainsi 1’absence d’effet systémique sur la pression
artérielle (Blondeau et al., 2007). Des mesures in vivo du débit sanguin cérébral, par un laser
Doppler, ont permis de mettre en évidence que 1’injection en i.v de la dose neuroprotectrice
d’ALA (500 nmol/kg) permet d’augmenter le DSC chez les rongeurs. Cet effet Je de I’ALA
est perdu chez les souris TREK-1" (Blondeau et al., 2007), impliquant un role crucial de
TREK-1 dans les effets bénéfiques de I’ALA contre I’AVC.

Cette étude apporte la preuve que I’ALA est non seulement bénéfique pour les
neurones, mais est également d’un grand intérét pour le compartiment vasculaire. L’ALA a
donc des effets pléiotropiques, par rapport aux agents neuroprotecteurs classiques, ciblant
uniquement les neurones et ayant tous échoué dans les études cliniques. L’ALA représente

ainsi une stratégie thérapeutique prometteuse face a ’AVC.

Le laboratoire s’est ensuite intéressé a 1’éventuel effet de I’ALA sur les mécanismes
de protection endogene du cerveau contre I’AVC, et plus particulierement sur la plasticité

cérébrale.

C) L’ALA et la plasticité cérébrale
Pour rappel, la plasticité cérébrale est définie comme I’ensemble des mécanismes qui

permettent au cerveau d’adapter son fonctionnement a une situation nouvelle. La plasticité
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cérébrale a lieu apres un AVC et aide a la récupération neurologique. Mon équipe d’accueil a
montré que le traitement subchronique en ALA (3 injections i.v de 500 nmol/kg tous les 3
jours) favorise la plasticité cérébrale chez la souris (Blondeau et al., 2009). En effet, ce
traitement subchronique permet d’augmenter la neurogenese dans le gyrus denté. Le
traitement augmente significativement la prolifération de neurones immatures qui survivent et
deviennent a long-terme des neurones matures. Cette neurogenese est accompagnée d’une
augmentation de la synaptogeneése dans le gyrus denté, mais également dans le cortex, ou
I’expression des protéines impliquées dans la fonction synaptique est aussi augmentée. Le
traitement subchronique en ALA induit ’expression protéique de VAMP-2 (Vesicle-
Associated Membrane Protein 2), SNAP-25 (Synaptosomal-Associated Protein 25) et de la
synaptophysine-1, trois protéines impliquées dans le trafic et ’arrimage vésiculaire pré-
synaptique. L’expression des transporteurs de glutamate (VGLUT1 etVGLUT2) est
également augmentée avec le traitement subchronique (Blondeau et al., 2009). De plus, ces
effets sont corrélés a une augmentation de 1’expression du facteur neurotrophique BDNF
(Brain Derived Neurotrophic Factor) in vivo dans le cerveau des souris traitées, et in vitro
dans les cultures de neurones hippocampiques (Blondeau et al., 2009). L’ALA permet donc
de favoriser un mécanisme potentiellement bénéfique dans le cadre de I’AVC, notamment
pour la récupération fonctionnelle post-AVC.

L’ALA possede donc de nombreuses propriétés intéressantes pour lutter contre I’AVC
ischémique. Chez I’Homme, 1’occlusion de D’artere sylvienne représente 80% des AVC
ischémiques. Pour reproduire cet AVC, I’artere cérébrale moyenne, correspondant a 1’artere
sylvienne, est obstruée de maniere transitoire ou permanente (MCAo ; box2) (Lo, 2008;
Mhairi Macrae, 1992). Chez I’'Homme, 1’occlusion des artéres cérébrales est rarement
permanente : dans la majorité des cas il apparait une reperfusion spontanée (plus ou moins
rapide), et dans certains cas la reperfusion est permise par la thrombolyse (Lo, 2008; Mhairi
Macrae, 1992). Le laboratoire a donc étudié le potentiel bénéfice de I’ALA comme

neuroprotecteur dans un modele d’ischémie cérébrale focale, la MCAo.

d) L’ALA, un traitement contre I’ischémie cérébrale focale
D’apreés les recommandations du STAIR, pour qu’une molécule soit considérée
comme efficace, les deux premiers parametres a évaluer en préclinique sont la taille de la
1ésion cérébrale et la mortalité.
L’administration de I’ALA sous forme médicinale (injection i.v a 500 nmol/kg) permet

de réduire le volume de la 1ésion cérébrale. Une réduction de 1’infarctus cérébral est obtenue
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lorsque cette injection est effectuée jusqu’a 6 heures apres I’occlusion transitoire (60 min)
(Heurteaux et al., 2006). L’ALA possederait donc une fenétre thérapeutique transposable en
clinique, puisqu’elle est plus importante que celle obtenue avec 1’administration du t-PA.

Concernant la mortalité induite par la MCAo, une seule injection d’ALA en post-
traitement n’apporte aucune amélioration du taux de survie. La modification de la posologie,
a savoir des injections répétées sur 3 semaines, permet d’améliorer par un facteur 3 le taux de
survie des animaux, un mois apres la MCAo (Heurteaux et al., 2006). Ce résultat suggere que
le traitement subchronique en ALA améliore le taux de survie a long-terme en agissant sur
d’autres mécanismes que 1’excitotoxicité, un phénomene transitoire qui a lieu pendant les
premieres heures post-ischémiques. Ainsi, les effets bénéfiques de I’ALA contre 1’ischémie
cérébrale sont d’une part dus a une action directe sur 1’unité neuro-vasculaire, mais aussi a la
stimulation de mécanismes endogeénes impliqués dans la régénération et la récupération
cérébrale (plasticité cérébrale).

Le laboratoire a donc identifié un nutriment qui possede des bénéfices notables sur la
santé du rongeur, et ce nutriment peut étre administré sous forme médicinale. L’ALA serait

donc un nutraceutique (Blondeau et al., 2009; Blondeau et al., 2007; Heurteaux et al., 2006).

Le laboratoire s’est ensuite intéressé au potentiel d’une supplémentation nutritionnelle

en ALA sur les dommages liés a I’AVC ischémique.

e) La supplémentation nutritionnelle en ALA et ’AVC
La supplémentation nutritionnelle est un apport de nourriture sélective pour lutter
généralement contre des carences. Dans notre cas, la supplémentation nutritionnelle en ALA a
été évaluée sans présence de carence. L’apport de nourriture peut étre obtenu par différents
types de supplémentation : par voie entérale ou parentérale. La voie entérale se fait par
I’intermédiaire du tube digestif, il existe 3 voies entérales : la voie buccale (le médicament
est administré dans la bouche), la voie orale (le médicament est avalé par la bouche) et la voie

rectale. La voie parentérale consiste en 1’administration du médicament par une injection.

Mon équipe d’accueil a évalué I’effet d’une supplémentation nutritionnelle en ALA, a
titre préventif, dans un modele expérimental d’ischémie cérébrale. Au vu des résultats obtenus
avec les injections i.v d’ALA, ils ont logiquement étudi€ la supplémentation nutritionnelle
parentérale. Les injection i.v d’ALA, en prétraitement (10, 7 et 3 jours avant la MCAo),
permettent de réduire la taille de la 1ésion cérébrale 24h apres 1’ischémie (Blondeau et al.,

2009). 11 est évident qu’une telle approche préventive ne peut étre appliquée a I’Homme. Le
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laboratoire s’est alors orienté vers une approche nutritionnelle par voie orale, qui serait plus

utile pour une application chez I’Homme.

Un régime alimentaire expérimental a donc été concu pour obtenir une
supplémentation orale en ALA. Les sources naturelles d’ALA sont exclusivement végétales.
Les huiles dites linoléniques apportent une quantité importante d’ALA, c’est le cas des huiles
de lin (54% d’ALA), noix (12% d’ALA), colza (8-10% d’ALA) et soja (4-7% d’ALA). Le
régime expérimental a été produit a partir d’huile de colza pour plusieurs raisons.
Premierement, c’est I’huile apportant le moins de LA avec I’huile de lin (18-22% au lieu de
50 a 65% dans les autres huiles), ce qui permet de conserver un ratio LA/ALA (®-6/®-3)
nettement inférieur a 5. D’autre part, I’huile de colza offre une plus grande biodisponibilité en
ALA et une meilleure palabilité comparée aux autres huiles linoléniques. C’est d’ailleurs pour
cela que I’huile de colza est communément utilisée comme un aliment fonctionnel bénéfique
pour le systeme cardiovasculaire (de Lorgeril and Salen, 2004; Gebauer et al., 2006). Le
régime expérimental est composé de 10% de lipides provenant exclusivement de I’huile de
colza, ce qui permet d’obtenir 0,75g d’ALA pour 100g de croquettes (0,75% d’ALA)
(Nguemeni et al., 2013). Ce régime enrichi en ALA apporte 3 fois plus d’ALA que le régime
standard, qui est composé de 5% de lipides provenant essentiellement du soja et apportant
0,25% d’ALA. Ce régime, en apportant sélectivement de I’ALA, permet la supplémentation
nutritionnelle en cet AGPI ®-3 chez la souris. Il est important de noter que le régime standard
contient tous les nutriments (dont I’EPA et le DHA) a des doses recommandées pour les
rongeurs (Bourre et al., 1993; Pudelkewicz et al., 1968). En revanche, pour se focaliser
uniquement sur I’effet de la supplémentation en ALA, le régime expérimental ne contient pas

d’EPA ni de DHA.

L’étude a consisté a évaluer I’effet de 6 semaines d’un régime apportant 3 fois plus
d’ALA qu’un régime standard sur les conséquences d’une ischémie cérébrale focale
transitoire (MCAo de 60 min) (Nguemeni et al., 2010). Le régime enrichi en ALA a permis la
réduction du taux de mortalité d’un facteur 3, ainsi que celle de la taille de la 1ésion cérébrale
24 h apres la MCAo, similaire a celle obtenue avec le traitement subchronique (Nguemeni et
al., 2010). Une augmentation du taux de reperfusion spontanée a également été observée chez
les animaux nourris avec le régime contenant 0,75% d’ALA (61,7 % de reperfusion au lieu de
41,4%), confirmant encore une fois 1’effet de I’ALA sur le compartiment vasculaire. Cette

étude a permis de mettre en évidence un autre effet pléiotropique de la supplémentation en
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ALA. En effet, le régime enrichi en ALA réduit la peroxydation lipidique, un marqueur
indirect du stress oxydatif suivant I’ischémie cérébrale (Nguemeni et al., 2010). Comme
décrit précédemment, I’AVC ischémique génere des ROS, ce qui conduit a la peroxydation
lipidique, un phénomene néfaste dans la physiopathologie de I’AVC. Le régime enrichi en
ALA permet de réduire la production de malondialdehyde (MAD), un indicateur de la
peroxydation lipidique, uniquement apres 1’ischémie cérébrale focale (Nguemeni et al., 2010).
La supplémentation en ALA permet donc également de réduire le stress oxydatif suite a un

AVC.

L’ALA peut représenter, de par ses effets pléiotropiques, une nouvelle stratégie
thérapeutique prometteuse dans la lutte contre I’AVC. En effet, ’ALA remplit bon nombre
des recommandations du STAIR. Il reste a étudier néanmoins un parametre, crucial pour une
translation vers la clinique, a savoir I’effet de la supplémentation entérale et parentérale en
ALA sur la récupération fonctionnelle (motrice et cognitive) post-AVC. Par ailleurs, I’ALA
agit sur les neurones et les vaisseaux, pourrait-il aussi agir sur le dernier grand composant de
I’UNV, les cellules gliales ? Sachant que I’ALA semble avoir des effets anti-inflammatoires,

la supplémentation en ALA peut-elle agir sur la neuroinflammation post-ischémique ?

Ces questions ont conduit a mon travail de these.
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Objectifs

L’objectif de mon doctorat est d’approfondir les connaissances sur le potentiel de
I’ALA comme traitement pour 1’'une des priorités les plus urgentes de la médecine, I’AVC.
Préalablement, le laboratoire a validé la preuve du concept de I'intérét de I’ALA pour réduire
I’infarctus cérébral post-AVC et a révélé certains de ses effets pléiotropiques protecteurs
résumés dans deux revues auxquelles j’ai participé :

v" Nguemeni, C., Gouix, E., Bourourou, M., Heurteaux, C., Blondeau, N. Alpha-

linolenic acid: A promising nutraceutical for the prevention of stroke. (2013)

PharmaNutrition. (Annexe 1)

v Blondeau, N., Lipsky, R. H., Bourourou, M., Duncan, M. W., Gorelick, P. B., Marini,
A. M. Alpha-linolenic acid: an omega-3 fatty acid with neuroprotective properties-

ready for use in the stroke clinic? (2015) BioMed Res Int. (Annexe 2)

La finalité de tout traitement de ’AVC est d’éviter I’altération de la qualité de vie des
patients. Pour évaluer I’efficacité de potentiels agents thérapeutiques en préclinique, il est
essentiel de caractériser leurs effets sur la récupération fonctionnelle a long terme. C’est
pourquoi, le premier objectif de mon doctorat a été d’étudier D’effet de la
supplémentation nutritionnelle en ALA sur la récupération fonctionnelle dans un
modele d’AVC murin. Pour cela, jai donc comparé I’effet de deux approches de
supplémentation nutritionnelle en ALA, par voie orale et par voie intraveineuse sur deux
parametres de la récupération fonctionnelles, a savoir les déficits moteurs et les déficits
cognitifs. Ce travail a donné lieu a un article original :

v" Bourourou, M., Heurteaux, C., Blondeau, N. Alpha-linolenic acid given as enteral or

parenteral nutritional intervention against sensorimotor and cognitive deficits in a

mouse model of ischemic stroke. (2016) Neuropharmacology (Annexe 3).

L’étude des mécanismes impliqués dans les bénéfices apportés par ’ALA aprés un

AVC m’a ensuite conduit a caractériser :
v' Le role neurotoxique de la chimiokine CCL2 post-AVC et a identifier la
réduction de son expression post-ischémique, comme un facteur clef de la
protection cérébrale induite par un traitement a I’ALA. Un article est en cours de

rédaction.
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v" L’implication de la voie de signalisation de la chimiokine CCL2 (ou MCP-1) et de
son récepteur CCR2, dans la perte de poids induite par une inflammation du
systeme nerveux central. Ce travail, fruit d’une collaboration entre le Dr. Nicolas
Blondeau et le Dr. Carole Rovere (équipe du Dr. Jean-Louis Nahon : Génomique &
évolution en neuro-endocrinologie (GENE) a I'IPMC) a été accepté dans Embo
Reports : Le Thuc, O., Cansell, C., Bourourou, M., Denis, R.G.P., Stobbe, K.,
Devaux, N., Guyon, A., Cazareth, J., Heurteaux, C., Rostene, W., Luquet, S.,
Blondeau*, N., Nahon*, J-L., Rovere*, C. Central CCL2 signaling onto MCH neurons
mediates metabolic and behavioral adaptation to inflammation. (2016) Embo Reports.

(Annexe 4).
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Résultats et Discussion

I. Un support nutritionnel en ALA, par voie entérale ou parentérale, permet de
réduire les déficits moteurs et cognitifs, dans un modele murin d’ischémie cérébrale
(Annexe 3)

A. Effet de la supplémentation nutritionnelle orale en ALA sur la

récupération fonctionnelle post-ischémique

Mon laboratoire d’accueil avait démontré qu’un soutien nutritionnel préventif apporté
par un régime enrichi en ALA permettait de réduire les dommages dans un modele d’ischémie
focale murin (Nguemeni et al., 2010), renforcant 1’idée de I’'intérét d’une supplémentation
orale en ALA contre I’AVC. La premiere partie de mon étude a donc été consacrée a apporter
la preuve du concept que ce type de supplémentation orale en ALA pourrait étre bénéfique
pour la récupération fonctionnelle dans un modele expérimental d’AVC.

Pour cela, la supplémentation nutritionnelle orale en ALA a donc été réalisée avec le
régime enrichi (0,75% d’ALA) a partir d’huile de colza, contenant pres de 3 fois plus d’ALA
que le régime standard (Std. ; 0,25% d’ALA) caractérisé précédemment par 1’équipe
(Nguemeni et al., 2010). Dans ses précédentes études, le laboratoire avait systématiquement
utilisé le modele de MCAo de 60 min, connu pour induire des dommages cérébraux séveres
(Blondeau et al., 2009; Heurteaux et al., 2006; Nguemeni et al., 2010). Aussi, la 1ésion et la
mortalité induites par ce modele étaient trop importantes pour étudier la récupération
fonctionnelle a long terme. Le temps d’occlusion a di étre réduit de moitié, conformément au
modele de référence pour réaliser des études comportementales post-AVC chez la souris
(Balkaya et al., 2013b).

Dans un premier temps, j’ai étudié 1’effet de la supplémentation orale en ALA sur le
taux de mortalité et le volume l€sionnel, induits par la MCAo de 30 min. Dans le modele de
30 min d’occlusion, la mortalité au 7°™ jour post-AVC est de 20% (figure 19A), alors que
I’occlusion de 60 min entraine 80% de mortalité (Nguemeni et al., 2010). Ce faible taux de
mortalité, induit par la MCAo de 30 min, permet 1’étude de la récupération fonctionnelle a
long terme. Dans le modele d’ischémie focale de 30 min, la lésion est principalement striatale
(figure 19B), alors que 1’occlusion de 60 min s’étend aussi au cortex (Balkaya et al., 2013b).
La protection de I’ALA s’opérant principalement sur le cortex (Nguemeni et al., 2010), il

n’est donc pas surprenant que le volume lésionnel, apres une MCAo de 30 min ne soit pas
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influencé par le régime enrichi en ALA (figure 19B). Ce point est d’importance car il exclut
tous biais, liés a une réduction de la taille de la lIésion, dans I’interprétation d’un éventuel
bénéfice de la supplémentation nutritionnelle en ALA sur la récupération fonctionnelle post-

AVC.
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Figure 19 : Effet de la supplémentation orale en ALA sur la survie et I’infarctus cérébral
aprés une MCAo de 30 min.

(A) Représentation graphique du taux de survie a long-terme des animaux. (B) Mesure de la
taille de la Iésion cérébrale, 24h aprés une MCAo de 30 min, par une coloration au crésyl violet.
Les données sont représentées par la moyenne + SEM (n=35 par groupe).

Pour évaluer un éventuel bénéfice de la supplémentation nutritionnelle en ALA (par le
régime enrichi) sur la récupération motrice des animaux, j’ai utilisé deux tests moteurs.

Le premier est le Rotarod (figure 20A). C’est un test qui permet d’évaluer la fonction
motrice et la coordination des rongeurs. Il consiste a placer les animaux sur un axe en rotation
et a mesurer le temps passé sur cet axe, dont ’accélération est définie. Le temps passé sur

I’axe en rotation est corrélé a une meilleure performance motrice. La supplémentation en
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ALA n’a aucun impact sur la fonction motrice (figure 20B, pré-op) en absence d’ischémie.
Comme décrit dans la littérature, I'ischémie de 30 min diminue drastiquement les
performances motrices des animaux qui présentent, ensuite, une grande capacité de
récupération spontanée (Balkaya et al., 2013a; Freret et al., 2011). Au-dela du 7eme jour post-
AVC, les déficits moteurs deviennent difficilement décelables avec ce modele. Pourtant, la
figure 20B montre que les souris nourries avec le régime enrichi en ALA présentent des
performances 30% supérieures a celles des souris nourries avec le régime standard pendant la

premiere semaine post-ischémique.
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Figure 20 : Effet de la supplémentation orale en ALA sur les déficits moteurs post-MCAo, évalués par les
tests du Rotarod et du mat.

(A) Photographie représentant les animaux sur le test du Rotarod. (B) Graphique représentant le temps passé sur le
Rotarod durant la 19" semaine post-ischémique. (C) Photographie représentant une souris lors du test du mat. (D)
Histogramme représentant le temps mis par les animaux a se retourner complétement (E) Histogramme
représentant le temps mis par les souris a descendre le long du mat. Les données sont représentées par la moyenne
+ SEM (n=25 par groupe). *p<0,05 par rapport au régime controle; #p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 par rapport
au performance pré-ischémique, et ($) indique un effet groupe entre les régimes ($$p<0,01; $$$p<0,001).

Des résultats similaires ont été obtenus dans le fest du mat (figure 20C). Ce test permet

d’évaluer la force des membres postérieurs, 1’équilibre des animaux et la capacité a grimper.
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Il consiste a placer le rongeur au sommet du mat, la téte vers le haut, et a mesurer le temps
que met ’animal a se retourner completement et le temps qu’il met a descendre le long du
mat. Plus ces temps sont élevés, plus les déficits moteurs sont importants.

Comme précédemment, la supplémentation en ALA n’a aucun impact sur la fonction
motrice pré-AVC. L’occlusion de 30 min altére la capacité des animaux a se retourner et a
descendre le long du mat (figure 20D et 20E). Entre le 3™ et le 4°™ jour apres la MCAo, le
temps de « retournement » est plus rapide chez les animaux nourris au régime enrichi en ALA
comparé aux animaux nourris avec le régime standard, et plus particulierement le 3*™ jour
post-MCAo (figure 20D). De plus le temps de « descente » qui est significativement plus long
apres 30 min de MCAo (figure 20E), que les animaux soient supplémentés ou non, semble
s’améliorer aux 3°™ et 4™ jours post-MCAo, chez les animaux supplémentés en ALA. Si cela
est probablement corrélé a la réduction significative du temps de retournement, nous avons
néanmoins observé que les animaux controles ont tendance a chuter ou glisser le long du mat.
Cela pourrait aussi expliquer 1’absence de différence significative sur la mesure quantitative
du temps de descente, alors que 1’aspect qualitatif de la descente était quant a lui clairement
différent entre les deux groupes.

Nous avons ensuite étudié si les effets bénéfiques de la supplémentation orale en ALA,
sur la récupération motrice s’étendaient a la récupération cognitive, aprés une MCAo de 30
min.

La cognition est un terme général qui comprend des processus tels que 1’association, le
langage, I’attention, la conceptualisation, la résolution de problemes, I’apprentissage ou
encore la mémoire. Selon Eric Kandel, « 1’apprentissage est le processus par lequel nous
acquérons la connaissance du monde, et la mémoire est le processus par lequel cette
connaissance est codée, stockée et retranscrite ultérieurement ». La mémoire peut étre divisée
en tant que mémoire a court-terme (mémoire de travail) et mémoire a long-terme. La mémoire
a court-terme a une capacité limitée et ne dure au maximum que quelques minutes. En
revanche, la mémoire a long-terme peut stocker de grandes quantités d’informations pour une
durée potentiellement illimitée. Cette mémoire a long-terme comprend la mémoire déclarative
(ou explicite) et non-déclarative (ou implicite). La mémoire déclarative inclut les
connaissances factuelles, a savoir les lieux, les choses, les personnes et la signification de ces
faits. La principale structure cérébrale impliquée dans la mémoire déclarative est
I’hippocampe (Squire and Zola, 1996). La formation d’une nouvelle mémoire déclarative est

un processus séquentiel qui comprend 3 étapes et qui ont lieu dans 1’hippocampe
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I’acquisition d’une nouvelle connaissance (encodage), la rétention de I’information (stockage)
et le fait de la restituer en temps voulu (récupération). La consolidation de ce souvenir
s’effectue dans le néocortex.

Chez le rongeur, I’évaluation de la cognition se restreint en grande majorité a
I’apprentissage et a la mémoire, et plus particulierement a la mémoire spatiale, une forme de
mémoire déclarative. Pour évaluer 1’effet de la supplémentation orale en ALA sur la
récupération cognitive des animaux apres une MCAo de 30 min, j’ai utilisé le test le plus
couramment utilisé qui est celui de la piscine de Morris.

Ce test comprend deux phases : une phase d’apprentissage qui dure 4 jours et une
phase de test au 5°™ jour. La piscine est divisée en quatre cadrans égaux et une plate-forme y
est cachée. L’ apprentissage est évalué en mesurant le temps que I’animal met a trouver la
plateforme grace aux indices visuels autour de la piscine.

Il est décrit que deux semaines apres une occlusion ischémique transitoire de 30 min,
les déficits moteurs ischémiques n’ont plus d’influence sur les performances de nage dans le
test de la piscine de Morris (Freret et al., 2011). C’est le cas dans nos 2 groupes d’animaux
(figure 21A et 21B). Pour autant, le temps mis a retrouver la plateforme par les souris nourries
au régime enrichi en ALA était significativement inférieur a celui des souris nourries au
régime standard (figure 21C ; Anova 2 facteurs : effet groupe : F=10,78; $$p=0,0014). Cela
suggere que l’apprentissage des animaux est amélioré par la supplémentation en ALA, 2
semaines apres une ischémie cérébrale. Afin d’évaluer la mémoire spatiale des animaux, 18
Jours apres la MCAo, ces derniers ont été placés dans la piscine, ou la plateforme a été retirée
au préalable, et le temps passé dans chaque cadran fut mesuré. La figure 3 montre que le
temps passé dans le cadran, ou se trouvait normalement la plateforme (figure 21D) et le
nombre de passages sur l’emplacement exact de la plateforme (figure 21E) étaient
significativement augmentés chez les animaux supplémentés en ALA. Il existe donc un effet
bénéfique sur la capacité de mémorisation post-MCAo di au régime enrichi en ALA. Cet
effet bénéfique a été confirmé lors de 1’analyse des profils de nage (figure 21F) qui révelaient
une meilleure stratégie de recherche de la plateforme des souris nourries au régime enrichi en
ALA. Enfin, le temps pour monter sur la plateforme visible, lors du « Cue Test », était
similaire dans les deux groupes d’animaux, confirmant qu’il n’existe pas de différence au

niveau visio-moteur entre les deux groupes d’animaux (figure 21G).
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La supplémentation nutritionnelle en ALA, par un régime enrichi, permet
d’améliorer la récupération motrice et cognitive spontanée aprés une ischémie cérébrale de
30 min chez la souris. Ces résultats apportent la preuve du concept qu’une supplémentation

nutritionnelle orale en ALA présente un intérét pour améliorer la récupération

fonctionnelle post-AVC.
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Figure 21 : Effet de la supplémentation orale en ALA sur la récupération cognitive post-
ischémie, évaluée par le test de la piscine de Morris.

Entre le 14M€ et e 17¢M€ jour aprés la MCAo, la vitesse de nage (A), la distance parcourue (B) et le
temps mis a retrouver la plateforme immergée (C) sont mesurés chez les animaux controles et
supplémentés en ALA. Au 186™M€ jour, la plateforme est retirée et le temps passé dans chaque cadrant
de la piscine (D), ainsi que le nombre de passages dans la zone exacte ou se trouvait cette plateforme
(E) sont mesurés. Des profils de nage représentatifs (F) illustrent la différence de stratégie de
recherche de la plateforme par les souris supplémentées en ALA. (G) Le “Cue Test” effectué apres le
|geme jour, a permis de contrdler I’absence de déficits visio-moteurs, en mesurant le temps mis a
trouver la plateforme visible. Les données sont représentées par la moyenne = SEM (n=15 par
groupe). *p<0,05 par rapport au régime contréle, et ($) indique un effet groupe entre les régimes
durant la période d’apprentissage ($p<0,05).

B. La supplémentation nutritionnelle intraveineuse en ALA et la

récupération fonctionnelle post-ischémique.

L’étape suivante fut I’étude de 1’effet de la supplémentation nutritionnelle en ALA sur
la récupération fonctionnelle, apportée cette fois-ci par voie intraveineuse, apres la survenue
de ’AVC. Cette étude représente un intérét majeur en vue d’une translation clinique. Pour
cela, la supplémentation nutritionnelle a été réalisée par des injections i.v d’ALA
(500nmol/kg) 2h, 3j, 7j, 105, 14j, 17j et 21j apres I’AVC. Ce protocole a été adapté a partir
d’un protocole établi préalablement au laboratoire pour réduire la taille de la 1€sion et le taux
de mortalité apres une MCAo de 60 min (Blondeau et al., 2009; Heurteaux et al., 2006). J ai
donc évalué I'effet de cette supplémentation i.v sur la récupération fonctionnelle apres une

MCAo de 30 min.
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Figure 22 : Effet de la supplémentation i.v en ALA sur la survie et ’infarctus cérébral
apres une MCAo de 30 min.

(A) Représentation graphique du taux de survie a long-terme des animaux. (B) Mesure de la
taille de la 1ésion cérébrale, 24h aprés une MCAo de 30 min. Les données sont représentées
par la moyenne £ SEM (n=30 par groupe).

Le taux de mortalité et le volume Iésionnel, induits par la MCAo de 30 min, chez les
souris traitées avec I’ALA ou son véhicule, le sérum physiologique (S.Phy.) (figure 22A et
22B) étaient similaires a ceux obtenus avec les régimes standard et enrichi en ALA (figure
19A et 19B). La supplémentation i.v n’influence pas le taux de mortalité et le volume

1ésionnel apres une MCAo de 30 min.
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Figure 23 : Effet de la supplémentation iv en ALA sur la récupération motrice et cognitive post-
ischémie, évaluée par le test du rotarod et de la piscine de Morris.

(A) Graphique représentant le temps passé sur le Rotarod durant la 1ére semaine post-ischémique.
Entre le 14¢Me et le 17¢M€ jour aprés la MCAo, le temps mis a retrouver la plateforme immergée (B),
la vitesse de nages (C) et la distance parcourue (D) sont mesurés chez les animaux supplémentés ou
non en ALA. (E) Au 18%M€ jour, la plateforme est retirée et le temps passé dans chaque cadrant de la
piscine est mesuré. (F) Des profils de nage représentatifs illustrent la différence de stratégie de
recherche de la plateforme par les souris supplémentées en ALA. Les données sont représentées par la
moyenne £ SEM (n=15 par groupe). *p<0,05 par rapport au S.Phy., et ($) indique un effet groupe
durant la période d’apprentissage ($p<0,05).

J’ai donc étudié ’effet de la supplémentation nutritionnelle en ALA, par voie i.v, sur
la récupération motrice apreés 1’induction de 1’ischémie cérébrale transitoire. J’ai utilisé les
mémes tests moteurs a savoir le test du Rotarod et celui du madt.

La figure 23A montre que la supplémentation i.v en ALA — selon le protocole mis en
place a savoir deux injections en i.v d’ALA, 2 heures et pendant 3 jours apres la MCAo — ne
suffisait pas a promouvoir la récupération motrice spontanée des animaux apres une MCAo
de 30 min. Si la supplémentation nutritionnelle en ALA, par un régime enrichi, a permis
d’améliorer significativement la motricité des animaux lors de la premicre semaine post-
ischémie, il n’en a pas ét€ de mé€me pour la supplémentation par voie i.v.

Or, les bénéfices, obtenus par le régime enrichi en ALA, suggerent qu'un apport
d’ALA peut influencer la récupération motrice post-AVC. Il est donc envisageable qu’une
amélioration de notre protocole de supplémentation i.v pour apporter plus et/ou plus
régulierement de I’ALA puisse également permettre une meilleure récupération motrice post-
ischémie. Une perfusion i.v en ALA par I’'implantation d’une mini-pompe osmotique pourrait
ainsi €tre envisagée. A I'inverse, si ’approche préventive du régime enrichi en ALA a permis
d’améliorer la récupération motrice post-ischémie, il n’est pas certain qu’elle puisse apporter
les mé€mes bénéfices si elle était uniquement mis en place apres I’AVC. En effet, nos études
préalables suggerent que le délai de mise en place de la protection cérébrale par la
supplémentation orale est clairement plus long que celui par la supplémentation i.v. Il se
pourrait que les mécanismes recrutés dans cette fenétre de temps soient différents, surtout en
ce qui concerne la récupération motrice qui s’évalue la premiere semaine post-AVC dans le
modele murin. Ainsi, bien que prometteuse, aborder la supplémentation orale en tant

qu’approche curative nécessitera des ajustements en terme de dose et de durée de traitement.

