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Avant-propos

L’accident vasculaire cérébral (AVC) est causé par une diminution du flux sanguin dans le tissu
cérébral, induisandes déficits neurologiques. Cette pathologie est la premiére cause d’handicap

acquis chez I’adulte dans les pays industrialisés. A 1’échelle de I’Union Européenne, la prise en
charge des soins des patients ayant subi un AVC représente un poids de plus 64 milliards d’euros
(Gustavssort al., 2011) A I’heure actuelle, 1’arsenal thérapeutique pour le traitement de I’ AVC

est trés réduit. Si le patient n’est pas pris en charge dans un interval de 6 h apres la survenue de
I’AVC, seule la rééducation est possible pour potentiellement réduire son handicap. Ce manque de
traitements aamtue I’importance de la recherche de nouvelles thérapies pour protéger le cerveau

et restaurer les fonctions neurologiques perdues suite a I’AVC.

Dans I’introduction de ce manuscrit seront développés 1’épidémiologie, les symptomes, les facteurs

de risqueainsi que les traitements disponibles a la suite d’'un AVC. Les différents événements
cellulaires survenant pendagttapres 1’ischémie cérébrale seront également décrits, pour exposer
les nouvelles thérapies moléculaires et cellulaires en cours de développement. Seront
particuliérement €tudi€es les thérapies a base d’agents de la matrice extracellulaire (MEC), ainsi

que les thérapies cellulaires & base de cellules souches mésenchymateuses (CSMs).

Le premier objectif de cette these €stude de I’effet d’un agent de la MEC (le RGTA pour
ReGenaraTing Agent) sur la neuroprotection, la régénération et la placticité cérébrale, ainsi que

sur la récupération fontionnelle aprés une ischémie cérébrale focale chez le rat.

Le deuxiéme objectif est d’étudier la potenialisation des CSMs par le RGTA, pour I’amélioration
de la neuroprotection et la récupération fonctionnelle apres une ischémie cérébrale, chez des rats

normo- et hyper-tendus.



Afin d’étayer notre démarche expérimentale, 1’introduction bibliographique de cette thése
comprendra trois grands chapitres. Le premdetr consacré aux généralités sur I’AVC
(épidémiologie, symptomes cliniques, facteurs de risque, traitements actuels,...). Le deuxi¢me

chapitre est consacré a la physiopathologie de I’AVC reperenant de fagon non exhaustive les
évenements moléculaires et cellulaires ayant lieu lors de la phase aigué et chronique de la
pathologie (cascade ischémique, dégradation de la barriere hémato-encéphalique (BHE),
inflammation, réaction gliale, mécanismes de réparation tissulaire et de plasticité cérébrale). Enfin
dans le dernier chapitre, sont décrits les nouveaux traitements cellulaires et moléculaires en cours

de développement pour la neuroprotection et la réparation tissulaire apreés une ischémie cérébrale.



1 INTRODUCTION

L’AVC est un probléme de santé publique et économique majeur. Dans le monde, on compte
approximativement 56 millions de morts par an, parmi lesquels on dénombre 5,5 millions de morts
dus al’AVC, ce qui représente 9,7% des morts annuels (Mukhetge 2011).En France, ’AVC
touche plus de 150000 patients par an (Lecetffed., 2017).
La prévalence et la gravité de cette pathologie, font d’elle la 3™ cause de mortalité dans les pays
industrialisés pour les hommes et #§four les femmes. L’AVC est aussi la 1®®cause d’handicaps
acquis chez I’adulte qui peuvent étre moteurs et / ou cognitifs incluant la dépression et la démence.
(Hackettet al. 2005).
Les AVCs sont caractérisés par la survebngale d’un déficit neurologique focal. C’est une
pathologie fréquente et grave. Elle constitue une urgence et nécessite une intervention médicale
voire chirurgicale. Dans cette pathologie, les récidives représentent un quart des AVCs, augmentant
I’intérét non seulement de la prise en charge rapide mais aussi du suivi des patients.
L’AVC peut survenir a n’importe quel age, y compris pendant I’enfance. Cependant I’age est un
facteur de risque important; 75% des patients atteints d’AVC ont plus de 65 ans (HAS (haute
autorité de santé) 2015 ; (De Perettal. 2012; Lecoffreet al. 2017)
Le terme AVC regroupe plusieurs pathologies neurovasculaires artérielles. Elles sont représentées
par :
e les ischémies cérébrales (85% des AVCs), eux-mémes regroupant deux sous catégories :
o AIT : accidents ischémiques transitoires
o Infarctus cérébraux

e les hémorragies cérébrales (15% des AVCSs).



1.1 Généralités sur I’'AVC

Deux types majeurs d’AVC peuvent affecter le tissu cérébral’AVC ischémique et I’AVC
hémorragique représentant 85% et 15% des AVCs, respectivement (Alezaatd@2017). Seule

la physiopathologie de I’AVC ischémique qui fait I’objet de cette thése, sera détaillée.

L’AVC survient lorsque ’apport sanguin cérébral est réduit ou arrété dans une région cérébrale.

Cet arrét de la circulation sanguingt causé par 1’obstruction d’une artére cérébrale par un

thrombus issu de la formation d’une plaque d’athérome et/ ou d’un caillot sanguin. Si les besoins
métaboliques du tissu cérébral ne sont alors plus satisfaits, 1’ischémie induit une mort neuronale

ayant pour conséquence des dysfonctionnements sensorimoteurs et / ou cognitifs dépendamment

de la région cérébrale affeetét donc de I’anatomie vasculaire cérébrale (Raratal.2012).

1.1.1 Anatomie de la vascularisation artérielle cérébrale

La vascularisation cérébrale peut-étre divisée en 2 grands réseaux. Le réseaur antgnaire

des carotides donne 2 artéres majeut&steére cérébrale antérieure (ACA) et moyenne (ACM).

L’artére cérébrale postérieure (ACP) proviendu réseau postérieur qui a pour origine 1’artére

basilaire qui elle-méme provient des arteres vertébrales (Gosseaah016).

Le cercle de Willis est une anastomose entre le réseau antérieur et postérieur via les artéres
communicantes postérieures, et entre les deux hémisphéres via les artéeres communicantes
antérieures. Ainsi le cercle de Willis, peut protéger contre une ischémie cérébrale en cas
d’occlusion carotidienne unilatérale (Junget al. 2013). De cette bonne vascularisation dépend la
récupération des patients apres une atteinte vasculaire. Cependant, la structure du polygone de
Willis est trés variable et peut ne pas combler les besoins tissulaires en cas d’ischémie (Igbal 2013;

Junget al. 2013; Woret al. 2013) (figure 1)
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Artére carotide interne:

Artére cérébrale
moyenne

Artére communicante
postérieure

Anére cérébelleuse supérieure

Artére basilaire

Artdre cérébelleuse
antérieure et Inféricure
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Figure 1: Visualisation schématique du polygone de Willigd’aprés gosseaume et al. 2016)

Le territoireirrigué par I’ACM comprend plusieurs régions aux fonctions différentes : sensorielles,
motrices et cognitives, ce qui lui donne une place majeure dans I’ischémie cérébrale (Macrae 2011).

Chez ’Homme, cette artére chemine dans la scissure latérale (sylvienne). Elle abandonne de
nombreuses branches collatérales superficielles qui vont irriguer la face latérale du cerveau : cortex
frontal, pariétal et tempal. Les branches profondes participent a la vascularisation du noyau
lenticulaire et de la partie antérieure de la capsule interne. La partie supérieure des radiations

optiques est également irriguée par I’ACM (Blumenfeld etl., 201Q (figure 2.
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Figure 2 : Visualisation schématique du territoire vasculaire de ’artére cérébrale moyenne (d’aprés

Blumenfeld efl., 2010)

Les rats présentent une vascularisation analogue aux humains. En effet, la distribution anatomique
de ’ACA, I’ACP, et I’ACM, chez les rats est similaire aux humains (Longet al. 1989). Méme si

des différences subsistent telle 1’absence de I’artére communicante antérieure, 1’irrigation du
thalamus et des ganglions de la base reste similaire (lairada1989). Grace a cette similarité
vasculaire, 1’occlusion de ’ACM (0ACM) chez le rat représente le modéle le plus utilisé en

recherche préclinique (Macrae 2011) (figuye 3
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Figure 3: Modéle d’occlusion de I’artére cérébrale moyenne (0ACM) chez le rat.

(A) Le territoire vasculaire de I’ACM chez le rat. (B) Modele d’0ACM avec un filament intraluminal.
(D’aprés Macrae 2011). MCA : artére cérébrale moyenne (ACM), PCA : artere cérébrale paste(iCP),

ICA : artére carotide interne, ECA : artére carotide externe, BA : artére basillaire

Plusieurs modeled’0oACM sont utilisés (voir pour revue(Macrae 2011)). Dans nos études, nous
avons fait le choix du modélé’oACM avec un filament intraluminal. Ce modele présente
I’avantage d’une bonne reproductibilité, avec une chirurgie facile, rapide et sans craniotomie
(Macrae 2011). Cependant, ce modéle présente aussi des désavantages. On peut citer par exemple,
I’impossibilité de confirmer visuellement la bonne occlusion de I’ACM, ou méme I’impossibilité

d’étudier la thrombolyse (Macrae 2011)La technique d’induction de 1’ischémie avec ce modéle

est détaillée dans la partie « matériels et méthodes ».

1.1.2 Symptomes cliniques
Les symptomes de I’AVC dépendent de la région cérébrale touchée et de la durée de 1’ischémie.

Les déficits moteurs peuvent étre dus a ’atteinte du cortex moteur primaire et/ou de la capsule
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interne. Ces symptémes peuvent se manifester par des déficits au niveau des membres supérieurs
et infé&rieurs ainsi que de I’hémiface.

Les infarctus sylviens petint étre de divers types car ils sont susceptibles d’atteindre des régions
cérébrales plus ou moins profondes et plus ou moins étendues. Les déficits sensitifs peuvent se
manifester par une hémianopsie (perte du champ visuel) controlatérale, accompagnélume
hémianesthésie (perte de la sensibilif#)un point de vue cognitif, I’atteinte temporale et/ou

frontale peut induire une aphasjerte de 1’expression par le langage) ou le patient ne retrouve

plus ses mots ou emploi des mots inappropriés, ainsi que des troubles de la ni#moixa
symptdmes peuvent aussi se manifester tleé&sniasomatognosie correspondant a la difficulté du
patient asituer son corps dans I’espace, ou une anosognosie ou le patient ne reconnait pas son état
pathologique (Figure 4) (Tablea 1l existe plusieurs échelles permettant d’évaluer et de suivre
I’évolution des déficits neurologiques des patients, commel’échelle modifiée de Rankin, I’indice

de Barthel ou le score NIHSHdtional Institute of Health Stroke ScofepAS 2009). Ces échelles

sont basées sur des items évaluant plusieurs fonctions motrices et sensitives des patients.
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Figure 4 : Homonculus moteur et sensitif.
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Infarctus cérébraux
sylviens

Symptdmes

Superficiels

- Hémiplégie a prédominang
brachiofaciales
- Troubles sensitifs
- Hémianopsie latérale
homonyme
- Aphasie

Profonds

- Hémiplégie massive
proportionnelle (atteinte de
capsule interne)

Superficiels et profonds

- Hémiplégie proportionnell¢
et hémianesthésie
- Aphasie
- Déviation de la téte et des
yeux vers la lésion
- Troubles de conscience

Exemple d’imagerie

Tableau 1: Symptomes de ’AVC ischémique selon la région cérébrale touchée

A Infarctus Sylvien superficiel gauche (IRM séquence diffusBripfarctus Sylvien profond gauche (IRM

séquence FLAIR)C Infarctus Sylvien total droit (IRM séquence de diffusion) (adapté du colleége des

enseignants en neurologie, édition 2016)



1.1.3 Facteurs de risque

La sensibilisation, et la prévention expliquent la diminution de la mortalité due aux AVCs dans la
seconde moitié du 20°siécle. Cette prévention concerne la prise en compte de plusieurs facteurs
de risques qui contribuent au développement des maladies cardiovasculaires et a I’apparition de

I’AVC, dont I’hypertension artérielle, le diabéte, le tabagisme, la sédentarité, et la nutrition non
adaptée (Mozaffariast al., 2015). Ces facteurs se divisent en deux sous-catégories, on retrouve

les facteurs de risque non modifiables et modifiables.

1.1.3.1 Les facteurs de risque non modifiables

Les facteurs de risque non modifiables regroupent I’age, le sexe, les facteurs génétiques et
ethniques. En ce qui concerne I’age, a partir de 55 ans, le taux d’AVCs est multiplié par 2 a chaque

tranche d’age de 10 ans. Le sexe influe également sur le risgllAVC, car les hommes courent un

plus grand risque de survenue de maladies cardiovasculaires par rapport aux femmes avant la
ménopause. Enfin les facteurs génétiques et I’origine ethnique peuvent influencer la survenue des

maladies cardiovasculaires pyus les personnes d’origine africaine ont un risque accru de

survenue de ces maladies (Bé&bal.2009).

1.1.3.2 Les facteurs de risque modifiables

Hypertension artérielle (HTA)

Selon I’OMS et I’agence nationale de santé, I’hypertension artérielle (HTA) est définie par une
mesure supérieure a 140 mmHg et 90 mmHg de la pression artérielle systolique (PAS) et
diastolique (PAD) respectivement. La pression artérielle étant définie comme la force du sang

exercée sur la paroi des arteres.

Les données issues de 1I’enquéte nationale Esteban montrent que la pévalence de ’HTA en France

est de 30,6%, celle-ci est plus élevée chez les hommes que chez les femmes (36,5% contre 25,2%)
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et connait une croissance avec 1’age. Cette étude montre également que seulement 1 personne sur

2 a connaissance de sa condition d’hypertendue. Parmi les personnes hypertendues, seule une

moitié (47%) est traitée avec un antihypertenseur. Parmi les personnes traitées, seulement la moitié
(55%) avaient une pression artérielle contrélée (Perrine 2018). Ces données montrent clairement
que le probléme de ’HTA est loin d’étre résolu (figure 5). Dix millions de morts par an dans le

monde sont dus a I’HTA. Elle constitue le principal facteur de risque de I’AVC, multipliant par 4

et par 10 le risque de survenue d’un AVC ischémique et hémorragique, respectivement. En effet,

pour chague augmentation de la PAS/PAD de 20/10 mmHg la mortalité cardiovasculaire double

en conséquence (Perrine 2018).