J’ai ensuite étudié 1’effet de la supplémentation nutritionnelle en ALA, par voie i.v, sur
la récupération cognitive apres 1’induction de I’ischémie cérébrale transitoire. Si deux

injections en i.v d’ALA, 2 heures et pendant 3 jours apres la MCAo — ne suffisaient pas a
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promouvoir la récupération motrice spontanée des animaux apres une MCAo de 30 min, des
injections répétées i.v —tous les 3/4 jours— d’ALA sur 2 semaines, permettaient d’améliorer
’autre aspect de la récupération fonctionnelle, la cognition. En effet, dans le test de la piscine
de Morris, les souris supplémentées en ALA, par voie i.v, trouvaient plus rapidement la
plateforme comparée aux souris traitées au sérum physiologique, durant la phase
d’habituation (figure 23B). Cette amélioration est indépendante des fonctions motrices des
animaux, puisqu’aucune différence n’a été observée, entre les souris traitées et non traitées a
I’ALA, sur la vitesse de nage et la distance parcourue (figure 23C et 23D). De plus, la
capacité de mémorisation étant supérieure chez les souris traitées a I’ALA comparée au
S.Phy. (figure 23E) et celle-ci présentaient aussi une meilleure stratégie de recherche de la
plateforme (figure 23F).

Nos résultats, dans un modéle d’ischémie murin, établissent qu’un support
nutritionnel en ALA, par voie i.v, présente un intérét pour améliorer la récupération

spontanée de I’apprentissage et la mémoire spatiale.

N

Ces résultats m’ont ensuite conduit a étudier les processus cellulaires et
physiologiques qui pourraient étre impliqués dans 1’amélioration de la récupération

fonctionnelle, observée chez les animaux supplémentés en ALA.

C. Processus cellulaires et physiologiques potentiellement impliqués dans
I’amélioration de la récupération fonctionnelle, apportée par la supplémentation

nutritionnelle en ALA

Dans un premier temps, la récupération motrice post-AVC est décrite pour Etre
influencée par la Iésion cérébrale, et notamment sa taille. Vingt-quatre heures apres la MCAo,
la taille « globale » de la 1ésion cérébrale est réduite par les deux types de supplémentation en
ALA, lorsqu’elle est induite par une occlusion de 60 min, mais pas pour une occlusion de 30
min. Nous avons donc étudié si la supplémentation pouvait influencer la maturation de
linfarctus et avoir un impact sur I’évolution de la 1ésion cérébrale. Au 3°™ jour apres la
MCAo de 30 min, lorsque le régime enrichi en ALA améliore la récupération motrice, comme
il n’existait pas de différence dans la taille de I’infarctus évaluée « approximativement » par
la coloration des corps de Nissl au crésyl violet, nous avons décidé d’étudier de maniere plus

précise I’effet de la supplémentation en ALA sur la survie neuronale. Celle-ci a été quantifiée
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a partir d’un marquage immunohistochimique spécifique des neurones avec un anticorps
ciblant la protéine NeuN (NEUronal Nuclei). Je me suis intéressé au cortex, au striatum et aux
neurones du noyau caudé et du putamen, ces derniers étant impliqués dans le contréle et la
coordination motrice (Evarts and Wise, 1984; Ward et al., 2012). Au 3™ jour apres
I’ischémie de 30 min, la mort neuronale restait localisée dans le striatum et celle-ci était
identique entre les animaux nourris avec le régime enrichi en ALA et ceux nourris avec le
régime standard (figure 24A et 24B). Le nombre de neurones marqués positivement au NeuN,
observés dans le noyau caudé et le putamen, était similaire entre les différents groupes (figure
24B). Des résultats similaires ont été obtenus avec le traitement subchronique en ALA

(données non montrées).

Ces résultats suggerent que les deux types de supplémentation en ALA que nous
avons réalisé n’ont pas d’impact sur la lésion cérébrale globale ou de la région caudate-
putamen, apreés une MCAo de 30 min. L’amélioration de la récupération motrice obtenue

avec le régime enrichi en ALA serait donc indépendante d’un effet sur la lésion cérébrale.
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Figure 24 : Effet de la supplémentation orale en ALA sur la perte neuronale induite par une MCAo
de 30 min.

(A) Photographie représentant un immunomarquage NeuN (un marqueur neuronal) effectué sur des coupes
de cerveaux, 3 jours apres une MCAo de 30 min. (B) Histogramme représentant la quantification des

cellules NeuN™ dans le cortex, le striatum et le caudate-putamen. Les données sont représentées par la
moyenne + SEM (n = 6 par groupe). **p <0,001 par rapport a I’hémisphére controlatéral respectif. La barre
d’échelle est de 50 um, applicables a toutes les coupes.

Le poids est un parametre présentant des interconnections fortes entre AVC et
nutrition, autre thématique prépondérante de mon projet de recherche. La forte prise de poids
et surtout 1’obésité sont des facteurs nutritionnels augmentant le risque d’AVC. Inversement,
I’AVC a des conséquences nutritionnelles relevant de la dénutrition et des troubles de
I’alimentation. Celles-ci peuvent avoir un impact tres important sur la récupération post-AVC
et sur la qualité de vie du patient. Une forte perte de poids est communément observée apres
un AVC, y compris chez les patients en bonne condition physique avant la survenue de
I’AVC (Jonsson et al., 2008). Cette perte de poids qui apparait dans plus d’un quart des cas
est considérée comme un marqueur de mauvais pronostic (Collaboration, 2003).

J’ai donc évalué l'effet des supplémentations nutritionnelles en ALA sur le poids
corporel post-ischémique. Notre modele d’ischémie cérébrale entrainait une perte de poids

similaire (environ 12%) dans tous les groupes d’animaux le premier jour apres I’ischémie
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(figure 25A et 25B). Pourtant, le temps mis pour atteindre le niveau de base (qui dépend
habituellement de la durée et de la sévérité de I’ischémie) était inférieur chez les animaux
nourris avec le régime enrichi en ALA. Cette réduction était observée durant la premiere
semaine apres 1’ischémie cérébrale, coincidant avec la récupération spontanée de la fonction
motrice. Cela pourrait expliquer la différence d’effet observée entre la supplémentation orale
et i.v, ou seule la supplémentation orale améliore la récupération motrice post-MCAo (figure
20).

Cela souléve aussi ’hypothése d’une possible importance du métabolisme dans les
effets bénéfiques de la supplémentation en ALA, qui n’a jusque-la jamais été envisagée. Un
effet de la supplémentation en ALA sur le métabolisme post-ischémique serait envisageable,
car ’AVC et I’ALA influencent de nombreux facteurs et voies métaboliques. L’AVC entraine
une augmentation du catabolisme et une diminution de ’anabolisme qui entrainent une
pénurie énergétique conduisant a une fonte musculaire et de la masse graisseuse, contribuant
tous deux a la perte de poids (Gariballa et al., 1998a). Les lecons du « paradoxe de 1’obésité »
suggérant que les patients qui présentent une 1égere obésité (surcharge pondérale) pourraient
avoir un meilleur pronostic post AVC, sous-tendent un lien entre la régulation du poids
corporel et la récupération aprés un AVC. Ainsi, traiter le déséquilibre catabolique/anabolique
apres I’AVC pourrait améliorer I’issue a long terme (Scherbakov et al., 2011). De plus, I’ALA
est impliqué dans le métabolisme, en interagissant directement avec des récepteurs nucléaires,
tels que le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) (Forman et al.,
1997) et les récepteurs des oxystérols (LXR), et donc I’ALA est impliqué dans la régulation
homéostasique et métabolique du glucose et des lipides (Contreras et al., 2013). Bien que
d'autres études soient nécessaires, il est tentant de conclure que le soutien nutritionnel post-
AVC en ALA peut étre une source d’énergie importante et nécessaire pour le soutien
métabolique qui pourrait améliorer le regain du poids corporel a court terme et la récupération

motrice post-AVC.

L’importance de la perte du poids corporel post-AVC et sa possible régulation par
I’ALA m’a conduit a m’intéresser aux mécanismes impliqués dans la perte de poids induite
par une situation pathophysiologique inflammatoire aigue du systtme nerveux central (cf.

dans la partie Résultats, Chapitre 11, ci-apres)
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Figure 25 : Effet de la supplémentation orale et i.v en ALA sur la perte de poids corporel induite par une
MCAo de 30 min.

Diagrammes représentant la perte de poids corporel post-ischémie des animaux supplémentés ou non par voie orale
(A) et par voie intraveineuse (B). Les données sont représentées par un diagramme en boite, les moustaches
représentant les valeurs min et max. (*p<0,05 ; n>30 par groupes ; test t de student non apparié).

Dans un second temps, la récupération cognitive post-ischémique est aussi décrite
pour étre influencée par 1’intégrité de certaines structures cérébrales. Pour évaluer la
maturation de la 1ésion cérébrale a long-terme, j’ai mesuré I’atrophie cérébrale des animaux
au 21°™ jour aprés 1’ischémie. La forte perte tissulaire (12%) qui était observable dans
I’hémisphere ischémié des animaux nourris avec le régime standard était fortement réduite
dans I’hémisphere ischémi€ des animaux nourris avec le régime enrichi en ALA (figure 26A).
Une profonde atrophie d’amplitude similaire était également observée dans 1’hémisphere
ischémié des animaux injectés en i.v mais non supplémentés en ALA (figure 26B). Cette
atrophie était aussi fortement réduite (30%) par la supplémentation i.v en ALA (figure 26B).
Ces résultats suggérant que les deux types de supplémentation pouvaient avoir un effet
protecteur sur la maturation de la 1ésion cérébrale, j’ai étudi€ si elles pouvaient avoir un effet
neuroprotecteur sur I’hippocampe, zone d’importance dans la mémoire et dont les dommages
sont associés a des déficits mnésiques décelables dans le test de la piscine de Morris (Morris
et al., 1982). De plus, les effets neuroprotecteurs sur 1’hippocampe d’une injection i.v d’ALA
ayant déja été mis en évidence 24h apres une ischémie globale transitoire chez le rat
(Lauritzen et al., 2000), un effet bénéfique sur les dommages a long-terme de cette structure
semblait envisageable. Par une coloration au crésyl violet, j’ai montré que 30 min de MCAo
induisaient des Iésions importantes au niveau de 1’hippocampe, 21 jours apres 1’ischémie. En
effet, 45% et 30% des neurones étaient détruits dans 1’hippocampe ischémié des animaux
nourris avec le régime standard et ceux traités au sérum physiologique, respectivement

(données non montrées). La supplémentation orale en ALA réduisait significativement de
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42% la perte neuronale dans 1’hippocampe ischémié comparé au régime standard (figure
26C). De méme, la supplémentation i.v en ALA réduisait également la mort des neurones
dans DI’hippocampe par rapport au traitement au sérum physiologique (figure 26C). La
meilleure préservation des couches du CAl et CA3 de I’hippocampe des animaux

supplémentés en ALA est illustrée par les microphotographies de la figure 26D.
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Figure 26 : Effet de la supplémentation orale et i.v en ALA sur ’atrophie cérébrale et la perte neuronale
hippocampique induite par une MCAo de 30 min.
(A et B) Diagramme représentant le volume hémisphérique contralatéral et ipsilatéral des animaux supplémentés ou

non en ALA, au 2]¢me jour aprés I’ischémie. Les données sont représentées par un diagramme en boite, les
moustaches représentant les valeurs min et max, et le “+” représentant la moyenne (n=6 par groupe) #p < 0,05
versus 1’hémisphére controlatéral respectif, et *p < 0,05 versus le contrdle respectif. (C) Histogramme représentant
la perte neuronale dans 1’hippocampe des animaux supplémentés ou non en ALA, au 216M€ jour aprés la MCAo de
30 min. Les données sont représentées par la moyenne + SEM (n=6 par groupe) *p < 0,05. (D) Coloration au crésyl
violet représentant la Iésion hippocampique 21 jours apres la MCAo.

L’important effet neuroprotecteur des deux types de supplémentation en ALA au
niveau de la lésion hippocampique observée 3 semaines aprés Uischémie est
indéniablement un facteur crucial dans Iamélioration de la récupération cognitive mise en

évidence dans le test de la piscine de Morris.
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De plus, mon laboratoire d’accueil et d’autres équipes ont montré que 1’injection de
I’ALA et un régime enrichi en ALA entrainent la neurogenese et la synaptogenese dans le
cerveau adulte (Nguemeni et al., 2010; Venna et al., 2009). La plasticité cérébrale étant
fortement impliquée dans la récupération fonctionnelle (Kleim and Jones, 2008; Murphy and
Corbett, 2009), une relation de causalité entre la plasticité cérébrale induite par la
supplémentation nutritionnelle en ALA et la récupération cognitive semble concevable.

Nous ne pouvons pas non plus exclure un effet anti-inflammatoire de la
supplémentation en ALA, permettant une amélioration de la récupération fonctionnelle post-
AVC. La neuroinflammation post-ischémique est clairement impliquée dans les dommages
cérébraux. Elle serait également associée a un pronostic défavorable et une moindre
récupération fonctionnelle post-AVC (Allan et al., 2005; Drake et al., 2011). De plus, dans un
modele expérimental d’hypoxie/ischémie cérébrale, les effets anti-inflammatoires des AGPIs
®-3 a LC sont bénéfiques (Zhang et al., 2010). En effet, cette étude a montré qu’une
supplémentation nutritionnelle en EPA/DHA améliore le pronostic neurologique apres un
stress hypoxique et ischémique. Cette amélioration est associée a une réduction de la
neuroinflammation via la microglie (Zhang et al., 2010). Ainsi, a I’heure de la rédaction de ce
manuscrit, I’effet de nos supplémentations nutritionnelles en ALA sur la neuroinflammation

post-ischémique constitue mon troisiéme axe d’étude.

Enfin, en terme mécanistique, une des premieres questions systématiquement posées
est de savoir si les effets bénéfiques de I’ALA sont des effets propres a celui-ci ou s’ils
passent par sa bioconversion notamment en d’autres ®-3, décrits eux aussi pour avoir des
effets bénéfiques (I’ALA étant le précurseur des -3 a LC). Pour étudier I’éventuelle
modification des concentrations cérébrales en acides gras suites aux différentes
supplémentations en 1’absence d’ischémie (figure 27), des analyses lipidomiques ont été

réalisée par le Pr. Michel Guichardant et Mme. Patricia Daira sur la plateforme lipidomique

IbiSA de I’institut Carnot-LISA.
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Figure 27 : Effet de la supplémentation orale et i.v en ALA sur la composition cérébrale en acide gras pré-
ischémique.

(A) Histogrammes représentant la concentration cérébrale en DHA, I’AGPI n-3 majoritaire dans le cerveau (A), le
ratio oméga-6/oméga-3 (B) et la concentration en acides gras saturés, mono-insaturés, poly-insaturés oméga-3 et
oméga-6 (C) dans le cerveau des animaux supplémentés ou non en ALA. Les données sont représentées par la
moyenne + SEM (n=5 par groupe).

La supplémentation en ALA qu’elle soit orale ou i.v n’augmentait pas la concentration
cérébrale en DHA (figure 27A). La consommation du régime enrichi en ALA et le traitement
subchronique en ALA ne modifiaient pas non plus le ratio ®-6/®-3 (figure 27B), ni la

concentration des acides gras saturés, mono- et polyinsaturés (®-3 et w-6) (figure 27C).

Les effets bénéfiques obtenus par la supplémentation en ALA sur la récupération
fonctionnelle ne seraient donc pas dus a un enrichissement des membranes cérébrales en
un de ses dérivés a longue chaine, comme le DHA, ce qui conforte Uidée de intérét d’un

traitement enrichi en ALA face a ’AVC.
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II. La supplémentation nutritionnelle en ALA réduit I’expression post-ischémique
de CCL2 et ses conséquences neurotoxiques et inflammatoires.

Lors de la premiere mise en évidence de I’effet protecteur d’une supplémentation
nutritionnelle en ALA sur les dommages cérébraux induits par I’AVC, nos résultats
montraient que la neuroprotection induite par le régime enrichi en ALA (régime 0,75% ALA
vs régime standard a 0,25% ALA) était associée a une diminution de la péroxydation lipidique
et du stress oxydant post-ischémique (e.g. 24h apres une MCAo de 60 min) (Nguemeni et al.,
2010).

Lors de I’ischémie, la production excessive de radicaux libres et de produits de
péroxydation est concomitante a la libération de cytokines pro-inflammatoires (IL1-f, IL-6,
TNF-a) et de chimiokines (CCL2, MIP-1-a, IL-8) (Conductier et al., 2013; Le Thuc et al.,
2015). Ces facteurs pro-inflammatoires, notamment TNF-a, sont neurotoxiques, lorsqu’ils
atteignent un niveau pathophysiologique. Ils menacent la survie neuronale dans la pénombre
ischémique et contribuent a I’expansion de l’infarctus ischémique. L’inflammation post-
ischémique amplifie les dommages du tissu cérébral induit par I’attaque cérébrale, par une
action directe sur les neurones. De plus, ’AVC ischémique est aussi un exemple
caractéristique du role toxique que peut jouer I'inflammation dans une pathologie.
L’activation de la microglie, I’altération de la barriere hémato-encéphalique et le recrutement
des cellules immunitaires dans le parenchyme cérébral, ont pour conséquence 1’amplification
du processus inflammatoire, le relargage de radicaux libres de I'oxygene et d’enzymes
protéolytiques comme MMP-9 (une protéase connue pour dégrader la lame basale et
contribuer activement a la dégradation de la BHE) (cf. Chapitre 1.D.3). Ce processus
destructeur est contrdlé par des cytokines inflammatoires a fort pouvoir chimio-attractant : les
chimiokines. Les chimiokines comme IL-8 et CCL2 sont produites dans le cerveau 1ésé pour

y guider la migration des cellules inflammatoires (cf. Chapitre 1.D .4.d).

Limiter I’expression de médiateurs pro-inflammatoires spécifiques apres I’AVC est
une solution thérapeutique retenant 1’attention de nombreux chercheurs par son coté novateur.
Or, certaines études épidémiologiques associent le taux sérique d’AGPIs en général et d’»-3
en particulier, au niveau d’expression des marqueurs inflammatoires. Une étude menée sur
une population de 1123 personnes agées de 20-98 ans, a associ€¢ 1’augmentation du taux

plasmatique des ®-3 a des niveaux faibles de marqueurs pro-inflammatoires (IL-6, TNF-a) et
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des niveaux plus élevés de marqueurs anti-inflammatoires (IL-6R, IL-10, TGF-8) (Ferrucci et
al., 2006). Cela suggere qu'un régime supplémenté en ALA pourrait avoir un effet bénéfique

sur I’inflammation ischémique.

A. Un role potentiel de CCL2 dans la protection apportée par la supplémentation

nutritionnelle en ALA.

Dans le modele expérimental utilisé au sein de mon laboratoire d’accueil, I’apport du
régime enrichi en ALA permet la réduction de la 1ésion ischémique 24h aprés une MCAo de
60 min (figure 28A) (Nguemeni et al., 2010). Dans ce modele expérimental, nous avons
étudié une soixantaine de genes (cytokines et chimiokines), connus pour étre pro-
inflammatoires et/ou déléteres dans 1’ischémie cérébrale et identifié le gene le plus exprimé
dans le cortex ipsilatéral 24h apres 1’ischémie, comme étant le géne codant pour la chimiokine
CCL2 (443 fois, p<0,001, figure 28B).

L’augmentation de 1’expression de son ARNm post-ischémique se démarque d’un
facteur 6 a 10 fois plus important que le pool des quatre autres genes les plus fortement
exprimés (CXCL10/IP-10 augmenté 77 fois, CCL7/MCP-3 augmenté 57 fois, CCL4/MIP-1f3
augmenté 49 fois et CCL3/MIP-1a. augmenté 35,8) (figure 28B). Ces quatre chimiokines sont
pourtant impliquées dans 1’inflammation post-ischémique(Kriz, 2006). D’ailleurs, MIP-1a et
MIP-1p partagent le méme récepteur CCRS d’une part, et MCP-3 se lie au méme récepteur
que CCL2 (CCR2). Les facteurs d’augmentation d’expression post-ischémique des autres
genes pro-inflammatoires ne dépassent pas 20 fois : a titre d’exemple, I’expression du TNF-a.,
connu pour ces multiples roles déléteres dans l'ischémie est augmenté de 16 fois en
comparaison de 1’état pré-ischémique (p<0,001).

Chez I’'Homme, CCL2 est surexprimée dans les heures qui suivent la survenue d’un
AVC, au point que I’élévation de son taux sanguin peut étre considérée comme un marqueur
clinique précoce du développement d’une réponse inflammatoire cérébrale apres 1’attaque
(Reynolds et al., 2003). Chez le rongeur, CCL2 a été identifiée comme la chimiokine clé
orchestrant I’infiltration délétere des neutrophiles dans les 24 heures qui suivent 1’ischémie

cérébrale (Dirnagl et al., 1999; Le Thuc et al., 2015).
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Figure 28 : L’expression de la chimiokine CCL2 est associée a la protection obtenue par la supplémentation orale
en ALA aprés une MCAo de 60min.

(A) Mesure de la taille de la Iésion cérébrale, 24h aprés une MCAo de 60 min (n=35 par groupe). (B) Expression du
transcrit codant pour CCL2 24h aprés 1’ischémie en comparaison avec 4 autres chimiokines. Expression génique (C) et
protéique (D) de la chimiokine CCL2 dans I’hémispheére ipsilatéral des souris ischémiées. . Les données sont représentées

par la moyenne = SEM. **p < 0,01. * comparé & la condition standard.

Nous avons donc concentré nos efforts sur cette chimiokine pro-inflammatoire. Nous
avons étudié si la supplémentation en ALA par la consommation du régime enrichi en ALA
est ou non associée a une modification de 1’expression post-ischémique de CCL2. Pour cela
nous avons analysé I’expression des ARNm corticaux des souris, nourries pendant 6 semaines
avec les différents régimes, par la technique de Reverse Transcription et PCR quantitative en
temps réel (RT-qPCR). Cette méthode est la plus sensible et fiable pour mesurer et comparer
I’expression génique en quantifiant le taux d’ARNm. Nos résultats préliminaires suggerent
que 24 heures apres une MCAo de 60 min, I’expression de I’ARNm de la chimiokine CCL2
était réduite d’environ d’un facteur 13 (figure 28C) par le régime enrichi en ALA en

comparaison du régime standard, dans le cortex ipsilatéral des souris. De méme, nous avons
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évalué 1’expression protéique de cette chimiokine dans le cortex ipsilatéral, 24 heures apres
I’ischémie, par la technique de cytométrie de flux. L’expression protéique de CCL2 post-
ischémique était également réduite significativement d’un facteur 7 (figure 28D). Ce résultat

souligne encore I’importance probable de cette chimiokine dans les dommages ischémiques.

La surexpression de CCL2 est retrouvée dans différents modeles animaux d’ischémie
cérébrale focale permanente ou transitoire (Kriz, 2006). Pourtant, a ce jour, son rdle reste
controversé, car son inhibition par différentes techniques expérimentales (dominant négatif,
immunoneutralisation, souris déficiente génétiquement pour le géne CCL2) a conduit soit a la
réduction, soit a I’aggravation des dommages post-AVC (cf. Chapitre [.D.4.d). Pour Kumai et
coll., I'inhibition de son expression par dominant négatif, dans un modele de souris invalidées
semble réduire les dommages post-AVC (Kumai et al., 2004), alors que pour 1’équipe de
Gidday, ni la délétion du gene codant pour CCL2, ni son immunoneutralisation n’est
protectrice contre les dommages ischémiques induits par 1’occlusion transitoire de 1’artere
cérébrale moyenne (MCAo0) (Wacker et al., 2012). Les infarctus cérébraux tendent méme a
étre plus larges chez les animaux déficients en CCL2. De méme, les études in vitro
enrichissent la controverse. Différentes doses de CCL2 ont été testées de 0,72nM a 100nM,
dans différents modeles de stress cellulaire et sur différents types de cultures neuronales
(pures ou en présence de cellules gliales ; et provenant de rat, de souris, ou de lignée
humaine). Dans ces expériences, CCL2 est tantot protectrice, délétere ou inactive. Nous avons
donc entrepris de caractériser in vitro un éventuel potentiel cytotoxique, indépendamment de

son pouvoir chimioattractant.

Pour savoir si la diminution de 1’expression de CCL2, et non sa délétion totale pouvait
étre impliquée dans la neuroprotection associée au régime enrichi en ALA, j’ai évalué I’effet
de différentes doses de cette chimiokine sur une culture primaire de neurones corticaux dans
un modele de stress ischémique cellulaire, I’OGD (« Oxygen Glucose Deprivation ») (figure
2). L’OGD est un modele d’ischémie in vitro qui consiste en la privation transitoire
d’oxygene et de glucose, conduisant a un gonflement des neurones en moins de 60 min, suivie
d’une dégénérescence neuronale au cours des heures suivant I’OGD, en dépit d’un retour en
conditions normales. Cette dégénérescence neuronale induite par ’OGD présente les mémes
caractéristiques que celle observée apres un accident ischémique in vivo. En effet, c’est

également un phénomene dépendant de la concentration calcique extracellulaire, 1’OGD
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entraine une excitotoxicité avec une libération massive de glutamate dans le milieu
extracellulaire et 1’activation des récepteurs glutamatergiques NMDA et AMPA (Goldberg
and Choi, 1993; Gouix et al., 2014). Une revue exhaustive de la littérature des expériences
réalisées in vitro suggere aussi un role ambivalent de cette protéine. Le role neuroprotecteur
d’un prétraitement par de tres faibles doses de CCL2 (inférieure a 10nM) a été mis en
évidence contre différents stress excitotoxiques, y compris dans un modele d’OGD, alors que
des concentrations seulement 5 fois plus grandes (50nM) semblaient suffire a accentuer les
dommages excitotoxiques induits par le NMDA et le Glutamate. Ce concept étant en
adéquation avec notre idée qu’une réduction de I’expression post-ischémique de CCL2 par le
régime enrichi en ALA pouvait €tre neuroprotectrice et participer a la réduction des
dommages neuronaux, j’ai donc testé les doses de 20 et 200nM de CCL2 dans un méme
paradigme expérimental sur des cultures primaires de neurones corticaux, exposés ou non a
une OGD d’une durée de 60 min. Le temps de 60 min a été choisi pour réaliser un parallele
entre les résultats obtenus in vivo et in vitro. Ces expériences devaient permettre de statuer sur
la neurotoxicité de I’expression de CCL2 en conditions physiologique et pathophysiologique
et de nous éclairer sur I’éventuel effet d’une modification de la concentration de CCL2 par
I’ALA en reproduisant notamment le facteur de réduction de 1’expression de CCL2 observé
dans nos expériences in vivo en fonction de la teneur en ALA des régimes (Figure 28D).

Sur des cultures « pures » de neurones (e.g. 95% de neurones et 5% de cellules
gliales), comme sur des cultures mixtes de neurones et d’astrocytes, I’application des doses de
20 et 200 nM de CCL2 n’affectait pas la survie neuronale pendant 24 heures en absence de
stress (figure 29). En revanche, la présence de 200nM aggravait séverement la mortalité
neuronale, contrairement a la concentration de 20nM de CCL2 qui améliorait 1égerement la
survie neuronale 24h apres 60 min d’OGD, comparée a la condition OGD sans la présence de
CCL2 (figure 29). Des résultats similaires étaient observables avec des cultures mixtes
neurones/astrocytes (figure 29). La présence de CCL2 ne semblait pas neurotoxique en
absence de stress, y compris a la dose de 200 nM. Par contre, s’il en était de méme en cas
d’OGD pour la concentration de 20 nM qui n’affectait pas la mortalité neuronale,
I’augmentation de la concentration de CCL2 a 200nM de CCL2 accentuait des dommages
neuronaux 24h apres 60 min d’OGD (figure 29).

Nos résultats apportent plusieurs pierres a la littérature concernant la dangerosité de
CCL2 pour les neurones. Il clarifie I’existence d’effets différents de CCL2 en fonction de sa

concentration, des types cellulaires et des conditions expérimentales. CCL2 ne semble pas
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étre neurotoxique par elle-méme. Le fait qu’en faible quantité, elle puisse méme Etre
neuroprotectrice in vitro explique en partie les controverses sur son effet, et pourquoi son role
chimiotactique est pressenti comme étant le plus important dans 1’extension des dommages
neuronaux.

Pour autant, nos résultats établissent clairement qu’une augmentation importante
de la concentration de CCL2 est délétere pour les neurones soumis a un stress ischémique,

et que la limiter, sans toutefois supprimer totalement la chimiokine du milieu, serait

protecteur.
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Figure 29 : Effet dose-réponse de CCL2 sur la viabilité neuronale 24 heures apres une
OGD de 60 min sur des cultures de neurones en présence ou non d’astrocytes.

Effets des différentes doses de CCL2 (20 et 200 nM) sur la viabilité des cultures de
neurones pures ou associés aux astrocytes, 24h apres un modéle d’ischémie in vitro, ’OGD
de 60 min.. Les données sont représentées par la moyenne + SEM. (*) comparé a la
condition contrdle sans OGD, ($) comparé a la condition OGD sans CCL2 et (#) comparé
entre les conditions avec CCL2 en condition d’OGD. *, §, # p < 0,05; *** ### p<0,001.

Nous nous sommes donc naturellement intéressés a 1’éventuelle régulation de
I’expression de CCL2 par I’ALA et a sa capacité a protéger les neurones contre I’OGD. J ai
donc étudié 'effet de 100uM d’ALA — dose décrite pour protéger contre différents stress
excitotoxiques (Blondeau et al., 2009; Lauritzen et al., 2000) — sur la variabilité neuronale

apres 60 min d’OGD (figure 30).
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Figure 30 : Effet d’un prétraitement d’ALA (100uM) sur les dommages neuronaux induits par une OGD

de 60 min.

(A) Mesure de la viabilité des neurones par un comptage cellulaire, 24h apreés une OGD de 60 min, avec ou sans
prétraitement (de 2 ou 12h) d’ALA a 100uM. (B) Mesure indirecte de la viabilité neuronale par le test du MTT
sur une culture “pure” de neurones, 24h aprés une OGD de 60 min, avec ou sans prétraitement de 2h d’ALA.
(C) Viabilité¢ neuronale évaluée par un comptage cellulaire sur des cultures mixtes neurones/astrocytes 24h
aprés une OGD de 60 min, avec ou sans prétraitement de 2h d’ALA. Mesure indirecte de la viabilité cellulaire
par le test du LDH sur des cultures “pures” de neurones (D) ou mixtes (E) a différents temps (0, 3 et 6h) apres
une OGD de 60 min. Les valeurs expérimentales de LDH sont normalisées par rapport a la mortla mort
cellulaire observée dans la condtion “ctl OGD”. Les données sont représentées par la moyenne = SEM. *

#p<0,05; ##p < 0,01; ###p < 0,001.
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Sur des cultures primaires de neurones corticaux « pures » de souris, ’OGD de 60 min
entrainait approximativement 30% de mort neuronale (figure 30A), évaluée par comptage
cellulaire 24h apres I’OGD. Ce point de 24h a été choisi pour pouvoir comparer les résultats
de protection cellulaire obtenus in vivo et in vitro. Cette mortalité induite par I’OGD était
réduite d’un tiers par I’application d’un prétraitement de 2 heures d’ALA (100uM). Cette
protection a été mise en €vidence par plusieurs méthodes dont le classique comptage
cellulaire (figure 30A) et le test du MTT (figure 30B). Ce dernier évalue [’activité
mitochondriale reflet de la santé cellulaire en mesurant par colorimétrie la formation de
cristaux de formazan, un produit de la réduction du tetrazolium par les déshydrogénases
mitochondriales. L’OGD de 60 min réduisait 1’activité mitochondriale des neurones de plus
de 60%, et I’application de I’ALA diminuait significativement cette réduction d’activité
cellulaire (figure 30B). De plus, I’augmentation du temps de prétraitement a 12h n’augmentait
pas la neuroprotection mise en évidence par comptage des neurones dans des culture « pures »
(figure 30A). Comme les neurones en culture mixte étaient aussi protégés d’une OGD de
60min par un prétraitement de 2 heures d’ALA (figure 30C), nous avons donc poursuivi notre

étude avec un prétraitement de 2 heures.