@ B) o
100 T--puumm------ 100 1
80 -l ------ 80 -
60 +—-RIy-—---- 80
40 1--J0------ 40
53,1
20 +-- 1 - - - - - - 20 -
0 T 0
Hommes Hommes Femmes Femmes Hommes Hommes
2006 2015 2006 2015 2006 2015
I HTA inconnue [ HTA connue non traitée I HTA non traitée
Il HTA connue fraitée Il HTA traitée contrblée

Figure 5: Evolution de la connaissance, de la part traitée et contrdolée de I’hypertension artérielle (HTA).
(A) Evolution de la connaissance de I’HTA selon le sexe, entre 2006 et 2015. (B) Evolution de la part traitée €
contrdlée de I’HTA en France entre 2006 et 2015 selon le sexe (D’aprés Perrine 2018)
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De plus, I’'HTA est un facteur aggravant, augmentant les Iésions cérébrales apres la survenue de
I’AVC (Kumar 2016). Une méta-analyse de 12 études cliniques regroupant 518520 participants a
confirmé le lien entre I’HTA et ’AVC (M. Leeet al. 2011) La prévalence de I’'HTA chez les
patients ayant eu un AVC se situe entre 60% et 80% (B. JeKah2016). De plus, 51% des

AVCs induisant la mort des patients sont attribuables a ’'HTA (B. J. Kimet al.2016).

Plusieurs facteurs dus a ’HTA prédisposent aux AVCs. En effet, ’HTA favorise les conditions
thrombophiles telles la fibrillation atriale, ou les cardiopathies ischémiques (B. &t din2016)
Ces effets sont notamment dus a ’altération de I’autorégulation du flux sanguin cérébral, qui
dépend du tonus et de la réaat vasculaire. L’HTA cause des altérations morphologiques des

artéres cérébrales, augmente la résistance artérielle, et les dommages causés par I’AVC (Dorrance

2016)

En condition physiologique, la réactivité vasculaire régule le débit sanguin cérébral (D$6) en c
de variation de la pression artérielle dans un intezgalpris entre 50 et 150 mmHg. En effet,
I’augmentation de la pression artérielle dans cet intervalle, induit une vasoconstriction artérielle
pourun maintien d’un DSC constant (Dorrance 2016).

En condition d’HTA chronique, le plateau de I’autorégulation est déplacé vers un seuil minimal de
pression artériel plus important (courbe verte, figure 6) rendant la diminution du DSC plus précoce

en cas de réduction de la pression de perfusion.
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Figure 6: Autorégulation du débit sanguin cérébral.
Les limites de 1’autorégulation physiologique sont comprises entre 50 et 150 mmHg. La ligne bleue représe!
I’autorégulation en cas de normotension. La ligne verte représente 1’autorégulation en cas d’hypertension artérielle
chronique. Les cercles rouges représentent 1’effet de la pression artérielle sur le diamétre de la lumiere vasculaire

des artéres cérébrales (D’aprés Dorrance 2016)

Cette autorégulation en condition d’hypertension peut amener a la modification de la structure
artérielle et une réduction de la lumiére vasculaire selon un remodelage eutrophique ou
hypertrophique. Dans le remodelage eutrophique, un réarrangement des cellules musculaires lisses
conduit a une réduction de la lumicre vasculaire sans augmentation de 1’épaisseur de la média

(couche de muscles lisses vasculaires). Le remodelage hypertrophique est quant a lui a une
hypertrophie dela média menant a une réduction de la lumiére vasculaire. L’HTA, par
I’augmentation du collagéne vasculaire, a pour conséquence un durcissement des vaisseaux
diminuant leur vascoréactivité (Schiffrin 2004; lzzaetd al. 2006; Dorrance 2016). Cette

modification vasculaire, diminue la capacité de la vasodilatation perturbant le fonctionnement

13



vasculaire et présente un risque de thrombophilie menant a une ischémie cérébraésd &Pires

2013) (figure 7.

Hypertension

Remodelage hypertrophique
7 Ratio media-lumen

7 Epaisseur de la media

Remodelage eutrophique
2 Ratio media-lumen

Epaisseur de la media =

Figure 7: Remodelage de la structure des artéres par I’hypertension artérielle chronique.
L’hypertension artérielle chronique, par un remodelage eutrophique ou hypertrophique, induit la diminution

de la lumiére vasculaire (D’aprés Schiffrin etal. 2004 ; Izzard eal. 2006 ; Dorrance 2016)

Le tabagisme

Les effets du tabac sur les fonctiaradiovasculaires sont bien connus. Une corrélation positive
est établie entre le risque de survenue d’AVC et le taux et la fréequence de tabagisme. La tabagisme
est la cause directe de la survenue de 20% des AVT®nnell et al. 2010). En effet, le tabac
augmente de 2 fois le risque de développer un AVC (Lloyd-Jetreds2010).

Le tabac altere les vaisseaux en diminuant leur réactivité et favorise |’apparition et le
développement des plaques d’athéromes. Parallélement, le tabac augmente la viscosité du sang,

augmente le taux de fibrinogeéne et 1’agrégation plaquettaire (Shahet al.2010).La combinaison de
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Introduction

ces facteurs favorise alors le détachemesnpligues d’athérome et la formation de thrombus, qui

peuvent se loger dans une artére cérébrale

L’alcool

En France, le taux de consommation d’alcool pur est en décroissance depuis 1950. Cependant le

mode deconsommation change d’une consommation réguliére modérée vers une consommation

occasionnelle forte, en particulier chez les jeunes (F. Beek. 2014). Méme si le lien entre

I’alcool et les AVCs est sujet a débat, une méta-analyse a montré qu’une consommation modérée

n’était pas corrélée positivement a la survenue d’AVCs, alors qu’une forte consommation aigue est

corrélée a la survenue d’AVCs (Patreet al.2010) (figure 8). Cependant, aucune étwdettabli de

facon claireun mécanisme direct par lequel 1’alcool augmenterait le risque d’AVCS.

Risque de survenu d’un AVC ischémique
chez les femmes

6.00 7
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—r— Morbidité.
3.00 7 '

200 1

1.00

0.00 -
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Consommation d’alcool (g / jour)

Risque relatif

Risque de survenu d’un AVC ischémique

chez les hommes
6.00

5.00

4.00 == Mortalité

=d—  Morbidité
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100 Ay kA
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0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Consommation d’alcool (g / jour)

Figure 8 : Risque de survenue d’un AVC ischémique selon la consommation d’alcool quotidienne par

sexe(D’apres Patra et al., 2010).

15



Introduction

L’obésité

L’obésité est définie par une surcharge de masse graisseuse etest quantifiée par I’indice de masse
corporelle. Est considérée comme obese une personne présentant un indice de masse corporelle

supérieur ou égal a 30.

En France, lgrévalence du surpoids et de 1’obésité suit une tendance tout aussi importante. Le

surpoids touche 44 des hommes et 25,3% des femmes, et 1’obésité touche environ 15,8% et

15,6% d’hommes et de femmes respectivement (Mattaet al. 2016) L’obésité est un facteur de

risque important puisque 26% des AVCs sont dus a 1’obésité (O’Donnell et al. 2010). En effet,

cette derniere altére le systeme cardiovasculaire, notamment par dépét lipidique au niveau des

parois artérielles et favorise la formation de thrombus, et 1’apparition d’AVCs (Suket al. 2003)
(figure 9.

Facteurs de risque des infarctus cérébraux.

Risque relatif

1. HTA x 4

2. Hypercholestérolémie x 1,5

3. Tabac x 1,5

4. Diabete x 2

5. Alcool (> 2 verres par jour) x 1,9

6. Obésité x 2

7. Contraceptifs oraux x 2

8. Hyperhomocystéinémie x 2

9. Cardiopathies emboligénes (55) x5

Facteurs de risque non modifiables

1. Age x 2 apres 55 ans pour chaque tran-
che d’age de 10 ans

2. Sexe x 1,25 chez I'homme

HTA : hypertension artérielle.

Figure 9: Facteurs de risque de ’AVC
Le risque relatif de la survenue de I’AVC pour chaque facteur de risque (D’aprées Béjot et al., 2010).
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Autres facteurs de risque : Les maladies génétiques

Plusieurs maladies génétiques peuvent étre impliquées dans I’apparition d’un AVC : la maladie de

Fabry (mutation du géne de I’alpha galatosidase A), le CADASIL (artériopathie cérébrale
autosomique dominante avec infarctus sous-corticaux et leucoencéphalopathie) (mutation du géne
Notch 3), le syndrome MELAS (encéphalopathie mitrochondriale, acidose lactique et épisodes
déficitaires neurologiques), la maladie de moyamoya ou encore la drépanocytose €éBairett
2014). Cette derniére est la maladie génétique la plus répandue dans le monde, elle concerne
300000 a 400000 naissances par an (katal. 2018). Cette maladie génétique a transmission

autosomique récessive est issue d’une mutation du géne codant la sous-unité keta de I’hémoglobine

(Hb).

L’Hb est un hétérotétrameére constitué de deux sous-unités alpha et deux sous-unités béta. La
mutation sur la sous-unité ta@orme alors ce qu’on appelle I’hémoglobine S (HbS). L’HbS donne

une forme falciforme des globules rouges qui est caractéristique de la pathologie. Les globules
falciformes ont une durée de vie réduite (10 a 20 jailogs que I’Hb normale dure 3 a 4 mois

dans I’organisme), etune faible capacité de liaison de 1I’oxygene puisque sa forme désoxygéner a

tendance a s’agréger formant des caillots sanguins. Cette agrégation induit une anémie hémolytique

et des crises vaso-occlusives qui peuvent toucher des arteres cérébrales et induire un AVC

ischémique.

1.1.4 Diagnostique par imagerie a resonnance magnéetique (IRM)

L’imagerie cérébrale (scanner ou IRM) est nécessaire pour établir le diagnostid’dé/C et la
détermination des modalités de la prise en charge du patient. Avec une sensibilité nettement
supérieure au scanngrIRM, quand elle est accessible, représente le meilleur moyen d’établir un

diagnostic fiable et rapide apres la survenue de I’AVC (Roldan-Valadeet al. 2014).

17



Ce type d’imagerie permet dés les premiéres heures de ’AVC, de diagnostiquer un AVC et de
distinguer un AVC hémoatigique d’un AVC ischémique, permettant d’adapter au mieux la prise
en charge du patient. L’IRM permet d’utiliser plusieurs séquences d’imagerie (diffusion DWI,
perfusion PWI, T2/FLAIR, T2*, 3DFOF) pour bien caractériser I’étendu des dommages cérébraux

(Roldan-Valadeezt al. 2014).
Séquence de diffusion DWI (diffusion-weighted imaging)

Cette séquence d’IRM permet de visualiser 1’atteinte tissulaire de maniére trés précoce (quelques
minutes) par une hyperintensité au niveau d’un territoire artériel. Cette séquence permet de
quantifier le coefficient de diffusion apparent (ADC) qui est diminué en cas d’cedéme cytotoxique,

permettant de mettre en évidemoe zone d’hyposignal.

Lors de la phase trés précoce de I’AVC, I’cedéme cytotoxique correspond a un cedéme cellulaire
da a la rétention d’eau dans le cytoplasme. L’ADC quant a lui est un coefficient de diffusion
reflétant I’amplitude de mouvement des moldes d’cau. Le signal obtenu a partir des cartes
d’ADC permet de confirmer alors la précocité d’un AVC, car une Iésion ischémique établie aura
un profil contraire a dui d’une 1ésion aigué; c’est-a-dire qu’elle présentera une imagerie de
diffusion en hypsignal accompagnée d’une augmentation de ’ADC (Oppenheimet al. 2002)

(tableau 2
Séquence T2(ou écho de gradient)

La séquence Tdermet d’identifier I’AVC hémorragique intra-parenchymateux en hyposignal et

permet donc de considérer un traitement thrombolytique en cas d’infarctus ischémique (tableau 2
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Séquence T2/FLAIR (Fluid attenuated inversion-recovery)

Cette séquence d’IRM permet aussi de visualiser les infarctus récents (quelques heures) et
I’identification des AVCs anciens. En hypersignal, une occlusion peut étre détectée de facon
précoce, éliminant ainsi une origine non vasculaire des troubles neurologiques observés (Toyoda

et al.2001) (tableau 2)
Séquence de perfusion PWI (perfusion-weighted imaging)

En clinique, la séquence de perfusion n’est pas faite de fagon systématique. Elle permet de
visualiser en T2la zone hypoperfusée par absence de passage du produit de contraste : le
gadolinium. Cependant, cette séquence est d’un grand intérét car par un mismatch
diffusion/perfusion on peut visualiser 1’étendue de la pénombre ischémique, zone cible des
stratégies thérapeutiques de reperfusion et neuroprotection (Ketkalda008).

Séquence time of flight (3D-TOF)

C’est une séquence d’angio-RM ou ARM qui permet de visualiser les branches du polygone de

Willis, et d’observer une occlusion artérielle.
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i Temps
Séquence 19 h 36h 4 7]

(A) 3D TOF

T2

FLAIR

(B)
DWI

ADC

Tableau 2 Exemples d’TRMs en fonction du temps apreés la survenue d’un AVC.

(A) Exemple d’une séquence 3D TOF montrant une occlusion artérielle (Fléche blanche). (B) IRM & 4 temps

différents apres 1’apparition d’une ischémie cérébrale avec différentes séquences (D’aprés Valdez 2014 et

Lansberg eal., 2001).
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1.1.5 Les traitements de I’AVC ischémique

1.1.6 Thrombolyse

L’actilyse® (altéplase) est le seul traitement pharmacologique disponible pour le traitement de
I’AVC ischémique. Ce médicament était déja prescrit dans I’infarctus du myocarde a la phase aigué

et dans I’embolie pulmonaire. Il esta base d’une protéine recombinante, le rt-PA (recombinant

tissue plasminogen activajorLe t-PA est une enzyme protéolytique (sérine protéase) secrétée
majoritairement par les cellules endothéliales, qui joue un réle dans de la cascade de fibrinolyse.
Cete enzyme va initier la fibrinolyse du caillot en transformant le plasminogene en plasmine
menant a la destruction du caillot sanguin. L’inconvénient majeur du rt-PA est une fenétre
thérapeutique réduite, un risque élevé d’hémorragie cérébrale et de nombreuses contre-indications.

Son administration par voie veineuse ne doit pas se faitelauh30 aprés ’apparition de
I’ischémie cérébrale. Cette fenétre peut étre étendue jusqu’a 6h apres 1’apparition des signes
d’infarctus cérébral mais celle-ci doit étre faite par voie intra-artérielle dans des unités hospitalieres

spécialisées (Abou-Chebl 2011).

Pour étudier la relation entre la fenétre thérapeutique du traitement (allaatobdapres I’ AVC)
et son efficacité, une analyse groupée de 8 études cliniques de phase Ill (EPITHET,IECASS

ECASS II, ECASS, ATLANTIS B, ATLANTIS A, et NINDS 1+2) a éte effectuée (HAS 2012).

Les résultats de cette analyse montrent une récupération fonctionnelle a 3 mois lorsquadatraite

est administré awa 4h30 suivant I’apparition des symptomes. Cependant, la HAS reste prudente

sur ces conclusions car les posologies n’étaient pas uniformes, et les analyses comportaient de
nombreux tests statistiques augmentant le risque de faux positifs. De plus, lors de ces études,
plusieurs effets indésirables graves ont été recensés. En effet, selon I’investigateur le nombre

d’hémorragies intracraniennes a doublé lorsque les patients recevaient du rt-PA. Cependant, la
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mortalité a 3 mois était similaire entre le groupe traité par le rt-PA et le groupe placebo (HAS

2012).