La neuroprotection du prétraitement d’ALA contre I’OGD a été confirmée dans les
cultures de neurones pures et mixtes (figure 30D et 30E), évaluée par le test du LDH (Lactate
DésHydrogénase). L’OGD entrainait une forte libération de 1’enzyme LDH dans les 6
premieres heures post-OGD (figure 30D). Cette libération de LDH est considérée comme un
marqueur indirect de la cytotoxicité. La figure 30D montre que le prétraitement d’ALA
(100uM) réduisait la libération de LDH par les neurones. Le pic de libération de LDH était
légerement retardé par la présence d’astrocytes dans les cultures (figure 30E), rappelant le
role protecteur des astrocytes notamment par leur capacité a capturer le glutamate et limiter

I’excitotoxicité.

Nos résultats indiquent qu’un prétraitement de 2h d’ALA protége les neurones face
a un stress ischémique in vitro. De plus il semblerait que la présence des astrocytes ne

modifie pas la capacité neuroprotectrice de ’'ALA.

L’étape suivante a été d’identifier les cellules responsables de la production de la
chimiokine CCL2 et de savoir si la neuroprotection apportée par I’ALA pouvait étre corrélée

a une réduction de I’expression de cette chimiokine dans notre modele d’AVC in vitro.
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Pour cela, j’ai quantifié 1’expression génique de CCL2 dans des cultures de neurones «
pures », d’astrocytes « pures » et dans des cultures mixtes (neurones/astrocytes) a différents
temps apres une OGD de 60 min (figure 31A). L’OGD entrainait une forte expression de
I’ARNm codant CCL2 dans les cultures de neurones (figure 31A). En effet, une augmentation
d’un facteur supérieur a 6,5 et a 3 était toujours enregistrée 24 heures apres 1’OGD dans les
cultures de neurones pures et mixtes, respectivement. A noter que si I’OGD n’avait aucun
impact sur I’expression génique de CCL2 dans les astrocytes, leur présence ralentissait la
production de cette chimiokine par les neurones (figure 31A), soulignant encore une fois le
role protecteur des astrocytes. J’ai réitéré cette expérience, en prétraitant ou non les cultures
cellulaires avec de I’ALA (figure 31B). Nos résultats préliminaires montrent que la
surexpression neuronale de CCL2, 24 heures apres une OGD, était réduite par 3 lors d’un
prétraitement de 2h avec 100uM d’ALA (figure 31B). L’ ALA par lui-méme est donc capable

de réduire la sécrétion de CCL2 par les neurones.

Ces résultats in vitro montrent que I’ALA peut réduire I’expression neuronale de
CCL2 qui est neurotoxique dans le stress ischémique. Cela suggeére que la réduction de
Peffet neurotoxique de CCL2 pourrait étre un mécanisme neuroprotecteur de 'ALA. Pour
autant, les neurones ne sont pas décrits pour étre la source majoritaire de CCL2 apres un
AVC : la production majoritaire de cette chimiokine étant principalement due aux cellules
inflammatoires, dont la microglie activée, principale cellule immunitaire cérébrale (Yan et

al.,2007).
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Figure 31 : Effet d’un prétraitement d’ALA (100uM) sur I’expression génique de CCL2
apreés une OGD de 60 min.

(A) Expression génique de CCL2 dans des cultures de neurones « pures », d’astrocytes « pures »
et dans des cultures mixtes (neurones/astrocytes) a différents temps (0, 3, 6 et 24h) aprés une
OGD de 60 min. (B) Expression génique de CCL2 dans des cultures de neurones « pures » et
dans des cultures mixtes 24h aprés une OGD de 60 min, avec ou sans prétraitement d’ALA
(100uM). Les données sont représentées par la moyenne + SEM. (*) comparé a la condition sans
OGD; (#) comparé¢ a la condition controle OGD.*p<0,05; ***p < 0,001; #p<0,05.

Comme décrit dans I’introduction du manuscrit (cf. Chapitre [.D .4.a), la microglie est

I’une des premieres cellules non neuronales a répondre lors d’un AVC ischémique.

In vitro, I’0OGD entraine la prolifération, I’activation, augmentation de la synthese des
récepteurs et de médiateurs inflammatoires comme 1’expression de CCL2, par la microglie
(Barakat and Redzic, 2015; Inose et al., 2015; Kato and Walz, 2000; Shang et al., 2009). Le
méme type de réponse est décrit in vivo dans différents modeles d’ischémie cérébrale (voir

revues : (Hanisch and Kettenmann, 2007; Taylor and Sansing, 2013; Weinstein et al., 2010) ),
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y compris dans le modele MCAo qui induit une forte prolifération de la microglie dans

I’hémisphere ischémié (Campanella et al., 2002).

Nos résultats préliminaires, bien que réalisés sur un faible nombre d’animaux,
confirment qu’'une MCAo de 60 min augmentait le nombre de cellules microgliales dans
I’hémisphere 1€ésé (figure 32A et 32B). Vingt-quatre heures apres I’ischémie de 60 min, le
nombre de cellules marquées positivement Iba-1, chez les souris nourries au régime standard,
a été augmenté d’environ 30 % dans le cortex ischémié et de 67% dans le striatum ischémié,
comparé a leurs cotés contralatéraux respectifs (figure 32A et 32B). La supplémentation en
ALA réduisait le nombre de cellules marquées Iba-1" de 22% et de 30%, respectivement dans
le cortex et striatum 1€sé (figure 36B). Il est a noter que la microglie était aussi réduite dans le
cortex contralatéral des souris supplémentées en ALA, comparée aux souris non
supplémentées (figure 32B). Cela sous-tend un effet protecteur de I’ensemble du cerveau par
la supplémentation en ALA, néanmoins, cela signifie également que dans le modele de
MCAo, I’hémisphere contralatéral n’est pas forcément le contrdle idéal, car une réponse
inflammatoire pourrait s’y produire (Buga et al., 2008). Il faudrait donc réévaluer
I’augmentation du nombre de cellules microgliales de nos animaux ischémiés par rapport a
des animaux n’ayant pas subi d’ischémie cérébrale (animaux « sham »), dans les mémes

conditions de supplémentation.

La capacité de la supplémentation en ALA a interférer avec la réponse microgliale par
la réduction de sa prolifération, nous a conduit a €tudier son effet sur un autre parametre
crucial dans I’établissement des dommages, a savoir I’activation microgliale. Pour cela, j’ai
étudié par cytométrie de flux avec le Dr. Agnes Petit-Paitel, ’expression des antigénes
CDl1lc, CD86 et CD68, décrits pour étre des marqueurs d’activation microgliale (cf. Chapitre
I.D4.b). L’expression de ces trois marqueurs d’activation était augmentée dans 1’hémisphere
ischémié (figure 32D). La supplémentation en ALA réduit 1’expression de ses marqueurs
d’activation dans I’hémisphere ischémié, confirmant un effet de la supplémentation en ALA
sur la réponse microgliale. Et plus particulierement CD86, qui était réduit significativement
de 25% comparé a I’expression cérébrale des souris nourries au régime standard (figure 32D).
CD86 est I’un des marqueurs d’activation microgliale le plus étudié lors d’une inflammation
cérébrale (Remington et al., 2007). Comme précédemment, il est a noter que la
supplémentation en ALA a un effet global sur le cerveau, car I’activation microgliale était

aussi réduite dans une moindre mesure dans 1’hémisphere contralatéral (figure 32D).
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Figure 32 : Effet du régime enrichi en ALA sur la réponse microgliale 24 heures aprés une MCAo de 60
min.

(A) Photographie représentant un immunomarquage Iba-1 (un marqueur microglial) effectué¢ sur des coupes de
cerveaux 24h aprés une MCAo de 60 min. (B) Histogramme représentant la quantification des cellules Tba-17
dans le cortex et le striatum, ischémié et contralatéral. La barre d’échelle est de 100 um, applicables a toutes les
coupes. (C) Graphique représentant le niveau d’expression de CD86 dans la microglie de 1’hémisphére ipsilatéral
des animaux, 24h aprés une MCAo de 60 min, en fonction de la teneur en ALA du régime, évalué par la
technique de cytométrie de flux. L’isotype CD86 permet d’obtenir le bruit de fond (contrdle négatif). (D)
Histogramme représentant la fluorescence moyenne des marqueur de la microglie activée dans I’hémisphere
contralatéral et ischémié, 24h aprés une MCAo de 60 min. Les données sont représentées par la moyenne = SEM
(n = 6 par groupe). (*) comparé a la condition Std. *p<0,05.

Nos résultats préliminaires suggeérent donc que la supplémentation en ALA
permettrait de réduire la réponse microgliale post-ischémique, réduisant la prolifération

de la microglie et/ou leur activation suite a U'ischémie.

Nous avons ensuite utilisé le modele in vitro pour étudier 1’éventualité d’un effet
direct de ’ALA sur la prolifération et I’activation de la microglie. Pour cela, nous avons

étudié I’effet de 100uM d’ALA sur une la réponse a une ischémie in vitro par OGD sur une
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lignée microgliale de souris immortalisée BV2 (Qin et al., 2013). Les BV2 sont décrites pour

répondre a ’OGD, notamment en proliférant et s’activant.

Nos résultats confirment que 1’OGD entrainait la prolifération des cellules
microgliales BV2 (figure 33A). Le comptage cellulaire, 6 heures apres ’OGD, indiquait une
augmentation de 30% du nombre de cellules microgliale. Cette augmentation n’existait pas en

présence de I’application de 100xM d’ALA (figure 33A).

L’OGD entraine une forte activation des cellules microgliales BV2, démontré par la
surexpression de différents marqueurs d’activation (Barakat and Redzic, 2015). Pour notre
étude, nous avons utilisé le test du MTT pour mesurer I’activité mitochondriale de ces
cellules. L’activité mitochondriale des cellules BV2 était augmentée suite a 1’OGD. Les
cellules étant a confluence et sans sérum, une augmentation de 1’activité mitochondriale ne
pouvait étre due a une augmentation de la prolifération (nombre de cellules). Aussi, la
normalisation de 1’activité mitochondriale par le nombre de cellules microgliales reflétait de
maniere indirecte 1’état d’activation des cellules microgliales (figure 33B). En effet, il a été
montré que ’activité mitochondriale de la microglie était impliquée dans 1’activation et
I’expression de médiateurs pro-inflammatoire (Park et al., 2013). Vingt-quatre heures apres
une OGD, I’activation de la microglie BV2 était augmentée significativement d’environ 30%

(figure 33B), et le prétraitement d’ALA réduisait cette augmentation de moiti€ (figure 33).
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Figure 33 : Effet du prétraitement d’ALA sur la prolifération et ’activation des cellules microgliales BV2
suite 2 une OGD.

(A) Histogramme représentant la vitesse de prolifération par comptage cellulaire sur une culture de microglie a
20% de confluence et en présence de facteurs de croissance, 6h aprés une OGD de 120 min. (B) Histogramme
représentant 1’activité cellulaire microgliale, évaluée par le test du MTT et rapportée par le nombre de cellules
comptées, sur une culture de microgle a confluence et sans facteurs de croissance, 24h aprés une OGD de 120
min. Les données sont représentées par la moyenne £ SEM. (*) comparé a la condition sans OGD; *p<0,05. (#)
comparé¢ a la condition Ctrl OGD; #p<0,05.
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Nos résultats préliminaires indiquent que ’ALA pourrait avoir une action directe
sur la microglie, en réduisant leur activation et leur prolifération induits par un stress
ischémique. Nous sommes actuellement en train d’étudier Ueffet de 'ALA sur la sécrétion

des médiateurs pro inflammatoires microgliaux suite a stress ischémique.

La microglie étant une source importante de CCL2 (Inose et al., 2015), la réduction
de Pactivation et du nombre de microglie présent dans le cerveau par la supplémentation
en ALA pourrait étre majoritairement impliquée dans la réduction de I’expression de cette
chimiokine par 'ALA dans notre modéle d’AVC murin. Cela permet ainsi de diminuer a la
fois sa neurotoxicité en condition ischémique mais aussi son pouvoir chimio-attractant

responsable de Uinfiltration leucocytaire et I’exacerbation de la réponse inflammatoire.

Ces résultats nous ont donc conduit a étudier in vivo ’effet de la supplémentation en
ALA sur I'infiltration leucocytaire, apres une MCAo, qui est responsable de la sécrétion de

nombreux médiateur inflammatoires, dont la chimiokine CCL2 (cf. Chapitre 1.D 4.a).
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Figure 34 : Effet du régime enrichi en ALA sur Dinfiltration leucocytaire, 24h aprés une MCAo de 60

min.

(A) Photographie représentant un immunomarquage IgG effectué sur des coupes de cerveaux 24h aprés une
MCAo de 60 min. (B) Histogramme représentant la surface marquée IgG™ dans le cortex et le striatum,
ispilatéral et contralatéral. La barre d’échelle est de 100 um, applicables a toutes les coupes. (C) Analyse
représentative des nuages de point obtenues a partir de cellules de I’hémisphére ipsilatéral de souris ischémiées,
évaluée par la technique de cytométrie de flux. Selon les différents marquages, les populations de microglies, de
neutrophiles, et de monocytes résidents et infiltrés ont été différenciées. (D) Histogramme représentant la
proportion de neutrophiles (neutro.) et de monocytes (mono.) infiltrés dans le parenchyme cérébral ipsilatéral,
24h apres une MCAo de 60min.

Les données sont représentées par la moyenne = SEM (n = 6 par groupe). (*) comparé a la condition Std.
*p<0,05.

L’infiltration leucocytaire post-ischémique étant associée a une perturbation de la
BHE, nous avons dans un premier temps €évalué cette infiltration de maniere indirecte en
mesurant D’intégrit¢ de la BHE, par D’extravasation de protéine sérique tel que
I’immunoglobuline G (IgG) (Sandoval and Witt, 2008). Un marquage immunohistochimique
avec un anticorps ciblant 1’antigene IgG sur des coupes de cerveaux, 24h apres une MCAo de
60 min montre que I’extravasation des protéines IgG était augmentée d’environ 30% dans le
cortex ischémié comparé au contralatéral, chez les souris nourries au régime standard (figure
34A et 34B). Celle-ci était significativement réduite par la supplémentation en ALA. Cela

traduit que le régime enrichi en ALA réduit la détérioration de la BHE et donc I’infiltration

leucocytaire.
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L’étape suivante a été d’étudier I’effet de la supplémentation en ALA sur la proportion
des différents types cellules immunitaires, au niveau du parenchyme cérébral 1ésé, 24h apres
la MCAo. Pour cela une analyse de cytométrie de flux a été effectué, par 1’étude de plusieurs
marqueurs cellulaires. La figure 34C illustre les profils par cytométrie de flux avec les
marqueurs CD11b et CD45, d’une part qui a permis d’isoler la microglie (CD11b™"/CD45™")
des polynucléaire neutrophiles (PNN) et les monocytes (CD11b™"/CD45""). La deuxiéme
analyse par cytométrie de flux permet ensuite de différencier la microglie des PNN grice aux
marqueurs LY6C et LY6G, les neutrophiles étant LY6G'/LY6C™ " et les monocytes infiltrés
LY6G/LY6C". Cette caractérisation de l’infiltration leucocytaire a permis de mettre en
évidence un effet de la supplémentation sur I'infiltration en réponse a une MCAo de 60 min
(figure 34D). L’hémisphere ischémié des souris nourries au régime standard présente 53% de
neutrophiles et 46% de monocytes, celui des souris supplémentées en ALA présente 61 % de
neutrophiles et 39 % de monocytes (figure 34D). Nos résultats confirment une modification

de I'infiltration leucocytaire.

Les neutrophiles sont les premieres cellules sanguines présentent dans le parenchyme
cérébral apres un AVC (Garcia-Bonilla et al., 2014; Gelderblom et al., 2009). Leur infiltration
contribue a la pathogenese de I’AVC ischémique. En effet, les neutrophiles vont libérer des
ROS, des enzymes protéolytiques et une multitude de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires, dont CCL2 (Kriz, 2006; Yilmaz and Granger, 2008). L’infiltration des
neutrophiles précede celle d’autres cellules inflammatoires, tels que les monocytes (Kriz,
20006). 11 se pourrait donc que nos résultats traduisent un ralentissement de la réponse neuro-
inflammatoire post-ischémique et donc un effet protecteur de la supplémentation en ALA, en
ralentissant I’infiltration des monocytes. Pour confirmer notre hypothése, il faudrait étudier la
proportion de ces cellules 7 jours apres I’occlusion, lorsque les monocytes atteignent leur pic
d’expression cérébrale (Jin et al., 2010). Toutefois, nos résultats suggerent que la réduction de
I’expression neuronale et hypothétiquement microgliale de CCL2 par I’ALA entrainerait la
réduction de l’infiltration des monocytes, qui sont la source principale de CCL2 dans le
cerveau ischémié (Yoshimura et al., 1989a; Yoshimura et al., 1989b). Il est donc tentant
d’imaginer que la réduction de 1’expression de CCL2 par toutes les cellules offrirait un cercle
vertueux, puisque CCL2 est nécessaire pour le recrutement des cellules inflammatoires
(neutrophiles, monocytes, lymphocytes T, et cellules NK) au niveau de la 1€sion, apres une

ischémie cérébrale (Schilling et al.,, 2009). Ainsi, l’atténuation générale de la
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neuroinflammation post-ischémique pourrait fortement participer a la réduction de

I’expression de CCL2, par I’ALA, observée in vivo.

En conclusion, nos résultats suggerent un lien solide entre ’ALA, la protection
cérébrale et la réduction de Iexpression post-AVC de CCL2. Ils démontrent un possible
role neurotoxique de CCL2 en condition ischémique indépendant de son pouvoir
chimioattractant. Nos résultats révélent que dans son ensemble la supplémentation en ALA
a un action anti-inflammatoire via la réduction de CCL2, que ce soit au niveau des

neurones, de la microglie ou indirectement des leucocytes.
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III. Role et mécanismes d’action de la chimiokine CCL2 dans la perte de poids
induite par une inflammation centrale (Annexe 4)

L’inflammation centrale a une importance capitale dans les conséquences de ’AVC
(cf. Chapitre I.D .4). Récemment, la question de son influence dans la prise de poids et dans le
comportement alimentaire lors de 1’établissement de 1'obésité a émergé. Comme
I’inflammation centrale pourrait €tre en lien direct avec ma thématique de recherche en
influencant notamment la perte/récupération de poids apres I’AVC, nous nous sommes
intéressés a l'influence de I’inflammation centrale, sur la perte de poids, et plus
particulierement de la chimiokine CCL2, connue pour étre délétere dans I’AVC (cf. Chapitre
I.D.4.d). Cette partie de mon travail de theése s’integre dans une collaboration entre Nicolas
Blondeau et le Dr. Carole Rovere, étudiant 1’effet de la neuroinflammation sur les réseaux

neuronaux contrdlant la perte de poids.

Dans le cadre de notre collaboration, nous nous sommes concentrés sur 1’inflammation
cérébrale aigiie qui se produit lors d’un AVC ou d’infections y compris nosocomiales, et non
chronique qui a été décrite dans des modeles de neurodégénérescence. Cette inflammation
aigiie a été induite par I’injection de LPS. Administré en périphérie, le LPS est connu pour
entrainer une inflammation périphérique et centrale, une perte d’appétit et de poids (Konsman
et al., 2002). D’apres la littérature récente, I’inflammation centrale induite par le LPS serait un
facteur prépondérant en comparaison de I'inflammation périphérique dans 1’induction de la
perte de poids (Wisse et al., 2007). Aussi pour s’affranchir de ce débat entre I’importance de
I’inflammation centrale et périphérique dans I’induction de la perte de poids, nous avons
induit une neuroinflammation aigu€, par une injection en i.c.v de LPS. Celle-ci entrainait une
perte de poids des animaux d’environ 11% en 24h (figure 35A). Cette perte de poids était
associée a une augmentation de 1’expression génique des cytokines pro-inflammatoires IL-1f3,
IL-6 et TNF-a dans I’hypothalamus, le centre de la régulation centrale de la prise alimentaire
(figure 35B). Cette augmentation précédait la diminution de I’expression génique et protéique
de 2 peptides orexigenes (favorisant la prise alimentaire), la MCH (melanin-concentrating
hormone) (figure 35C et 35D) et I’Orexine (données non montrées ici ; figure EV4 de
I’annexe 4). Aussi, j’al pu contribuer au criblage par PCR quantitative en temps réel qui a mis
en évidence une forte augmentation de I’expression génique des ligands des récepteurs de

chimiokines CCR2, CCR1, CCR3 et CCRS, et plus particulierement de la chimiokine CCL2
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(figure 35E et 35F), entre la premicere vague d’activation de I’expression génique des

cytokines, et avant la diminution de I’expression génique de la MCH et de 1’Orexine.
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Figure 35 : Effet de I’injection i.c.v de LPS sur la perte de poids corporel, et I’expression de cytokines pro-
inflammatoires et sur I’expression du peptide orexigénique MCH.

(A) Effets de différentes doses de LPS (i.c.v) sur la perte de poids corporel (n=6 a 12). (B) Expression génique des cytokines
pro-inflammatoires (IL1, IL6 et TNF) dans I’hypothalamus des souris injectées au LPS en i.c.v a différents temps post-
injection, normalisée avec les valeurs des souris injectées en i.c.v avec du S.Phy. Expression génique et protéique du peptide
MCH ( C et D) et de la chemiokine CCL2 (E et F) dans I’hypothalamus des souris injectées avec du LPS en i.c.v.

L’analyse des RT-PCR aux différents temps post-injection est réalisée en normalisant par rapport aux souris injectées au S.Phy.
en ic.v. Les données sont représentées par la moyenne + SEM (n=6 par groupe) *p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001, injection de
LPS en i.c.v comparée a I’injection de S.Phy. en i.c.v.

Cela nous a conduit a étudier I’hypotheése d’une participation prépondérante de la voie
CCL2/CCR?2 dans I’effet de la neuroinflammation, induite par 1’injection i.c.v de LPS, sur la
diminution de I’expression génique de la MCH et dans la perte de poids. L’inactivation
pharmacologique de CCR2, chez les souris sauvages, par un antagoniste spécifique
(INCB3344), ou son invalidation génique (modele de souris déficiente pour le CCR2)
supprimait les effets du LPS sur I’expression des cytokines pro-inflammatoires et des
neuropeptides orexigenes, MCH et oréxine. Ces résultats suggerent que la signalisation

CCL2/CCR2 joue un role capital dans la régulation négative de la MCH associée a la
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neuroinflammation induite par le LPS. Pour valider cette hypothese, nous avons réalisé des
injections i.c.v de la protéine CCL2 (figure 36). Celle-ci reproduisait les effets du LPS. Elle
induisait une  inflammation  cérébrale  (augmentation de  I’expression  des
cytokines/chimiokines ; figure 36A, 36B et 36C) et diminuait 1I’expression des neuropeptides
orexigenes dans I’hypothalamus (figure 36D et 36E). Ces effets étaient abolis par la co-
injection de I’antagoniste spécifique du CCR2 (INCB3344) chez des souris sauvages, et

étaient aussi inexistants chez les souris CCR2" (figure 36F).
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Figure 36 : Effet de ’injection i.c.v de CCL2 sur I’expression de cytokines pro-inflammatoires et des
peptides orexigéniques dans I’hypothalamus.

(A) Expression génique des cytokines pro-inflammatoires (IL1, IL6 et TNF) dans I’hypothalamus des souris
injectées avec CCL2 en i.c.v a différents temps post-injections. Expression protéique et génique de la
chimiokine CCL2 (B et C) et du peptide MCH (D et E) dans I’hypothalamus des souris injectées avec CCL2
en i.c.v. L analyse des RT-PCR aux différents temps post-injection est réalisée en normalisant avec les valeurs
des souris injectées au S.Phy. en i.c.v. Le cérébellum a été¢ utilisé comme controle négatif. Les données sont
représentées par la moyenne = SEM (n=6 par groupe) *p < 0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 i.c.v CCL2 vs i.c.v
S.Phy. (F) Effet de I’inhibition génétique et pharmacologique de CCR2 sur ’expression génique de MCH,
18h apres I’injection de CCL2 en i.c.v.

Page 147 sur 195



J’ai réalisé des marquages immunohistochimiques révélant I’expression du récepteur
de CCR2 sur 70% des neurones a MCH (figure 37A), le Dr. Alice Guyon a réalisé des
expériences d’électrophysiologie (figure 37B et 37C) et le Dr. Ophélia Le Thuc a réalisé des
expériences de sécrétion pour étudier la capacité de CCL2 a moduler directement ’activité
des neurones a MCH. Les expériences de patch-clamp réalisées par le Dr Alice Guyon sur
tranches de cerveaux de souris suggerent que CCL2 pouvait diminuer 1’excitabilité des
neurones a MCH, et I’application de 1’antagoniste spécifique du CCR2 (INCB3344) inhibait
cette diminution (figure 37B et 37C). Celles réalisées par le Dr. Ophélia Le Thuc, sur des
explants hypothalamiques, suggerent que 1’application de CCL2 diminuait drastiquement la
libération de MCH induite par un choc dépolarisant au KCL (figure 37D). Cet effet de CCL2
sur la libération de MCH était aboli par la co-application de 1’antagoniste spécifique du CCR2
(figure 37D). Ces résultats révelent clairement des effets cellulaires et moléculaires de CCL2
sur le systetme peptidergique des neurones a MCH, pouvant entrainer les mémes
conséquences pathophysiologiques que le LPS. L’injection i.c.v de CCL2 entrainant une
diminution du poids (figure 37E), cela renforce 1'idée que 1’expression de CCL2 et
I’activation la voie CCL2/CCR2 serait un acteur majeur de la perte de poids associée a

I’inflammation hypothalamique induite par le LPS.
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Cette importante contribution de la voie CCL2/CCR2 a la perte de poids associée a
une inflammation hypothalamique de forte intensité a été définitivement mis en évidence, en
montrant que I’inactivation pharmacologique de CCR2, chez les souris sauvages, avec
I’antagoniste spécifique du CCR2, ou son invalidation génique diminuait massivement la
perte de poids engendrée par le LPS (eg environ 35% et 51% respectivement, 26h apres

I’injection de 500 ng LPS) (figure 38A et 38B).
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Figure 38 : Importance de la voie de signalisation CCL2 dans la perte de poids induite par le
LPS.

(A) % de variation de poids comparé au poids corporel initial, a différents temps (entre 2 et 48h)
apres ’injection i.c.v de sérum physiologique, d’INCB3344, de LP, ou de LPS+INCB3344 dans les
souris sauvages (n = entre 6 et 12). (B) Facteur de perte de poids comparé au contrle injecté au
sérum physiologique, 26 heures aprées I’injection i.c.v de LPS ou de LPS+INCB3344 dans les souris
sauvages, ou de LPS dans les souris CCR2 KO (n=6). Les données sont représentées par la moyenne
+ SEM. *, §, # p < 0,05; **, §§ ## p<0,01; ***, §§3, ## p<0,001. * compare I’injection de sérum
physiologique et de LPS; $ compare I’injection de sérum physiologique et de LPS+INCB3344; et #
compare I’injection de LPS et de LPS+INCB3344.

Pour conclure, notre collaboration avec le Dr. Rovere a permis d’identifier la voie
CCL2/CCR2 comme acteur crucial de la perte de poids associée a une neuroinflammation
induite par le LPS. Mes travaux sur la récupération fonctionnelle post-AVC ayant attiré
Pattention sur Uimportance de la gestion de la perte de poids dans la récupération
fonctionnelle post-AVC, le systtme CCL2/CCR2 pourrait étre un candidat intéressant a
étudier en lien entre la supplémentation en ALA, la perte de poids, la récupération

fonctionnelle et la neuroinflammation.

Page 150 sur 195



Conclusion et Perspectives

Peu de neuropathologies sont aussi complexes et dévastatrices que ’AVC, une des
principales causes de mortalité et d’handicaps dans le monde. Les études précliniques ont
identifi¢ plus de 1000 molécules ayant des propriétés neuroprotectrices dans différents
modeles expérimentaux d’AVC ischémique. Cela a engendré de grandes attentes au niveau
clinique et plus de 500 publications traitent d’études cliniques sur I’AVC. Or a ce jour la
quasi-intégralité¢ des essais cliniques ont échoué engendrant un désert thérapeutique face a
I’AVC. Devant I’absence de médication, les stratégies mises en place se veulent le plus
intégrative possible : prévention des facteurs de risque, prise en charge hospitaliere optimisée
a I’admission aux urgences et suivi en service de réadaptation. La vision de la prise en charge
de I’AVC se doit et devient « globale ».

C’est dans ce contexte que 1’idée d’une intervention nutritionnelle a émergé,
notamment avec les AGPIs o-3. Mon laboratoire d’accueil s’est focalisé sur le précurseur des
AGPIs ®-3 d’origine végétal, 1’acide a-linolénique. Leurs travaux ont démontré que la
supplémentation nutritionnelle en ALA, par voie orale et i.v, permet de réduire les dommages
ischémiques en ayant un effet neuroprotecteur direct (via le canal potassique TREK-1) et en
favorisant la vasodilatation des artéres cérébrales et la neuroplasticité. Pour autant, ’AVC
¢étant la premicre cause d’handicap acquis dans le monde, la réduction des séquelles motrices
et cognitives est le critere qui revét a ’heure actuelle le plus d’importance pour le clinicien,
comme pour le patient. Trop longtemps oubli¢ de la recherche préclinique, étudier I’effet d’un
traitement potentiel sur la récupération fonctionnelle s’impose actuellement comme le
parametre crucial pour la translation clinique d’un traitement contre ’AVC. Et c’est cette
approche proposée par le laboratoire qui a motivé mon doctorat, puisqu’elle pourrait un jour
avoir un impact sociétal. Par conséquent, le premier aspect de mon doctorat dans lequel je me
suis intégralement investi a ét¢ d’étudier le potentiel de la supplémentation nutritionnelle en
ALA sur la récupération fonctionnelle post-AVC.

Mes premiers travaux visaient a évaluer D’effet de I’ALA, tout en comparant la
supplémentation par voie orale et par voie i.v, sur la récupération fonctionnelle suite a une
MCAo de 30 min, un modele d’ischémie murin permettant 1’é¢tude des déficits moteurs et
cognitifs a long-terme. Alors que les deux types de supplémentation en ALA ont permis
d’améliorer I’apprentissage et la mémoire spatiale aprés un AVC, seule la supplémentation
orale a permis une amélioration de la fonction motrice, dans nos conditions expérimentales. Si
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la réduction des dommages neuronaux hippocampiques est corrélée a 1’amélioration de la
fonction cognitive, aucune différence neuroanatomique dans la région caudate-putamen n’a
été observée et qui aurait pu expliquer I’amélioration de la récupération motrice par la
supplémentation orale. En revanche, alors que la perte de poids induite par la MCAo était
similaire dans tous les groupes, au premier jour apres l’ischémie, la reprise de poids est
accélérée uniquement par la supplémentation orale en ALA, dans la premicre semaine post-

ischémique coincidant avec I’amélioration de la récupération motrice.

Ainsi le premier axe traitant de la supplémentation nutritionnelle et de I’AVC, a
permis d’identifier la perturbation de la régulation du poids corporel comme importante
sur la récupération motrice. Cela souléve une hypothése qui prend racine dans un autre
champ thématique que les précédents (nutrition et AVC) qui reléve de la

neuroendocrinologie.

En effet, la compréhension de la régulation neuroendocrine du poids pourrait
complémenter nos observations du premier axe. Nous nous sommes alors focalisés sur les
mécanismes impliqués dans la perte de poids induite par une neuroinflammation aigue, celle-
ci se déroulant a la fois lors d’une infection et d’'un AVC. En collaboration avec le Dr.
Rovere, nous avons montré que l’injection centrale de LPS, connue pour entrainer une
neuroinflammation et une perte de poids, conduit & des modifications spécifiques au niveau
des neurones hypothalamiques. En effet, I’injection i.c.v de LPS entraine une augmentation
précoce de I’expression de la chimiokine CCL2, qui précede une augmentation de
I’expression des cytokines pro-inflammatoires et une diminution du neuropeptide oréxigene
MCH. Nous avons démontré que I’injection i.c.v de CCL2 induit également une
neuroinflammation et une diminution de 1’expression de MCH, et finalement une perte de
poids, similaires a celles obtenues par le LPS. De plus, I'inhibition pharmacologique ou
génétique de la voie de signalisation de CCL2/CCR2 alteére les effets du LPS, au niveaux
moléculaires et physiologiques. Ainsi, ces travaux nous suggerent que la voie de signalisation

de CCL2 joue un role crucial dans la perte de poids induite par une neuroinflammation aigiie.

Ainsi le deuxiéme axe qui traite de la régulation du poids et de la
neuroinflammation, a permis d’identifier la perturbation du systéme CCL2 comme

importante sur la régulation du poids corporel. Cela souléve I’hypothése de son importance
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et plus généralement dans les thématiques originales du premier axe que sont la nutrition

et AVC.

Dans ’AVC, cette chimiokine CCL2 est fortement exprimée au niveau cérébral et est
potentiellement impliquée dans les dommages ischémiques en favorisation I’infiltration
leucocytaire. C’est pourquoi durant la derniere partie de ma thése, nous sommes concentrés a
savoir si un des mécanismes protecteurs de I’ALA contre I’AVC, pouvait cibler la réduction
de la surexpression de CCL2 apres un accident ischémique.

Parmi la centaine de genes décrits pour étre impliqués dans I’inflammation post-
ischémique, nous avons identifié la surexpression de CCL2, dans le cortex ischémié, comme
étant la plus importante. De plus, sa surexpression en condition ischémique fut drastiquement
réduite in vivo et in vitro, respectivement par la supplémentation en ALA et par I’application
de ’ALA. Nous avons ensuite démontré que la réduction de la surexpression de CCL2 par
I’ALA pourrait réduire directement la neurotoxicité in vitro, et qu’in vivo la réduction de son
expression par I’ALA est associée a la réduction de ’infiltration leucocytaire et I’altération de
la BHE. La supplémentation nutritionnelle en ALA pourrait étre un traitement contre ’AVC
ischémique en agissant sur la réponse inflammatoire post-ischémique, et plus particulierement

sur la surexpression délétere de la chimiokine CCL2.

Ainsi le troisieme et dernier axe finalise I’hypothése d’un lien entre la

neuroinflammation avec la chimiokine CCL2, la nutrition et I’AVC.

Pour résumé pris indépendamment, le premier axe sur la supplémentation
nutritionnelle et ’AVC a permis d’identifier le poids comme étant un parametre crucial pour
la récupération fonctionnelle. L’¢étude de la relation entre le poids corporel et la
neuroinflammation dans le deuxiéme axe a permis d’identifier la chimiokine CCL2 comme
étant une cible majeure dans la régulation de la perte de poids suite a une inflammation
centrale et périphérique. Et enfin le dernier axe apporte la confirmation du réle délétére de
I’expression de CCL2 post-ischémique, et celle-ci peut étre réduite par la supplémentation

nutritionnelle en ALA dans le cadre de ’AVC.

Pris dans leur ensemble, les trois axes offrent des pistes de réflexion sur le premier

axe. La supplémentation nutritionnelle en ALA, en réduisant 1’expression de CCL2, pourrait
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bloquer les effets décrits dans le deuxiéme axe, participant aussi a I’amélioration de la
récupération fonctionnelle post-ischémique. En effet, il serait intéressant dans un premier
temps d’étudier I’effet de la supplémentation orale et i.v en ALA sur I’expression de CCL2,
dans la premicre semaine post-ischémique. Si seule la supplémentation orale en ALA
permettait la diminution de 1’expression de CCL2, cela permettrait de révéler I’importance de
CCL2 également dans la récupération motrice post-AVC. En s’appuyant sur les résultats
obtenus dans le deuxiéme axe, nous pourrions étudier s’il existe une augmentation de
I’expression des neuropeptides orexinérgiques (MCH et Orexine), uniquement dans
I’hypothalamus des animaux supplémentés oralement en ALA, dans la premicre semaine
apres une MCAo de 30 min. Quelques soit les résultats de ces hypothéses, ils nous
permettraient de répondre au moins partiellement a 1’interrogation soulevée dans le premier
axe a savoir I’existence d’une différence mécanistique selon le type de la supplémentation en

ALA employée (oral vs. i.v).

En conclusion, ces résultats suggéreraient qu’une prise en charge par la
supplémentation nutritionnelle lipidique favoriserait la récupération fonctionnelle post-
AVC. En expliquant le mécanisme du regain de poids, cela apporterait une nouveauté qui
viendrait enrichir les résultats de la prise en charge nutritionnelle par les glucides et les
protéines dont les résultats bénéfiques sur la récupération fonctionnelle sont

principalement dus a ’apport énergétique.

De plus, les liens découverts entre ’AVC, I’ALA, la nutrition, 1’inflammation et le
poids, ouvrent de nouvelles perspectives de recherche, notamment I’étude de 1’obésité dans
le cadre de PAVC. (cf. Chapitre II1.C.b). L’obésité est caractérisée par une prise de poids
excessive, le plus souvent liée a un régime hypercalorique et une inflammation chronique.
L’obésité sévere et morbide sont décrites comme étant délétéres dans le pronostic vital des
patients victimes d’AVC, contrairement aux patients présentant une légeére obésité (cf. «
paradoxe de 1’obésité »). L’exceés calorique conduisant a 1’obésité nutritionnelle vient
majoritairement d’un exces lipidique. Les régimes occidentaux hyperlipidiques sont surtout
constitués d’acides gras saturés, mais contiennent peu d’AGPIs de type »-3. De plus, il
semblerait que 1’obésité soit délétere dans le cadre de I’AVC, puisque des études
expérimentales montrent une aggravation des dommages ischémiques chez les animaux

obéses (Maysami et al., 2015; Terao et al., 2008). Ainsi 1’obésité et la carence en ALA
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semblent augmenter les dommages post-ischémiques. Il serait donc intéressant de savoir si
cela est corrélé a une surexpression de la chimiokine CCL2 au niveau cérébral, et si cette
surexpression se produit avant et/ou aprés 1’ischémie cérébrale. L’étape suivante serait
d’étudier une potentielle réversion des effets négatifs de I'obésité sur ’AVC par la
supplémentation en ALA. Enfin, de maniére plus générale, une idée a été soulevée a partir de
notre collaboration sur la neuroendocrinologie développée dans le deuxiéme axe du doctorat.
En effet, cette supplémentation nutritionnelle en ALA pourrait s’avérer bénéfique dans le
cadre de 1’obésité, en réduisant I’effet de la chimiokine CCL2 sur les neurones responsables

du contrdle de la prise alimentaire, ce qui permettrait d’apporter une résistance a 1’obésité.

D’autre part, nous avons toujours soutenu 1I’hypothese que les effets de I’ALA ne sont
pas du a sa conversion en des dérivés a longue chaine, notamment le DHA, dont les effets
pourraient étre associés a ses métabolites oxygénés, comme la neuroprotectine D1.

En effet, les effets que nous observons seraient uniquement dus a I’ALA, puisque les
deux types de supplémentation ne modifient pas la concentration cérébrale en DHA (figure
27A), ni la quantité d’acides gras saturé, mono- et polyinsaturés (figure 27C).

Pour autant, de nouveaux dérivés lipidiques oxydés issus de la peroxydation non-
enzymatique de I’ALA ont été découverts tres récemment, ce sont les phytoprostanes
(PhytoPs). Cette voie d’oxydation non-enzymatique des AGs est induite par les especes
radicalaires, et a lieu dans toutes les cellules, engendrant 32 PhytoPs possibles.

Ces PhytoPs sont retrouvés dans les végétaux, leur abondance dépend des teneurs en
ALA et au niveau d’exposition au stress oxydant. Ils ont également été retrouvé dans
I’alimentation humaine, notamment dans les huiles végétales de lin ou encore de colza (Karg
et al., 2007). Chez ’homme, une consommation chronique (4 semaines) d’huile de lin,
contenant 25,6mg/L. de PhytoPs, entraine une augmentation de leur concentration plasmatique
(Barden et al., 2009). Cette étude montre également que ces PhytoPs, retrouvés dans le
plasma, sont non seulement issus de leur absorption via I’huile végétale, mais aussi de la
peroxydation in vivo de I’ALA apporté par cette huile. L’exposition de ’homme aux PhytoPs
dépend donc de son niveau de consommation de PhytoPs mais également de I’ALA. Dans
notre modele animal, la supplémentation en ALA pourrait donc augmenter 1’exposition aux
PhytoPs.

Ces dérivé oxydé de I’ALA semblent comme les dérivés du DHA bioactifs puisque les

études sur différents modeles végétaux montrent que les PhytoPs ont un effet antioxydant
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(Loeffler et al., 2005) et inhibent la croissance et la division cellulaire (Mueller et al., 2008).
De plus, si tres peu d’études ont été effectuées dans les modeles animaux ou encore chez
I’homme, certains PhytoPs qui sont structurellement proches des prostaglandines semblent
présenter un role inflammatoire (Gutermuth et al., 2007; Mariani et al., 2007). Ces PhytoPs
seraient capables de réduire la production d’IL-12 par les cellules dendritiques humaines,
favorisant ainsi une réponse immunitaire de type Th2. D’autres études ont montré que ces
dérivés oxydés de I’ALA ont des propriétés anti-inflammatoires en inhibant le facteur de
transcription NFK B. Trés récemment, une étude a révélé un effet neuroprotecteur de certains
PhytoPs sur des cellules nerveuses immatures dans un modele de stress oxydatif (Minghetti et
al.,2014).

Ces deérivés oxydés de ’ALA possédent donc des propriétés tres intéressantes dans le
cadre de 'AVC. De plus, Iépisode ischémique engendre des espéces radicalaires et donc
pourrait favoriser la génération de ces dérivés de 'ALA. L’étude de ces PhytoPs dans nos

modeles expérimentaux d’AVC, serait Uultime étape pour identifier un éventuel médiateur

de PALA.

Pour conclure ces 4 ans de doctorat, mes travaux soulignent la nécessité, au niveau
préclinique, de prendre en compte dans 1’étude d’un traitement contre I’AVC, des facteurs de
risque tel que 1’obésité. En effet, cela aurait pour but de de reproduire ce qui se passe
réellement au niveau clinique, parce que les patients victimes d’AVC présentent généralement
plusieurs facteurs de risque et de comorbidité. Ces différents facteurs de risque peuvent étre
reproduits dans nos mod¢les animaux, que ce soit 1’obésité, le diabete, ou encore 1’age. Pour
ce qui est des facteurs de comorbidité, telles que les infections nosocomiales, 1’inflammation
induite par le LPS peut étre utilisée. Il présente un intérét majeur a les utiliser car, si travailler
sur des animaux sains permet d’apporter la preuve du concept qu’un traitement pourrait étre
bénéfique contre I’AVC, plus de 1000 candidats ont ét¢ ainsi découverts et aucun n’a permis
la genése d’un médicament. C’est pourquoi, il faudrait réitérer ces études sur des animaux
présentant différents facteurs de risque, modifiables ou non. C’est d’ailleurs ’une des
recommandations du conseil scientifique STAIR qui vise a améliorer la recherche de
traitement contre I’AVC (cf. Chapitre II.B). Le programme de recherche de mon laboratoire
d’accueil s’inscrit dans cette démarche scientifique proposée par le STAIR. En effet,
I’ensemble des travaux sur ’ALA du laboratoire ont intégré I’intégralité de [’unité
neurovasculaire, les différents mécanismes moléculaires et cellulaires (de I’excitotoxicité a la
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neuroinflammation, etc) li¢ a la mort neuronale pour prendre en compte 1’aspect multifactoriel
de la pathologie.

Réintégrer cela dans la nutrition via la supplémentation nutritionnelle par ’ALA, a
conduit mon laboratoire a sortir du carcan de 1I’étude d’une molécule unique capable d’agir
sur un mécanisme défini entrainant une protection. En effet, I’ALA via la nutrition induit une
multitude d’effets moléculaires et cellulaires bénéfiques, mais ces effets pris séparément ne
peuvent a eux seuls expliquer la réduction de I’ensemble des dommages ischémiques. Cela
ressemble, en quelque sorte, a une approche plus holistique, a laquelle j’ai adhéré durant mon
doctorat. Evidemment, c’est un concept qui est encore mal accepté dans le monde de la
recherche scientifique, ou tout bénéfice physiologique doit étre corrélé a une mécanistique
précise.

L’originalité de nos travaux est d’apporter des preuves expérimentales a un concept
simple et trop peu étudié : I’importance des nutriments dans la résistance aux pathologies.
Nos travaux montrent qu’une simple modification de 1’alimentation peut avoir un impact
considérable sur les conséquences d’une pathologie aussi dévastatrice que ’AVC. J’ai été
surpris de voir I'intérét suscité par nos travaux lors des différents congrés auxquels j’ai
participé. Ce qui sous-tend que les mentalité sont en train d’évoluer et que si contrairement a
une molécule synthétique, I’ALA n’intéresse pas I’industrie pharmaceutique, il n’est donc pas
utopique de penser qu'un jour I’ALA, ou autre nutriment dérivé des -3, puisse faire 1’objet

d’un essai clinique dans le cadre de I’AVC en tant que « soutien nutritionnel ».

Nous espérons qu’un jour, nos travaux soient pris en considération par les allégations
sanitaires telles que I’ANSES (agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail), pour faire évoluer la consommation d’AGPIs -3, et
notamment I’ALA, par la société de manicre générale, a I’'image de ce qui a été fait avec la
consommation du sel. Les travaux scientifiques, montrant le rdole néfaste d’une
surconsommation de sel sur la santé, ont conduit a une réduction de la consommation du sel
par la population. Cette réduction a été obtenue grace aux actions des organismes de santé,
d’une part en sensibilisant la population sur le danger du sel, et d’autre part en obligeant
I’industrie agroalimentaire de réduire la teneur en sel de ces produits alimentaires. Une action
similaire en faveur des AGPIs -3 sera sans doute profitable pour la santé de nos concitoyens

et nos travaux apportent la premicre pierre a cet ambitieux édifice.
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1. Introduction

Stroke is a worldwide main cause of mortality and morbidity. It
causes a significant socioeconomic cost and a marked increase in
patient/family burden. More than 1000 molecules have demon-
strated brain-protective properties in experimental models. More
than 200 clinical trials have examined neuroprotection for
ischemic stroke, arguably despite sufficiently persuasive pre-
clinical justification. To date most of the preventive treatments and
neuroprotective drugs identified in preclinical studies failed in
clinical trials. Therefore testing alternative protective strategies to
prevent stroke is of considerable importance. Although there is a
consensus that nutrition is important for health, its role is
underestimated in stroke prevention. It is recognized that an
increase consumption of salt, fatty foods and alcoholic beverages
may promote pathologies like hypertension, obesity and alcohol-
ism, all of which are well known risk factors of stroke. In contrast it
is more difficult to identify a risk factor arising from a deficiency in
an essential nutrient in the diet. Western modern diets are
deficient in omega-3 polyunsaturated fatty acids, which are
essential for brain health. Such deficiency constitutes by itself a
risk factor for cardiovascular and cerebral diseases, including
coronary heart disease and stroke. Furthermore, an imbalance in
the consumption of omega-6 and omega-3 PUFAs progressively
took place in the past 40 years leading to omega-6/omega-3 ratios
that are far above the World Health Organization (WHO) healthy
recommendations. A consequence of this imbalanced ratio has
been the fostering of elevations in and increased prevalence of
inflammatory cardiovascular and neuronal diseases and obesity. In
this context, nutritional products with health benefits represent a
growing interest. Functional foods enriched in omega-3 polyun-
saturated acids or omega-3 used as nutraceuticals may reduce the
frequency of strokes through preservation of both arterial and
neuronal function. This review outlines a promising therapeutic
opportunity by integrating a nutritional-based approach focusing
on the omega-3 alpha-linolenic acid (ALA) to prevent the
devastating damage caused by stroke.

2. Stroke statistics and healthcare
2.1. Stroke statistics

Stroke is the third leading cause of mortality and disability in
the world. It has been predicted that stroke will account for 6.2% of
the illness total burden in the first nine years in 2000 [1]. The
mortality rate at five years is approximately 50% and a stroke
strikes every 40 s with one death every 4 min [2,3]. The total
number of stroke deaths is estimated at 508,000 per year in
European Union; among the elderly population of 15 European
countries, surveys showed 2,700,000 prevalent cases, and 536,000
incident cases each year [4]. In the United States, data show a total
of 5,800,000 prevalent stroke cases, with 780,000 being first
occurrences or recurrent strokes expected each year. Stroke causes
many impairments and half of stroke survivors are left to live with
physical or cognitive disabilities. This gives rise to real issues with
hospital organization, care and public health, invariably exerting a
high cost and a burden to society and health systems [5]. Because
stroke compromises patients’ lives so severely, they will require
high levels of assistance and support even for common daily
activities, which in turn directly impacts their quality of life - and
their supporters. Therefore, those indirect costs contribute to
increase the economic burden associate with stroke. The total
economic costs (direct and indirect cost) for stroke were estimated
at $73.7 billion in 2010 [3]. The only current therapy against stroke
is thrombolysis, which is only given to ~5% of patients because of
(1) its numerous side effects, the major one being a 6-7% risk of

bleeding [6] and; (2) the therapeutic window of 0-4.5 hrequired to
obtain a therapeutic effect of the thrombolytic [7]. Generally, the
majority of patients are not treated with rtPA because they arrive
after that narrow time window of treatment of opportunity,
leaving clinicians without any repertoire of therapeutic opportu-
nities. It is somewhat ironic that clot busters is considered the best
‘neuroprotectant’, given that it mediates its effect through the
vasculature, as opposed to exerting any direct protection in
neurons. In a landmark analysis published in 2006, none of the 114
treatments (from more than a thousand treatments demonstrating
neuroprotection against acute stroke since the 1960s at the
preclinical level) achieved neuroprotection in clinical trials [8]. In
addition, these drugs displayed poor adherence to the STAIR
criteria (Stroke Therapy Academic Industry Roundtable), designed
to increase the rigor by which neuroprotective agents were
assessed at the preclinical level, in order to improve the odds of
success in clinical trials [9]. This failure in translation from
experimental models to clinical trials led to a major exodus of
pharmaceutical companies from stroke, and also prompted a major
re-evaluation of properties, which would constitute the “best-in
class” therapeutics to be used against stroke, integrating several
aspect of the pathology of stroke.

2.2. Stroke physiopathology

An ischemic stroke is the result of an occlusion within a blood
vessel supplying blood to the brain. This type of stroke accounts for
more than ~80% of all stroke cases. The current understanding of
its pathophysiology has dramatically evolved over the past two
decades mainly due to the animal studies. It is well known that the
clot may either be formed locally in a small artery or may arise
from the heart or from an injury in the wall of one of the cervical
arteries (carotid and vertebral arteries). Occlusion of the middle
cerebral artery (MCA) is one of the most widely used experimental
models. Interruption of blood flow generated a hypoperfusion in
the MCA territory that leads to a rapid decline in oxygen (hypoxia)
and nutriments (glucose, ATP, energetic metabolites, etc.). The cut
off the supply of oxygen and glucose prevents the brain from
generating the ATP needed to support its considerable energy
demands. After focal ischemia, this energy deficit is most severe in
the core of the ischemic territory that displays the lowest residual
flow, wherein cell death occurs rapidly. In the core periphery,
termed ischemic penumbra, even if reduced collateral blood flow
buffers the full effects of stroke, waves of peri-infarct depolariza-
tion lead to neurotransmitter release. In concert with impairment
of glial reuptake, extracellular glutamate achieves neurotoxic
concentrations. Within the entire ischemic territory, glutamate
overload into the extracellular space results in an hyperactivation
of its receptors (excitotoxicity) leading to accumulation of
intracellular Ca®*, which in turn sets off deleterious events
including activation of lytic enzymes, mitochondrial dysfunction,
and oxidative stress [9-11]. Irreversible damages are caused to
neuronal membrane and compromise brain tissue survival.
Initiation of these pathologic pathways differs in space and time
(Fig. 1) and also depends of the cellular subtype (neuronal or
vascular, for example) [12].

Historically, stroke research aimed to target one element of the
deleterious cascade that takes place during stroke [8]. It failed to
identify and validate an effective drug able to protect the
neurovascular unit. Although restoration of cerebral blood flow
can be successfully applied in a small 5% subset of patients by
recombinant tissue plasminogen activator, there is still no
therapeutic for stroke, underlining a pressing need to investigate
additional strategies. Epidemiologic studies have demonstrated
most patients presenting with a stroke possessed at least one risk
factor. In addition, the pre-existence of certain risk factors in the
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Fig. 1. Initiation of stroke induced - pathologic signaling pathways differs in space and time. The x-axis reflects the evolution of the cascade over time, while the y-axis
illustrates the impact of each event of the cascade on final outcome. Rapidly after the onset of the focal perfusion deficit, excitotoxic mechanisms trigger primarily neuron but
also glia necrosis. In addition, excitotoxicity initiates a number of events leading to the demise of the brain tissue. This includes peri-infarct depolarizations and more delayed
neurotoxicity mechanisms such as inflammation and programmed cell death. A brain region experiencing low rates of perfusion in which cells have lost their membrane
potential terminally (core) is surrounded by an area in which intermediate perfusion prevails (penumbra) and cells depolarize intermittently (peri-infarct depolarization).
Note that from the onset of the focal perfusion deficit, the core and penumbra have different neurotoxic mechanistic dynamics in space and timing.

Modified from Dirnagl et al. [12].

patient history may worsen stroke outcome and compromises
seriously post-stroke rehabilitation. These risk factors may also
compromise also the patient eligibility to thrombolysis therapy
[13]. Therefore, prevention of risk factors is one of the emerging
axes of stroke care.

2.3. Stroke, risk factors and nutrition

Severable modifiable and non-modifiable risk factors for
ischemic stroke have been identified. Non-modifiable and irre-
versible risk factors include age, gender, ethnicity, and heredity.
Among modifiable risk factors are hypertension, hypercholester-
olemia, alcohol, smoking, atrial fibrillation, obesity and diabetes,
which are in constant progression in all industrialized countries.
The coexistence of modifiable risk factors has been estimated at up
to 80% of stroke incidence [14]. It is worth noting that modifiable
risk factors of stroke often coexist with improper life-style and
poor nutrition, causing imbalances in essential vitamins and
nutriments, such as polyunsaturated fatty acids (PUFA) from the
omega-3 family. Many clinical and epidemiologic studies have

shown that insufficient dietary intake of fruits and vegetables
causing deficiencies in vitamins, nutrients, and essential omega-3
PUFAs may be risk factor for cardiovascular and cerebral diseases,
including stroke [15]. It is now clear that the evolution of human
diet and the modernization of food manufacturing processes
account for most of the essential nutrient deficiencies in our diet.
As an example, the western diets provide an excessive quantity of
omega-6 at the expense of omega-3. In the majority of the adult
population of developed countries, omega-3 intake is far below the
recommended Dietary Reference Intake, while consumption of
omega-6 is more than 10 times higher than for omega-3.
Consequently, the reported omega-6/omega-3 ratio is often above
10-15, compared to a ratio of approximately 5 recommended by
most of the international Health organizations [16]. This elevated
ratio represents strong evidence of an imbalance in the intake of
these two families of essential fatty acids. Several epidemiologic
studies demonstrated beneficial effects of diets enriched in omega-
3 on various cerebral diseases, also suggesting that they
may reduce the risk of stroke. Meanwhile, the few preclinical
studies that addressed their potential protective role against
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stroke-induced damage suggest that the nutraceutical potential of
omega-3 could be a field of study of potentially major relevance.
Altogether it emphasizes the need to focus more closely on the
members of the omega-3 family and their nutraceutical potential
in stroke.

3. Why the polyunsaturation matter in omega-6 and omega-3
3.1. Omega-6/omega-3 structure

Omega-3 and omega-6 PUFA families are structurally similar,
with both containing a carbon long chain linked to hydrogen atoms
punctuated by double bonds (unsaturation) and terminated by an
acidic group. The conventional nomenclature differentiates the
chemical structure of omega-3 and omega-6 by the location of the
first double bond that is marked from the methyl-terminal
extremity. All fatty acids contain their first double bound between
the 6th and 7th carbon atoms in the omega-6 family, and between
the 3rd and 4th carbon atom in the omega-3 fatty acids. Mammals
cannot synthesize alpha-linolenic (ALA, C18:3w3) and linoleic (LA,
C18:2w6) acids, which are PUFA omega-3 and omega-6 families
precursors, respectively. By analogy with essential amino acids,
ALA and LA are essential fatty acids and have to be supplied by the
diet [17]. LA metabolism leads to the production of arachidonic
acid (AA, C20:4w-6) and docosapentaenoic acid (C22:6w-6). ALA is
successively transformed to eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5w-
3) which converts to docohexaenoic acid (DHA, C22:6w-3). In
mammals, the same enzymes (desaturases and elongases)
participate in the synthesis of omega-3 and omega-6 long chain
PUFA (Fig. 2). This results in a competition between both families
to access the enzymatic pathway. The bioconversion rate of ALA to
EPA and DHA is extremely low, accounting for why the omega-3
long chain are also considered as practically essential since they

Vegetable oils-soybean, corn oil,
sunflower, safflower, and linseed oil

are almost all supplied by the diet [18]. Moreover, enzymes
involved in the metabolism of LA and ALA (elongases and
desaturases) have a high preference for LA [19]. Their activity is
inhibited by risk factors for stroke such as sugar, alcohol, saturated
fat, aging and diabetes that are all well described. Therefore, any
change in our diet, especially in the diary intake of LA and ALA
impacts the ratio omega-6/omega-3, raising concerns of omega-3
levels being too low to support protection or resistance against
disease development. Recommendations made based on epidemi-
ologic studies underline the necessity restoring the balance
omega-6/omega-3 to a ratio of 5:1, although this “ratio theory”
appears relevant if minimal and/or adequate amounts of omega 3
are ingested. The effects of a decrease or an increase in omega-3 or
omega-6 fatty acids content in efforts to optimize the ratio are
likely to be very different at the physiological and the pathophysi-
ological level. The absence of a comprehensive knowledge is the
risk of distracting attention in the public away from increasing
absolute intakes of omega-3 fatty acids, which have been shown to
have beneficial effects, especially on cardiovascular health [20].
Thus, it may be too early to definitely conclude on the usefulness of
the omega-6/omega-3 ratio concept, as its successful translation to
daily life will require a more integrative view of the difference
between the omega-3 fatty acids ALA, EPA and DHA or the omega-6
fatty acids LA and AA. In this context, the “Lyon Diet Heart Study”
reported the importance of increasing the ALA intake and
controlling the LA/ALA ratio on cardiovascular diseases. After a
first myocardial infarction, patients fed an ALA-rich diet had a
markedly reduced rate of recurrence, other cardiac events and
overall mortality, compared to patients fed the usual post-infarct
prudent diet, that also contains omega-3 fatty acids [21].

It is therefore acknowledged that omega-6 and omega-3 fatty
acids should be consumed in a balanced manner, from a variety of
sources (vegetal and animal fats). The large availability and the low

Walnuts, rapeseed, perilla flaxseed
oils and other vegetables

supplies supplies
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Fig. 2. Biosynthesis of the omega-6 and omega-3 PUFA. The omega-6 and omega-3 families possess structural similarities. In mammals, the synthesis of the long chain
derivatives from their distinct precursors LA and ALA involves the same enzymes (desaturases and elongase). This creates a competition between both families to develop the
metabolic derivatives. LA is desaturated to form gamma-linolenic acid (GLA, 18:3 omega-6) that in turn is elongated to form DGLA (20:3 omega-6), the precursor of one series
of prostaglandins (PGs). GLA is also converted to form AA (arachidonic acid, 20:4 omega-6), the precursor of 2 series of PGs, thromboxanes (TXs) and 4 series leukotrienes
(LTs). Similarly, ALA is converted to eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5 omega-3), the precursor of 3 series of PGs, TXs, and 5 series LTs. EPA is also converted to form
docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 omega-3). Thus, excessive intake of LA can compromise eicosanoid acid (EPA) and docohexaenoic (DHA) production from ALA, the major

long chains PUFA.
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Table 1
linoleic and alpha-linolenic acids composition of plant oil (g/100g).

Vegetable oil Total fat Total PUFA LA ALA Ratio LA/ALA
Sunflower oil 100.0 59.8 59.4 0.3 205/1
Sesame oil 100.0 41.2 40.7 0.5 85/1

Palm oil 100.0 9.3 9.0 0.2 48/1

Olive oil 100.0 9.5 8.8 0.7 13/1
Soybean oil 100.0 62.3 55.1 7.2 8/1

Canola oil 100.0 28.5 18.4 10.0 1.8/1

Modified from Michaelsen et al. [22].

The type of omega-3 PUFA is a function of their origin (animal versus vegetable).
Animal sources of omega-3 provide EPA/DHA and display an omega-3/omega-6
ratio in accordance to nutritional recommendations, but are often deprived of ALA.
In contrast, vegetable sources of omega-3 are rich in ALA but not EPA/DHA. Only
linseed, rapeseed and walnut oils offer an omega-3/omega-6 ratio lower than the
recommended limit of 5. LA, linoleic acid; ALA, alpha-linolenic acid; PUFA,
polyunsaturated fatty acid.

cost of food sources containing trans fatty acids that are now
recognized as detrimental to health facilitate their consumption in
excess. In the same vein, human major food sources of PUFAs are
omega-6-rich and omega-3-poor. Moreover, the nature of the
omega-3 source shapes the content in omega-3 PUFAs. Animal
sources that are rich in omega-3 are mostly fish. They provide EPA
and DHA and display an omega-6/omega-3 ratio extremely
favorable to omega-3. Although animal sources could be used to
counteract an unbalanced diet, they are often deprived of ALA. On
the contrary vegetable sources of omega-3 may be rich in ALA but
not in EPA and DHA and only linseed, rapeseed and walnut oils
furnish an omega-6:omega-3 ratio corresponding to the WHO
recommendations (inferior to 5, Table 1). ALA is found in diets
enriched in vegetable such as red kidney beans and lima beans.
Vegetable oil is one of the most important sources of PUFA
(Table 1). However, several of the most commonly used oils have
very low levels of PUFA (e.g. palm oil) and often very low levels of
ALA (e.g. sunflower oil, sesame oil, and palm oil) [22]. Hence, the
need for a diet enriched in the different categories of omega-3
seems necessary to ensure that intake is adequate to allow
restoration of an optimal balance of essential fatty acids.

3.2. The omega-3 family: DHA and EPA versus ALA supplementation

Although the term nutraceutical is commonly used in market-
ing, it has no regulatory definition. According to DeFelice, who first
proposed the term coined from “nutrition” and “pharmaceutical”,
nutraceutical can be defined as a food (or food extract) that
provides medical or health benefits, including the prevention and/
or treatment of a disease. As compared to functional food or dietary
supplements that support the body with the required amount of
vitamins, fats, proteins, carbohydrates, etc., needed for its proper
functioning, nutraceutical, which may be used in functional food or
supplements should also have a proven efficiency preventing and/
or treating disease [23]. The current approach to establish the
efficacy of nutraceutical or nutritional interventions suffers from
several limitations. We believe for clarity sake, that the used of
nutraceutical may be restricted to compound isolated or purified
from foods, and that could be used in medicinal forms. In this
context, the interest for omega-3 as a nutraceutical has been
focused mainly on long chain PUFA, EPA and DHA more than their
precursor, ALA. Several reasons support this trend. A major reason
is that ALA bioconversion to DHA seems very limited, with many
studies reporting that conversion efficiency from ALA to its
immediate metabolite EPA is 0.4% and the overall efficiency of
conversion to DHA is less than 0.1% [24,25]. Diet supplementation
with high levels of ALA leads to small increases in EPA (5%) as
compared to supplementation with preformed EPA that is
approximately 15-fold more efficient [18]. Barcelo-Coblijn and

Murphy published a detailed review, which examined publications
studying conversion of ALA to EPA and DHA. Their conclusion was
that exclusive consumption of ALA could not fulfill DHA
requirements [26]. It is also often suggested that EPA and DHA
combination may be more efficient in reducing the cardiovascular
risk than ALA [27,28]. But, as shown in numerous studies, ALA
exerts identical effects as DHA in different physiological processes,
although longer periods and higher amounts of consumption of
ALA are probably required [26]. Unfortunately, while most of the
studies reported biophysical and functional properties of DHA and
EPA, intrinsic properties of ALA have not been highlighted and its
potential as nutraceutical, a field of study of potential major
relevance has been inadequately addressed.