En plus de la fenétre thérapeutique limitée et du risque hémorragique actiRAIprésente de
nombreuses autres conirehications. Ces derniéres proscrivent 1’utilisation de rt-PA si les patients
présentent un risque hémorragique élevé (troubles hémorragiques, intervention chirurgicale ou
traumatisme dans les 3 derniers mois, etc.), et si le patient est agé de moins de 18 ans et plus de 80
ans. D’autres contre-indications complémentaires entrent en compte dans la prescripticPAe

: AVC séveére, crise convulsive suivant I’AVC, plaquettes inférieures a 100 000/mn¥, HTA séveére

non contrélée (PAS >185 mmHg ou PAD>110 mmHg), etc.

Ces nombreuses contre-indications et effets secondaitegue 1’actilyse n’est administré en

moyenne au niveau européen qu’a 3,3% des patients admis pour un AVC ischémique (Dequatre-

Ponchellest al. 2014).

Les effets indésirables du rt-PA sont multifactoriels. Outre son activité catalytique, le t-PA est une
enzyme agissant comme une protéase extracellulaire et impliquée dans plusieurs voies de
signalisation (Kauret al. 2004). En effet, le t-PA promeut la dégradation de la matrice
extracellulaire (MEC), relayégar 1’augmentation des métalloprotéinases (MMPs). En condition
pathologique, le rt-PA peut induire la dégradation de la MEC, dont la laminine, qui est un
composant essentiel de la lame basale des cellules endothéliales formant la barriere hémato-
encéphalique (BHE). Cette dégradation de la MEC va empécher alors la bonne communication
intercellulaire, et expose au risque d’une hémorragie intracérébrale. Par son interaction avec les
récepteurs NMDA, le rt-PA présente des effets excitotoxiques @aair 2004). En effet, le rt-

PA peut augmenter 1’entrée calcique intracellulaire par son interaction avec la sous-unité GIuN2D

et le clivage de la sous-unité NR1 (figurg (Kaur et al.2004).
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Figure 10: Action du rt- PA dans I’ischémie cérébrale.

(A) Effets bénifiques du tPA menant a la thrombolyse et la restauration duB)SEffet délétere du tPA
avec ’activation des récepteurs NMDA, "augmentation de 1’expression des MMPs, 1’augmentation des
leucocytes polynucléaires et des radicaux libres, qui résultent en une neurotoxicité, un cedéme, un risque

d’hémorragie et une aggravation de la Iésion ischémique. (D’aprés Kaur et al. 2004).

1.1.7 Lathrombectomie

Les limites de la thrombolyse ont favorisé 1’émergence de la thrombectomie mécanique. Les
approches endovasculaires se sont développées et s’adressent donc aux patients présentant des
contreindications de la thrombolyse, et aux patients présentant une situation d’échec de la

fibrinolyse pour les occlusions des arteres intracraniennes de gros calibre @aia013).

Les dispositifs de revascularisation mécanique sont classégrenpas selon leur mode d’action
(HAS 2016) (Tableau)3

- Le retrait du caillot par franchissement dit « aveugti si¢ge de I’occlusion artérielle

(cathétérisme distalx¢il et stent etrievers.
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Les systéemes de fragmentation et aspiration du thrombus (cathétérisme proximal).

d:;‘g?sgﬁ,s Mécanisme d’action Similitudes Différences
Le dispositif de capture et de retrait de caillots
. X est constitué d'un guide en nitinol conique a
Coil retrievers boucle hélicoidale et filaments en polymére —_—
'(p’rent1.|ered destinés a emprisonner le caillot lors de la ¢ |stposm t
PRunIanCIn mise en place du dispositif. ot
dispositif de : : : déploi comme un tire-
thrombectomie Le neuro‘radlologue mtgrventlonnel éploie le bouchon
mécanique) stent a travers le caillot pour engager le
thrombus, puis tire a la fois le stent et un caillot
dans le cathéter. Technique
d’'acces Di tif d'acce
Systéme de thrombo-aspiration relié a une endovasculaire SEPOSIT G aooos
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Tableau 3: Les dispositifs de thrombectomie mécaniqelet leurs mécanismes d’action (HAS 2016).

Les conclusions du rapport de la HAS 2016, sur les données globales d’une méta-analyse
rassemblant 1288 patients dans 5 études cliniques randomisées (MR CLEAN, EXTEND IA,
ESCAPE, SWIFT PRIME, REVASCAT) concourent vers un avis favorable de 1’utilisation de la
thrombectomie dans le traitement de ’AVC ischémique. Néanmoins, les études ne montrent pas

toutes un effet positif de la thrombectomie. Les études ESCAPE et SWIFT PRIME, associant la
thrombectomie a la fibrinolyse par voie intraveineuse (i.v.), ont mis en évidence un@réduc
handicap et une augmentation du nombeepatients indépendants a 3 mois apres I’AVC.
Cependant,étude REVASCAT incluant des patients traités uniquement avec une thrombectomie,

ne permettent pas de conclure a I’efficacité de cette intervention. Ces études ont également montré

que la mortalité associée a I’intervention endovasculaire n’est pas diminuée par rapport a la
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thrombolyse par voiéev., excepté dans I’étude ESCAPE ou la mortalité a 3 mois est diminuée par
la thrombectomie associée a la fibrinolyse par rapport a la fibrinolyse seule (HAS 2016).
1.1.8 Autres traitements

D’autres traitements sont dispensés aux patients souffrants d’un infarctus cérébral tels les
traitements antihrombotiques ou des traitements visant les complications de I’AVC tel I’cedéme

cérébral (HAS 2016), mais aussi de la rééducation pour pallier aux handicaps moteurs (HAS 2012).

1.2 Physiopathologie de ’AVC

1.2.1 Cceur ischémique et pénombre

Une lésion ischémique est causée par la diminution, transitoire ou permanente, de la perfusion
cérébrale. Dans un territoire vasculaire cérébral, le DSC normal se situe entre 45 et 60 ml de sang
/ 100 g / min. Le tissu cérébral a des seuils critiques de DSC en dessous desquels des Iésions
tissulaires sont induites. En effet, une réduction du DSC a des niveaux d’environ 20 ml / 100 g/

min peut-étre tolérée sans conséquences fonctionnelles (figure 11). Cependant, un DSC permanent

en dessous de 18 ml/ 100g / min, induit des dommages irréversibles éRaln?®12).

DSC (ml/100 g de tissu nerveux/min) 50

(DSc normal)

20
(DSC seuil pour*
la fonctionnalité

Pénombre des neurones)
Infarctus

0 3 6 heures
ek Temps

Figure 11: Débit sanguin cérébral (DSC) de Ipénombre et du ceeur ischémique

La zone de pénombre entoure 1’infarctus, ayant un DSC compris entre 10 et 20 ml pour 100 g de tissu

nerveux/ minute (D’aprés Béjot et al. 2010).
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Sur le plan métabolique, les neurones utilisent la plus grande partie de 1’énergie consommée par le

cerveau. Le cerveau dépend du glucose comme principale source d'énergie. La consommation
cérébrale en glucose représente environ 20% de la consommation glucidique de 1’organisme
(Mergenthaleret al. 2013). Le cerveau consomme également environ 25% de l'oxygéne total du
corps, ce qui représente une consommation de 3,5 ml/ 100 g / min au repos. Sa capacité a stocker
de I'énergie est tres faible; par conséquent, un apport sanguin continu est nécessaire pour la survie

des neurones. (S.-H. Lee 2017).

Quelgues minutes aprés une occlusion artérielle, deux régions principales sont constituées : le foyer
ischémique et la pénombre ischémique.

Le foyer ischémique est caractérisé par une diminution critigue du DSC et donc une diminution
critigue de l'oxygene et du glucose. Cette région présente une insuffisance métabolique entrainant
une mort cellulaire rapide menant a une Iésion cérébrale irréversible. Autour du foyer ischémique
se trouve la deuxieme région, a savoir la pénombre ischémique. Cette derniere est
fonctionnellement altérée, souffrante d'une diminution du DSC mais reste métaboliquement active
(Dirnagl, C. ladecola, and M. a Moskowitz 1999). Ainsi, la pénombre ischémique est une région
atteinte par I'AVC ischémique, mais elle peut étre sauvée, ce qui en fait la principaleesible d
thérapies neuroprotectrices (Ramos-Cabtei. 2011).

Depuis que Astrup et collegues ont proposeé le concept du foyer et de la pénombre ischémique en
1979, plusieurs études se sont attachées a caratériser ces régiongtfatrl@B1). Ces régions

sont définies par imagerie, et pourraient aussi étre définies selon les facteurs biochimiques

exprimes.

En clinique,la meilleure méthode pour définir la pénombre ischémique est I’imagerie. En IRM,

une acquisition PWI permet de visualiser la région dans lesquelles le DSC est réduit, qui par la
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suite estéfinie comme la région ischémique. L acquisition DWI définie le coeur ischémique. Le

mismatch entre DWI et PWI définie alors la région de la pénombre ischémique (figure 12).

Figure 12: illustration schématique du mismatch PWI/DWI (D’apreés http://rad.desk.nl/en/483910a4b6114)

De facon complémentaire la pénombre ischémique peut-étre aussi définie par des indicateurs
biochimiques. Lors d’une ischémie cérébrale, le métabolisme cellulaire est modifié, et plusieurs
mécanismes moléculaires associés a la mort cellulaire sont mis en place. La réduction rapide du
DSC induit une mort nécrotique dans:teur ischémique. Cependant, dans la pénombre, le stress
cellulaire est moins important, les cellules qui ne survivent pas entrent alors en apoptose (S.-H. Lee

2017).

En réponse au stress, les cellules de la région tissulaire sous-perfusée expriment des protéines telles
gue laHeat shock proteii@0 (Hsp70), protéine chaperon induite dans les mécanismes de réparation
cellulaire et anti-apoptotiques. La région de surexpression de la Hsp70 peut-étre alors assimilée a

la pénombre ischémique (figure 13) (S.-H. Lee 2017).
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Mort cellulaire

hypoxie

Figure 13: Définition de la pénombre ischémique selon les indicateurs biochimiquéd’apres
(S.-H. Lee 2017)

En effet, la protéine $p70 est peu exprimée en conditiplysiologique, alors qu’aprés un stress
tel une ischémie elle devient la protéine la plus exprimée dans la cellule ¢&larp014). Vingt-
quatre heures aprés une 0ACM de 10 minutes I’expression de Hsp70s’étend sur tout le territoire
del’ ACM. Alors qua la suitel’une oACM de 90 minutes, I’infarctus est bien établi et I’expression
de Hspr0 se limite a une zone réduite aux frontiéres des territoires irriguBapM et les artéres
cérébrales adjacentes. Ceci montre que la distribution de I’expression de Hsp70 marque 1’étendu

de la pénombre ischémique (Shatgl. 2014) (Figure 1%
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Figure 14: Expression de la protéine Hsp70 dans de la pénombre ischémique.
(A) Hsp70 est peu exprimée en condition physiologid@. Vingt-quatre heures aprés une oAC

I’expression de Hsp70 est induite dans les neurones. (C) Expression de Hsp70, 24 heures apreés une oA
de 10 minutes(D) Expression de Hsp70, 24 heures apreés une oACM de 90 minutes. (D’apreés Sharpet al.
2014)

1.2.2 Lacascade ischémique

La cascade ischémique consiste en une série de réactions cellulaires et moléoutdieesee

Dans une région cérébrale ou le D&Cdiminué de fagon critique, la consommation d'adénosine
triphosphate (ATP) doit continuer malgré un apport de glucose et d’oxygene insuffisant (Xing et

al. 2012). En conséquence, la phosphorylation oxydative cesse, provoquant la chute des niveaux
d'ATP. La respiration anaérobie méne alors au développei@ntcidose lactique et des espéces
radicalaires de I'oxygéne (ROS). Cela conduit également a une perte d'homéostasie ionique dans

les neurones. Les pompes ionique$/KaATPase et Ca ATP dépendantes sont perturbées. Les
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ions Nd&, CI, Ca* se concentrent alors dans 1'espace cytoplasmique entrainant également 1’entrée

de I’eau dans les neurones (Dirnagl, C. ladecola, and M. A. Moskowitz 1999).

L'excés de C4 provoque la génération de ROS et I'activation des enzymes dépendantes du calcium
telles que les endonucléases et les phospholipases. L'activation dépendanté’, dde<a
phospholipases A2 et des cyclooxygénases produit des ROS (Dirnagl, C. ladecola, and M. A.
Moskowitz 1999). Le phénoméne de péroxydation par les ROS entraine une commutation
cellulaire vers une cascade apoptotique par la destruction des acides nucléiques et des protéines
cellulaires. La membrane des mitochondries se décompose libérant des quantités massives de
radicaux libres, et de cytochrome-c dans le cytoplasme qui déclenche une apoptose caspases-
dépendante (Deét al. 2010). Au cours de la cascade ischémique, I'augmentation?tietG0S
déclenchent une réponse inflammatoire. Dans cet état inflammatoire, les enzymes protéolytiques
telles que les métalloprotéinases matricielles et I'oxyde nitrique altérent la MEC, augmentent les
dommages cellulaires et induisent la perméabilité de la BHE (figure 15 et 16) (WN.G007),

(Dirnaglet al.2014).
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Figure 15: Schématisation de la cascade ischémique
(A) Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la cascade ischéB)iiectique des événemen
se déroulant lors I’ischémie cérébrale (Modifié d’aprés Dirnagl etal. 2014)
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(http://www.umpa.enslyon.fr/~numed/research_neurology.html).
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1.2.3 Altérationsde la BHE dans 1’ischémie cérébrale
La BHE est localisée a l'interface entre le sang et le tissu cérébral. Elle estpameecellules
endothéliales de vaisseaux sanguins cérébraux, les astrocytes, les péricytes, les neurones et la lame

basale (Figure )7L’ensemble de ces cellules et la lame basale constituent I'unité neurovasculaire.

La lame basale de I'endothélium cérébral est constituée de 3 couches. La mgnthétesée par

les cellules endothéliales est caractérisée par la présence de la laminine 4 et 5. La deuxieme, se
caractérise par la présence de laminine 1 et 2, et est synthétisée par les astrotrgiiegrha
caractérisée par la présence du collagéne 1V, se trouve entre les deux premiéres, efléespafor

les deux types cellulaires. Ces trois couches sont également constituées de différents types de

collagéne, de glycoprotéines et de protéoglycanes (Caetlak@010).

La lame basale participe activement a la dynamique de la BHE. Elle contient de nombreuses
protéines, métalloprotéases et leurs inhibiteurs sont impliqués dans la régulation dynamique de la

BHE dans les conditions physiologiques ainsi que pathologiques (Catdais®010).

Les propriétés de la BHE sont principalement déterminées par les jonctions serrées et adhérentes
la rendant imperméable (J.-H. Kieb al. 2013).