3.3. Beneficial effects of ALA: the origin of the concept

The pioneering studies of Tinoco and colleagues demonstrated
important functions of ALA in animals. ALA deficiency in rat
alimentation over several generations causes vision and brain
function impairments [29]. Since that point, some in vitro and in
vivo studies examining the effect of ALA on neurons directly
demonstrated its potential against glutamate-mediated excito-
toxicity, a neurodestructive phenomenon shared by many acute
and chronic neurodegenerative diseases including epileptic
seizures, acute spinal cord injury (SCI) and stroke [15]. In an
experimental model of SCI in rats, ALA treatment 30 min before
trauma reduced lesion size by 45% and improved neuronal survival
and locomotor activity measured one week after injury [30]. The
beneficial effects of ALA on function, neuronal/glia survival and
biochemical marker in various SCI models were reviewed in
animals subjected to SCI [31,32]. In a model of epilepsy induced by
kainate administration, a powerful activator of glutamate receptor
system, ALA prevented neurotoxicity and seizure-like activity
[33,34]. In vitro, ALA reduced hippocampal neuronal death induced
by excitotoxic concentration of glutamate [35]. Finally, chronic
intake of the “SR-3", a fatty acid compound with LA/ALA ratio of 4,
promoted neuroprotection against pentylenetetrazol-induced
seizures in rat [36].

Despite the fact that a direct link between ALA deficiency and
cardiovascular disease has not been clearly demonstrated to date,
epidemiological and correlations studies outlined its potential in
cardiovascular diseases. Mediterranean and Japanese populations
that consume foods rich in ALA are more resistant to cardiovascu-
lar disease [37]. Djoussé et al. have investigated whether ALA
consumption was associated with a lower risk of carotid
atherosclerosis. Dietary ALA was inversely related to the thickness
of carotid arteries, whereas fish-EPA and DHA consumption was
not, suggesting that ALA could prevent the progression of
atherosclerosis [38]. In addition to the protective effect of ALA
against atherosclerotic plaque in coronary artery, dietary ALA
prevented hypertension [38]. With regard to stroke, ALA plasma
level increases seems to be correlated with a 37% decrease of the
stroke risk [39]. These results indicate that ALA may play a role in
the prevention or therapy of cardiovascular and neurovascular
diseases.

4. ALA and stroke

We have stressed the fact that the lack of omega-3 fatty acid
could result in serious consequences for heart and brain health. As
for cardiovascular diseases, many strokes caused by unhealthy diet
and lifestyle could potentially be avoided. In this context, and in
view of the recurrent failures in the development of drugs to
prevent stroke, nutraceuticals or functional food enriched with
omega-3 like ALA may represent a promising opportunity in
prevention and perhaps also in treatment of neurovascular insults.
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4.1. ALA and the neurovascular unit

Our interest in omega-3 originated from our discovery of their
ability to activate the potassium channel TREK-1, regarded as a
promising molecular target for new neuroprotective strategies
[40]. Electrophysiology experiments revealed that ALA and its
long chain derivatives EPA and DHA activate this channel, leading
to cell hyperpolarization that may counteract lethal neuronal
depolarizations associated with glutamate excitotoxicity, a key
mechanism of stroke-induced neurodegeneration [34]. Although
the protection may involve calcium, sodium and potassium
conductance regulation, TREK-1 activation is compulsory for ALA-
induced protection against stroke. In contrast, omega-6 PUFA like
LA and AA seem less efficient in activating TREK-1 potassium
channels and saturated fatty acids like palmitate, stearate and
arachidate have no effects. In animal models reproducing the
cerebral consequence of a myocardial arrest and epileptic seizure
- a regular consequence in stroke - omega-3 acute injection
reduced neuronal loss [33,34]. ALA cerebral protection is probably
mediated by a direct effect on neurons, although ALA may exert its
beneficial effect acting on the vascular compartment. Stroke
injury also affects vascular functions altering the tonus of the
injured artery. The loss of vasodilation capacity compromises the
perfusion of the cerebral tissue. In vitro, ALA application onto
basilar artery promotes its vasodilatation. This effect is specific to
resistance arteries and does not extend to the carotid artery,
explaining the absence of systemic effect on arterial pressure
[41,42]. Cerebral blood flow measurement by laser Doppler
revealed that injection of neuroprotective dose of ALA increased
rates in rodents, as compared to the saturated fatty acids
palmitate. ALA is not only beneficial to neurons but is also of
greatinterest also for blood vessels. This implies that ALA could be
beneficial for the whole neurovascular compartment, compared
to a large number of typical stroke neuroprotective chemical
molecules which only target neurons, and have failed in clinical
trials. ALA might represent a successful neuroprotectant where
many had tried and failed.

4.2. ALA in an experimental model of focal ischemic stroke

In hypertensive rats highly predisposed to stroke, Shimokawa
and colleagues highlighted that a diet enriched in perilla oil (60%
ALA) increases rat lifetime, compared to a diet enriched in
sunflower oil (rich in linoleic acid) [43]. In humans, a clinical study
conducted in 192 patients revealed a strong correlation between
ALA plasma levels in patients and a reduction in stroke
susceptibility [39]. In humans, the occlusion of the sylvian artery
represents about 70% of stroke events. In a mouse model of
ischemic stroke by the transient occlusion of the middle cerebral
artery (MCAo), we investigated whether the intravenous injection
of ALA could reduce the infarct volume. Our results show that ALA
injection is effective when injected up to 6 h after stroke onset, a
time-frame probably compatible with a clinical setting. Those
results are similar to those obtained with riluzole, a well described
neuroprotectant, delivered in amyotrophic lateral sclerosis,
suggesting that a nutraceutical like ALA could perform as a
chemical. Interestingly, a single ALA post-treatment did not
improve long term survival, but several staggered post-treatment
ALA injections improved the survival rates three fold measured one
month after stroke onset [44]. This chronic ALA treatment when
used as pre-treatment also reduces the post-ischemic infarct 24 h
after MCAo [35].

As a bolus injection of ALA also promotes neuroprotection and
recovery in different murine models of spinal cord injury [30,45],
providing ALA by L.V. route may offer an intriguing prospect as a
potentially new therapeutic approach in acute neurodegenerative

conditions. Our group, like several others, has also shown the
potential for EPA/DHA injection in animal models of neurodegen-
erative conditions (for review see: [15,31,32,46]), including acute
neurological injury like stroke [33,34] and spinal cord injury
[47,48]. With regard to the clinical safety of omega-3 fatty acids L.V.
perfusion (so-called parenteral supplementation), it has not only
been regarded as safe but also improves the clinical diagnosis- and
organ failure-related outcome - apart from neurological condi-
tions that were not addressed [49,50]. Thus it is tempting to
speculate that administration of omega-3 fatty acids may reduce
mortality and length of hospital stay for different diseases. Given
the proven clinical safety of omega-3 PUFAs, ours and other
experimental data suggest that omega-3 PUFAs injections may
display significant therapeutic potential in human ischemic
condition.

4.3. ALA supplementation, synaptogenesis and neurogenesis

The crucial evidence that ALA needs to be chronically injected
to promote long term benefit suggests that ALA-induced protec-
tion against stroke is not exclusively built on its capacity to reduce
glutamate-mediated excitotoxicity, a transient phenomenon that
takes place during the first few hours post-ischemia. Since we
have showed that omega-3 might stimulate endogenous protec-
tive pathways[33,35,51],it underlines the necessity to dissect the
subchronic ALA effects per se. We discovered that ALA treatment
promotes neuronal plasticity, which may contribute to brain
repair after stroke. Indeed this subchronic ALA treatment per se
increases neurogenesis in the dentate gyrus. The neurogenesis
accompanies an increase in synaptogenesis in the dentate gyrus,
but also in the cortex as shown by an increase in the expression of
proteins involved in synaptic function. ALA treatment induces
VAMP-2 (Vesicle-Associated Membrane Protein 2, also called
synaptobrevin) and SNAP-25 (Synaptosomal-Associated Protein
25) expression, which are involved in vesicle budding in the
synaptic active area. Synaptophysin-1, a protein of the vesicular
membrane participating to presynaptic fusion pore involved in
neurotransmitter release, is also upregulated as well as the
glutamate transporter expression (VGLUT1 and VGLUT2). These
effects are strongly correlated with an increase of BDNF (Brain
Derived Neurotrophic Factor) observed both in the brain of
treated mice in vivo and in neural stem cells or in hippocampal
cultures in vitro. Thus, the ALA protective effects mediated by a
direct action on the neurovascular unit may also be supported by
the stimulation of endogenous mechanisms involved in regener-
ation and recovery.

4.4. Dietary ALA against stroke

Since ALA supplementation by LV. route is not relevant for
prevention, we studied the possibility of providing ALA by a
nutritional approach, by using an ALA-enriched vegetable oil such
as rapeseed oil (9% ALA) to attain cerebral protection similar to that
attained by ALA chronic injections. A 6-week diet enriched in ALA
by a factor of three compared to regular chows and an omega-6/
omega-3 ratio below 5 reduced cerebral infarct volume. It is worth
noting that diets enriched in ALA did not contain any long chain
fatty acids EPA and DHA, while the regular chow did, in proportions
already matching the “murine” recommended intake [52,53]. This
reinforces the message that increasing ALA intake decreasing the
LA/ALA ratio may exert a protective role in stroke. The rapeseed oil-
diet decreased the mortality rate three-fold and increased the
spontaneous reperfusion probability measured 24 h post-MCAo
[54]. This diet also decreased lipid peroxidation and oxidative
stress associated with the brain ischemia. Beneficial effects were
similar to those of parenteral supplementation and may be more
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Fig. 3. ALA potential on different level of stroke-induced damages. The schematic
summarizes the different properties of ALA that could counteract stroke-induced
damage.

efficient than those obtained by a supplementation with fish oil
enriched in EPA/DHA, a paradigm still debated [15,44-46]. The
rapeseed oil diet does not contain EPA and DHA; as mentioned
previously, ALA is not sufficiently converted to DHA, so the ALA-
associated protection probably does not involve a bioconversion of
ALA in EPA/DHA.

5. Conclusion

Classic neuroprotectors failed in stroke clinical trials. Research-
ers now focus on molecules acting on the whole neurovascular
compartment and are searching for neuroprotectant-promoting
protective mechanisms capable of acting at different intervals to
counteract the different pathologic pathways. Then, it is tempting
to speculate that ALA may adhere to the criteria of being a
pleiotropic molecule (Fig. 3), able to block the deleterious
neurotoxic signaling cascades in neurons, stimulate vascular
function and also to stimulate defense and recovery mechanisms.
The nutritional importance of ALA and its pleiotropic benefits
should lead the scientific and medical community to focus interest
in this particular omega-3 in other neurologic pathologies. Indeed,
many recommendations relating to the omega-3 consumption
have been issued, including by the WHO [55]. However, a wide
range of qualities and quantities were recommended. With regard
to the use of omega-3 as therapeutics, it seems that the adverse
effects — when used at high doses - may been restricted to
symptoms of nausea, as the risk of hemorrhagic events was not
clearly established. In the United States, the statute of Generally
Recognized As Safe defines a maximal limit of 3 g/day of long chain
omega-3 in nutritional complements, which matches the French
recommendation not to exceed more than 15 times the Daily
Recommended Intake [56]. Thus, the most common recommenda-
tions that have been made for ALA (1 g/day), EPA (250 mg/days)
and DHA (250 mg/day) in normal condition and of 1 g/day (ALA),
0.750-1 g/day (EPA + DHA) for patients at risk of cardiovascular
diseases are largely achievable. Therefore the interest in omega-3
to prevent both the risk of stroke and its associated brain damage
seems definitely relevant.
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Alpha-linolenic acid (ALA) is plant-based essential omega-3 polyunsaturated fatty acids that must be obtained through the diet.
This could explain in part why the severe deficiency in omega-3 intake pointed by numerous epidemiologic studies may increase
the brain’s vulnerability representing an important risk factor in the development and/or deterioration of certain cardio- and
neuropathologies. The roles of ALA in neurological disorders remain unclear, especially in stroke that is a leading cause of death.
We and others have identified ALA as a potential nutraceutical to protect the brain from stroke, characterized by its pleiotropic
effects in neuroprotection, vasodilation of brain arteries, and neuroplasticity. This review highlights how chronic administration of
ALA protects against rodent models of hypoxic-ischemic injury and exerts an anti-depressant-like activity, effects that likely involve
multiple mechanisms in brain, and may be applied in stroke prevention. One major effect may be through an increase in mature
brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a widely expressed protein in brain that plays critical roles in neuronal maintenance,
and learning and memory. Understanding the precise roles of ALA in neurological disorders will provide the underpinnings for
the development of new therapies for patients and families who could be devastated by these disorders.

important area of clinical need. Compounds with pleiotropic
effects aimed at reducing infarct size by one or more mech-

Dietary approaches for stroke prevention and rehabilitation
hold promise to improve outcomes in individuals at risk of
stroke and those who have had a stroke [1-4]. Although
there is abundant literature that connects reduction in stroke
risk to certain dietary elements and increase in stroke risk
to other certain dietary components, there is a paucity of
clinical trial data to direct the public and clinicians in this

anisms and improving outcome would be advantageous in
reducing the devastating effects of stroke on patients and their
families [1-3]. One compound that has been demonstrated to
exert neuroprotective, anti-inflammatory, and antidepressant
properties is a-linolenic acid (ALA), an 18-carbon, essential
omega-3 polyunsaturated fatty acid (PUFA) (Figure 1). In this
review we discuss beneficial effects of a-linolenic acid and
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FIGURE I: Structure of a-linolenic acid. a-Linolenic acid is an 18-
carbon, polyunsaturated fatty acid that is essential for normal health.
Because humans do not possess the enzymes to synthesize the
compound, it must be obtained from dietary sources.

clinically relevant data to suggest that further exploration of
this dietary component might be useful in stroke prevention
and recovery.

Omega-3 fatty acids are required for normal health, espe-
cially for the brain development and function [16]. Prior work
has shown that a seafood-rich diet was associated with low
rates of coronary heart disease and autoimmune disorders in
Greenland Eskimos which has been generally ascribed to the
intake of eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic
acid [DHA] [4]. A change in diet over the last century toward
a higher total fat and saturated fat content and a sedentary
lifestyle has been associated with an increase in the incidence
of chronic disorders such as hypertension, diabetes, and
atherosclerosis [17-20], all of which are stroke risk factors or
risk markers. In addition, omega-6 fatty acids are consumed
at a higher level compared with omega-3 fatty acids in a
standard western diet and they have been implicated in
coronary atherogenesis [21]. The distinction between the two
types of PUFAs is underscored by the fact that a higher
ratio of omega-6 fatty acids (linoleic acid) to omega-3 fatty
acids (alpha-linolenic acid) increases platelet aggregation
[22], is prothrombotic, and increases vasoconstriction [1-
4, 20, 23]. These effects are presumably due, at least in
part, to being integral components of the cell membrane
[1, 24]. A large body of evidence from experimental, clinical,
and epidemiologic research reports a cardioprotective role
of long-chain omega-3 fatty acids EPA and DHA derived
primarily from fatty fish. While prospective observational
cohort investigations indicated that consumption of fatty fish
twice or more a week significantly lowers risk of cardio-
vascular death [25], the findings from randomized clinical
trials examining the effects of fish oil supplementation on
cardiovascular disease morbidity and mortality in secondary
prevention settings were inconsistent. Fourteen randomized
clinical trials were evaluated by both Messori et al. [26]
and Kwak et al. [27]. These two groups adopted different
statistical methods, but neither found a benefit associated
with omega-3 fatty acid supplements versus placebo [26, 27].
Importantly, however, the 14 randomized clinical trials so far
reported have been small and short-term studies that were
not specifically designed to evaluate CVD end points and, of
note, the 2 large open-label trials that report a benefit with
omega-3 supplementation [28, 29] were excluded from their
analysis. While awaiting more definitive results that include
a standardized dose and a formulation maximizing bioavail-
ability, the American Heart Association has released dietary
guidelines that recommend intake of fatty fish twice a week,
underscoring the view that a cardioprotective diet needs to
be rich in omega-3 fatty acids [30-32]. There is extensive
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literature on the effects of EPA and DHA in cardiovascular
disease compared to a-linolenic acid, the precursor of EPA
and DHA (see [1, 24] and the references therein).

2. Cardiovascular Disease (CVD) and
a-Linolenic Acid

In the absence of definitive evidence, several sources imply,
rather than directly state, that the high ratio of omega-
6/omega-3 that constitutes the typical western diet may
promote the pathogenesis of many diseases, including car-
diovascular disease, cancer, inflammatory and autoimmune
diseases. It is therefore a widely held belief that restoring
the balance omega-6/omega-3 to a ratio of 5:1 is important,
but this “ratio theory” remains controversial. Indeed, a high
omega-6 intake may not be characteristic of many western
countries and a focus on the omega-6/omega-3 ratio risk
diverts attention away from simply increasing the absolute
intake of omega-3 fatty acids, which alone has been shown
to have beneficial effects, especially on cardiovascular health
[33]. Interestingly, only the daily intake of EPA and DHA was
promoted while the absolute and relative change of omega-
6/omega-3 in the food between the late paleolithic period
and the current US western diet seems mainly mediated by
the pronounced change in the linolenic acid (LA): a-linolenic
acid (ALA) ratio of the diet [34]. This points out that the
importance of ALA as a particularly bioactive component
from vegetables food source has been underestimated, espe-
cially because humans, like all mammals, cannot synthesize
a-linolenic acid (e.g., we do not possess the enzymes for de
novo synthesis. ALA must therefore be obtained from the diet
and excellent sources of ALA include rapeseed and walnuts
[35, 36]. In fact, interest in omega-3 in CVD has mainly
focused on EPA and DHA rather than ALA because ALA
bioconversion to EPA and DHA is minimal and therefore
a diet rich in ALA might not fulfill DHA requirements
(for review, [37, 38]). Since a wide variety of protective
mechanisms were ascribed directly to DHA (for review,
[39, 40]), diet supplementation with high levels of ALA has
been seen of little interest as compared to supplementation
with preformed EPA or DHA. This might have been an
unfortunate outcome in view of the growing evidence that
dietary ALA may also protect against CVD.

First, ALA-enriched diets have been shown in some
animal studies to influence the concentration of lipoprotein
in plasma. This ability to decrease low density lipoprotein
(LDL) may be of importance as increased levels of LDL in
plasma are strikingly correlated with the risk of developing
atherosclerosis and CHD. Unfortunately, this plasmatic LDL
reduction has not been found in studies in humans, although
consumption of ALA-enriched sources affected LDL content
in ALA, EPA, and DHA that were increased [41-43]. Second,
consumption of ALA-enriched sources and of fish oils rich
in EPA/DHA has similar antiarrhythmic properties [44, 45],
which are known to reduce the human risk of myocardial
infarction and fatal ischemic heart disease. Nevertheless, the
conclusion of prospective cohort studies that dietary ALA is
beneficial against CVD [46-48] has been recently challenged
by a meta-analysis concluding that increasing ALA intake
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may only produce modest cardioprotection [49]. In addition
to the modification of ionic channels currents induced
by the incorporation of these polyunsaturated fatty acids
into the cardiomyocytes membrane phospholipid bilayer,
which could account for the antiarrhythmic effects, omega-
3 PUFAs are paradoxical antioxidant and anti-inflammatory
compounds and therefore could indirectly decrease oxidation
and inflammation associated with CVD [50-52]. A diet rich
in ALA reduces proinflammatory cytokines which in turn
is related to the omega-6/omega-3 ratio (i.e., a lower ratio
reduces the proinflammatory mediators [7]; inflammation
is considered to play an important role in atherosclerosis,
a major risk factor for cardiovascular disease and stroke
[53]). In a recent study, de Goede and colleagues [54]
have examined the 10-year incidence of CHD and stroke in
relation to ALA intake in a Dutch population-based cohort
of over 20,000 adults. While no association between ALA
intake and incident coronary heart disease was observed,
their study revealed that ALA intake lowered the risk of
stroke. Compared to an Eskimo population where the omega-
6/omega-3 ratio is 1, the ratio of a typical western diet is
10/1-25/1 [34]. Thus, increasing the intake of ALA may be
beneficial in reducing stroke risk.

3. Stroke and a-Linolenic Acid

A typical western diet is severely deficient in omega-3 fatty
acids and this may elevate the risk for stroke [1, 3, 24, 54].
During an ischemic stroke, glutamate excitotoxicity through
overactivation of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors
is the major mechanism of neuronal cell death within the
core and surrounding ischemic area called the penumbra.
Neuronal necrosis driven by glutamate excitotoxicity occurs
within minutes to hours following cerebral ischemia. This
creates an extremely reduced time window of intervention for
administration of therapeutics aimed at inhibiting glutamate-
mediated cell death pathways [55]. This time constraint of
acute neuroprotection will probably be difficult to achieve
in clinical practice drawing attention to the importance of
prevention. The common view of prevention of the risk
factors is to reduce the occurrence of stroke. Nevertheless
an emerging concept in the field is that nutritional factors
may exert a protective role against stroke-induced damage,
a field of study of potentially major relevance but still poorly
addressed (see [1, 3]).

There is a great deal of evidence that ALA is a potent
neuroprotective agent against focal and global ischemia in
animal models [11, 56-62]. This same mechanism appears to
underlie clinical findings, where, in adult men, serum levels of
ALA were independently associated with a 37% reduction in
stroke risk [63]. Also, the higher the intake of «-linolenic acid,
the lower the prevalence of a carotid plaque [64], and similar
results were reported in mice [35]. ALA activates a neuronal
background rectifying potassium channel [65] leading to
membrane hyperpolarization which in turn increases the
magnesium block of the calcium channel associated with
NMDA receptors which play a predominant role in mediating
glutamate-mediated excitotoxic neuronal cell death [58, 61].
In this rodent model of global ischemia where hippocampal

pyramidal neuronal death is mainly driven by glutamate exci-
totoxicity, we found that ALA exerted a profound protective
effect that was more pronounced and reproducible than with
EPA and DHA [61]. Additional studies in rodents revealed
an essential role for the transcription factor, nuclear factor
kappaB, in the ability of ALA to protect neurons against
ischemia [11] and to induce tolerance [57], a phenomenon
where neurons become resistant to a stressful environment
such as ischemia [66]. ALA was shown to increase levels
of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a widely dis-
tributed protein that [59] in the brain carries out diverse
functions, including neuronal maintenance, learning and
memory, neuronal survival, and neurogenesis [67-72]. Other
proteins, such as HSP70, a heat shock protein [57, 60], which
acts as a protein chaperone, also have roles in regulating
programmed cell death (i.e., apoptosis) [73]. While some
features are known, the precise mechanisms by which «-
linolenic acid exerts its pleiotropic properties in brain are still
not clear. Omega-3 fatty acids act via multiple mechanisms
such as through the alteration of plasma membrane fluidity,
lipid rafts, and signal transduction mechanisms in addition
to effects on gene expression [74]. Delineating ALA-mediated
mechanisms may increase the number of cellular and molec-
ular targets that lead to enhanced therapeutic efficacy.

4. Stroke and Brain-Derived Neurotrophic
Factor (BDNF)

Of the known gene targets of ALA, BDNF shows promise as
a therapy for stroke. In many studies, BDNF has been shown
to reduce infarct size and improve outcome (see [75-77] and
the references therein) whereas blocking endogenous BDNF
worsens ischemia [78]. Administration of BDNF via the
intravenous route as well as the intracerebroventricular route
reduced infarct size and improved outcome in the transient
middle cerebral artery occlusion model of stroke [79, 80].
However, in humans, anticipated pharmacokinetic challenges
make it difficult to develop BDNF itself as a therapy to the
clinic [81]. This problem, however, creates opportunities to
discover compounds that increase endogenous expression
of BDNF in brain. To this end, chronic ALA treatment
increases BDNF mRNA and protein levels in the cortex
and hippocampus (Figure 2), two brain regions that are
susceptible to ischemia but are also involved in plasticity
responses. ALA increases neurogenesis, synaptogenesis, and
synaptic function in the rodent brain [82]. The ability to
increase neurogenesis in the brain is critical because it has
been shown that neural stem cells improve neurological
function in stroke [83-87]. Neural stem cells can modulate
the ischemic environment via the upregulation of survival-
promoting/neurotrophic factors such as BDNF and/or by
restoring neurotransmitter function by integrating in existing
networks and improving network circuitry. Taken together,
these findings indicate that ALA induces tolerance and
reduces infarct size in animal models of stroke. ALA was also
demonstrated to exert antidepressant activity and increase
BDNF mRNA and protein levels in the brain which in turn
likely stimulates neurogenesis, synaptogenesis, and synaptic
function. The benefit between the intake of ALA and the
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FIGURE 2: Interplay between NMDA and TrkB receptors mediated by ALA-induced lipid rafts in neuronal plasma membranes. An increase in
the nutraceutical ALA is hypothesized to markedly increase membrane fluidity leading to the efficient formation of lipid rafts [5] in neuronal
plasma membranes. Lipid rafts are the functional domains of the plasma membrane and play a crucial role in the regulation of transmembrane
signaling [6]. TrkB receptors and some NMDA receptors are constituents of lipid rafts [7-10] and one of the major nonprotein components
of lipid rafts is cholesterol [6]. The enhanced formation and/or efficiency of transmembrane signaling is hypothesized to result in enhanced
activation (phosphorylation) of NMDA and TrkB receptors via the binding of BDNF to its cognate receptor, TrkB. Activation of NMDA
receptors results in enhanced calcium influx and activation of signal transduction pathways leading to activation of nuclear factor kappa B
(NF-xB) via the canonical pathway (phosphorylation of I-xB leads to its dissociation from the dimer (p65/p50) which then translocates to
the nucleus where it binds to B sites to regulate gene expression) which in turn increases BDNF mRNA and protein levels [11-14]. Enhanced
intracellular BDNF protein expression would lead to an increase in secretion, thereby maintaining its availability to bind to TrkB in an
autocrine fashion [14, 15] as well as to stimulate neurogenesis, synaptogenesis, and synaptic function at distant sites (paracrine function).

reduction in stroke risk in humans, the substantial evidence A longitudinal study of 50,000 women found that

that ALA reduces infarct size, improves outcome and survival
in animal models and the fact that ALA exhibits a wide safety
margin provides a strong rationale for the systematic study of
ALA administration in stroke.

5. Stroke, Depression, ALA, and BDNF

Poststroke depression is a common occurrence and can
adversely affect outcome after stroke [88]. Stroke and depres-
sion are complex and multifaceted diseases but both disorders
have common pathological substrates that could be targeted
by therapeutic intervention. For example, there is growing
evidence that neuroplasticity plays a crucial role in both
pathologies. Consequently, compounds that increase neuro-
plasticity in the brain could ameliorate or prevent an infarct
and reduce downstream consequences such as poststroke
depression.

increased intake of ALA reduced depressive symptom [89].
Earlier studies showed similar results [90-92]. In normal
mice, ALA treatment (given intravenously or in the diet)
exerted an antidepressant effect. This effect was associated
with increased synaptogenesis and an increase in BDNF
mRNA levels in brain (Figure 3; [82, 93]). Evidence has
shown that antidepressant drugs enhance the activation of
TrkB receptors, the high affinity receptor that binds BDNF
[94] and is a key event in exerting antidepressant properties
[82, 94, 95]; BDNF has been implicated in mediating the
antidepressant effects in brain [96].

6. Conclusion

In common with several others groups, we have demon-
strated the broad neuroprotective and neuroplastic potential
of omega-3 injection in animal models of neurodegenerative
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FIGURE 3: In vivo subchronic ALA treatment increases mature
BDNF levels in neurons of the cortex and hippocampus, but not in
striatum. BDNF increase in these specific brain regions is consistent
with well-known properties for the efficiency of antidepressant
drugs and with the level of brain protection offered by the sub-
chronic ALA treatment. Mature BDNF expression was measured
10 days after the subchronic treatment by Western blots in cortex,
hippocampus (*P > 0.05), and striatum (P < 0.05) of mice injected
with ALA or vehicle. Subchronic treatment consisted of three i.v.
injections of 500 nmol/kg of a-linolenic acid on days 1, 3, and 7.

conditions, including acute neurological injuries such as
stroke and spinal cord injury (for review, see [1, 3, 97]. In
addition, intravenous perfusion of omega-3 fatty acid—in
the form of 10% fish oil emulsion supplementing parenteral
nutrition—has been shown to improve organ failure-related
outcomes [98]. Although the impact of omega-3 fatty acid
intravenous supplementation in human neurological con-
ditions has not been addressed, it is tempting to speculate
that this approach may offer significant benefit in human
ischemic conditions. With regard to omega-3 consumption,
a maximum dose of 3 g/day of long chain omega-3 fulfills
the Generally Recognized as Safe status in the United States
and the French recommendation not to exceed more than
15 times the Daily Recommended Intake [99]. Therefore,
we believe that, in light of the currently available data,
the conventional recommendations of omega-3 at a dose
of 1g/day of ALA, or 0.750-1g/day of EPA + DHA, may
offer therapeutic benefit in patients at risk of cardiovascular
diseases. It is also noteworthy that these doses are without
adverse effects. General consensus on the importance of

eating for health may turn as a particular commitment for
prevention, recovery, and rehabilitation from stroke. Healthy
eating after stroke may be important for recovery though
additional formal testing is needed, as it could be to improve
outcome and reduce reoccurrence. Choosing healthy foods
may be a challenge, underlying the importance of identifying
natural products with health benefit, like ALA that is a non-
proprietary, naturally occurring omega-3 fatty acid contained
in foodstuffs. ALA has anti-inflammatory and other potential
beneficial properties and, based on the weight of available
data, may reduce stroke risk, size, and/or consequences.
Sources of a-linolenic acid include but are not limited to
flaxseed, rapeseed, and walnuts. ALA is well tolerated and
can be supplemented into the diet in a variety of food
sources including muffins. The potential benefits of ALA are
supported by both animal studies and human observational
epidemiologic studies. Early phase clinical trials evaluating -
linolenic acid are justified, and if these indicate benefit, larger
scale studies of this agent in stroke prevention should follow.
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ABSTRACT

Stroke is a leading cause of disability and death worldwide. Numerous therapeutics applied acutely after
stroke have failed to improve long-term clinical outcomes. An emerging direction is nutritional inter-
vention with omega-3 polyunsaturated fatty acids acting as disease-modifying factors and targeting
post-stroke disabilities. Our previous studies demonstrated that the omega-3 precursor, alpha-linolenic
acid (ALA) administrated by injections or dietary supplementation reduces stroke damage by direct
neuroprotection, and triggering brain artery vasodilatation and neuroplasticity. Successful translation of
putative therapies will depend on demonstration of robust efficacy on common deficits resulting from
stroke like loss of motor control and memory/learning. This study evaluated the value of ALA as
adjunctive therapy for stroke recovery by comparing whether oral or intravenous supplementation of
ALA best support recovery from ischemia. Motor and cognitive deficits were assessed using rotarod, pole
and Morris water maze tests. ALA supplementation in diet was better than intravenous treatment in
improving motor coordination, but this improvement was not due to a neuroprotective effect since
infarct size was not reduced. Both types of ALA supplementation improved spatial learning and memory
after stroke. This cognitive improvement correlated with higher survival of hippocampal neurons. These

results support clinical investigation establishing therapeutic plans using ALA supplementation.
© 2016 The Authors. Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

tremendous burden on family and community. A stroke occurs on
average every 40 and 90 s, in the United States and Europe,

Annually, 15 million people worldwide suffer a stroke. Of these, respectively (Go et al., 2014; Gustavsson et al., 2011). The estimated
30% die and another 30% are left permanently disabled, placing a cost of stroke for 2010 was approximately $74 billion and €64

billion, respectively (Gustavsson et al.,, 2011; Lloyd-Jones et al.,
2010). Apart for thrombolysis — for which inclusion criteria are
fairly restrictive - clinical trials for the treatment of acute ischemic

Abbreviations: ALA, alpha-linolenic acid; CA, Cornu Ammonis; DAB, 3,3'-dia-
minobenzidine; DALYs, disability-adjusted life years; DHA, docosahexaenoic acid;
EPA, eicosapentaenoic acid; H/I, hypoxic—ischemic; LC-omega-3, long chain omega-
3; MCA, middle cerebral artery; MCAo, middle cerebral artery occlusion; MWM,
Morris water-maze; NeuN, neuronal nuclei; NIH, National Institutes of Health; PBS,
phosphate-buffered saline; PUFAs, polyunsaturated fatty acids; rTMS, repetitive
transcranial magnetic stimulation; SNAP 25, soluble synaptosomal-associated
protein of 25 kDa; TPN, total parenteral nutrition; U.S., United States.
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stroke have been almost all unsuccessful, leaving patients with an
extremely limited repertoire of therapeutic opportunities.
Nevertheless, improvements in population health — particularly
in the control of major risk factors of stroke such as hypertension,
diabetes, high cholesterol levels and smoking - over the past de-
cades have contributed to reduced stroke mortality. Unfortunately,
stroke remains a substantial problem, since mortality represents, at
best, a third of annual first-ever strokes. Indeed, in 2007 the

0028-3908/© 2016 The Authors. Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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number of stroke survivors was evaluated to be 62 million, and
30—60% of these were estimated to be dependent in some aspect of
daily living. These survivors have a high level of disability with
more than 50% of patients being left with a residual motor or
cognitive/amnesic deficit. Stroke burden was calculated to be
approximately 51 million disability-adjusted life years [DALYs]
(Johnston et al., 2009; Strong et al., 2007). Therefore, reducing long-
term disability by improving recovery would have a substantial
impact.