Dans des conditions physiologiques, cela empéche I'extravasation de macromolécules et empéche
la migration cellulaire du compartiment sanguin vers le parenchyme cérébral. Au niveau des
jonctions adhérentes, les cadhérines ferment la fente intercellulaire et sont liées dans le cytoplasme
de la cellule par des protéines d'échafaudage alpha, béta et gamma caténine. Les jonctions
adhérentes forment le support structurel du tissu. Elles sont essentielles pour la formation des
jonctions serrées. Leur perturbation conduit a la rupture de la BHE. Les jonctions serrées consistent
en un complexe de protéines qui ferment la fente intercellulaire en aval des jonctions adhérentes.

Elles sont responsables de la restriction de la diffusion paracellulaire des ions et autres solutés
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polaires, et bloquent efficacement la pénétration des macromoléculest(@B006).Lors d’un

AVC, les cellules du tissu ischémique meurent, et la MEC et ses composants sont dégradeés, y
compris les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPGs) (Fekatl2004). Ces changements
induisen une atteinte de la BHE qui entraine un cedéme vasogénique, par la fuite de protéines dans

le parenchyme. L'cedéme cérébral est un déterminant important de la survie du patient au-dela des
premiéres heures suivant I'AVC. L'ouverture de la BHE induit des conséquences cliniques
déléteres, a la fois par l'augmentation de la pression intracranienne et par le risque de transformation

hémorragique associé au traitement par le tPA (J.-H.etiah 2013).

Neurovascular.unit Endothelial cell
Pericyte Astrocyte
Astrocyte &
End-foot \

Basal lamina / / 1

Neuron

Tight Junction

Claudin-3 and-5
Occludin

Mediators
fornormal interaction

Figure 17: Vue schématigw de I’unité neurovasculaire formant la BHE (D’aprés (J.-H. Kimet al. 2013)
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1.2.3.1 La BHEetla dégradation matricielle par les MMPs

Les MMPs sont une famille de plus de 28 enzymes protéolytiques, responsablent de la dégradation
etdu remodelage matriciel, que ¢a soit en condition physiologique ou pathologique (Mactawley

al., 2001).In vivo, Fukudaet collegues (2004pnt montré que 1’ischémie cérébrale active des
protéases qui conduisent a la dégradation rapide des microvaisseaux (Eu&l@®04). Une

autre étude a suggéré que l'ischémie cérébrale et la reperfusion pourraient induire I'expression des
MMPs -2 et 9. L’augmentation de I’activité de ces dernicres, était lice a la perméabilité
microvasculaire cérébrale, 1’altération de la BHE, I’invasion des cellules inflammatoireslétdéme

cérébral (Pfefferkoret al. 2003). En effet, Gidday et collégues (2005) ont montré que la MIMP-
dans le tissu cérébral ischémique joue un réle pro-inflammatoire qui aide les neutrophiles & migrer
de la circulation sanguine vers le parenchyme cérébral (Gatddy2005).

L'augmentation de I’activité de la MMP-9 peut agir sur les jonctions des cellules endothéliales de

la BHE et la membrane basale, ce qui altére I’architecture de la BHE, augmente sa perméabilité et

I’étendu de I’cedéme cérébral vasogénique (Eldrupet al. 2006).

L'expression de la MMP-9 est augmemndée apres I'occlusion de ’ACM. Dans les 12 h et 24 h
qui suivent I’ischémie cérébrale, I'expression de la MMP-9 dans le site Iésionnel augmente de
maniére significative, corrélanivec le pic de lI'eedéme cérébral vasogénique, ce qui pourrait
suggérer que la MMB+oue un réle important dans les 1ésions cérébrales secondaires et I’cedéme

vasogénique (Yanet al. 2015).

Montaner et collegues (2001) ont également montré que l'activité de MMP-9 augmente au début
de I'AVC et de la réponse pro-inflammatoire, tandis que I'activité de MMP-2 #@pfsrsa la phase
de réparation et de la régénération vasculaire (Mon&radr2001). Des résultats d'autopsies ont

montré qu'une semaine aprés l'infarctus, la MMP-9 était exprimée par les neutrophiles, et une
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semaine plus tard, la MMP-2 est exprimée par les macrophages. Dans cette étude les auteurs ont
également montré que le niveau de MMP-2 plasmatique était plus éleve chez les patients ayant des
antécédents d'AVC (Montanet al. 2001) D’autres études ont également suggéré que la MMP-9

pourrait également étre liée a la traduction de I'hémorragie apres la thrombolyse par tifRA (Fig

18) (Chaturvedit al.2014).

L’ensemble de ces observations souligne le réle important du remodelage de la MEC que ca soit
pendant la phase aigdé1’ischémie cérébrale ou pendant la phase de réparation et de régénération

tissulaire (Khatret al. 2007; Turneet al. 2016).

Stroke
» .°. MvP9A 2 .o tpA P >, MMP-9
Brain tissue Ischemic Brain Ischemic injury  tPA Administration Reperfusion injury
N » ' 1. Excitotoxicity L/ tPA o
TR Af;?%e" ] ‘ 2. Neuronal damage RS @ ‘/ ~ ‘f’: ‘:
2 L

3. BBB opening

Haemorrhagic
Reperfusion transformation

Figure 18: Rdle de la MMP9 dans la transformation hémorragique

L’ischémie cérébrale active la MMP-9. Cett derniere est impliquée dans I’excitoxicité, les dommages
neuronaux, et I’ouverture de la BHE. La reperfusion par le t-PA augmente ’activation de la MMP-9 qui est

impliquée dans la transformation hémorragididaprés (Chaturvediet al.2014)
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1.2.4 Laréaction inflammatoire

La réponse inflammatoire consiste en I'activation des cellules microgliales (cellules inflammatoires
intrinséques) et ’infiltration de cellules périphériques inflammatoires.

Les microglies sont des macrophages spécialisés qui résident dans le parenchyme cérébral. Au
repos, ceux-ci présentent un phénotype caractérisé par des processus minces. Ces cellules sont trés
sensibles aux changements dans leur milieu environnant et disposent de nombreuses fonctions :
élimination des débris cellulaires, régulation des synapses neurales, la production de facteurs
trophigues/)’inflammation, implication dans la neurogenese et la réparation tissulairegtGiliz

2016).

Au cours des premiers stades de lischémie, avec la diminution de l'oxygéne etRield@sT
parenchyme cérébral, les neurones libérent des molécules telles que la lipocaline Peetdiree

(IL)-4. Ces molécules sont capables d’activer la microglie et induire un phénotype M2 protecteur,
caractérisé par la production des cytokines anti-inflammatoires IL-10, IL-4 et une augmentation de
la phagocytose (Xingt al. 2014; Zhacet al. 2015). Ce phénotype a été observé au cours des 7
premiers jours apres l'ischémie. Il atteint le pic maximum a 3-5 jours, et diminue au joaiqu#, c
suggeére que la microglie favorise la survie neuronale au cours de cette premiere taf@en

de réduire la libération de médiateuts I’inflammation et en synthétisant des facteurs anti-
inflammatoires tels que teansforming growth factof-(TGF{), I’arginase-1 et le CD206, en plus

de produire des facteurs de croissance commeline like growth factor-1et leciliary neutrophic

growth factorqui facilitent les mécanismes de réparation tissulaire (Ehab2015).
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Quand le milieu environnant change vers des concentrations élevéesdeadaaux libres,
glutamate et débris de la nécrose neuronale, le phénotype microglial passe progressivement de M2
a M1, et commence a exprimer des génes tels que l'oxyde nitrique synthase, CD16 et CD32 ainsi
gue des marqueurs de surface tels que CD1itke@hplexe d histocompatiblité II (Hu et al.2012)

Le phénotype M1 se distingue par une diminution de l'activité de phagocytose et une digmenta

de la production de médiateurs pro-inflammatoirestfL¥L-6, letumor necrosis factea (TNF-

a) et une augmentation de NO;®%, ROS, MMP, et des chimiokines telles que CXCL10, CCL2,
MCP-1, CXCL1 et CCL5 qui tous favorisent le développement d'un milieu pro-inflammatoire
(Patel et al. 2013). Cette polarisation microgliale pourrait étre une piste de modulation de
I’inflammation afin d'induire un phénotype M2 et d’étre en mesure d'obtenir les effets bénéfiques

d'un milieu anti-inflammatoire, accompagnés de facteurs trophiques facilitant la réparation
tissulaire (Huwet al.2012).

Par ailleurs, par la mise en place de changements de perméabilité de la BHE, lesdsukocyt
circulant se retrouvent dangi&enchyme cérébral contribuant a augmenter 1’inflammation et ainsi
augmenter les dommages cérébraux (J. Heaa2006). En effet, la sécrétion des divers facteurs
d’inflammation, augmente le recrutement leucocytaire, particulierement apres la reperfusion avec
I’augmentation des ROS et I’activation de facteurs pro-inflammatoires tel que leuclear factor kB
(Morganet al.2011).

Trente minutes aprés le début de I’ischémie cérébrale, les leukocytes, et particulierement les
neutrophies, adhérent aux parois vasculaires et s’infiltrent dans le parenchyme (J. Huanget al.

2006). En 2001, une étude clinique a analysé la présence dw Bhls-le liquide céphalo-
rachidien (LCR et le sérum de 39 patients. Cette étude a montré que dans le sérum et le LCR de
25 patients souffrant d’un AVC ischémique, le taux de TNF-o augmente significativement des les

premieres 24h, comparativement aux 15 patients du groupe contrble (Zateailb2001). De
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plus, cette méme étude a montré une corrélation significative entre I’augmentation du taux de TNF-
a dans le LCR et le sérumt la gravité des déficits neurologiques mesurés par 1’échelle SSS
(Scandinavian Stroke ScoQrequi est donne un score mesurant l’intégrité des fonctions

neurologiques des patients (Zarenebal.2001) (figure 19

SSS scores

0 20 40 60 80 100 0
CSF TNF-alpha (pg/m) Serum TNF - alpha (pgimi)

Figure 19: Relation entre le taux du TNFe (pg/ml) et le score SSS (Scandinavian Stroke Score) 24h aprés ’AVC.
Le taux du TNFe augmente avec la diminution du score SSS dans(k) LCR et(B) le sérum. Un patient en bonne sal

obtient le score maximum de 58) (D’aprés Zaremba et al. 2001)

Plus tardivement, les monocytes attirées par les facteurs chimioattractantmtatedyte
chemoattractant protein-&t inflammatoires tels leNF-a s’infiltrent aussi dans le parenchyme,

et représentent la population majoritaire des cellules inflammatoires apres les 3 premiers jours
suivant I’ischémie cérébrale (EIAli et al.2016). Les monocytes sont majoritairement recrutés lors
de la phase chnique de I’AVC, et ont un rdle de phagocytose des débris cellulaires, participant

ainsi a la plasticité et aux processus de régénération tissulaire ¢Eh]i2019.
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1.2.5 La réaction gliale

Parall¢lement, aux phénoménes immunitaires, 1’inflammation peut activer la réaction gliale connue
sous le nom de gliose. Cette réaction est caractérisée par la présence des celluéalgitg
les astrocytes, étexpression de molécules spécifique de la MEC tels les CSPGs (chondroitines

sulfate protéoglycanes) (L. Huang, Z. B. Véual.2014)

L’activation des cellules astrocytaires, induit leur prolifération, leur migration vers le site de la

Iésion, leur hypertrophie et la sécrétion des CSPGs formant un ensemble constituant la cicatrice
gliale. Cette cicatrice protége le parenchyme cérébral sain en limitant I'étendue de da réacti
inflammatoire du tissu ischémique, et protégeant le tissudsdipuverture de la BHE (Silveret

al. 2004; Sofroniew 2009)’activation et la prolifération des astrocytes peut étre induite par
diverses molécules pro-inflammatoires (TMFendothelin-1, IL-1, IL-6...) (Fitch et al. 2008)

mais assi par des facteurs tel que 1’epithelialgrowth factor le FGF {ibroblastgrowth factoj, ou

I’ATP (Sofroniew 2009

Cependant, en cas de lésion étendue la cicatrice gliale agit comme une barriere mécanique pour la
repousse des neurites, inhibant ainsi le processus de régénération cellulageal B2l 2)

(figure 20)
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Figure 20: Vue schématique de I’astrogliose aprés une ischémie cérébrale

Réaction astrogliale sévére avec une mise en place d’une cicatrice gliale aux bordures de la Iésion tissulaire,
contenant les cellules endommageées et inflammatoires. La cicatrice gliale est formée pacigesasn
prolifération (cellules avec noyaux rouge dans la figure) et d’autres cellules gliales (noyau gris dans la figure).
Une cicatrice gliale bien établie est formée par des astrocytes ayant de long processusyiierbsmiere,
empéchant la croissance axonale, mais aussi empéchant 1’extension de la réaction inflammatoire protégeant

ainsi le tissu sain (modifi€ gbrés Sofroniew 2009).

Cette inhibition de la régénération est en partie due a la surexpression des CSPGsat ¢bijver

2004). Dans des expériences d’inhibition des CSPGs, la repousse neurale n’a pu avoir lieu qu’apres

un traitement enzymatique dégradant les CSPGs (®itetr, 2004). Les mémes résultats ont été
observés par une désactivation du gene du GEhd? fibrillary acidic protein) et de la virertine.

En effet, dans cette expérientextinction de ces genes diminue la cicatrice gliale et favorise la
régénération axonale aprés un AVC. Cependant, dans cette étude la réduction de la cicatrice gliale

a aggravé la Iésion cérébrale (Sofroniew 3009
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1.2.6 Régénération endogene et récupération fonctionnelle

1.2.6.1 Plasticité cérébrale apres [’ischémie cérébrale

Selon la HAS, 75% des patients survivant apres un AVC conservent des séquelles plus ou moins
importantes selon 1’étendu et la localisationde I’infarctus. Les déficits des fonctions motrices,
sensorielles, et cognitives peuvent toutefois diminuer avec le temps grace a la plasticité cérébrale.
Cette derniere inclut des changements anatomophysiologiques cellulaires et moléculaires telle la
repousseaxonale et la modification de I’expression de divers facteurs qui influent sur la
récupération fonctionnelle (Carmichalal. 2005). Cette plasticité a lieu essentiellement dans les

3 mois qui suivent I’ischémie cérébrale (figure 27 (Jaillardet al. 2009).
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Figure 21: Cinétique des mécanismes endogénes de neuroprotection et de régénération cérébrale
(D’apres Detante et al. 2014).
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Les événements de récupération fonctionnelle et de réparation tissulaire ont lieu essentiellement
dans I’hémispheére ipsilatéral, et peuvent étre étendus a I’hémisphére controlatéral si I’étendu de la

lésion est considérable. Ces évenements peuvent étre modulés selon des facteurs cellulaires
(inflammation, réaction gliale, apoptose,...), moléculaires (sécrétion de facteurs favorisant ou
inhibant la plasticité), I’age, les antécédents du patient, et 1’environnement (Benowitzet al. 2007;

Cramer 2008)

Comme mentionné précédemment, la plasticité cérébrale passe en partie par un phénoméne de
plasticité synaptique. Des étudasvivo, ont montré qu’aprés une 0OACM permanente chez le rat,
I’activation des récepteurs NMDA est potentialisée pendant 4 semaines (Certaadz2007). Les
reconnexions des synapses perdues sont favorisées par des potentialisations a long terme dans le
cortex ipsilatéral (Siset al. 2011). En outre, aprés un AVC, on assiste a un remodelage neuro-
anatomique de la région péri-lésionnelle avec une croissance axonale, un remodelage dendritique
et une synaptogenése accompagnée par une expression de GAP-43 qui persiste pendant des
semaines apres I'AVC (C. E. Brovat al. 2008). Ce remodelage passe par une modification
précoce de I’expression génique des facteurs favorisant ou inhibant la croissance axonale, et qui

perdure plusieursnois apres I’AVC (Carmichaelet al., 2005). Eneffet, I’augmentation de la
synaptophysine et de BAP-43, facteurs favorisants la plasticité cérébrale, est observée pendant
guelques mois apreés une ischémie cérébrale chez la souris @@iup015). L'expression des

genes inhibiteurs de la croissance axonale tels que I'éphrine-A5 et le brevican fluctuent également
pendant la récupération. C'est donc I'équilibre des profils d'expression favorisant la croissance

axonale et son inhibition qui régit la plasticité adaptative aprés une atteinte ischémique (figure 21).
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Figure 21: Expression génique apres la survenue de ’AVC.