The major stroke-induced impairments are motor and cognitive
deficits. Motor impairment is characterized by a loss or limitation of
function in muscle control or a limitation in mobility (walking/
gaiting) (Jorgensen et al., 1995). In 80% of patients, altered control of
the face, arm, and leg of one body side are described as typical
symptoms of stroke (Langhorne et al., 2009). Cognitive impairment
affects multiple domains, including attention, executive function,
visuo-spatial ability, memory and language. As well, focal disorders
such as aphasia and neglect are common, as are more diffuse ab-
normalities such as reduced information processing and executive
dysfunction (Cumming et al., 2013).

Confronted with a lack of treatment options, various strategies
have been developed to enhance motor recovery, ranging from
pharmacological agents prescribed against hypertension, depres-
sion or Alzheimer disease, to exercise training (treadmill ...) and
even to repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS)
(Calautti and Baron, 2003; Cramer, 2008; Langhorne et al., 2011).
Increasing physical activity and rTMS are also known to improve
cognition (Cumming et al., 2013). In cognitive and memory post-
stroke rehabilitation, the efficiency of task-specific training re-
mains uncertain mainly due to a paucity of studies (Lincoln et al.,
2000; Nair and Lincoln, 2007). Interestingly, most of the motor
and cognitive rehabilitation approaches have been shown retro-
spectively to target neural plasticity and to increase levels of
neurotropic factors in the brain (Di Pino et al., 2014; Johansson,
2011).

An emerging preclinical concept to support the recovery of body
and brain after stroke is nutrition. Nevertheless how nutrition may
affect stroke recovery has not yet been intensely investigated,
which is surprising given its great influence as risk factor (Hankey,
2012). Most interventions showing that nutrition could improve
the recovery of neurocognitive functions in ischemic stroke pa-
tients have been based on protein supplementation provided to
counteract stroke-induced protein synthesis depression or
malnutrition (Aquilani et al., 2010). Apart from supplementation
with vitamins, which may reduce oxidative damage after acute
ischemic stroke (B and E groups) or have statin-like effects (Vitamin
D) nutritional intervention in stroke patients has been investigated
to a limited extent (Pilz et al., 2011).

Severe deficiencies identified in omega-3 polyunsaturated fatty
acids (PUFAs), both in the form of alpha-linolenic acid (ALA) and the
long chain derivatives eicosapentaenoic acid (EPA) and docosa-
hexaenoic acid (DHA), stand out as risk factors for cardiovascular
and cerebral diseases (Riediger et al., 2009; Kris-Etherton et al.,
2002). A body of preclinical studies have documented omega-3
PUFAs supplementation additional benefits in the context of
stroke: that as an effective and pleiotropic neuroprotective
approach against ischemia (for review (Blondeau and Tauskela,
2013; Gouix et al., 2014; Nguemeni et al., 2013)). As well, fish-oil
PUFAs supplemented in diet prior to ischemia was also found
exerting a beneficial effect on spatial memory deficits that was not
correlated with any benefit in hippocampal neurons survival sug-
gesting that PUFAs may also promote stroke recovery (Plamondon
and Roberge, 2008). During the last decade, we identified pleio-
tropic abilities of ALA to trigger multi-cellular and mechanistically
diverse responses, resulting in neuronal protection from stroke

(see: (Blondeau, 2016; Blondeau et al., 2015; Blondeau and
Tauskela, 2013; Nguemeni et al., 2013)). In a mouse model of
stroke, a subchronic post-treatment consisting of three sequential
injections of ALA enhanced animal survival rates by three-fold, ten
days following ischemia (Blondeau et al., 2009c). Several clinical
studies indicated that i.v. perfusion of long chain PUFAs, delivered
as parenteral supplementation with a 10% fish oil emulsion
(Omegaven, Fresenius-Kabi), may reduce mortality, antibiotic use,
and length of hospital stay in different diseases (Heller et al., 2002,
2006). While it seems intuitive that beneficial effects related to fish
oil doses may be reliant on the pathology phenotype, it was
tempting to speculate some value of omega-3 fatty acid as
adjunctive therapy for stroke recovery. ALA supplementation either
as an i.v. treatment or as enriched-diet also enhances brain plas-
ticity and improves neurite growth and remodeling in hippocampal
neurons (a main site for memory formation) (Blondeau et al.,
2009a; Venna et al., 2009), suggesting that ALA may represent an
excellent nutraceutical strategy to promote post-stroke recovery.

To provide insight into the potential of ALA on post-stroke
rehabilitation, we explored whether ALA supplementation deliv-
ered by i.v. subchronic treatment or modification of the daily diet
could facilitate recovery of motor and cognitive functions after
stroke in the 30 min MCAo model (which has been described as the
gold standard for characterization of long-term function in mice
(Balkaya et al., 2013)). We first evaluated the effect of the ALA
supplementation on the ischemic brain lesion and long-term
mortality rate. We further determined motor deficits by the
rotarod and pole test and cognitive deficits using the Morris Water-
Maze test. Finally, we evaluated the effect of ALA supplementation
on selective neuronal lesions that are known to important for
stroke rehabilitation.

2. Material and methods
2.1. Animals, diets and treatments

Male 4-week old C57BL/6 ] mice (Janvier France Breeding) were
housed under standardized conditions and received care according
to the policies of European Community Directive 86/609/EEC. The
Institutional Animal Care and Use Committees (CIEPAL) approved
the study (French Authorization N°06-118). Mice were fed a regular
rodent diet (SAFE, France) with an ALA concentration of 0.25%
(0.25 g in 100 g of regular diet, a proportion matching the “murine”
recommended intake (Bourre et al., 1993; Pudelkewicz et al., 1968))
or an experimental diet enriched in ALA by a factor of three
compared to regular chows, for 6 weeks. The content of proteins,
minerals, micronutrients, vitamins and the metabolizable energy
density provided by the different formulations are as previously
described (Nguemeni et al., 2010). Briefly, in the ALA enriched diet
(ALA-diet) lipids from rapeseed oil accounts for 10% and ALA for
0.75% by weight. The ALA-diet did not contain any EPA or DHA, in
contrast to the regular chow. Body weight, and water and food
consumption were monitored through the entire experiments
(Nguemeni et al., 2010). With respect to parenteral supplementa-
tion (ALA, Enzo Life Sciences), animals were injected in the penil
vein2h,3d,7d,10d, 14 d, 17 d and 21 d after the occlusion of the
middle cerebral artery (MCAo). The timing and dose (500 nmol/kg
as a bolus of 50 pl) selected for sequential injections of ALA were
based on our previous studies in the mouse model of focal ischemia
induced by a longer duration of MCAo (Blondeau et al., 2009c;
Heurteaux et al., 2006).

2.2. Middle cerebral artery occlusion

Focal ischemia was induced by a 30 min of transitory MCAo
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using an intraluminal filament technique (Blondeau et al., 2009b;
Nguemeni et al., 2010). Cerebral blood flow measurements by
laser Doppler flowmetry (Perimed, Craponne, France) confirmed an
ischemic occlusion (reduced by 85% of baseline) during MCAo and
restoration of blood flow during reperfusion, conditions required
for mice being included in the study. Physiological parameters,
including weight and survival rate were assessed (Nguemeni et al.,
2010).

2.3. Evaluation of brain ischemic lesions

The infarct volume was determined 24 h after MCAo on coronal
frozen brain sections stained using a solution of 1% cresyl violet in
0.25% acetic acid. The striatal and cortical areas of infarction were
measured on each section using a computer image analysis system
and corrected for brain edema according (Golanov and Reis, 1995).
Infarct volume (in mm?) was calculated by a linear integration of
the corrected lesion areas (Blondeau et al., 2009b; Nguemeni et al.,
2010). Late infarct consolidation was assessed 21 days post-stroke
by NeuN (neuronal nuclei) immunohistochemistry. Briefly, brain
sections were incubated overnight with anti-NeuN antibodies
(mouse monoclonal, 1:200; Chemicon) and a 3-stage avidin-biotin
method with corresponding biotinylated secondary antibody. NeuN
expression was visualized with 3,3’-diaminobenzidine (DAB as
chromogene). NeuN-positive cells were counted in the cortex and
striatum, including the caudate-putamen area at the level of the
lesion (bregma level 0.3 mm; magnification x 40) (Blondeau et al.,
2009b; Heurteaux et al., 2006; Nguemeni et al., 2010). Data were
expressed as number of NeuN-positive cells per mm?.

In a separate group of mice, we blindly assessed cellular status at
3 weeks post-MCAo. Tissue characteristics were quantified by
measuring ipsilateral and contralateral hemispheric volumes and
calculating tissue loss and atrophy using coronal cryosections
stained with cresyl violet (Lee et al., 2014). Calculations of neuronal
density of hippocampal CA1, CA2 and CA3 (Cornu Ammonis) sub-
fields were evaluated on coronal sections of the dorsal hippocam-
pus stained with cresyl violet, corresponding to brain sections
located between 1.46 and 2.18 mm posterior to bregma. The
number of living neurons in the stratum pyramidal within the CA1,
CA2 and CA3 area (um? measured with a digitizer) was counted
using a Leica DMD108 microscope.

2.4. Behavioral tests

2.4.1. Rotarod

The rotarod test has been reported to be effective for evaluating
motor coordination and balance alterations after MCAo in rodent
(Rogers et al., 1997). The rotarod apparatus (Ugo Basile, France)
consists of a striated rod (diameter 3 cm) subdivided into 5 areas of
5 cm width by disks 25 cm in diameter. The days preceding the day
of surgery, mice were trained on the rotarod for 5 min at a constant
speed (4 rpm) that was followed by a single trial on the rotarod
accelerating from 4 to 40 rpm over a period of 10 min (maximal
scores at 10 min) after 30 min rest. The latency of mice to fall from
the rotarod was recorded and this score was considered as the
baseline (pre-operative score). Mice were tested during the first
week post-stroke at Day 2, 3, 4, 7, to detect the effect of ALA sup-
plementation on motor deficits (Fig. 2). Rotarod test was also car-
ried out at Day 10, 14 and 21 post-MCAo to confirm the occurrence
of spontaneous recovery of motor impairments (Freret et al., 2011),
when the effect of ALA supplementation on spatial memory using
the Morris water-maze task was studied (data not shown).

2.4.2. Pole test
The vertical pole test is a motor task reported to be effective for

evaluating motor coordination, forelimb strength, and ability to
grasp and balance in MCAo mice (Ji et al., 2009; Matsuura et al.,
1997). A vertical wood pole of 50 cm was covered with tape to
create a rough surface. The animal was placed with the head facing
upward near the top of the pole. The time taken to make a complete
U-turn downward (time to turn) and the total time to touch the
ground with all four paws were recorded. If unable to turn
completely, the time to reach the ground was also included in the
time to turn. Each animal was tested over 5 trials and the average
score was recorded as the final pole test score.

2.4.3. Morris Water-Maze (MWM) test

The water-maze test is a spatial memory task reported to be
effective for evaluating learning and memory deficits after MCAo.
Experiments were closely adapted from previously published pro-
tocols with minor modifications (Quintard et al., 2011; Winter et al.,
2004). A 120-cm-diameter, 60-cm-high circular swimming pool
was filled to a depth of 32 cm with 21 + 2 °C opaque water. Visible
cues were placed on the walls of the pool remained in fixed position
throughout experiments. A clear plexiglas platform with a diameter
of 11 cm was submerged 1 cm below the water level. Swimming
performance (eg, path, speed, latency, distance) was tracked with a
computer-based system (ANYmaze, Smart, Bioseb, France). A full
experiment had two phases: a learning period (place task) for 4
consecutive days and a probe trial on day 5, two and three weeks
after ischemia. Phase 1: for the learning period, each mouse was
subjected to four trials a day in a pool divided into four equal hy-
pothetical quadrants. The position of platform was constant
throughout the training session, while the starting position on each
of the four training trials day was changed (Rehni and Singh, 2012).
If a mouse did not find the platform within 60 s, it was guided to the
platform. After reaching the platform, mice were allowed to stay
there for 30 s. Phase 2: for the probe trial, mice were allowed to
swim freely for 60 s in the absence of the platform. The time spent
in each quadrant and crosses through the location of the former
platform was measured. Absence of visual or motor impairment
was controlled without specific visual cues placed around the
outside of the tank but a visible platform (identified by an object on
the platform). This test was performed the day after the probe trial.

2.5. Lipid extraction and fatty acid analysis

Fatty acids were extracted from cortex samples and analyzed as
described previously (Awada et al., 2013). Tissue fatty acid methyl
ester peak identification was performed by comparison with peak
retention times of a 30-component methyl ester standard (Sigma).
The concentration of each fatty acid was determined by calculating
the areas of peaks.

2.6. Statistical analysis

Statistics were carried out in GraphPad Prism. Data were
expressed as mean + SEM. Survival curves were compared by log-
rank test. Statistical analysis of differences between groups was
performed by using unpaired t-test or ANOVA. Where F ratios were
significant, statistical analyses were extended and post-hoc com-
parisons were made by using Tukey's test for multiple comparison
tests. Pearson correlation analysis was used to study the correlation
between the time in target zone and the hippocampal neuronal
density. The level of significance was set at p < 0.05.
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3. Results

3.1. AlLA dietary supplementation is superior to i.v. treatment in
improving motor coordination, but does not correlate with neuronal
protection 3 days post-MCAo

During the 3 weeks following a 30 min MCAo, the mortality rate
was not influenced by ALA supplementation achieved through diet
modification or i.v. subchronic treatment (Fig. 1A and B). Mortality
evaluated 7 days post-MCAo was 25% and 16% for mice fed the
regular diet and the ALA-diet, respectively, which was not signifi-
cantly different from the 16% mortality observed when animals
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were i.v. treated with ALA. Quantitative assessment of infarct vol-
umes 24 h reperfusion after 30 min MCAo revealed that mice fed
regular or ALA-diet displayed similar cerebral infarction volumes
(29.2 + 6.4 mm?> versus 28.8 + 5.5 mm?>, Fig. 1C). ALA treatment by
i.v. subchronic treatment did not influence cerebral infarction
induced by 30 min MCAo. The infarct volumes were of
26.7 + 2.0 mm° and 25.5 + 2.2 mm?, respectively in the vehicle and
ALA treated-group (Fig. 1D).

The percentage change in body weights post-MCAo compared
with values recorded immediately prior to undergoing MCAo were
used as primary indicators of general well-being. Mice were
weighed daily for 7 days post-surgery for the short-term study and
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Fig. 1. Effects of a-linolenic acid supplementation on long-term survival, infarct size and body weight after 30 min MCAo. Long-term survival rate after 30 min of MCAo was not
affected by ALA supplementation, by modification of the daily diet (A) or by i.v. subchronic treatment (B), (n = 35, n = 35, n = 30 and n = 28 in the regular diet, ALA-diet, vehicle-
treated and ALA-treated groups, respectively). Twenty-four hours after 30 min MCAo, the infarct volume was similar between all groups, showing no effect of the ALA supple-
mentation (C and D). Data are represented by mean + SEM (n = 11 per group). (E and F) During the first week post-MCAo corresponding to the period of motor deficit evaluation,
weight loss was lower in animal feds the ALA-diet following 30 min of MACo. During the cognitive deficit evaluation, animals did not differ in weights between each group. Data are
represented by boxes, median, and interquartile range; whiskers, min—max; +, mean (*p < 0.05; **p < 0.01; n > 30 per group; unpaired t-test).
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at D7, D14 and D18 in the longer-term study. All animals lost weight
over the first 2 days post-MCAo (Fig. 1E and F) after which they
began to regain weight until reaching their baseline after a week.
Interestingly, mice fed the ALA-diet gained weight at a significantly
faster rate than mice fed the regular-diet (Fig. 1E), while there was
no differences in weight gain between groups treated with sub-
chronic treatment (Fig. 1F). In the longer-term study, weight did not
significantly differ between experimental groups 21 days post-
MCAo.

To determine whether daily increased intake of ALA improved
functional recovery after stroke, mice were preventively fed an
ALA-diet for 6 weeks before MCAo. Pre-operative performance in
the rotarod test did not differ significantly between animals fed the
regular or ALA-diet. As expected, postoperative performance of
MCAo animals was significantly impaired (Fig. 2A). Spontaneous
recovery from the motor coordination impairment was faster in the
group fed the ALA-diet compared to the animals fed the regular diet
(Fig. 2A). The post-MCAo performance of animals fed the ALA-diet
was significantly improved by an average of 30% during the first
week of recovery (2 W ANOVA: effect of group: F = 21.53,
$$$p = 0.00001). Single time-point analysis showed significant
improvement in the performances on the rotarod in MCAo-mice
fed the ALA-diet as compared to animals fed the regular diet
(*p < 0.05, Fig. 2A). Compared to their pre-injury baseline on post-
MCAo day 2, 3, and 4, mice fed the ALA-diet were able to perform at
69%, 74%, and 100% (##p < 0.01, #p < 0.05) while mice fed the
regular diet only performed at 50%, 58%, and 76% (###p < 0.001,
##p < 0.01 and #p < 0.05), respectively. Surprisingly, the perfor-
mance of vehicle-treated animals and ALA-treated animals were
similar for the rotarod (Fig. 2B). Since the two sequential injections
of ALA were insufficient in improving motor recovery, we then
explored whether the improvement of motor coordination caused
by the ALA-diet would be confirmed in the pole test. Again, when
tested before MCAo, no difference was observed in this effect be-
tween the different diets. Between day 3—4 post-MCAo, the
average performance for the “time to turn” task of animals fed the
ALA-diet was significantly improved as compared to animal fed the
regular diet (Fig. 2C, RM ANOVA: effect of group: F = 4.35,
$$p = 0.0397). Single time-point analysis revealed that mice fed the
ALA-diet took less time to finish a complete turn only on day 3 post-
MCAo. The time to turn the head downwards was 2.9 + 0.7 s for the
ALA-diet group compared to 6.6 + 1.8 s for the regular diet group
(Fig. 2C, *p < 0.05). In the “latency to descend” task, MCAo animals
showed significant impairment for 4 days (up to 14 days — not
shown) as compared to their pre-operative performance (Fig. 2D),
except at day 3 post-stroke for the mice fed the ALA-diet, which is
probably correlated with the marked reduction of their time to
turn. Overall, the ALA-diet did not have any significant quantitative
effects on their rapidity to reach the ground, while the quality of the
descent was clearly visually abnormal (falling or slipping down
backward) in the group fed the regular diet (data not shown). This
predicted that analysis of the mice motion in fine behavioral
assessment protocols to discern improvement in the range of mo-
tion, grasping and supination from compensation by postural ad-
justments may reveal improved recovery of the group fed the ALA-
diet (Murphy and Corbett, 2009). A detailed analysis of the neural
loss confirmed that the improved motor recovery did not correlate
with better neuronal survival. Three days post-MCAo, brains of
animal fed the ALA and regular diet exhibited a similar subcortical
lesion as well as of the caudate putamen of the ipsilateral hemi-
sphere, characterized microscopically by the loss of 26% of the
NeuN-positive cells reflecting a marked neuronal destruction
(Fig. 2E and F). We further explored whether the disparity in effi-
ciency between dietary supplementation and subchronic treatment
extended to cognitive recovery post-stroke.

3.2. ALA supplementation improves spatial learning and memory
after MCAo

We first evaluated the effects of an ALA-diet on functional re-
covery within 3 weeks after ischemic brain injury in a MWM
paradigm. The acquisition procedure did not reveal any significant
difference between groups in swimming speed (Fig. 3A) or any
significant reduction in the distance to find the hidden platform
(Fig. 3B). Nonetheless, mice fed the ALA-diet had significantly
improved latency to the hidden platform compared with mice fed
the regular diet (Fig. 3C), illustrating that the ALA-diet improved
learning performance of MCAo mice (2 W ANOVA: effect of group:
F = 10.78, $$p = 0.0014). Results of probe trial testing showed that
MCAo mice fed the ALA-diet performed significantly better
compared with MCAo mice fed the regular diet. During the probe
trial, time in the target zone compared to the other three quadrants
was highest for mice fed the ALA-diet compared to the regular diet
(Fig. 3D, p < 0.05). During the 60 s probe trial, the number of
platform crossings was significantly different between mice fed the
ALA- and regular diet (9.6 + 2.0 and 3.1 + 1.4, respectively, p < 0.05,
Fig. 3E). The ALA-diet group performance was significantly better
during both periods (0—30 s and 30—60 s, p < 0.05, Fig. 3E). A
representative swim pattern of the probe test for each group clearly
demonstrated the difference in the search process 18 days post-
MCAo (Fig. 3F), whereas both groups exhibited similar perfor-
mance in visible platform tests (Fig. 3G).

Using the same MWM paradigm to investigate the effect of ALA-
treatment on cognitive function, we observed similar levels of
improvement using the repeated ALA injections. No difference
between the ALA and vehicle-treated group was observed in
swimming speeds and distance to find the hidden platform (not
shown), but the ALA-treatment displayed improved learning per-
formance (2 W ANOVA: effect of group: F = 4.96, $p = 0.04, Fig. 4A).
ALA-treated mice spend 25% more time in the target zone (Fig. 4B,
p < 0.05) compared to the vehicle-treated mice. Again, ALA sup-
plementation positively impacted the search process 18 days post-
MCAo (Fig. 4C), while ALA- and vehicle treated groups displayed
similar performance in visible platform tests (data not shown).

3.3. The ALA-induced cognitive improvement is supported by an
increased survival of neuronal cell of the hippocampus

To determine whether ALA improves cognition, we investigated
particular aspects of the brain lesion linked to spatial memory
deficit 3 weeks post-MCAo.

At late time points, tissue loss and atrophy are accurate esti-
mations of the maturation of the ischemic lesion. The profound
(12%) tissue loss that was observed in the ipsilateral hemisphere of
the animals fed the regular diet was not detected in the ipsilateral
hemisphere of the animals fed the ALA-diet (#, p < 0.05) (Fig. 5A). A
profound (12%) tissue loss was also observed in the ipsilateral
hemisphere of the vehicle-injected animal. The atrophy was
reduced to 9% in the ALA-treated mice, but did not reach statistical
significance (Fig. 5B). As a more straightforward endpoint, we
assessed neuronal density of the ipsilateral and contralateral
hippocampi. Thirty minutes MCAo induced significant neuronal
damage in the hippocampal sector. Compared with their respective
contralateral sides, 45% and 30% of hippocampal neurons of animals
fed the regular diet and vehicle-treated groups, respectively, were
destroyed (not shown). An ALA-diet significantly reduced neuronal
loss by 42% in the ipsilateral hippocampus compared with regular
diet when measured 3 weeks after ischemia (Fig. 5C). Similarly, the
ALA subchronic treatment also reduced neuronal loss throughout
the different hippocampal layers compared with the vehicle
treatment (Fig. 5C). The reduced number of necrotic cells observed
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in tissue samples obtained from animals treated with the ALA-diet
and ALA subchronic treatment is highlighted on photomicrographs
shown in Fig. 5D. A correlation between hippocampal neuron loss
and time spent in the target zone was observed in the control
groups (regular diet and vehicle treated animals), which might
explain why ALA-supplemented animals presenting with less hip-
pocampal damage exhibited better spatial memory recovery
(Fig. 5E).

In addition, the analysis of cortical content of omega-3 PUFAs
indicated that the ALA-diet and a subchronic treatment of 3
sequential ALA injections did not change the content of the major
omega-3 fatty acids of the brain, DHA, compared to their respective
control (Fig. 5F). No difference was detected between the groups in
the overall n-6/n-3 PUFA ratio (Fig. 5G) and the omega-3 PUFA
fraction as well as in the proportions of saturated fatty acids,
monounsaturated fatty acids, and n-6 polyunsaturated fatty acids
(Fig. 5H). Altogether, these data suggest the existence of a protec-
tive effect of ALA on the different hippocampal layers, which cannot
be attributed to a potential bioconversion of ALA to DHA. This
sustained neuroprotection into late recovery stage may account for
the superior performance in the MWM cognitive test.

4. Discussion

Malnutrition is often observed in stroke patients because of
increased metabolic demands due in part to stroke complications
(Dennis et al., 2005). Consequently, on this basis alone, a nutritional
support should probably lead to improved clinical outcomes. Un-
fortunately, the effect of such nutritional intervention is still un-
clear for stroke patients and understudied in preclinical research.
The risk for severe deficiency in omega-3 PUFAs, known as risk
factors for stroke in the general population, often occurs during
post-stroke rehabilitation, while a body of preclinical evidence
documents the benefits of ALA supplementation either as an i.v.
treatment or as enriched-diet in animal models of stroke
(Blondeau, 2016). Therefore we believe that an emerging direction
in nutritional intervention post-stroke stands in omega-3 ALA
supplementation. Since successful translation of putative therapies
will depend on demonstration of robust efficacy on common defi-
cits resulting from stroke like loss of motor control and memory/
learning, the central question of this study was to evaluate the in-
fluence of nutritional support in omega-3 ALA in a murine model of
ischemic stroke. The 30 min MCAo produces a consistent selective
lesion (mainly striatal) with a low mortality in mice (Balkaya et al.,
2013), thereby allowing characterization of long-term functional
outcome. The infarct size and the related striatal damage observed
at 2 and 3 days post-MCAo were similar to those described for this
short-duration of ischemia (Katchanov et al., 2001; Kilicet al.). In a
clinical setting, the choice of nutritional support lies between oral
diet supplementation, enteral feeding (for patients who suffer for
dysphagia or other feeding difficulties, supplementation can be
achieved via a nasogastric or percutaneous endoscopic gastrostomy
tubing) or intravenous feeding (supplementation is delivered via
central venous line or by a less invasive option known as peripheral
total parenteral nutrition -TPN- via peripheral venous line). Inter-
estingly, a neuroprotective effect of ALA has been observed when
given by intravenous injection or after a 6-week feeding of an ALA

enriched diet in the acute phase of ischemia in several animal
models of brain ischemia (Blondeau et al., 2001, 2009¢c, 2002b;
Heurteaux et al., 2006; Lauritzen et al., 2000; Nguemeni et al.,
2010). In addition, LC-omega-3 DHA also displayed neuro-
protective effects on acute and long-term ischemic brain damage
(Belayev et al., 2011), improving functional outcomes up to 5 weeks
after neonatal hypoxia/ischemia (Zhang et al., 2010). However the
effect of ALA on long-term brain damage and neurological func-
tional recovery was unknown.

In the 30 min MCAo model, where the infarct is mainly striatal,
no striking protective effect in reducing the lesion volume and the
mortality was detected. This result contrasts with our previous
observations in the more stringent model of 60 min MCAo, where
robust protection of the cortex was observed (Nguemeni et al.,
2010). Indeed, the evolution of loss of striatal neurons was
observed in all animal groups, being similar three days post-MCAo
between mice feed the ALA-enriched and regular diet. Similarly, the
neuroprotective effects of ALA observed with the single or sub-
chronic iv. treatment in different models of brain ischemia
(Blondeau et al.,, 2002b, 2009c, 2003; Heurteaux et al., 2006;
Lauritzen et al, 2000) were not observed with the milder
ischemia of 30 min. It is known that the caudate-putamen, which is
more damaged by a mild stroke, has inherited motor and cognitive
functions (Katchanov et al., 2003), probably due to the in-
terconnections of this structure with several brain regions.

This study highlights the importance of diet supplementation in
the loss of body weight after stroke and its link with the recovery of
motor functions. While the exact etiology of weight loss after
ischemia is not completely understood, cerebral infarction itself
clearly represents one major cause. Interestingly, this work shows
that the extent of weight loss and the lesion volumes were similar
in all groups the first post-operative day. Nevertheless, the time to
regain baseline levels (which usually depend on the duration and
severity of ischemia) was improved in the animals fed the ALA-diet
within the first week post-stroke, which coincides with the spon-
taneous recovery of motor function. This information is of impor-
tance by providing an indication on how animals may better
recover from ischemia and even reflect a better prognostic for
functional outcome. The weight recovery after MCAo is a good and
independent indicator of the animal welfare. Indirectly, it shows
the general physiological condition of ischemic mice with an
extremely good correlation with clinical observations.