Cinétiquede I’expression des genes (A) favorisant oyB) inhibant la plasticité cérébrale (D’apres

Carmichaektal. 2005)

L’utilisation de I’imagerie fonctionnelle a démontré que les patients atteints d’altérations
sensorimotrices ont une réorganisation corticale (Cefrey. 2006).De plus, I’augmentation de

I’activité sensorimotrice dans le cortex ipsilatéral a été corrélée avec une amélioration de la
récupération fonctionnelle des patients (Schaeettdr2006). Des étuden vivoont aussi montré

une réorganisation neuro-anatomique apres un AVC. En 2009, Winship et Murphy ont montré
quun AVC chez les rongeurs endommageant le cortex somatosensoriel antérieur abouti a un
remodelage de la représentation des membres antérieurs. En effet, les auteurs ont montré que la
cartographie adaptative est initiee au niveau cellulaire par les neurones survivants ayant adopté de
nouveaux réles en plus de leur fonction habituelle. Aprés la récupération fonctionnelle, ces

neurones "multitdches” deviennent plus sélectifs a un stimulus particulier, ce qui peut refléter une
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phase transitoire dans une fonction sensorimotrice a une nouvelle fonction qui remplace le neurone

perdu (Winshiget al. 2009).

A la suite d’une ischémie cérébrale, la plasticité cérébrale peut aussi étre observée dans
I’hémispheére controlatéral. L’activité élevée dans 1’hémisphéere controlatéral a généralement été
associée a des infarctus étendus et, en tant que telle, a une mauvaise récupération (8thhechter
2006). Le recrutement du cortex moteur controlatéral des patients atteints de Iésions étendues a été
confirmé en utilisant I’IRM fonctionnelle (Bestmann et al., 2010), suggérant que les régions
controlatérales du cerveau peuvent participer a la récupération de I'AVC. Les observations
cliniques montrent que les patients qui ont un second AVC dans 1’hémisphére controlatéral
présentent de plus grands déficits sensorimoteurs et perdent les capacités fonctionnelles récupérées

apres le premier AVC (Riecket al.2010).

Comme mentionné précédemment, pendant la phase de récupératioxlV@ostimagerie
fonctionnelle montre des modifications dans les profils d’activation somatosensorielle non
seulement dans le cortex ipsilatéral mais aussi dans le cortex controlatéral (C. EetBrb2008;
Weberet al. 2008). Cependant, cette activation du cortex controlatéral est transitoire. A la suite
d’une stimulation du membre touché par I’ischémie, I’activation du cortex controlésionnel est
observée dés le premier jour apres 1’ischémie, puis diminuée a 3 jours et devient inexistante a 14
jours (Dijkhuizen et al. 2003) (figure 22 D’autres €études ont montré qué&activation
controlatérale n’est pas toujours observée, et la récupération des fonctions sensorimotrices est

principalementassociée a la restauration de ’activité ipsilatérale (Webeet al. 2008).
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Figure 22: Activations corticales aprés stimulation du membre contro- ou ipsi-latéral

CBYV : cerebral blood volumévolume sanguine cérébral) (D’apres Dijkhuizen etal., 2003)

Deux autres phénoménes sont majeurs pour la régénération tissulaire et la récupération

fonctionnelle apres un AVQ’angiogenése et la neurogenese.

1.2.6.2 L’angiogenése
Dans les 12 a 24 premiceres heures suivant 1’ischémie cérébrale, le systéme vasculaire est activé

pour la création de nouveaux vaisseaux. Ce processus peut se faire par angiogenese (prolifération
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de cellules endothéliales a partir de vaisseaux préexistants) et/ou vasculogenése (recreitement d
progéniteurs issus de la moelle osseuse qui générent ensuite de nouveaux vaisseauxetH. Beck
al. 2009; Greenbergt al. 2013).Aprés une ischémie cérébrale, 1’angiogenése et la vasculogenése

sont activées par la sécrétion de nombreux facteurs de croissance dits angiogéniques dont le
vascular endothelial growth factq/EGF), le FGF-2t les angiopoiétines-1 et -2 (Ang-1 et -2).

Ces derniéres se lient a leur récepteur Tie-2. Ce récepteur est exprimé de fagon prédominante dans
les cellules endothélialek’Ang-1 en se liant a Tie-2 induit sa phosphorylation, et maintien ainsi

la stabilité vasculaire. Ang-2 inhibe cette phosphorylation par compétition, déstabilisant les
vaisseaux et activant 1’angiogenése (Gurnik et al. 2016). A la suite d’une ischémie cérébrale,
I’expression d’Ang-2 augmente, permettant I’initiation de 1’angiogenése par la désolidarisation de

la lame basale des cellules endothéliales. Ces derniéres vont étre en contact avec le VEGF, qui
stimule leur prolifération, et recrute les cellules endothéliales progénitrices. De facon tardive,
I’Ang-1 est surexprimée afin de stabiliser les vaisseaux nouvellement créés et permettre leur

maturation (figure 23) (Kiersznbaum 2006).
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Figure 23: Implication du VEGF et I’Ang-2 dans I’angiogenése (D’aprés Hanahan et al., 1997).

Le VEGF estsurexprimé dans les premicres heures qui suivent 1’ischémie cérébrale avec un pic

atteint a 7 jours (Kovaaost al. 1996; Slevinet al. 2000) Cependant, d’autres études ont montré

une expression du VEGF qui atteint un pic dans les 12h et 48h aprés I’ischémie cérébrale chez la

souris (Martiet al. 2000). Ce facteur est impliqué dans la création de nouveaux vaisseaux en

favorisant 1’angiogenése mais aussi comme chimioattractant en mobilisant les cellules

endothéliales progénitrices circulantes (Greenbeaf) 2013). En effetgpres I’ischémie cérébrale,

le VEGF est retrouvé dans le plasma des patients. Or, les cellules progénitrices expriment les
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récepteurs au VEGF. Le blocage de ces récepteurs bloque la mobilisation de ces tealtales e

la vasculogenese (Slevatal., 2000)(figure 24)
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Figure 24: Dosage plasmatique du VEGF chez des patients ayant eu un AVC ischémi@Déapres Slevin

etal. 2000).

Dans une étude menée par Krupinski et ses collegues (Krugingki 1994), les auteurs ont
analysé I’angiogenése dans les cerveaux de 10 patients ayant survécu 5 a 92 jours apres un AVC.
Les résultats ont montré une augmentation significative du nombre de vaisseaux par

immunomarquage, dans la zone périlésionnelle qui est corrélée positivement a la durée de survie

des patients apres I’AVC (Krupinskiet al. 1994).

Dans une étude plus récente publiée par Navarro et ses collegues en 2011, les auteurd ont étudi
les facteurs pro- et anti-angiogéniques présents dans le plasma de 109 patients ayant eu un AVC
touchant le territoire de ’ACM, et traités par thrombolyse. Les données ont montré que
I’augmentation des facteurs pro-angiogéniques (stromal cell-derived factor-1 (SDé&-EGF, ou

le VEGFA) par rapport aux facteurs anti-angiogéniques (endostatine, angiostatine,
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thrombospondine-1 et -2) est corrélée avec une meilleure récupération fonctionnelle des patients

mesurée avec 1’échelle NIHSS (Navarro-Sobrineet al. 2011).

Il est intéressant de noter que les facteurs pro-angiogénigsigsiede VEGF ont également des
effets neuroprotecteuepres 1’ischémie cérébrale. L’administration du VEGF exogéne aprés une
ischémie cérébrale réduit I’cedéme et le volume Iésionnel aprés une 0ACM de 4h, tout en
augmentant I’angiogenése cérébrale (Manoonkitiwongseet al. 2004). Ce réle du VEGF a été
confirmé par I’administration d’anticorps anti-VEGF, ayant pour conséquence, une augmentation
du volume de I’infarctus cérébrale aprés une 0OACM (Hayashiet al. 1998; Talwaret al. 2014).
Cependant, d’autres études ont démontré que le VEGF a des effets délétéres lors de la phase aigué

de I’AVC par I’augmentation de la MMP-9 associée a la perméabilisation de la BHE (Valable

al. 2005).

La récupération fonctionnelle est en partie dépendant&autitogenése. Cette derniére pouvant
étre elle-méme liée a la neurogenese post-ischémique (Peletgaii2013).

1.2.6.3 La neurogenese

La neurogenese adulte a fait I’objet de nombreux débats. Le dogme était que la neurogenése est
inexistante a I’age adulte. En 1962 Altman et Das prouvent le contraire avec une @udeo chez

le rat adulte, observant la genése de nouveainenes au niveau de 1’hippocampe (Altman 1962).

La neurogenése a été confirmée dans plusieurs études au niveau de la zone sous-ventriculaire
(ZSV) (Reynold=t al. 1992; Richardst al. 1992), et dans la zone sous granulaire (ZSG) du gyrus
denté du rongeur adulte (Gageal. 1995).Plus tard, Eriksson et collaborateurs montrent que la
neurogeneskippocampique existe aussi chez ’Homme adulte (Rikssonet al. 1998).

Seize ansaprés 1’étude d’Eriksson et collégues, le débat est relancé avec deux publication

montrant des résultats opposés, Sorrells et colleguggérant une absence de neurogenese
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hippocampiquegt Boldrini et collegues redémontrant au contraire la présence de neurogenese chez
I’adulte (Boldrini et al.2018; Sorrell®t al. 2018).

Récemment une troisieme niche de cellules souches neurales a été mise en évidence dans
I’hypothalamus chez les rongeurs (Sharif et al. 2017). Cette méme niche a aussi été mise en
¢vidence chez I’Homme, par la présence de cellules exprimant les marqueurs de cellules souches

neuronale et de neuroblastes. En effet, des cellules exprimant la nestine, sox2, la vimentine, et la
GFAP ont été observées le long de la paroi @§&ntricule. De plus, lors de leur migration, &
I’instar des cellules souches de ZSV et ZSG, ces cellules expriment la doublecortine (DCX) (Sharif

etal., 2017).

La neurogenese a été démontrée aprés ischémie cérébrale dans de nombrewmvodzelEs

2006, Kokaieet collaborateurs ont démontré dans un mod&é&@M chez le rongeur, que la ZSV
ipsilatérale subit des modifications morphologiques et fonctionnelles a long terme. La taille de la
ZSV croit jusqu’a 6 semaines apres I0ACM, phénomeéne expliqué par la multiplication des cellules
souches dans cette zone. Cette production de neuroblastes continue jusqu’a 1 an apres I’ischémie

et ceci méme dans des cerveaux de rats ageés (Keilkali2006).

Produits dans la ZSV et la ZSG, les neuroblastes expriment des marqueurs spécifiques dont la
DCX. Ces derniers guidés par des chimioattractants (SDF-1/CXCR4) vont migrer vers le site
Iésionnel (Kokaiaet al., 2006). Cette étape est importante, car 80% des cellules générées meurent
par apoptose (Arvidssoet al. 2002). En effet, un co-marquage de la DCX avec le marqueur
apoptotigue PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) a été observé sur ces cellules. De plus,
I’administration d’un inhibiteur la caspase-3 augmente le nombre de cellules marquées a la DCX
(Kokaiaet al.2006). Cette mort neuronale précoce des cellules neuronales nouvellement formées,

peutétre expliquée par I’inflammation tissulaire induite par 1’ischémie cérébrale et/ou par I’absence
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d’établissement de connexions synaptiques de ces nouvelles cellules avec les autres cellules

(Kokaia et al., 2006. Arrivées au site 1ésionnel, les cellules n’expriment plus le marqueur de

neurone immature DCX (figure 25), et expriment plusieurs marqueurs dont NeuN et MAP-2, signe

de la maturation neuronale (Abroetsal. 2005).
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Figure 25: Expression de la DCX aprés une ischémie cérébrale

Distribution des cellules DCXnouvellement formées 2, 6 et 16 semaines aprés 0ACM, de la ZSV au str

La migration des cellules DCXest dépendante de [I’interaction SDF-1/CXCR4. L’administration

intraventriculaire d& AMD3100 (inhibiteur de CXCR4) a 6 semaines aprés oACM inhibe la migration cellulaire

au striatum (D’apres Kokaiaetal. 2009.
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Au final, seul 0.2% des cellules générées arrivent a maturation et deviennent fonctionnelles apres
I’ischémie (figure 26) (Arvidssonet al. 2002). Ce constat démontre la nécessité de développer de

nouvelles thérapies pour améliorer la neurogenese, et de facon plus générale, améliorer la
récupération fonctionnelle. Pour le développement de ces thérapies, il est essentiel de comprendre

les mécanismes sous-jacents de la communication cellulaire pour laquelle la MEC joue un role

central.
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Figure 26: Neurogenése dans le striatum aprés ischémie cérébrale focale transitoire

(a) Les cellules souches neurales ou les progéniteurs neuronaux dans(la) ZSACM menant a une perte
cellulaire striatitale et corticale induit une augmentation de la pratiéd des progéniteurs a partir de la ZS
(c) Les neuroblastes migrent jusqu’a la zone 1ésionnelle (d) ou ils vont finir leur différenciation en neurone

mature (D’aprés Kokaia et al. 2003).
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1.2.7 La MEC et la réparation tissulaire

1.2.7.1 Généralités sur la MEC

La MEC est une structure acellulaire formée de différentes macromolécules qui constituent
I’échafaudage de tous les tissus. Sa proportion, et sa composition change en fonction des tissues.
C’est une structure dynamique en remodelage constant. La MEC forme un réseau tridimensionnel,
interagissant et connectant les cellules entres-elles, mais aussi en connectant les cellukes avec le
molécules de signalisation présentes dans 1’espace extracellulaire. Par ’adhérence des cellules a la

MEC cette derniére régule leur forme et leur motilité. La MEC sert aussi de réservoir aux
différentes molécules de signalisation, régulant leur biodisponibilité par la formation de gradient,

et les protégeant de la dégradation par les protéases (eétyae2012; Wilgus 2012).