Weight loss after stroke is common even in patients in good
physical condition before stroke onset, for whom no less than a
quarter also undergo weight loss in the short and long term
(Jonsson et al., 2008). It is also associated with poor nutritional
status that is considered as a marker of poor outcome after stroke
(Collaboration, 2003). Consistent with clinical observations, MCAo-
induced weight loss has been associated with poorer recovery of
motor function (Dittmar et al., 2003). This could explain why we
found that, by comparing the two ALA supplementations, only oral
supplementation (achieved through the modification of the daily
diet) improved motor recovery post-MCAo, while no dissimilarities
were found in infarct size and caudate-putamen lesion. Several
studies on basal ganglia dysfunction have implicated the putamen
in the control of motor coordination: these include motor learning,
motor performance and tasks, motor preparation, specifying

pre-MCAo performance and ($) indicates a group effect ($$$p < 0.001). (C and D) Similar results were obtained in the pole test that only showed an improvement of balance and
forelimb strength post-MCAo in mice fed the ALA-diet. Data are represented by mean + SEM (n = 15 per group at each time point). *p < 0.05 versus respective control, #p < 0.05;
##p < 0.01; ###p < 0.001 versus pre-MCAo performance and ($) indicates a group effect ($$p < 0.001). (E) Representative photographs of NeuN immunohistochemistry performed
3 days after 30 min MCAo illustrate that neuronal sparing was confined to striatum. (F) Quantification of NeuN + cells confirmed that the neuronal loss confined to striatum and
caudate-putamen was not averted by consumption of the ALA-diet. This suggests that the improvement in motor function by the ALA-diet is not correlated to any preservation of
brain region engaged in motor function. Data are represented by mean + SEM (n = 6 per group). **p < 0.001 versus respective contralateral hemisphere. Scale bar is 50 um,

applicable to all sections.
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amplitudes of movement, and movement sequences (Evarts and
Wise, 1984; Ward et al.). Nevertheless, in the present study the
ischemic damage does not seem to be involved in the difference of
motor recovery observed. Although we did not investigate whether
post-stroke metabolism was improved by the ALA-diet, it is known
that stroke alters a number of metabolic factors and pathways due
to a global catabolic/anabolic imbalance. Indeed, the increased
catabolic and failing anabolic activities induce the depletion of
energy stores leading to muscle functional decline and fat wasting,
both of which contribute to the clinical manifestation of weight loss
(Gariballa et al., 1998). Indeed, lessons from “the obesity paradox”
suggesting that patients who are mildly obese may actually have a
better stroke outcome underline the requirement for monitoring
changes in body weight and composition after stroke. Treating the
catabolic/anabolic imbalance after stroke could significantly
improve long-term outcome (Scherbakov et al., 2011). During short
periods of insufficient energy supply, the human body will burn
primarily free fatty acids from body fat stores, and therefore will

use ALA as an energy source. Alpha-linolenic acid is integrally
involved in the metabolism and could interact directly with nuclear
receptors, such as peroxisome proliferator-activated receptor
(PPAR) (Forman et al., 1997), liver X receptor and hepatocyte nu-
clear factor-4 and therefore be implicated in glucose and lipid ho-
meostasis and for metabolic adaptation (Contreras et al., 2013).
Although further studies are required, it is tempting to conclude
that post-stroke nutritional support in ALA may be an important
and required source of energy and metabolic support that could
improve the short-term post-stroke body weight and motor
recovery.

Since 30 min MCAo in adult mice not only causes short-term
motor deficits but also long-term impairment of the spatial
learning and memory, we evaluated the effect of ALA supplemen-
tation on spatial memory using the Morris water-maze task at 3
weeks after surgery, a time when MCAo animals display sponta-
neous recovery of body weight and motor impairment (Freret et al.,
2011). Indeed, eventual secondary motor impairments and body
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weight did not influence performance in the water-maze task, as
swimming speed did not differ between the different groups before
or after MCAo. Nevertheless, ALA-diet fed mice and ALA-injected
mice took significantly less time and exhibited optimized search-
ing behaviors to reach the platform compared with the mice fed the
regular diet or treated with the vehicle, respectively. These findings
demonstrate that nutritional support in omega-3 ALA achieved by
oral or intravenous supplementation improves the spontaneous
recovery of spatial learning and memory in a mouse model of
ischemic stroke.

Because the MWM is known to detect impairment in special
memory function associated with hippocampal damage (Morris
et al., 1982), we investigated the long-term damage specific to
this region. In the MCAo model used in this study, the cerebral
cortex was mostly spared and the striatum was infarcted. Here we
observed a correlation between hippocampal neurons loss and the
time spent in the target zone in the control groups (regular diet and
vehicle treated animals) suggesting that spatial cognitive impair-
ment in the MWM task could be correlated with the degree of
damage of the hippocampus. How MCAo induces brain lesions in
the hippocampus (this work) or thalamus and hypothalamus (Hata
et al., 1998), areas that are not directly supplied by the MCA, re-
mains unclear. Recently, Castel's group proposed that damage in
these deep regions might be due to the alteration of tissue perfu-
sion by deep and small cerebral arteries arising directly from the
internal carotid artery, at the proximity of the origin of MCA during
the intraluminal filament insertion (El Amki et al., 2015). Therefore,
vasoactive properties of ALA (Blondeau et al., 2007) could support
the anastomotic network, which supplies a part of the hippocam-
pus and the thalamus, and may participate in preservation of such
areas known to be crucial to spatial learning and memory. Both
types of ALA supplementation drastically reduce ischemic hemi-
sphere atrophy and ALA induces direct in vitro and in vivo neuro-
protective effects (Blondeau et al., 2001, 2002a; Heurteaux et al.,
2006; Lang-Lazdunski et al., 2003; Lauritzen et al., 2000; Ngue-
meni et al.,, 2010), likely accounting for reduced damaged pro-
jections from infarcted cortex, thalamic atrophy, or denervated
basal nucleus cholinergic fibers to the cortex (Fujie et al., 1990;
Kataoka et al., 1991). Similarly, ALA protection from secondary
damage induced in neocortical sites within the MCA territory
known to also disturb spatial learning and memory independently
from hippocampal lesion (Frankland and Bontempi, 2005) could
account for the improvement of spatial learning and memory.
However the robust hippocampal protective effect of both types of
ALA supplementation against MCAo-induced hippocampal lesion
observed 3 weeks after the ischemic insult is undoubtedly a
determining factor in improving the recovery of MCAo-induced
deficits identified in the MWM. The growing understanding of
the mechanisms that underlie recovery of the damage brain in-
volves neural plasticity (Kleim and Jones, 2008; Murphy and
Corbett, 2009). Therefore functional outcome may be improved
by restorative therapies through stimulation of synaptogenesis in
the ischemic brain (for review see (Chopp et al., 2009; Murphy and
Corbett, 2009)). Modification of the omega-3 content of dietary
regimens change the genes brain expression of genes controlling
synaptic plasticity, cytoskeleton and membrane association, signal

transduction, ion channel formation (Kitajka et al., 2002). We and
others have respectively shown that ALA injections and ALA-diet
triggered neurogenesis and synaptogenesis in the adult brain
(Blondeau et al., 2009a; Venna et al., 2009). Thus a casual rela-
tionship between ALA-induced synaptogenesis and cognitive re-
covery may be surmised. While the precise cellular and molecular
targets of ALA on stroke recovery will require further investigations
before being sorted out, an evident but under-studied link between
ALA—induced protection and stroke recovery, that is cerebral
inflammation should be considered. Clinical and experimental ev-
idence have implicated cerebral inflammation in several aspects of
stroke: neuroinflammation may not only lead to irreversible
neuronal alterations, but probably contribute to worsen outcome
and recovery in stroke (Allan et al., 2005; Drake et al., 2011). In
contrast, several anti-inflammatory actions of omega-3 PUFAs have
been proposed, including in neonatal Hypoxic—Ischemic (H/I) brain
injury (Zhang et al., 2010). Indeed, Chen's laboratory has recently
shown that LC-omega-3 supplementation through an EPA/DHA-
enriched diet improves long-term neurological outcomes after
neonatal H/I injury. This prolonged protection was attributed to an
anti-inflammatory effect on microglia leading to a robust sup-
pression of proinflammatory mediator release (Zhang et al., 2010).
Our ongoing studies will determine whether suppression of neu-
roinflammation and release of proinflammatory cytokines (IL1-§,
IL-6, TNF-a) and chemokines (MCP-1, MIP-1-alpha, IL-8)
(Conductier et al., 2010; Le Thuc et al., 2015) play a critical role in
mediating the neuroprotective effect of ALA supplementation after
ischemic stroke.

With respect to efficiency of the oral and intravenous approach,
the overall benefits of the subchronic treatment we used were less
impressive than those observed with the ALA-diet. Originally, this
subchronic treatment was only designed for promoting a better
survival against 60 min MCAo (Blondeau et al., 2009c; Heurteaux
et al.,, 2006). Therefore, such beneficial effects on long-term hip-
pocampal and cognitive deficits were unanticipated and since we
can not exclude that an optimization of subchronic treatment with
a daily delivery may offer results of similar amplitudes as the diet
enriched in ALA, it reinforces the idea that studies testing different
protocols and approaches are still needed in the field.

5. Conclusions

In summary, in one of a minor number of studies concerning
nutritional intervention in the critically post-stroke recovery
period, we propose that nutritional intervention with ALA would
help counteract stroke-induced deficits including impairments of
cognition that occur in patients (Stephens et al., 2004) This case for
nutritional support in ALA is also reinforced by the demonstration
of an association between hippocampus and memory in humans
(Burgess et al., 2002) and the correlation observed by MRI between
cognitive impairments to hippocampal alteration (Lin et al., 2014)
While insights into the precise mechanisms requires further
studies, we identify that hippocampal preservation has an intrinsic
effect of ALA treatment leading to reduced cognitive deficits, which
is not due to bioconversion to DHA. Therefore, such work holds
promise as an instigator of further randomized, controlled studies

group). #p < 0.05 versus respective contralateral hemisphere, and *p < 0.05 versus respective control. (C) Neuronal loss observed in the hippocampus 21 days post-MCAo in the
regular-diet and vehicle treated groups was significantly reduced in the animal supplemented in ALA by modification of the diet or subchronic treatment. Data are represented by
mean + SEM (n = 6 per group). *p < 0.05. (D) The better preservation of the hippocampal neurons is illustrated by representative cresyl violet staining of the CA1 and CA3 neuronal
layers. Scale bar is 100 pm, applicable to all sections. (E) A correlation that was analyzed by Pearson's analysis between hippocampal neurons loss and the time spent in the target
zone was found in the control groups (regular diet and vehicle treated animals), confirming why the ALA-supplemented animal presenting less hippocampal damage had a better
spatial memory recovery. The consumption of ALA-diet and the subchronic treatment did not modify in the cortex, the concentration of DHA, the major omega-3 PUFA of the brain
(F), the pre-MCAo omega-6/omega-3 ratio (G), and of saturated fatty acids (SFAs), mono unsaturated fatty acids (MUFAs) and PUFAs (H). Data are represented by mean + SEM (n =5

per group).
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that will be required to confirm the value of ALA in adjunctive
therapy for one of medicine's most urgent priorities.
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Abstract

Sickness behavior defines the endocrine, autonomic, behavioral and metabolic responses
associated with infection. While inflammatory responses were suggested to be instrumental in
the loss of appetite and body weight, the molecular underpinning remains unknown. Here we
show that systemic or central lipopolysaccharide (LPS) injection results in specific
hypothalamic changes characterized by a precocious increase in the chemokine ligand 2
(CCL2) followed by an increase in pro-inflammatory cytokines and decrease in the orexigenic
neuropeptide melanin-concentrating hormone (MCH). We therefore hypothesized that CCL2
could be the central relay for the loss in body weight induced by the inflammatory signal LPS.
We found that central CCL2 delivery promotes neuroinflammation and the decrease of MCH
and body weight. MCH neurons were found to express CCL2 receptor and to respond to
CCL2 by decreasing both electrical activity and MCH release. Pharmacological or genetic
inhibition of CCL2 signaling could oppose the response to LPS at both molecular and
physiologic levels. We concluded that CCL2 signaling onto MCH neurons represents a core

mechanism that relay peripheral inflammation to sickness behavior.

Keywords: Weight loss / neuroinflammation / CCL2 chemokine / CCR2 signaling pathway /

Melanin Concentrating Hormone
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Introduction

Sickness behavior refers to the broad metabolic and behavioral changes that develop
over the course of illness in response to inflammatory stimuli. Among these pro-inflammatory
cytokines, such as interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-o
(TNF-a), as well as chemokines, can directly alters mood, food intake and body weight
through local action onto central hypothalamic network regulation energy balance and stress
response [1-4].

In visceral injuries, local production of cytokines can rapidly signal to the brain via a
direct action onto primary afferent nerves, including the vagus and the trigeminal nerves.
Following bacterial infection, activation of resident macrophages of the choroid plexus and of
the circumventricular organs, devoid of blood-brain-barrier (BBB), induce synthesis of pro-
inflammatory cytokines that directly enter the brain. Peripheral cytokines may also cross the
BBB using saturable transport systems or transitory local openings. Cytokine activation of
perivascular macrophages and brain endothelial cells generate prostaglandins E2 that act on
the hypothalamo-pituitary-adrenal axis to regulate stress responses [5]. Finally, the central
nervous system (CNS) may synthesize de novo cytokines following systemic or central
inflammation [6]. However, the cellular and molecular basis by which peripheral
inflammation is integrated centrally to adapt food intake and body weight remains largely
unknown.

Lipopolysaccharide (LPS), when injected peripherally, triggers all the key features of
sickness behavior i.e. peripheral and central inflammation, suppression of appetite and weight
loss [7]. While the molecular underpinnings remain unknown, it has been shown that central,
rather than peripheral inflammation, is mediating LPS-induced appetite and weight loss [8]
and interestingly, CNS inflammation can be triggered independently from systemic cytokines,
by non-hematopoietic cells of the brain expressing the LPS receptor: the Toll like receptor 4
(TLR4) [9]. Central neural substrate regulating feeding and energy expenditure is composed
of several neuropeptidergic circuits primarily located in the hypothalamus and brainstem.
Among these, the “first order” neuronal populations that lie close to circumventricular organs
integrate circulating signals of hunger and satiety and represent also a target for peripheral
inflammatory signals. They include both orexigenic/anabolic producing neuropeptide Y
(NPY)/agouti-related polypeptide (AgRP) and anorectic/catabolic neurons that produce pro-
opiomelanocortin (POMC)/cocaine- and amphetamine-regulated transcript (CART) in the
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arcuate nucleus (ARC). Once ARC neurons have integrated peripheral signals, they, in turn,
project to “second order” neurons located in various brain regions, including hypothalamic
areas such as the lateral hypothalamic area (LHA), the ventromedial hypothalamic area
(VMH) and the paraventricular nucleus (PVN) [10] [11]. The hypothalamus-brainstem
structure is referred as to the homeostatic circuitry and operates adaptive metabolic and
behavioral responses that regulate body weight. [12].

Thus, it was tempting to speculate that central inflammatory signaling may
temporarily alter “first order” and “second order” neurons to promote LPS-provoked weight
loss. While few interleukins receptors were found on hypothalamic neurons [13, 14], they are
particularly lacking in the LHA neurons whereas chemokine receptors are widely expressed
and functional onto hypothalamic neurons [15], particularly the orexigenic melanin-
concentrating hormone (MCH) [16-20] and the hypocretins/orexins (ORX) neurons [21].

We thus hypothesized that chemokines could be crucial intermediates connecting
peripheral inflammation to the neuronal substrate mediating metabolic changes and anorexia

associated with sickness behavior.

Among chemokines, we identified the monocyte chemoattractant protein 1 MCP-1/ C-
C motif chemokine ligand 2 (CCL2) as a potential key player because CCL2 is expressed in
glial cells and discrete neuronal populations [22], is consistently increased in the CNS
following peripheral inflammation [23] and has been shown to be crucially involved in LPS-
mediated brain inflammation [24]. Using genetic, electrophysiological and pharmacological
approaches, we demonstrate that CCL2/CCR2 signaling onto MCH neurons is the core
mechanism by which peripheral inflammatory response is centrally relayed to operate the

behavioral and metabolic changes associated with sickness behavior.

Results

Systemic injection of LPS induces neuroinflammation and activates gene expression of
neuropeptides involved in feeding behavior/energy balance

In order to fully characterize the sequence of molecular events that occurs at the
central level in response to peripheral inflammation, we first studied the dose-response
relationship of peripheral LPS injection on sickness behavior response. Intraperitoneal (ip)

injection of 5ug of LPS per mouse recapitulated most of the characteristic response seen in
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sickness behavior and was therefore selected for subsequent molecular analyses (Fig EV1A).
We next performed a time-course study using targeted transcription profiling by PCR analysis
study of pro-inflammatory cytokine genes (IL-1pB, IL-6, TNF-a) and selected neuropeptides-
encoding genes involved in feeding behavior to precise the molecular events that occur at
hypothalamic level after ip LPS injection. As expected [25], ip LPS injection induced a very
early (1-3 after post-injection) overexpression of the pro-inflammatory cytokine mRNAs (IL-
1B, IL-6, TNF-a), with specific profiles (Fig EV1B). LPS ip challenge also induced, 1 hour
after injection, a transitory, yet massive (up to 20-fold), induction of all the energy-related
neuropeptides mRNA-encoding genes expressed in the ARC (POMC, CART, NPY, AgRP)
(Fig EV1D). Strikingly, ip LPS injection induced a delayed and sustained decrease of MCH
and ORX mRNA expression 24h and 48h after injection (Fig EVIE).

Central inflammation mediated by LPS activates the expression of pro-inflammatory
cytokines and CCL2 chemokine family

A dose of 500ng LPS/mouse injected centrally was selected based on its ability to
recapitulate the time course of weight loss observed after peripheral injection (Fig 1A).
Hypothalamic mRNA coding for cytokines and chemokines were quantified in a time window
that precedes the first wave of increased cytokine gene expression and before down-regulation
of MCH or ORX gene expression i.e. 6h after LPS or saline icv injection. LPS induced a 4- to
8-fold increase in mRNA encoding IL-1B, IL17A and several other pro-inflammatory
cytokines, including TNFa (Fig 1B). Strikingly, the most robust activation of expression was
found for genes encoding the CCL chemokines that bind to the CCR2 and/or CCRS receptors
(CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7; (Fig 1C)). As CCL2 plays a major role in brain
inflammation following peripheral injection of LPS and selectively interacts with CCR2 in
rodent brains [24, 26, 27], we focused on the CCL2/CCR2 signaling as a potential key

mechanism relaying centrally the action of peripheral inflammation.

Central CCR2 signaling is required to operate metabolic and behavioral changes
induced by LPS

Brain injection of 500 ng LPS in WT mice induced a long-lasting decrease in body
weight compare to saline-injected WT mice (Fig 2A and S1). Pharmacologic or genetic
blockade of CCL2/CCR2 signaling were achieved through either central CCR2 antagonist

injection or in the genetic context of CCR2 KO mice. CCR2 antagonist injected mice and
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genetic impairment of CCR2 signaling prevented LPS-induced weight loss with a maximum
effect at the early times (6-8 hours) and a late partial recovery (Fig 2A-C).

Integrated analysis of energy homeostasis using indirect calorimetry coupled with
activity and feeding measurement was used to fully characterize the physiologic implication
of CCL2/CCR2 signaling in LPS-induced metabolic changes. Body weight loss following
central LPS delivery was associated with a sharp decrease in food intake, energy expenditure,
locomotor activity and a metabolic shift towards lipid oxidation profile as indicated by both
fat oxidation and respiratory quotient analysis (Fig 2 and EV2). Pharmacologically opposing
CCR2 signaling through central delivery of the selective CCR2 antagonist INCB344 [28]
affected various aspect of LPS-induced weight loss. First CCR2 antagonist counteracted the
anorectic response initiated by LPS (Fig 2D, E), and mitigated the acute decrease in energy
expenditure (Fig EV2C, D). Peripheral substrate utilization were calculated based on
respiratory exchange ratio (VCO2/VO2: RER=1 indicative of carbohydrate oxidation and
RER=0.7 indicative of lipid oxidation) and revealed while icv LPS injection induced a sharp
shift in lipid oxidation profile Fig 2F, (G and Fig EV2E, F), CCR2 signaling blockade
protected fat stores while opposing this shift (Fig 2F, G and Fig EV2E, F). Importantly, the
action of both LPS and CCR2 signaling could only be partially correlated to change in food
intake and locomotor activity (Fig 2D, E and EV2A, B). Those results indicate that central
inflammation not only affects feeding but also peripheral nutrient partitioning in a CCR2

dependent manner.

Brain-injected LPS reduces MCH mRNA and peptide expression through CCR2
signaling

To study the molecular mechanisms involved in inflammation-induced weight loss and
associated changes in energy balance at the brain level, and particularly at the hypothalamic
level, we determined levels of mRNA encoding cytokines (IL-1pB, IL-6, TNF-a), 1, 3, 6, 18
and 24h after intracerebroventricular (icv) injection of LPS, to cover primary responses, and
18 and 24h after injection, to analyze secondary and counteractive responses. As shown in Fig
3A, IL-1B mRNA expression levels displayed two distinct waves that peaked at 3h and 18h
(23-fold) post-injection while IL-6 mRNA (16-fold) and TNF-oo mRNA (7-fold) levels were
transitorily elevated at 3h in the LPS-treated group as compared to the saline controls. We
also determined the temporal patterns of CCL2 expression induced by icv injection of LPS
and confirmed the strong up-regulation of both gene and protein, 3 and 6h after LPS icv (Fig
3B and C) and ip (Fig EV1C) injection, respectively.
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For the neuropeptides-encoding mRNAs, there are differentiable responses following
LPS icv injection. Robust (up to 12 fold) and transitory peak of induction was found for
POMC (but not CART) (Fig EV3 A and B) whereas NPY (and also AgRP) mRNA expression
was down-regulated (2-fold) at 1h post-injection (Fig EV3 C and D). In contrast, a late and
sustained down-regulation occurred for MCH mRNA (Fig 3D) and ORX (Fig EV4 A) 18h
and 24h after LPS injection. We therefore characterized the protein levels of MCH and ORX
and found that they followed the mRNA patterns observed at 1, 6, 18h LPS post-injection.
MCH (53.5+5.2 ng/mg of proteins) (Fig 3E) and ORX (83.1+2.1 ng/mg of proteins) (Fig
EV4B) dropped down compared to saline group at 18h post-LPS. No change was observed for
both neuropeptides in the cerebellum extracts used as negative controls (Fig 3E and EV4B).

Finally, we examined the relative importance of the CCR2 signaling pathway in the
MCH-expressing neuronal network. Strikingly, the 2-fold decrease in MCH mRNA
expression at 18h LPS post-injection was reversed in mice treated with the selective CCR2
antagonist INCB3344 [28] and in CCR2 KO mice (at 81% and 77% of the initial MCH
mRNA content, respectively) (Fig 3F), suggesting that CCR2 signaling could play a
fundamental role in the LPS-based neuroinflammatory response leading to MCH gene down-

regulation.

Brain-injected CCL2 suppresses MCH mRNA and peptide expression through CCR2
signaling

We tested thereafter the hypothesis that a specific activation of CCR2 signaling may
mimic the spectrum of cytokine/chemokine and neuropeptide gene expression variations
observed following LPS treatment. We found that CCL2 icv injection increased mRNA
coding for IL-1p, IL-6 and TNF-a by a 5.5-, 2.3- and 2.8-fold respectively at 6h post-injection
(Fig 4A). A fast (1h) and long-lasting (up to 18h) activation of both CCL2 mRNA and protein
levels was also found in the hypothalamus (Fig 4B and C). Finally, expression of MCH or
ORX-encoding mRNA was down-regulated by 2.1 and 2.6-fold at 6 and 18h, respectively
(Fig 4D and EV4C). At the protein levels, CCL2 injection significantly decreased by 2-fold
both MCH and ORX peptides concentrations compared to control group at 6 and 18h post-
injection (Fig 4E and EV4D). No change was observed for both neuropeptides in the
cerebellum extracts used as negative controls (Fig 4E and EV4D).

Finally the 2-fold decrease in MCH mRNA expression at 18h LPS post-injection was
blunted in CCR2 KO mice and in mice treated with INCB3344 (Fig 4F). This demonstrated
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that CCL2-induced MCH down-regulation in the LHA was fully dependent upon the CCR2
signaling pathway.

CCR2 is expressed by MCH but not ORX neurons in the LHA of normal mice

As the distribution of CCR2 in normal rodent brain was poorly described [23], we
characterized CCR2-immunoreactivity (CCR2-IR) in mice expressing cyan fluorescent
protein (CFP) under the control of the MCH promoter (MCH-CFP) [29, 30]. MCH (green)
and CCR2 (red) immunoreactivities largely overlapped demonstrating that most of the MCH
neurons expressed CCR2 receptors (approximately 70 %; Fig 5A) whereas CCR2-

immunoreactivity was not found within ORX-expressing cells (Fig EV4E).

CCL2 directly hyperpolarizes MCH neurons in mouse brain slices

We performed patch-clamp experiments on fluorescent neurons expressing MCH of
the lateral hypothalamic slices prepared from MCH-CFP mice. CCL2 application
hyperpolarized MCH neurons (Fig 5B). CCR2 antagonist INCB3344 prevented CCL2-
induced hyperpolarization (Fig 5B) and the hyperpolarization amplitude was dependent on
CCL2 concentration (Fig 5C). It was of (absolute value in mV) 2.17+0.94 at 0.1nM CCL2,
3.45+0.56 at InM CCL2 and 5.63+1.08 at 10nM CCL2.

We investigated whether the hyperpolarization induced by CCR2 activation could be
due to G protein activated inward rectifier current (GIRK) activation. The effect inverted
around -80 mV that is the equilibrium potential for K" ions. We found that 1nM CCL2 effect
was significantly blocked by previous application of 200uM barium, a concentration known
to inhibit specifically KIR channels (Fig 5C). 200uM barium alone induced a significant
depolarization of MCH neurons (of 10.00£1.67 mV), suggesting that KIR channels are
spontaneously opened under control conditions in MCH neurons. We then measured the
current induced by CCL2 in voltage clamp at a holding potential of -60mV, with a KCl
intracellular solution. CCL2 (10nM) induced a small outward current (+7.5+1.44pA)
associated with a decrease in membrane resistance (Fig EV5 A and B). CCL2 (10nM) also
increased by 30% the frequency of spontaneous post-synaptic currents without significant
effect on the amplitude of these events (Fig EV5 C and D).

Finally, we investigated the consequences of the CCL2 effects on action potential
(AP) discharge (Fig 5D). CCL2 induces either delays (Fig 5D, left panel) or failures (Fig 5D,
right panel) in action potential emission. This effect was likely a consequence of a decrease in

membrane resistance due to GIRK channels and/or receptor channels opening.
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CCL2 abolishes KCl-induced MCH release from hypothalamic explants

Based on our observations of decrease in MCH neurons excitability, we evaluated
whether CCL2 could modulate MCH release induced by a robust KCl-mediated neuronal
depolarization. Perifusion of hypothalamic tissues with 60mM KCI for 30 min induced a 3.1-
fold increase in MCH release (Fig SE, black line). Strikingly, this increase was fully blunted
by co-application of CCL2 (Fig 5E, red line), an inhibitory effect reversed by addition of the
CCR?2 antagonist INCB3344 (Fig 5E, blue line). In contrast to MCH secretion, application of
CCL2 did not prevent ORX release (Fig EVSF).

LPS or CCL2-induced weight loss may be driven by the MCH/MCHRI signaling

Finally, we tested whether in vivo MCH signaling through MCHR1 was an important element
to mediate LPS or CCL2-induced weight loss (Fig. 5F). In agreement with previous studies
[18, 31] the pharmacological inhibition of the MCH receptor by the specific antagonist H6408
blocked the basal orexigenic tone leading to a slight weight loss. LPS but not CCL2 injection
doubled this response, suggesting a similar range of action for CCL2 or MCH antagonist on
the weight loss. Similar effects were noted in presence or not of H6408 at both 6h and 24h
LPS post-injection. In contrast, an additive effect of the MCH antagonist was noted on the
CCL2-driven weight loss at 6h but not 24h, highly suggesting that the MCH signaling

pathway could participate as a major downstream element at this early time.
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Discussion

While a participation of the ARC was established in inflammation—induced anorexia or
weight loss [32-34], a contribution of LHA neurons expressing orexigenic neuropeptides like
MCH or orexins could also be considered [35, 36]. Furthermore, brain CCL2/CCR?2 signaling
is activated by systemic LPS injection [24, 26].

Here, we demonstrated that LPS-induced behavioral and metabolic adaptation resulting in
weight loss depends on the integrity of the CCR2 signaling in MCH-expressing neurons and
revealed for the first time that locally produced brain chemokines may act directly on
appetite-regulating neuronal networks. Brain inflammation was induced by ip and icv
injections of LPS, as confirmed by an up-regulation of cytokines such as IL-1p, that followed
the characteristic two wave patterns observed after peripheral LPS injection [37]. Beneficial
and detrimental effects of IL-1p production have been linked to neuroinflammatory
conditions and neurodegenerative diseases. The molecular steps leading to IL-1B maturation
take place in an intracellular complex termed the inflammasome [38]. However the potential
role of the NLRP3 inflammasome in the local production of IL-1p in the brain is not well
understood [39, 40]. In spite of our results linking acute inflammation and weight loss, it is
tempting to speculate a role of NLRP3 inflammasome that would be interested to further
investigate.

The central inflammation was associated to a striking increase in many CCR2 ligands.
Among potential candidates, CCL2 was particularly considered, based on i) its strong brain
expression following systemic LPS challenges [25, 26, 41], ii) its key role in the recruitment
of monocytes in the brain [42, 43] and iii) on the fact that brain inflammation following
peripheral LPS injection is markedly reduced in CCL2 KO mice [24]. Furthermore, CCL2 and
CCR2 are expressed in LHA neurons [22, 44], in contrast to sporadic cytokine receptors
expression [13, 14]. Therefore we investigated whether CCL2 would act as intermediate
between cytokines and neurons in the cascade linking inflammation to alteration of neuronal
networks involved in food behavior. Firstly, its particular kinetics of activation following
central LPS injection arises between inflammatory cytokines activation and down-regulation
of orexigenic peptides, such as MCH and ORX. Secondly, its primary receptor, CCR2 is
expressed into MCH-producing neurons leading to hypothesize that CCL2 could directly
modulate MCH-neurons activity. Indeed, in mice with genetic or pharmacological CCR2

disruption, icv LPS injection was inefficient in reducing MCH mRNA. Such mandatory effect
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of CCL2/CCR2 signaling on MCH gene regulation was confirmed by the full reversion of
CCL2-induced MCH mRNA decrease in the CCR2 KO and INCB3344 treated mice.

CCL2 generates a hyperpolarization blocked by low barium concentration associated
to an increase in membrane conductance, characteristic of activation of a GIRK current. This
will tend to shunt somatic excitatory currents and block the propagation of excitatory events.
Indeed, CCL2, via the direct stimulation of CCR2, depresses the frequency of discharge of
evoked APs. Finally, we addressed the effect of CCL2 on the release of MCH induced by
KCl-mediated depolarization [45]. We found a drastic reduction in MCH secretion by adding
CCL2, an effect fully blocked by the INCB3344 antagonist.

Intriguingly, further MCH secretion induced by KCl-mediated depolarization was
observed in the only presence of the INCB3344 antagonist (data not shown) suggesting that
endogenous CCL2 may also contribute to the strong inhibition of MCH release. As a
significant proportion of MCH neurons express both CCR2 and CCL2 and could be activated
by the general depolarization induced by KClI, the locally expressed chemokine would act as a
short-loop autocrine modulator amplifying the CCL2 responses driven by astrocyte activation
[42, 46]. Thus both sources of brain CCL2 are likely to contribute to the inhibition of MCH
secretion.

Among the myriad of mediators involved in the LPS-driven brain inflammation that
modifies the activity of neurons [47-50], we demonstrated here that CCL2/CCR2 signaling
could directly inhibit a major orexigenic neuronal network, i.e. the MCH neuronal pathway.

As CCL2 effects on feeding behavior and body weight were poorly investigated [51]
this study is the first demonstrating selective weight loss following CCL2 icv injection in
mice, an effect fully abolished in CCR2 KO mice or mice treated with the CCR2 antagonist.
Interestingly, extensive analysis of the different metabolic parameters affected by central
inflammation also revealed that not only food intake but also peripheral nutrient partitioning
is affected by LPS injection and rely onto CCL2 signaling.