Les macromolécules composant la MEC sont de 3 types : les protéines de structure (collagéne,

¢lastine), les protéines d’adhésion (laminine, fibronectine) et les protéoglycanes.

La MEC constitue entre 10 et 20% du volume total du cerveaugil@u2013). Dans le cerveau,
elle se dispose en 3 compartiments majeurs : la membrane basale, le réseau péri-neuronal, et la

matrice interstitielle.

La membrane basale sépare les cellules endothéliales du parenchyme cérébral. Elle est
majoritairement constituée de collagene, laminine, fibronectine, et des HSPGs de type
dystroglycanes et perlecanes. La membrane basale entre dans la composition de la Rj¢&nproté

le parenchyme cérébral du compartiment vasculaire.
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Le réseau péri-neuronal, est un réseau dense autour des corps neuronaux et des dendrites. Il est
composé principalement de protéoglycanes de type CSPGs, mais aussi de laminine et fibronectine.

Ce réseau permet la stabilisation des connexions et le maintien de la plasticité synaptique.

Enfin, le réseau matriciel interstitiel comprend la MEC qui n’est pas organisée en une structure
particuliere telle que la membrane basale ou les réseaux péri-neuronaux. Il comprend toutes les
différentes molécules citées auparavant : protéoglycanes, hyaluronane, collagenes, élastines,

laminines, et fibronectines (figure P(Lau et al. 2013).
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Figure 27: Les trois compartiments majeurs de la MEC dans le SN@D’apres Lau etal. 2013.
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La MEC du parenchyme cérébral se compose principalement de protéoglycanes. Ces derniers sont
constitués d’un corps protéique auquel sont attachés des chaines de glycoaminoglycanes (GAGS).
Différents types de protéoglycanes sont présents dans le SSEGs, les HSPGs, les dermatan

sulfate protéoglycanes, et les kératanes sulfates protéogiyftanest al., 2013.

Les protéoglycanes se différencient par leur composition du corps protéique et/ou des GAGs qui y
sont attachés. Les GAGs sont de longues chaines de 20 a 200 unités disaccharidiques répétées,
sulfatées a plusieurs positions, leur conférant une charge négative. La nature des unités
disaccharidiques détermine celle des GAGSs, et des protéoglycanes. Ces unités sont formées par
I’association d’un galactose, acide glucuronique, ou acide iduronique a un N-acétylglucosamine ou

un N-acétylgalactosamine (figure 28) (Mihetval. 2015).
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Figure 28: Structure et synthése des chaines des glycosaminoglycanes.
Les GAGs sont des chaines de polysaccharides formées de : xylose (Xyl), galactose (Galjcarmeagle
(GlcA), acide iduronique (IdoA), N-acétyl-glucosamine (GIcNAc), N-acétyl-galactosamalblAG). Les GAGs

peuvent étre sulfatés a différents sites représentés par les fléches en orange (D’apres Mihov et Spiess 2015).
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1.2.7.2 Le r6le des HSPGs

Comme définis précédemment, les HSPGs sont des protéines sur lesquelles sont attachées des
chaines d’héparane sulfate. Les HSPGs peuvent étre classifiés en 3 types : les HSPGs trans-
membranaires comprenant des molécules telles le syndécane, le bétaglycaG®4etvig: les

HSPGs de la famille des glypicanes qui sont liés a la membrane par une encre
glycosylphosphatidylinositol; et enfin les HSPGs secrétés comme par ex&aplioe, le
perlécane, et le collagene XVIII (Bishepal.2007). Physiologiguement les HSPGs ont des rdles
différents (figure 29). Le perlécaniéagrine, le collagéne XVIII sont présents dans la membrane

basale, et aident a la migration cellulaire. La serglycine est retrouvée au niveau dessvésicule
sécrétées par les cellules hématopoiétiques, et cellules immunitaires. La serglycine joue un role
dans la formation des vésicules, leur maintien, et aussi le maintien de 1’activité des protéases qui

sont dans les vésicules. Apres sa sécrél@serglycine joue aussi un role dans la coagulation,

I'immunité et la réparation tissulaire (Sarragial. 2011).
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Figure 29: Roles des HSPGs dans les cellules et les tisdd&pres Sarrazinetal. 2017).

D’autre part, les HSPGs peuvent lier, stocker, et protéger différentes molécules

. cytokines,
chimiokines, facteurs de croissance, et morphogenes. Ces facteurs peuvent étre libérés par une
dégradation contr6lée des chaindthéparane sulfate (HS). Cette libération moléculaire
progressive forme des gradients nécessaires a la différentions cellulaire lors du développement,
mais servent aussi dans le recrutement et la migration des leucocytes et cellules souches. Les
HSPGs peuvent aussi avoir un réle de récepteur et de co-récepteur de facteurs de cygissance t

tyrosine-kinase, en diminualeur seuil d’activation ou en prolongeant leur activation. Enfin, les
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HSPGs membranaires interagissent avec les intégrines pour faciliter 1’adhésion des cellules avec

la MEC, I’adhésion intercellulaire, et la motilité cellulaire (Chuaet al. 2004).

1.2.7.3 Les HSPGs dans l'ischémie cerébrale

Les HSPGs ont un rble dans la phase aiguéronique de I’AVC. Dans les temps courts qui

suivent I’ischémie cérébrale, I’inflammation active différentes enzymes protéolytiques telles que

les MMPs ou héparanase. Ces enzymes actives en exces déegradent la MEC et les; HSPGs
interférant ainsi avec leurs fonctions physiologiques. En 2007, Takahashi et callégabservé

une augmentation de 1’expression de 1’héparanase dans les astrocytes. Cette activité pourrait étre
corrélée avec la migration astrocytaire vers le site Iésionnel et le début de la réactionlastroglia
menant a la mise en place et a la formation de la cicatrice gliale (TakahalsBD07). Le clivage

des héparanes sulfate (HS) par les héparanases produit des oligosaccharides de 4 a 7 kDa qui restent
biologiqguement actifs, interagissant avec différents ligands et facilitant leur interaction avec les
récepteurs cible (Zhang 2014). Cette observation pourrait confirmer que les hépgranases

jouer un réle anti-inflammatoire. En effet, aprés une ischémie cérébrale, les héparanases sont
surexprimés par les cellules endothéliales et les astrocytes (Zhang 2014). Or son expression au
niveau des cellules endothéliales pourrait dégrader les HSPGs de la membrane basale et empécher
I’infiltration leucocytaire. Les héparanases produites par les astrocytes, dégradent les HS qui
peuvent toujours lier et potentialiser des molécules anti-inflammatoires telles que [ L&F-

HS peuventier et moduler I’effet de nombreuses cytokines telles que les MIP, RANTES, IL-8, IL-

2, et ’'IL-10 (Sarraziret al. 2011) De plus, I’augmentation de I’expression des héparanases dans

les cellules endothéliales, 3 a 7 jours apres I’ischémie, coincide avec celle du FGF-2, et de I’ Ang-

2 ; deux facteurs angiogéniques et neurogéniques€fali2012). Une hypothése serait que cette

sécrétion d’héparanase pourrait faciliter la création de nouveaux vaisseaux, la migration de
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nouveaux neurones, et favoriser la repousse axonale. Cependant, une activation excessive de
I’héparanase pourrait aggraver la 1ésion ischémique. En effet, 'un des phénomenes majeurs lors

d’un AVC est la rupture de la BHE, donnant lieu a un cedéme cérébral (Venkatet al. 2017). Cette

rupture est en partie due a la dégradation de la lame basale, et ses constituants particulierement le
perlécane appartenant a la famille des HSPGs. Roberts et collegudss¢afig@nent 1’ intérét du

perlécane dans la physiopathologie de I’ischémie cérébrale (Robertset al. 2012). Une premiére

étude montrgu’une ischémie induite chez des souris exprimant que 10% de perlecane par rapport

aux souris sauvages ont des lésions cérébrales plus étendues. Une deuxieme étude montre que
I’administration du domaine V du pec#re dans un modéle d’ischémie cérébrale, induit une
neuroprotection, une récupération fonctionnelle, une réduction de la cicatrice gliale et une

angiogenese (Robers al. 2012)

Lors de la réaction gliale faisant suite a I’AVC, la MEC joue un rdle important dans la mise en

place de la cicatrice gliale. En 2012, Hill et collaborateurs ont démontré que deux composants
importants de la MEC, les HSPGs et les CSPGs, jouent un rdle clé dans le développement de la
cicatrice gliale et dans la régénération post-ischémique cérébrale. Dans cette étude, des HSPGs ou
une enzyme dégradant les CSPGs ont été administrés 7 jours apres l'induction d'une ischémie
permanente chez le rat. Les résultats ont montré que les HSPGs ou l'inhibition des CSPGs ont un
effet bénéfique sur la régénération du tissu cérébral et la récupération fonctionnelle, en réduisant
I'épaisseur de la cicatrice gliale, en augmentant la croissance des neurites et en augmentant aussi
I'expression du FGF-2 (Hikt al. 2012). En effet, les CSPGs considérés comme ayant un role
opposé aux HSPGs, sont secrétés par les astrocytes lors de I’ischémie et forment la cicatrice gliale

(L. Huang, Z.-B. Wu,et al. 2014). Cette derniére va permettre de former une barriere pour

empéecher I’extension de la Iésion ischémique, mais elle va aussi empécher la croissance axonale
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et la régénération tissulaire lors de la phase chronigia¥¢€ (L. Huang, Z.-B. Wuet al.2014).

Les HSPGs ont un réle prédominant dans la réparation tissulaire, et la récupération fonctionnelle,
par leur role d’intéraction et de co-recepteur de différents facteurs de croissance. En effet, les
HSPGs se lient notamment au VEGF et potentialisent ainsi son effe¢t{8LR2003). Aprés une
ischémie cérébrale, ce facteur voit son expression augmentée ce qui induit une augmentation de la
plasticité cérébrale a travers une augmentation de I’angiogenése, mais aussi de la neurogenése (Sun

et al. 2003). Les HSPGs potentialisent aussi les effets du FGF-2 (Roskoski 2012; éastiro

2016). Les HS agissent commeréoepteurs pour 1’activation des voies de signalisations ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinases Y/@épendantes du récepteur du FGF-2. Cette voie de
signalisation est impliquée dans différentes fonctions cellulaires : adhésion, cycle mitotique,
migration, survie, différentiation, métabolisme et prolifération (Roskoski 2012). Ainsi les HSPGs
ont un réle complexe et sont impliqués dans différents processus cellulaires du développement
jusqu’a I’age adulte (Yamadaet al. 2017) Leur régulation est importante pour 1’homéostasie
tissulaire, et la compréhension plus précise de leur mode de fonctionnement pourrait aboutir a des

thérapies ciblant diverses pathologies (Figure 30
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Figure 30: Role des HSPGs dans I’activation du récepteur au FGF (D’aprés Yashiroetal. 2016.

1.3 Développement de nouveaux traitements pour I'ischémie cérébrale

Face au poids que représente I’AVC sur la société, de nombreuses stratégies thérapeutiques ont été

étudiées (Karsgt al.2017). Le seul traitement pharmacologiquedaiside en clinique, ’altéplase,

n’est administré qu’a 3,3% des patients en Europe (Dequatre-Ponchellet al. 2014). Lorsque la
thrombolyse ou la thrombectomie est contre indiquée, il est nécessaire de disposer de solutions
thérapeutiques neuroprotectrices et/ou régénératrices qui sont encore a ce jour inexistantes malgré

des recherches intensives et des résultats prometteurs en préclinique.

Les stratégies thérapeutiques pourraient agir a différents niveaux en ciblant non seulement la mort
neuronale (stratégies thérapeutiques dites neuroprotectrices) mais aussi la plasticité cérébrale et la

récupération fonctionnelle (stratégies thérapeutiques dites régénératrices).
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De 1995 a 2015 plus de 430 médicaments ont été {estéEischémie cérébrale. Parmi ces 430
candidats, seulement 40 ont pasétape préclinique pour un test clinique, dont seulement un 1/3

cible un mécanisme de neuroprotection (Karsgl.eR017).
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Figure 31: Différents traitements neuroprotecteurs ciblant la cascade ischémique apres une ischémie
cérébrale(D’apres Karsyetal. 2017)

AA: arachidonic acid; CaMK: calcium/calmodulin-dependent protein kinase; @@dooxygenase; H202
hydrogen peroxide; KA: kainate; LOX: lipoxygenase; NO: nitric oxide; N@i8ic oxide synthase; OH
hydroxide ion; OONO: peroxynitrite; PLA2: phospholipase A2; SOD: superoxseuthse; SSRI: selectiv

serotonin-reuptake inhibitor.
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Selon une estimation, plus de 1000 comp@sésée neuroprotectrice ont été testés, pour aboutir
seulement a 200 essais cliniques sans aucune mise sur le marché (Meéhae2qil2). Parmi ces

agents neuroprotecteurs, un composé en particulier s’est démarqué : le NXY-059.
Le cas du NXY-059

Le NXY-059 est un agent antioxydant qui piége les radicaux libres. Les résultats des essais
précliniques, effectués chez le ette lapin ont montré une neuroprotection avec une diminution

du volume Iésionnel et une récupération fonctionnelle (cette derniére observée aussi chez le
marmousethprés son administration jusqu’a 4 h aprés I’ischémie (Green 2008). Aprés ces études,

3 essais cliniques ont été mis en place dont deux concernent le traitement de I’AVC ischémique :

SAINT (1700 patients) eSAINT I (3200 patients). L’analyse groupée de ces deux études n’a

montré aucun effet du médicament par rapport au groupe placebo (Ei@h&008).

Plusieurs raisons ont été avancées pour essay@iiduer cet échec de translation thérapeutique.

Les recommandations STAIR préconisent de mettre en évidence ’effet neuroprotecteur dans

différents centres d’études avec différents modéles et différents investigateurs. Le NYX-059 a
effectivement été testé dans différents centres, mais les résultats n’étaient pas reproductibles. De

plus, son étude chez le marmouset n’a pas montré¢ de diminution de Iésion (diminution de 28%
statistiguement non signifidat), mais uniquement une amélioration dans I’utilisation de bras

gauche dans un seul tesbteur (le stair case). D’autres facteurs dans le design de 1’étude clinique

ont pu contribuer a cet échec. En effet, lors de ces études, les patients inclus avaient des Iésions
hétérogenes, et la fenétre thérapeutique était large incluant les patients jusqu’a 6 h apres ischémie

cérébrale. Or, les études précliniques ne portaient que sur un modele d’ischémie cérébrale touchant

I’ACM, et la fenétre thérapeutique maximale ayant un montrée un effet bénéfique était de 3 h apres

I’ischémie. De plus, aucune étude n’a montré que cet agent pouvait franchir la BHE et atteindre le
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site lésionnel (Savitz 200 es échecs répétés dans le traitement de 1’ischémie cérébrale visant la
neuroprotection ont encouragé le développement de thérapies alternatives visant également la
régénération tissulaire et récupération fonctionnelle. La thérapie cellulaire, a ce riblke se

prometteuse.

1.3.1 Lathérapie cellulaire

La thérapie cellulaire représente un nouvel espoir thérapeutique. En effet, la thérapie cellulaire peut
étre neuroprotectrice et/ou régénératrice, avec une large fenétre thérapewigugealjuelques
heures a quelgues semaines (de Vasconcelos dos $aato2010; Komatstet al. 2010; S. H.

Leeet al.2015).

Plusieurs types cellulaires ont été testés dans le cadre de I’AVC : les cellules souches neurales, les
cdlules souches embryonnaires, les cellules souches pluripotentes induites, et les cellules souches
mésenchymateuses (CSMs). Parmi ces cellules, les CSMs présentent plusieurs avantages. Ces
cellules sont facilement obtenues a partir des patients, et peuvent étre cultivées rapidement, sans
poser de problemes éthiques ni immunologiques majeurs (Heu#lr2017). Les CSMs peuvent

étre extraites a partir de plusieurs tissues : moelle osseuse, tissu adipeux, cordon ombilical,
placenta, sang, etc. Ces cellules sont dodi@as plasticité incluant une capacité a se différencier

en plusieurs types cellulaires : neuronal, tendineux, musculaire, etc. (Salis2014)

Devant la multiplicité des sources de CSMs, trois criteres ont été retenus pour définir les CSMs :

1) ces cellules ont la capacité d’adhérer au plastique, 2) elles expriment des marqueurs spécifiques :
CD73", CD90, CD105, CD14, CD34, CD45 et le HLADR, 3) elles ont la capacité de se

différencierin vitro en adipocytes, chondrocytes, et ostéoblastes @ias2011).
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1.3.1.1 Thérapie cellulaire utilisant des CSMs dans [’ischémie cérébrale

Apres une ischémie cérébrale, il a été montré que les CSMs migrent vers la |ésion cérébrale. La
migration des CSMs vers le sitednfie s’effectue grace au CXCR-4 ; récepteur au SDF-1 exprimé

par ces cellules (X. Liet al. 2011). Une fois a coté du site Iésionnel les CSMs peuvent exprimer
des marqueurs neuronaux (Yaeb al. 2005). Dans une expérience effectuée par Yano et
collaborateurs, 7 jours apres avoir induit une oACM permanente chez des souris, des CSMs ont été
transplantées dans le striatum. Les observations ont montré que ces CSMs se retrouvent au niveau
de la région infarcie, proliferent et expriment des marqueurs neurdfaB et NeuN jusqu’a 3

mois apres leur transplantation (Yaabal. 2005). Dans une étude similaire, Li et collegues
montrent que les CSMs transplantées dans le striatum 4 jours apres une oACM, migrent vers la
Iésion, expriment le marqueur NeuN, et favorisent la récupération fonctionnelle des animaux (Y.

Li et al. 2000).

L’effet des CSMs dans la réparation tissulaire et la récupération fonctionnelle apres une ischémie

cérébrale ne passerait pas uniquement par le phénomene de remplacement cellulaire. En effet, ces
cellules sont connues pour secréter des facteurs de croissance neuroprotecteurs, neurogéniques,
angiogeéniques et immunomodulateudses études soutiennent que 1’effet bénéfique des CSMs

passerait majoritairement par cette sécrétion paracrine de facteurs trophiques. Cette hypothese est
notamment soutenue du fait qu’aprés une injection de CSMs, celles-ci enclenchent un programme
apoptotique des les premieres heures apres leur arrivés dans le site Iésionnel. En effet, Brenneman
et collegues (20)@®nt marqué des cellules mononucléaires (CMNSs) issues de la moelle osseuse,
contenant environ 0,5% de CSMs. Seulement quelques heures aprés leur administration intra-
artérielle, le taux les cellules détectables décroit rapidement, dG a une mort cellulaire apoptotique

(Brennemaret al. 2010) (figure 32).
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Figure 32: Le nombre de Q-CMNs en fonction du temps.
(A) Le nombre de CMNSs dans la zone péri-lésionnelle en fonction du temps.
Images de microscopie a fluorescence dans la région péri-lésionnelle illust(8ytlem CMNs marqués (Q

CMNs), en(C) des cellules marquées (TUNEL-CMNSs), et(Bles CMNs en apoptose doublement marqu
TUNEL-Q-CMNSs (D’aprés (Brennemaret al. 2010)

Grace a cette sécrétion paracrine, le surnageant du milieu de culture des CSMs (C&dmidaY)

une variété de facteurs trophiques qui pourraient présenter un intérét thérapeutigue au méme titre
que les cellules elles-mémes (figurg @®hnstonet al. 2015). Huitjours apres 1’induction d’une

0ACM chez des rats, Cho et collegues (2012) ont adminiss&8M-MC humaines dans le
ventricule latéral de fagon continue pendant 7 jours. Les résultats obtenus montrent une
récupération fonctionnelle des animaux. Celle-ci, est expliquée par une diminution de la mort

cellulaire une augmentation de 1’angiogenése, et une diminution de la réaction gliale (Chbal.
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2012). Ces résultats ont été confirmé dans des expériences similaires ou le CSM-MC a démontré
des effets neuroprotecteurs, angiogéniques, neurogéniques, et anti-inflammatoires aprés
I’induction d’une ischémie cérébrale (Egashiraet al. 2012; Tsakt al. 2014). Ces études montrent
I’intérét du CSM-MC dans le traitement de 1’ischémie cérébrale en agissant positivement Sur un

large panel de processus cellulaires : apoptose, inflammation, gliose, angiogenese, et neyrogenése
qui se traduit par une neuroprotection et une récupération fonctionnelle des animaex #Cho

2012; Egashiraet al. 2012; Tsaiet al. 2014). Ces effets passent par 1’expression de facteurs
neuroprotecteurs et réparateurs tels que le N@krél growth factoy, I'lGF (insulin growth
factor)-1, le VEGF, le GDNFdlial cell-derived neurotrophic factgrI’HGF (hepatocyte gowth

factor), le FGF-2, et le SDF-1 (Johnstore¢ al. 2015). Ces facteurs exercent leur effet
neuroprotecteur en réduisant I’excitotoxicité glutaminergique et en activant les voies de survie

cellulaire, de neurogenése et de synaptogenése via I’activation d’Akt, de la voie p-CAMP-

CREB/BDNF, et de la voie MAPK/ERK (Johnstoeeal. 2015).
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Figure 33: Le potentiel thérapeutique des facteurs sécrétés par les CSNmodifié dapres (Johnstonet

al. 2015).

La neuroprotection induite par les CSMs apres une ischémie cérébrale pourrait étre aussi attribuée

a son effetimmunomodulateur. Lors de la phase algU@A VC, il a été montré que I’inflammation

a un effet déelétére aggravant la lésion ischémique. Or, les CSMs sécrétent de nombreux facteurs

anti-inflammatoires, et interagissent directement avec les cellules immunitaires. Parmi les facteurs

immunomodulateurs secrétés on retrouve le PGHa prostaglandine E2, le HGF, 1’indolemine-

pyrrole 2,3dioxygenase, 1’oxide nitrique (NO) et I’interleukine-10 (IL-10) (Gacet al.2016). Ainsi,
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par la sécrétion paracrine et le contact cellulaire direct les CSMs modulent les réponses
immunitaires innées et adaptatives. Ceci en inhibant 1’activation et la prolifération des lymphocytes
T et B, les cellules dendritiques, et les celliN&S mais aussi en favorisant 1’action des cellules T

régulatrices (figure 34Gaoet al.2016).
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Figure 34: Effet immunomodulateur des CSMs
Les MSCs inhibent la prolifération des cellules lymphocytes B et T,eattles lymphocytes T-regulateur
inhibent les cellules NK et inhibent la maturation et I’activation des cellules dendritiques. L’ immunomodulation

est médiée par des facteurs solubles et par contact cellulaire direct (magié (Gaoet al. 2016).
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Les CSMs regroupent de nombreux avantages qui font de ces cellules les meilleurs candidats pour
une application clinique. En effet, les cellules utilisées doivent étre faciles a extraire, a etltiver
avoir des caractéristiques de cellules souches : auto-renouvelement et différenciation, tout en étant
non cancérigenes, et avoir un potentiel de migration vers le site lésionnel. De plus, les CSMs sont
peu immunogenes. En effet, I’une de leur caractéristique est la sous expression du complexe HLA-

DR, ce qui ouvre la perspective d’une allogreffe, dés la phase aiguée I’ischémie cérébrale (Bang

et al. 2005). Depuis la prei@re étude utilisant les CSMs chez les patients atteint d’'un AVC en

2005, plusieurs autres études se sont succédées. Cesoatudestré la faisabilité et I’innocuité

de cette thérapie cellulaire, prenant en charge des patients aux profils variés, et utdisant de
méthodologies différentes : fenétre thérapeutique, et dose cellulaire injectée. La plupart de ces
¢tudes n’ont montré aucune toxicité majeure de la thérapie cellulaire a court ou a long terme (suivi

des patients de 90 jours jusqu’a 5 ans aprés |’administration cellulaire) (Banget al. 2005).

Dans une méta analyse regroupant 16 études cliniques, Chen et collaborateurs, démontrent que
cette thérapie cellulaire apporte une amélioration significative de la récupération motrice
améliorant la qualité de vie des patients. Cependant, pour une meilleure analyse d’autres études

sont nécessaires pour évaluer I’efficacité des thérapies cellulaires dans le traitement de I’ischémie

cérébrale (Cheat al.2002). Toutes ces études ont utilisé des CSMs autologues injectées par voie
i.v. L’inconvénient majeur de ces études, est le temps de culture des CSMs pour obtenir un nombre

suffisant (environ 6 semaines), la mort cellulaire apres 1’injection des CSMs, et le faible nombre

de cellules qui arrivent au site Iésionnel. Méme si la fen&irgpttutique optimale n’est pas encore

définie, une intervention rapide apreés ’apparition de 1’ischémie cérébrale est recommandée
particulierement lorsque la BHE est ouverte, et que I’expression des chimioattractants tels que le

SDF-1 est toujours présente dans le site Iésionnel (8pak2004). Pour pallier & ces problémes,
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des alternatives sont proposées : une administration de CSMs allogéniques, une administration
cellulaire en intra-artériel ou imkcérébrale plutét qu’en i.v., ou encore plus récemment

I’administration des vésicules extracellulaires sécrétées par les CSMs (Bang 2016) (Tableau 4)

Author, Study design Stroke Cell dose Manipulation Mode of Efficacy Adverse effects | Safety test
reference application
Suarez-Mon- No control Chronic Isch- N/A Isolationusing | Intracerebral N/A None N/A
teaqudo, 2009 | group Treat- emic or ICH normal saline
[40] ment, n=51
year fiu
Battistella, No control Subacute MCA 1-5% 108 Isolationusing | Intra-arterial N/A Seizure after N/A
2011 [41] group Treat- infarct human 200 days
ment, =66 albumin-con-
months f/u taining normal
saline
Savitz, 2011 No control Acute (24-72h) | 1= 106/kg Intravenous mRS 1 shift None Cellviability,
[42] group Treat- Large MCA vs. historical MBSC surface
ment, 7= 10 infarct control markers,
6 months f'u bacteria, fungi,
mycoplasma
Friedrich, 2012 | No control Acute (3—7 days) | 2.2 108 Intra-arterial mRS 0-2in None Cell viability
[43] group Treat- Non-lacunar 40%
ment, =20 infarct
6 months f/u
Li, 2013 [44] Control, n=40 | Acute (5-9days) | 1.33x 1013 | Isolationusing | Intracerebral NIHSS and None Cell viability
Treatment, ICH normal saline Barthel index
n=60 improved
6 months f/u

Tableau 4: Essas cliniques utilisant les CSMs pour le traitement de ’AVC ischémique (D’aprés (Bang

2016)

Les CSMs allogéniques représentent une alternative séduisante aux cellules autologues. L’AVC
ischémique survient majoritairement chez des personnes agées. Or, il a été démontré que le pool
de CSMs décroit significativement avec 1’age, en nombre et aussi en capacité mitotique. Par
conséquent, la disponibilité d’un nombre suffisant de CSMs pour un traitement cellulaire, pourrait

prendre plus de temps, dépassant ainsi la fenétre thérapeutique idéale (Caplddelfl09).les
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CSMs sont immunomodulateurs et expriment trés peoniglexe majeur d’histocompatibilité I,

ce qui pourrait justifier leur utilisation en clinique (Castillo-Melendeal. 2013)(figure 35).
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Figure 35: Effet pléitrope des CSMs

Les effets bénéfiques des CSMs sont principalement médiés par un effet paracrine. Les CSiit dés
facteurs neurotrophiques et angiogéniques qui favorisent la croissance et Entiiién neuronale, I

synaptogen¢se et I’angiogenése. Les CSMs inhibent 1’apoptose, 1’inflammation et I’activation microgliale

(D’aprés Castillo-Melendeztal. 2013.

Méme si les CSMs allogéniques activent trés peu le systeme immunitaire, il a été montré que ces
cellules sont vulnérables au complément présent dans le sérum, rendant leur viabilité moins

importante que les CSMs autologues (Y.ekial. 2014). Cependant, ce probléme pourrait étre
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résolu avec le développement les interventions mtéaielles aprés I’ischémie cérébrale. En effet,

une administration intra-artérielle pourrait limiter le contact des cellules avec le sérum et augmenter
leur viabilité. De plus, une administration intracérébrale pourrait également étre envisageable
augmentant le nombre de cellules atteignant le site 1ésionnel. Plus d’études sont nécessaires pour
déterminer le mode d’administration optimal pour une thérapie cellulaire. Car au-dela, de la
viabilité et dunombre de cellules atteignant la 1ésion, le mode d’administration pourrait modifier

le fonctionnement et le mécanisme d’action des CSMs, notamment sur la sécrétion des facteurs
trophiques (Eckeret al. 2013).L’environnement cellulaire, la MEC particuliérement, peut aussi

modifier le comportement des CSMs nouvellement adminitrées.