Prevention of the weight loss induced by LPS by CCR2 antagonist injection or
invalidation of the CCR2 gene in transgenic mice was partial and transitory, indicating that
there must be other neuronal pathways involved in this action. Indeed, LepR/y-aminobutyric
acid (GABA) expressing neurons have been shown to also regulate body-weight: leptin
mainly acts on GABAergic neurons to reduce body weight, and triggers POMC neuronal
activity by reducing GABA release onto these neurons. This suggested a body weight-
promoting role for GABA released from leptin-inhibited neurons [52-54]. Since ORX neurons
do not express CCR2, the few MCH/CCR2" cells we noticed in the LHA could be related to
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LepR/GABA neuronal pathway. Importantly, MCH neurons are located in the LHA which is
known to be a pre-ganglionic structure whose output directly affects neurons controlling
autonomic output, which in turn controls peripheral substrate utilization [55]. Hence MCH
neurons could relay two of the main adaptive responses triggered by central inflammation i.e
reduction of appetite and loss of fat stores through enhanced fat oxidation. Paradoxically,
CCR2 signaling is involved in metabolic disorders associated to obesity [56] as underlined by
its role in the hyperphagic response to a high fat diet (HFD) [57], as another chemokine
system, the CXCL12/CXCR4 system. Thus, these chemokine systems may have a role in
mediating both neuronal and behavioral effects induced by a HFD [58]. Nevertheless, a low-
grade inflammation both in the CNS and at the periphery is associated to obesity [59, 60]
while sickness response is associated to high-grade inflammation (explored here), eliciting
different inflammatory signaling in the CNS [61]. Therefore resolving the paradox about the
central effects of CCR2 signaling would require evaluating the response of MCH neurons
under conditions that promote either positive or negative energy balance.

In summary, our results demonstrate that brain LPS injection drives CCL2 synthesis
that could lead to inhibition of MCH neuron activity through selective CCR2 signaling and
subsequently decreases body weight/food intake. This represents the first evidence that a
chemokine may directly affect a major orexigenic pathway to contribute to modulate a

cardinal response of the sickness behavior.
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Materials and Methods

Animals

6 to 8 weeks-old C57Bl/6J male mice (Janvier Labs, France), MCH-CFP transgenic mice (gift
of Prof. J.M. Friedman, Rockefeller University, NY, USA), ORX-CFP transgenic mice (gift
of Prof. C. Peyron, Lyon Neuroscience Research, France) and CCR2 KO mice (Jackson
Laboratories, USA; strain number B6.129S4-Ccr2tmllIfc/J) were housed in a room
maintained at 22 £1°C with a 12h light/12h dark cycle and were acclimatized for one week
before experiments were performed. For indirect calorimetric studies, mice were housed
individually in stainless steel cages. Animals had access to water and Chow diet ad libitum
(SAFE; 2830 kcal/kg protein 21.4%, fat 5.9%, carbohydrate 51.7% #AO03). All of the
protocols were carried out in accordance with French standard ethical guidelines for
laboratory animals and with approval of the Animal Care Committee (Nice-French Riviera,

project agreement n° 04464.01).

Drugs injections and tissues collection for gene and protein analysis

Drugs were dissolved in saline solution (NaCl 0.9%) for injection. LPS (500ng; Sigma
Aldrich, France), CCL2 (100ng; Peprotech, France), INCB3344 (10uM; MedChem Express,
Sweden) and H6408 (10uM; Sigma Aldrich) were stereotaxically injected in WT or CCR2
KO mice, in a total volume of 5Sul at a rate of 0.5ul/min as described in Stereotaxic surgery
section. The localization of the injection sites was systematically controlled. Control mice
received saline solution. Experimental groups were injected the same day. Mice body weight
was regularly monitored until sacrifice at different times of interest after injection.
Hypothalami and cerebella were dissected and processed to study mRNA (isolated according
the Chomczynski method as described in [62]) and protein contents by quantitative RT-PCR
and CBA, ELISA or EIA respectively (for methods details, see the Appendix Supplementary
Methods). Primers for real-time quantitative PCR were designed using Primer Express 1.5

software (Applied Biosystems, USA) and are detailed in Table EV1.
Immunohistochemistry experiments

MCH-CFP and ORX-CFP transgenic mice were perfused with 4% PFA and brains were
collected. Phenotype of MCH-CFP and ORX-CFP neurons was determined by
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immunostaining of CCR2 on 40pm thick brain floating sections of MCH-CFP and ORX-CFP
mice using the anti-rabbit CCR2 antibodies (1:200, [44]), and secondary antibodies
conjugated with Alexa Fluor 594 (1/500; Molecular Probes, USA). Confocal microscopy
observations were performed with a Laser Scanning Confocal Microscope (TCS SP5, Leica,

Germany).

Whole-cell patch-clamp recordings
Hypothalamic slices obtained from brains of 11-28 days old MCH-CFP-KI mice were studied
in current-clamp experiments as we previously described [63] and detailed in the Appendix

Supplementary Methods.

Perifusion of hypothalamic tissue

Three hypothalamic explants from 8 week-old male C57B1/6J mice (coordinates: bregma -
0.22 mm to -3.28 mm according to The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates of Paxinos &
Franklin) were placed in each perifusion chamber in a controlled environment (37°C,
5%C02/95%0,, constant flow of 0.Iml/min of MEM (no glutamine, no phenol red, no
HEPES; 51200-046 Invitrogen, France) with added 20uM bacitracin (Sigma Aldrich), 1
mg/ml BSA (Sigma Aldrich), 2mM L-glutamine and proteases inhibitors Complete EDTA-
free (Roche, France). After a 2-h perifusion to reach equilibrium, the sampling procedure
consisted of a 30-min control basal period, a 30-min period during which drugs were added
independently or in combination (60mM KCI, 100nM CCL2, 10uM INCB3344) and a 60-min
wash with the medium. After each experiment, 60mM KCI was applied to control the
responsiveness of hypothalamic explants. Samples were collected and immediately frozen
every 10 min. MCH and ORX concentrations was measured by EIA kit (Phoenix
Pharmaceuticals, USA). At least 3 experiments were carried out for each substance tested (3

chambers per group in each experiment).

Stereotaxic surgery

Mice were maintained anaesthetized through continuous isoflurane (2.5%), then infusion
throughout the surgery duration. As soon as the animals were anesthetized, they received an
injection of xylazine (Rompun 10 pg/g of BW, Centravet, France). Mice were implanted
unilaterally with a chronic 26 stainless steel gauge guide cannula (Plastics One Inc, Roanoke,
Virginia, USA) using a Kopf stereotaxic instrument (David Kopf Instruments, Tujunga, USA)

to allow icv injection. Unilateral implantation was made into the right lateral ventricle
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(stereotaxic coordinates relative to Bregma: X: +Imm; Y: -0.34mm; Z: -2.5 mm below the
surface of the skull) according to The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates of Paxinos &
Franklin. Cannulas were maintained in place by dental cement anchored to one stainless steel
jewellery screw fixed to the skull. A dummy 33 gauge cannula was inserted to prevent
clogging of the guide cannula. At the end of the surgery, mice received an injection of
ketoprofen (ketofen 10%, 10ug/g of BW, Centravet, France). After the surgery, the animals
were housed individually for 7 days, during which they were handled, accustomed to the

placement of the 33 gauge internal cannula and their body weight monitored daily.

Brain infusion

After 48hr acclimatization in calorimetric cages, non-restrained and conscious mice were
weighted and perfused icv by using a catheter connected to the injector inserted into the guide
cannula. This catheter was connected to a Hamilton syringe powered by a mini-pump
KDS310 (KD Scientific, Holliston, MA, USA). Mice were accustomed to the operator by
frequent handling before the experiment. The first 2 days of the experiment, all mice were
perfused with vehicle solution (NaCl, Lavoisier, France) just before the onset of the dark
period (18:00pm; Vt = 2.5ul; 1ul/min) for habituation. The 31 day of the experiment, mice
were divided in 3 groups and injected either with vehicle solution, LPS (500ng; Vt : Sul), or
LPS+INCB3344 (LPS: 500ng + INCB3344: 10uM; Vt: 5ul) at a rate of 1ul/min just before
the onset of the dark period (18:00pm). The group injected with LPS + INCB3344 was pre-
injected with INCB3344 alone (10uM; Vt: Sul; 1ul/min) one hour before (17:00pm). Mice

were monitored in calorimetric cages for 45 hours after those injections.

Indirect calorimetry Measurements

Mice were analyzed for whole energy expenditure (EE), oxygen consumption and carbon
dioxide production, respiratory exchange rate (RER, CO2/02), food intake (g) and
locomotors activity (beambreak/h) using calorimetric cages with bedding, food and water
(Labmaster, TSE Systems GmbH, Bad Homburg, Germany) as described by Joly-Amado et
al. (2012) [64]. Fatty acid oxidation was compiled as described by Bruss et al. [65].

Mice individually housed had free access to food and water ad libitum with lights on from 7
am to 7 pm and an ambient temperature of 22 + 1°C. All animals were acclimated for 48

hours in calorimetric cages before experimental measurements.
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Whole body composition (fat and lean mass) was measured using an Echo Medical systems’

EchoMRI 100 (Whole Body Composition Analyzers, EchoMRI, Houston, USA).

Statistical Analysis

Data obtained following icv injections were analyzed with GraphPad Prism 6 using statistical
tests (ANOVA and Student’s unpaired two-tailed t-test). The threshold for significance was
p< 0.05. For electrophysiology experiments, ANOVA test was used to analyze the differences
between groups, followed by a Student’s Newman—Keuls post hoc test with a threshold of
significance of p < 0.05 using a statistical software package (SigmaStat 2.03, Jandel Sci). For
indirect calorimetric studies, the results are expressed as mean £ SEM. Variance equality was
analysed by Microsoft Excel’s F-test and comparisons between groups were carried out using
a Student’s t test or by a nonparametric Mann—Whitney—Wilcoxon’s test. When appropriate,
analyses of variances were performed followed by a Tukey’s post hoc test with the
appropriate parameters and their interaction as factor. Data with different superscripts letters

(a,b,c) differ significantly (P<0.05).

Expanded View for this article is available online.
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Figure legends

Figure 1. Analysis of inflammatory markers expression in LPS icv injected mice.

A Dose-response relationship between icv LPS injection and mice weight loss (n=6 to
12). Data are expressed as means = SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, color-coded
asterisks indicate a significant difference from the experimental condition assigned to the
respective color-coded curve.

B, C Analysis by real-time PCR Arrays of interleukins, cytokines (B) and CC chemokine
ligands and receptors (C) gene expression in the hypothalamus 6h after an acute icv injection
of LPS vs saline in WT mice (n=6 per group). LPS-induced fold up-regulation vs saline
condition was calculated using the AACt method according to the manufacturer’s protocol.
Data are expressed as means + SEM. *p<0.05; **p<0.01 and ***p<0.001.

See also Figure EV1

Figure 2. LPS decreases body weight, food intake and increase fat oxidation activity
through a CCR2-dependent mechanism.

A % of weight variation compared to initial body weight at different times (from 2 to
48h) after acute icv injection of saline (black curve), INCB3344 (grey curve), LPS (red curve)
or LPS+INCB3344 (blue curve) in WT mice (n=6 to 12).

B Fold increase in weight-loss compare to appropriate saline injected control 26h after
acute icv injection of LPS (red bar) or LPS+INCB3344 (blue bar) in WT mice or LPS (striped
bar) in CCR2 KO mice (n=6).

C Fold increase in weight-loss compare to appropriate saline injected control 26h after
acute icv injection of CCL2 in WT mice (orange bar) or in CCR2 KO mice (striped bar)
(n=06).

D, F Variation of food intake (D) and Fat oxidation (F) recorded for 45h during light and
dark period (grey area) after acute icv injection of saline (black curve), LPS (red curve) or
LPS+INCB3344 (blue curve) in WT mice (n=5-8).

E,G Food intake (E) and Fat oxidation (G) average over 4 periods of 12 hours after acute
icv injection of saline (black bars), LPS (red bars) or LPS+INCB3344 (blue bars) in WT mice
(n=5-8).

Data are expressed as means += SEM. *, $# p<0.05; **$$.## p<0.01 and *** $$$ ###
p<0.001. * compare saline and LPS conditions; $ compare saline and LPS+INCB3344
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conditions and # compare LPS and LPS+INCB3344 conditions. a, b, and c differ significantly
(p <0.05).
See also Figures EV2, Appendix Figure S1 and Appendix Table S1.

Figure 3. Brain-injected LPS induced differential variations in hypothalamic expression

of cytokines and of the orexigenic neuropeptide MCH.

A Real-time PCR analysis of the genes coding for the pro-inflammatory cytokines IL-1f,
IL-6, TNF-a in the hypothalamus of LPS icv injected mice at different times after injection
(from 1h to 18h), normalized to values in saline icv injected mice (n=6 per group).

B-E  Study of gene and protein hypothalamic expression of the chemokine CCL2 (B, C)
and MCH peptide (D, E) in LPS icv injected mice. Real-time PCR analysis for CCL2 (B) and
MCH (D) at different times after injection (from lh to 24h), normalized to values in control
saline icv injected mice (n=6 per group). Measurement of CCL2 (C) and MCH (E)
concentration by EIA after LPS icv injection (black bars) or saline icv injection (grey bars) in
mice at lh, 6h and 18h after injection. Cerebellum was used as negative control (3
independent experiments, n=6 per group in each experiment).

Data are expressed as means £ SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, LPS icv injection vs
saline icv injection.

F The decrease in MCH mRNA levels observed 18h after LPS icv injection is partly
abolished by the CCR2 antagonist INCB3344 (10uM) and in CCR2 KO mice, as shown by
real-time PCR analysis for MCH in the hypothalamus. Results were normalized to values in
saline icv injected WT mice (n=6 per group). Data are expressed as means £ SEM. ** or $$
p<0.01. * saline vs LPS icv injection in WT mice. $ LPS icv injection in WT mice vs
LPS+INCB3344 icv injection in WT mice or LPS icv injection in CCR2 KO mice.

See also Figures EV3 and EV4.

Figure 4. Brain-injected CCL2 altered the expression of pro-inflammatory cytokines
and of the orexigenic neuropeptide MCH in the hypothalamus.

A Real-time PCR analysis of the genes coding for the pro-inflammatory cytokines IL-1§,
IL-6, TNF-a in the hypothalamus of CCL2 icv injected mice at different times after injection
(from 1h to 18h), normalized to values in saline icv injected mice (n = 6 per group).

B-E  Study of gene and protein hypothalamic expression of the chemokine CCL2 (B, C)
and MCH peptide (D, E) in CCL2 icv injected mice. Real-time PCR analysis for CCL2 (B)
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and MCH (D) at different times after injection (from 1h to 24h), normalized to values in
control saline icv injected mice (n = 6 per group). Measurement of CCL2 (C) and MCH (E)
concentration by EIA after CCL2 icv injection (black bars) or saline icv injection (grey bars)
in mice at lh, 6h and 18h after injection. Cerebellum was used as negative control (3
independent experiments, n=6 per group in each experiment).

Data are expressed as means £ SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, CCL2 icv injection vs
saline icv injection.

F The decrease in MCH mRNA levels observed 18h after CCL2 icv injection is
abolished by the CCR2 antagonist INCB3344 (10uM) and in CCR2 KO mice, as shown by
real-time PCR analysis for MCH in the hypothalamus. Results were normalized to values in
saline icv injected WT mice (n=6 per group). Data are expressed as means £ SEM. ** or $$
p<0.01. * saline vs CCL2 icv injection in WT mice. $ CCL2 icv injection in WT mice vs
CCL2+INCB3344 icv injection in WT mice or CCL2 icv injection in CCR2 KO mice.

See also Figure EV4.

Figure 5. The chemokine CCL2 can directly modulate MCH neurons.

A Colocalization of MCH and the receptor for CCL2 (CCR2) in the LHA of mice
expressing CFP under the promoter of MCH. The overlap of MCH and CCR2
immunoreactivity indicates that CCR2 is expressed on MCH neurons in the LHA.

B,D CCL2 effects on MCH neurons of MCH-CFP knock-in mice recorded in current-
clamp mode. Representative trace of the effects of CCL2 on MCH neurons (B). The CCR2
antagonist INCB3344 prevents the small hyperpolarization of MCH neurons elicited by
CCL2. Effects of CCL2 at various concentrations, alone or in the presence of the INCB3344
(1uM) or barium (200uM) on the membrane potential of MCH neurons (n= 5 to 16) (C).
** p<0.01, *** p< 0.001, t test after ANOVA; + p<0.05, ++ p<0.01 paired t test, against their
own control. Data are expressed as means £ SEM. Discharge pattern of two representative
MCH neurons in response to a depolarizing current pulse injection (current pulses applied
every 10s) in control condition and in the presence of CCL2 (D). The control trace is
recorded just before the application of CCL2 while the CCL2 trace is recorded 1 min after the
beginning of CCL2 application. CCL2 delayed the third action potential (left panel) and
induced failures in the action potential evoked in the right panel.

E Effect of CCL2 on KCl-induced MCH release. The perifusion of hypothalamic tissues
with 60mM KCIl for 30 min induces an up to 3.1-fold increase in MCH release. CCL2 (100
nM) dramatically blunts KCl-induced MCH release, an effect partially by the addition of
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INCB3344 (10uM) (3 to 5 independent experiments, 3 chambers per condition in each
experiment). * or § p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. * KCl vs KCI+CCL2 conditions. $
KCI+CCL2 vs KCI+CCL2+INCB3344 conditions. Data are expressed as mean fold-increase
in MCH release per chamber vs basal secretion, = SEM.

F Effect on MCH-R1 antagonist on LPS- and CCL2-induced weight loss. Data are
expressed in mean % of weight variation compared to initial body weight at different times
(from 2 to 48h) after acute icv injection of saline (black bar), H6408 (dark blue bar), LPS (red
bar), or LPS+H6408 (light red bar), CCL2 (orange bar), CCL2+H6408 (yellow bar) in WT
mice (n=3 to 12). Data are expressed as means + SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
color-coded asterisks indicate a significant difference from the experimental condition
assigned to the respective color-coded bar.

See also Figures EV4 and EVS5.
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Expanded View Figure and Table Legends

Figure EV1. Study of weight loss and gene expression of the hypothalamic expression of
cytokines, chemokines and neuropeptides in LLPS ip injected mice.

A Dose-response relationship between ip LPS injection and mice weight loss (n=6 to
15). Data are expressed as means = SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, color-coded
asterisks indicate a significant difference from the experimental condition assigned to the
respective color-coded curve.

B, E Real-time PCR analysis of the genes coding for the pro-inflammatory cytokines IL-1,
IL-6, TNF-a (B), the CCL2 chemokine (C) and the hypothalamic peptides POMC, CART,
NPY, AgRP (D), MCH and ORX (E) in LPS icv injected mice at different times after
injection (from 1h to 48h), normalized to values in saline ip injected mice (n = 6 per group).
Data are expressed as means £ SEM. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, LPS condition vs
saline condition.

See also Figures 1 and 3.

Figure EV2. Injection of CCR2 antagonist reverses LPS effects on locomotor activity
and respiratory quotient.

A, C, E Variation of locomotor activity (A), energy expenditure (C) and respiratory quotient
(E) recorded for 45h during light and dark period (grey bar) after acute icv injection of saline
(black curve), LPS (red curve) or LPS+INCB3344 (blue curve) in WT mice (n=5-8).

B, D, F Locomotor activity (B), energy expenditure (D) and respiratory quotient (F) average
for periods of 12 hours after acute icv injection of saline (black bars), LPS (red bars) or
LPS+INCB3344 (blue bars) in WT mice (n=5-8). Data are expressed as means = SEM. *§.#
p<0.05. * compare saline and LPS conditions; $ compare saline and LPS+INCB3344
conditions and # compare LPS and LPS+INCB3344 conditions. a, b, and c differ significantly
(p <0.05).

See also Figure 2.

Figure EV3. Study of gene expression of the ARC peptides in LPS icv injected mice.
A-D Real-time PCR analysis of the genes coding for the hypothalamic peptides POMC (A),
CART (B), NPY (C) and AgRP (D) in LPS icv injected mice at different times after injection

(from 1h to 24h), normalized to values in saline icv injected mice (n=6 per group). * p<0.05,
y per group). © p
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** p<0.01, *** p<0.001, LPS condition vs saline condition. Data are expressed as means =+
SEM.

See also Figures 1 and 3.

Figure EV4. Expression and effect of CCL2 on ORX neurons.

A-D  Study of gene and protein expression of the hypothalamic peptide ORX in LPS (A, B)
or CCL2 (C, D) icv injected mice. Real-time PCR analysis for ORX in LPS (A) or CCL2 (C)
icv injected mice at different times after injection (from 1h to 24h), normalized to values in
control saline icv injected mice (n=6 per group); measurement of ORX concentration by EIA
after LPS (B) or CCL2 (D) icv injection (black bars) or saline icv injection (grey bars) in mice
at 1h, 6h and 18h after injection (3 independent experiments, n = 6 per group in each
experiment). Cerebellum was used as negative control.

* p<0.05, ** p<0.01, CCL2 condition vs saline condition. Data are expressed as means =+
SEM.

E Immunohistochemistry experiments in the LHA of mice expressing CFP under the
promoter of ORX. CCR2 is not expressed by ORX neurons.

F Perifusion of hypothalamic tissues. Application of CCL2 had no effect on KCI-
induced ORX release (3 to 5 independent experiments, 3 chambers per condition in each
experiment). Data are expressed as mean fold-increase in ORX release per chamber vs basal
secretion, + SEM.

See also Figures 3, 4, 5.

Figure EVS. Effects of CCL2 on MCH neurons of the LHA recorded in brain slices from
MCH-CFP knock-in mice.

A, B MCH neurons were recorded in voltage-clamp using the KCI solution (trace filtered at
0.25 kHz) (n = 4). Example of the inward current induced by a local application of CCL2 (A).
Rapid inward deflections were due to spontaneous activity and vertical bars represent the
currents in response to hyperpolarizing steps of -10 mV from -60mV during 300ms every 10s,
as extended on the inset on top in the absence (1) and in the presence of CCL2 (2). Effect of
CCL2 on the absolute value of the instantaneous current amplitude (Al) plotted against time
of the cell presented in A (B).

C,D Effect of CCL2 on the spontaneous post-synaptic currents recorded on MCH neurons.
Example of recordings obtained in whole-cell voltage-clamp on a MCH neuron maintained at

a holding potential of -60mV before (control), during the application of CCL2 (10nM CCL2)
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or after CCL2 has been washed out (washout) (C). Inset shows an example of event with an
expanded time scale. The decay has been fitted to a single exponential. Effect of 10nM CCL2
on the frequency (left) and amplitude (right) of post-synaptic currents (PSCs) (D). Individual
cells are indicated by circles and thin lines (n = 5). *p<0.05. 10nM CCL2 vs control
condition. Data are expressed as means = SEM.

See also Figure 5.

Table EV1. Primers used for real time PCR.
Forward and reverse primers were designed using Primer Express software. Genes were

analyzed with a SYBR® Green I system.
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Appendix data

Appendix Figure S1. LPS decreases body weight, through a CCR2-dependent
mechanism.

Weight variation (g) compared to initial body weight at different times (from 2 to 48h) after
acute icv injection of saline (black curve), INCB3344 (grey curve), LPS (red curve) or
LPS+INCB3344 (blue curve) in WT mice (n=6-12).

Data are expressed as means += SEM. *, $# p<0.05; **$$.## p<0.01 and *** $$$ ###
p<0.001. * compare saline and LPS conditions; $ compare saline and LPS+INCB3344
conditions and # compare LPS and LPS+INCB3344 conditions. a, b, and c differ significantly
(p <0.05).

See Figure 2.

Appendix Table S1. Raw values of weight variation (g) at different times (from 2 to 48h)
after acute icv injection of saline (n=12), INCB3344 (n=9), LPS (n=6) or LPS+INCB3344
(n=6) in WT mice.

See Figure 2.
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Appendix Supplementary Methods

RNA isolation

Total mRNA was isolated according the method described by [62] using Fast Prep apparatus (Q-Biogene,
France). 2 pg of total mRNAs were denatured at 65°C for Smin in presence of 0.5 mM dNTP and oligodT
primers (25 ng/ul) (Promega, France).

RT-PCR

Except for RT* Profiler PCR arrays (see below) where manufacturer’s protocol was followed, reverse
transcription of mRNAs, was performed using SuperScript® III Reverse Transcriptase (100U; Life
Technologies, France) in a total volume of 20 pl. A negative control lacking RT enzyme was also
performed in each assay (NRT). RT and NRT mixtures were diluted 5 times to be used in quantitative real

time PCR experiments.

Polymerase Chain Reaction Array for Cytokines and Chemokines
RT? Profiler Mouse Inflammatory Cytokines and Receptors PCR arrays (PAMM-011Z) (n = 6) were used
to analyze the expression of a focused panel of genes. Data analysis was performed using the AACr

method according to the manufacturer’s protocol (SABiosciences/Quiagen, France).

Quantitative Real Time PCR

Real time PCR was performed from reverse transcribed cDNA samples for relative quantitation of mRNA
levels for the genes of interest. Quantitative real time PCR was performed in a LightCycler® 480
apparatus (Roche, France) using LightCycler® 480 SYBR Green I Master (2X) as described by the
manufacturer. Primers were designed using Primer Express 1.5 software (Applied Biosystems, USA) and
are detailed in Table EV1. Real time PCR was performed for amplification of mouse IL-1p, IL-6, TNF-q,
CCL2, MCH, ORX, POMC, CART, NPY, AgRP and GAPDH mRNA. In each assay, PCR were
performed in duplicate. Relative quantities of target genes were determined by comparison with results

for the control housekeeping gene GAPDH.

Chemokine, cytokine and neuropeptide quantification

Cerebellar and hypothalamic areas were harvested in ice-cold HBSS (Invitrogen, France) containing
protease inhibitor cocktail (Roche, France). Extracts were homogenized by polytron and centrifuged.
Supernatants were kept frozen until use. The protein content of the extracts was determined using the Bio-
Rad protein assay reagent (Biorad Laboratories, USA). A cytometric bead array (BD™ CBA Mouse
Inflammation Kit; BD Biosciences) and a mouse IL-13 ELISA Ready-SET-Go (eBiosciences, France)

were used to measure protein levels of IL-6/TNF-o/CCL2 and IL-1PB, respectively according the



manufacturers protocols. MCH or ORX peptide levels in tissue lysates or in perifusion samples were
measured by enzyme immunoassay kits, as described by manufacturer (refs EK-070-47 and EK-003-30

respectively; Phoenix Pharmaceuticals, USA).

Whole-cell patch-clamp recordings
Whole-cell patch-clamp recording were carried out as previously described [63]. Briefly, hypothalamic
slices obtained from brains of 11-28 days old MCH-CFP-KI mice were continuously superfused with a
microperfusion system. For current-clamp experiments, we used a K-gluconate internal solution
containing (mM): K-gluconate 135, CaCl, 0.3, MgCl, 1, HEPES 10, EGTA 1, Mg2ATP 4, Na3GTP 0.4,
pH adjusted to 7.3 with KOH. Values of access resistance ranged from 12 to 20 MQ and were left
uncompensated. The liquid junction potential between the internal solution (negative) and the standard
PBBS solution was 13.2 mV. Membrane potential values given in the text were not corrected for the
junction potentials. Measurements were made 2-3 min after obtaining the whole-cell to ensure dialysis.
MCH neurons were recognized using fluorescence as CFP in these transgenic mice is expressed under the
control of MCH promoter thus only in MCH-producing neurons.

Data were digitized at 5-10 kHz using a Digidata interface coupled to a microcomputer running
pClamp 9 (Axon Instruments, USA). Current-clamp data were digitized at 0.5 kHz using the same
interface. Potentials were digitally filtered at 1-3 kHz. Average data are expressed as mean + SEM, n =

number of neurons.
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Hours post-|

injection WT Saline WT LPS 500ng
0 24,8| 25|253[23,2[25,8[256]21,8] 25|24,6]24,1]24,1]26,4|24,5]22,6]24,9] 27,3 22,8]23,5] 23,7 23] 26,8
2 246|24,1|25,1|23,2(24,8|25,6]|21,6|24,2| 24,1]23,4] 24|26,2| 23,8 22,3|24,1|27,1[22,1| 22,5] 23,2| 22,5 26,1
4 24.4(24,1|24,8(226]24,1| 25|21,4|236|24,1|22,6|24,4|26,2|23,7|21,5]23,8]|26,7]|21,9|22,4|22,8] 22|25,2
6 247|242 248|22,6(24,4|253]|21,4[23,4|23,9]22,1| 24,3 26,3 23|21,5(23,1| 26[21,3|21,6/22,3[21,7|24,4
8 245| 24|253|228[253|252] 21| 23|23,6[22,1|253|26,5| 23|209|226]|258[21,3[21,6/22,2[21,5|24,4
20 24,5 23,7 25,6|20,9( 22,7 22 26,1/21,9 22,7|24,9(20,6|20,6[21,4 23,3
22 24,7\ 24,4|253|235(24,8| 25]|20,5(22,5|23,9/22,2| 24,8 26|21,6]/20,6|22,5|24,120,2|205[21,5] 21| 23
24 245|245(252|23,4(24,4| 25|20,9(23,3| 24|225|24,6|257|21,5|20,6(22,4|24,6(20,4(209| 21[20,7|23,5
26 243|24,4(251|23,3|24,2|24,8| 21,6(24,9| 24,2| 23,1]| 24,6| 26,4| 22,5| 20,5| 22,8]| 25,1| 20,7 20,7| 21,1 [ 21,3]| 22,9
48 24,7|25,3|25,3| 23,9/ 24,6 25|21,7(24,2| 24,4 235|24,8|26,4|22,6|21,4| 24|256|21,1|21,6]/22,2|20,8]| 24,9
”&‘,‘é&?ﬁ:‘ WIS0Ung LIS + 106N WT Saline + 10uM INCB3344

0 253|22,7|24,7|21,8| 24,2 23|24,9(22,4|23,1|24,7|21,9]| 26,4

2 247|224 242|21,5(23,9(22,8|24,1(21,7|23,1| 24| 22]|256

4 24,41 21,7 23,5|21,2] 23,3[22,7| 23,6( 21,4| 23,1| 23,7 21,8| 25,4

6 23,8/ 21,6(23,5|21,1]23,3[22,6|23,6(21,3|23,3| 23,7| 21,9]| 25,4

8 23,5|21,5(22,9|20,7|23,221,8| 24,2 21,2|23,1| 24| 22]|259

20 22,6(20,4 19,7 20,9(23,4| 20,6 241 25,5

22 228|20,6(21,8/19,6]/23,1]20,8|23,3| 21|23,4|235]|21,6]/255

24 228|20,8[21,7/19,7]22,7| 21|23,8|[21,5|22,7]24,2| 21,3]| 25,2

26 23,6|21,5(22,4|20,4]23,2[21,4| 24,8[21,9|22,8| 24,5| 21,5]| 26,4

48 23,1|21,6(22,4|20,2(22,8(21,7| 24,6 22|23,4][24,4|21,6
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Primers used for real-time PCR

Gene sequence 5°-3° concentration
mlL-1B3-F TGGTGTGTGACGTTCCCATT

mlL-13-R CGACAGCACGAGGCTTTTTT 300 nM
mIL6-F CCCAATTTCCAATGCTCTCC

mlIL6-R TGAATTGGATGGTCTTGGTCC 300 nM
mTNFo-F TGTACCAGGCTGTCGCTACA

mTNFa-R AGGGCAATTACAGTCACGGC 300 nM
mCCL2-F CCAACTCTCACTGAAGCCAGC

mCCL2-R CAGGCCCAGAAGCATGACA 300 nM
mMCH-F GAAGGAGAGATTTTGACATGCTCA

mMCH-R CCAGCAGGTATCAGACTTGCC 300 nM
mORX-F GCCGTCTCTACGAACTGTTGC

mORX-R CGCTTTCCCAGAGTCAGGATA 300 nM
mPOMC-F AGTGCCAGGACCTCACCA

mPOMC-R CAGCGAGAGGTCGAGTTTG 300 nM
mCART-F CGAGAAGAAGTACGGCCAAG

mCART-R CTGGCCCCTTTCCTCACT 300 nM
mNPY-F CCGCTCTGCGACACTACAT

mNPY-R TGTCTCAGGGCTGGATCTCT 300 nM
mAGRP-F CCCAGAGTTCCCAGGTCTAAGTCT

mAGRP-R CACCTCCGCCAAAGCTTCT 300 nM
mGAPDH-F GAACATCATCCCTGCATCC

mGAPDH-R CCAGTGAGCTTCCCGTTCA 300 nM

Table EV1
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