1.3.2 Arguments en faveur de l'intérét potentiel d’'une thérapie matricielles a base de RGTA

(ReGeneraTing Agent) pour le traitement de I'ischémie cérébrale
Le role de la MEC et de ses composants a bien été démontré dans la communication et la réparation
tissulaire. Lors d’une Iésion tissulaire cette deiére est détruite par ’activation de différentes
protéases I’empéchant de jouer son role physiologique. La destruction de la MEC va induire une
rupture des communications cellulaires. En effet, suite a cette destruction, les différents médiateurs,
cytokines, et facteurs de croissances stockés dans la MEC se retrouvent alors vulnérables a une
dégradation par les protéases, empéchant ainsi le bon déroulement de la réparation tissulaire
(Barritaultet al. 2017). Comme décrit précédemment (1.5.7.3 HSPGsldatigmie cérébrale),
les héparanes sulfate ont un réle essentiel dans la neuroprotection et la répratation tissulaire. Le
RGTA (ReGeneraTing Agent), analogue des HS peut remplacer fonctionnellement les HS détruits

suite a la Iésion tissulaire (Barritaet al. 2017) (figure 3%
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Figure 36: Structure des héparanes sulfates et du RGTAD’aprés (Necket al. 2012)

Structure de 1’héparane sulfate et du RGTA
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Figure 36: Mode d’action du RGTA apreés une lésion tissulaire

1. L’organisation de la MEC dans un tissu sain. 2. Apres une Iésion la structure matricielle et les HS sont dégr
et I’activation des protéases peut aussi dégrader les facteurs de croissance. 3. Une réparation rapide est enclenct
menant a une fibrosel. Si 'inflammation n’est pas régulée, ’inflammation chronique meéne a un cycle «
réparation/destruction de la matrice empéchant la cicatrisation tissoldie RGTA remplace les HS dégrads
permettant la reconstruction et la restauration du microenvironnement iceljpbaur faciliter la régénérain
tissulaire.6. L’excés de RGTA pourrait empécher le processus de réparation en diminuant la biodisponibilité des

facteurs de croissance (modifigagtés (Barritaultet al. 2017)

Le RGTA est un polymére de disaccharides liés par des liaisons o 1-6, le rendant résistant a la
dégradation enzymatique (Neekal. 2012). En effet, les unités de disaccharides composant les

HS endogenes sont liées par les liaisons a 1-4 qui sont le site de clivage des différentes
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endoglycosidases : chondroitinase ABC, dextranases, hyaluronidases, et les hépranasts (Neck

al. 2012) (Tableau 5).

Polysaccharide Heparanases Chondroitinase Hyaluronidase Dextranase
ABC

HMA4120 - - - -
Heparine +++ - - -

Heparane +++ - - -
sulfate

Chondroitine  — +++ +++ —
sulfate A

acide - +++ +4++ -
hyaluronique

Dextrane - - - +++

Tableau 5: Digestion des polysaccharides principaux de la MEC par les endoglycanases.

--- : digestion incompléte, polysaccharide de départ retrouvé, +++ : compléte digestion du
Polysaccharide, HM 4120 : RGTA 4120 (D’apres Ikeda, Charef et al. 2009).

En tant qu’analogue des HS, le RGTA peut se lier aux sites de liaisons de I’héparine, présents
notamment sur les protéines de structure formant la MEC : collagenes, fibronectine et laminine. Le
RGTA peut aussi lier différentes protésiret facteurs de croissance liant I’héparine tels le FGFt

et -2, le VEGF, ou le TGB-(Rouetet al. 2005).

Avec sa capacité de résistance aux endoglycosidases, de liaison aux protéines de structures, de
liaison et de protection des facteurs de croissances, le RGTA peut remplacer les HS dégradés aprés

une ésion tissulaire, rétablir I’homéostasie et les processus de régénération tissulaire.
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Le potentiel de réparation et de régénération tissulaire du RGTA a été testé dans différenss modéle
précliniques de lésions tissulaires (tissu cutané et cornéen, tissu buccal et tract digestif, tissu osseux
et tendineux, tissu musculaire) (Barritaetlal. 2017). Ce potentiel régénérateur a été confirmé en
clinique, en prouvant ’efficacité du RGTA sur 20000 patients traités pour une lésion ulcéreuse
cutanée et 5000 patients traités pour une Iésion ulcéreuse cornéenne, sans effet secondaire rapporté.
Cependant, un effet antalgique inattendu a été rapporté apres 1’administration du RGTA (Barritault

et al. 2017) Cette observation, montre la nécessité d’effectuer plus de recherche sur le mécanisme
d’action du RGTA et ses interactions.

Dans le contexte de I’ischémie cérébrale, les propriétés du RGTA et ses effets pourraient étre
bénéfique pour une neuroprotection et une neurorégénération. En effet, les protéoglycanes sont tres
exprimés dans la MEC du tissu cérébral (Baetoal. 2011) Or lors d’une ischémie, la MEC est
dégradée empéchant la bonne réparation tissulaire. De plus, le RGTA a montré des effets de
réduction de fibrose tissulaire, mais aussi d’amélioration de la microvascularisation dans un tissu

ischémié.

En 1999, Desgranges et colleguas montré ’efficacité du RGTA sur du tissu musculaire
squelettique isamié. En effet, 1’administration du RGTA aprés 1’ischémie musculaire, a
augmenté la régénération mais aussi la réinervation tissulaire (Desgehaaber999). Dans une

étude similaire menée par Yamauchi et collaborateurs, le RGTA a montré son efficacité a la suite
d’une ischémie du tissu musculaire du myocarde. Une seule administration de RGTA apres une
ischémie myocardique chez des cochons, a permis de régénérer les fibres musculaires et leurs
fonctions, de réduire de 50% la Iésion ischémique, et d’augmenter la vascularisation myocardique
(Yamauchiet al. 2000). Ces résultats ont été confirmés en 2006 chez le primate non humain : le

babouin (Mullangiet al. 2006). Dans cette étude, Le RGTA a été utilisé potmitement d’une
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ischémie du myocarde également. Les résultats ont montré qu’une administration de RGTA permet
la récupération fonctionnelle du myocarde. En effet, une réduction du volume d’éjection de 12%
par rapport a la normale a été montrée dans le groupe traité avec le RGTA, alors que cette réduction

était de 24,7% dans le groupe contréle (Mullatgil., 2009.

En se basant sur ces observations, par ses effets de : réduction de la Iésion ischémique, réduction
de la fibrose tissulaire, augmentation du réseau vasculaire et neuronale ; le RGTA pourrait
constituer une thérapie alternative et/ou complémentaire a la thrombolyse et la thrombectomie dans

le cadre d’un AVC.

1.3.3  Arguments en faveur de I'intérét de la combinaison des RGTAs et des CSMs dans le

traitement de I'ischémie cérébrale
Plusieurs thérapies visant le traitement de 1’ischémie cérébrale et I’amélioration de la récupération
post-AVC ont combiné les CSMs avec des agents thérapeutiques ou des biomatériaux. Dans une
étude menée pdang et ses collaborateurs en 2014, dans un modéle d’infarctus du myocarde, la
co-administration des CSMs avec le VEGF a permis de réduire la perte fonctionnelle
comparativement au traitement par des CSMs ou le VEGF seuls, d’augmenter la densité vasculaire,
et d’améliorer la différentiation des CSMs (Tanget al.2014) De plus, les capacités d’adhésion, de
prolifération et de différentiation des CSMs peuvent étre augmentées par leur association avec des
protéines mimétiques des protéines de la MEC (J.-H. éial. 2014) ou par ’association avec
des hydrogels constitués de GAGs enrichis avec des HS (&v@hg010). Le RGTA étant un
mimétique des HS, pourrait aussi favoriser un effet synergique avec les CSMs. En effet, le RGTA
potentialise le VEGF (Rouet al. 2005), facteur connu pour son effet sur les CSMs, mais aussi

d’autres facteurs tel le FGF-2 (Frescalineet al. 2012). A travers la potentialisation dGF2, le

79



Introduction

RGTA augmente la prolifération et la migration des C&Médtro (Frescalineet al.2012) (figure

37).
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Figure 37: Effet du RGTA sur les facteurs de croissance et les CSMs.

(A) potentialisation de I’effet du VEGF par le RGTA. Effet du RGTA sur (B) la clonogicit§C) la

migration et(D) la prolifération des CSMs (d’aprés Rouet etal. 2005,Frescaline etl. 2012)
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2 Objectifs

Face a la courte fenétre thérapeutique dtAret I’échec des thérapies pharmacologiques pour la
neuroprotection apres I’AVC, les recherches se sont penchées sur le développement de thérapies
alternatives a visées régénératrices. Ces recherches ont ypodiarbéliorer la récupération
fonctionnelle des patients. Des thérapieBulaires ont ainsi fait I’objet de nombreuses études
précliniques et cliniques de phase |, Il et 11l (Ba&t@l. 2005) L utilisation de différents types de
biomatériaux permettant de favoriser I’environnement cellulaire et ainsi favoriser la survie des

cellules transplantées a également fait 1’objet d’études précliniques (pour revue, voir (Wanget al.

2012; Boisserandt al. 2016)

Dans cette thése, nous nous sommes intéress&seloppement d’une thérapie moléculaire, a
base d’un agent ciblant la MEC, le RGTA, combiné ou non a une thérapie cellulaire a base de

CSMs.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les effets neuroprotecteurs et régénérateurs du
RGTA a la suitel’une ischémie cérébrale. Dans un modéle d’ischémie cérébrale focale transitoire

(modele 0ACMXhez le rat, I’effet d’une administration systémique de RGTA, a différentes doses

et différents temps post-occlusion, a été évalué sur le volume du tissu infarci par IRM, et sur la
récupération fonctionnelle par différents tests comportementaux. Par la suite, nous avons étudié la
biodistribution du RGTA, ainsi que son effet sur I’organisation de la MEC et sur différentes

réactions cellulaires post-ischémiques dont la réaction inflammatoire, la réaction gliale,

I’angiogenese et la neurogenese.

Comme mentionné dans I’introduction, I’ischémie cérébrale a pour conséquence la destruction de

la MEC empéchant la réparation tissulaire. Or la restructuration de la MEC représente une étape

82



clef pour le processus de communication et de remplacement cellulaire a & wdt&sion
tissulaire. Nous nous sommes donc proposé, dans un deuxieme temps, d’étudier I’effet du RGTA
combiné aux CSMs pour le traitement de 1’ischémie cé€brale. Nous avons d’abord analysé 1’effet

de cette thérapie sur les dommages cérébraux ainsi quessigfitits fonctionnels en utilisant
deux voies d’administration des cellules souches. Nous avons ensuite dedigiombinaison
optimale chez des animaunormotendus avant de la tester chez des rats chroniquement

hypertendusl’hypertension artérielle étant le facteur de risque prédominant dans les AVCs.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Protocoles des études menées

Les travaux présentés dans cette thése sont divisés en 2 études. Ces derniérésgaliseiteffet

du RGTA seul ou combiné aux CSMs sur la neurorprotection, et la récupération fonctionnelle suite
a une ischémie cérébraleors de I’étude 1, le RGTA est administré une seule fois aprés I’0ACM

a jO (figure 38. Lors de I’étude 2, une administation de RGTA a jO est combinée a une
administration de CSMs (avec ou sans une deuxieme administration de RGTA) a j1. Le protocole
des deux études, comprends une mesure du volume de la lésion cérébrale par IRM a j2 et j14, et

une batterie de tests comportementaux jusqu’a j54 (figure 38).

Etude 2
[ ]

Etude 1

0ACM 1 h
RGTA
CSMs = RGTA
IRM IRM Euthanasie
v J J J J
1o it i i14 js4

Tests comportementaux sensorimoteurs |

Figure 38: Protocole générale des études menées

Effet du RGTA seul ou associé aux CSMs sur la neuroprotection et la régénégpmisnune ischémit

cérébrale.

IRM : imagerie par résonnance magnétique, CSMs : cellules souches mésenchymReé&iges,

ReGenraTing Agent
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3.2  Animaux

Les animaux utilisés sont des rats males de souche Sprague Dawley (SD) (CERJ, France) ; ou
Spontaneoug Hypertensive RatéSHR) (CURB : centre universitaire de ressources biologiques,
France). Les protocoles ont été approuvés par le comité d’éthique régional (étude 1 CENOMEXA
1211-03 et APAFIS #3252 ; étude2 CENOMEXA 1211-03 et APAFIS #4410) et sont réalisés au
laboratoire d’expérimentation et d’imagerie (GIP Cyceron, autorisatidrA-118-001). Les animaux

utilisés pesaient environ 3B30 g au moment de 1’induction de 1’ischémie. IIs ont été maintenus

en cycle d’éclairage classique (8-20 h) dans des conditions de température et d’humidité régulées
(hygromeétrie = 55 £ 10 % ; température = 2225€), au sein d’une animalerie agrée (CURB,
France)Tous les rats ont eu accés a 1’eau et a la nourriture ab libitumtout au long des protocoles.

Pour effectuer les tests comportementaux, les animaux étaient placés au moins 30 minutes avant

dans le box dédié a ces tests.

3.3 Induction de l'ischémie cérébrale transitoire

L'occlusion de I’artére cérébrale moyenne (ACM) est réalisée selon 1’approche intraluminale

décrite par Longa et collégues (Lorgfaal. 1989), et utilisée au laboratoire dans de nombreuses
études (Esneaudtt al. 2008; Quittetet al. 2015). Brievementpres 1’anesthésie de 1’animal avec

de I’isoflurane dans un mélange O2/N20 (ratio 1/3), une incision d'environ 2 cm est effectuée au
niveau du cou, puis l'artere carotide commune (ACC) droite est isolée de facon a exposer la
bifurcation entre l'artére carotide externe (ACE) et l'artére carotide interne (ACI). L'ACE est
électrocoagulée dans sa partie distale et des ligatures temporaires sont placées au niveau proximal
de I'ACC ainsi que sur I'ACI. L'ACE est alors incisée de fagcon a permettre la pénétration d'un
filament en nylon dont I’extrémité contient un épaississement de 0.39mm de diamétre et 3-4mm

de longueur (Doccole, USA). Une ligature autour de I’embole permet de retirer les clamps
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temporaires au niveau de I’ACC et I’ACI. L'ACE est alors sectionnée dans sa partie distale et placée

en alignement avec I'ACI. L'embole est délicatemenissé jusqu’a 1’obstruction de I’ACM.

L’embole est retiré 1 h aprés pour permettre une reperfusion (figure 39). De la lidocaine en gel est

appliquée sur la plaie, ainsi que 0.02 mg/kg de buprénorphine (Buprécare® 0,3 mg/ml Axience®)

sont injectés en intramusculaire dans un but antalgiqgue. Des aliments ramollis sont mis a

disposition dans la cage avee coupelle d’eau afin de faciliter la prise alimentaire et I’hydratation

des animaux.

Artére Cérébrale moyenne .......................
Embole
ZOne iSChémiée ....................

Artére carotide interne "wrrrrrrrerressassasaanaa

Artére carotide externe rrrrrrerraseesasaeny \\

Artére Carotide COMIMURNE ***resrersssnsnsasninanaas > 2

Figure 39: Modéle intraluminale d’induction une ischémie cérébrale focale (modifié daprés (Longa

et al.1989)
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3.4 Extraction et culture des CSMs

Les CSMs sont extraites des fémurs et tibias deSiaténales 12 semaines, CERJ, France). Les
animaux sont euthanasiés par inhalatidime dose 1éthale d’isoflurane 5 % dans un mélange

0O2/N20 (ratio 1/3)Apreés I’extraction des os, sous une hotte a flux laminaire, ceux-ci sont placés

dans un bain d’alcool, suivi d’un bain de pénicilline-streptomycine, puis dans rincés dans une
solution tampon de phosphate (PB&psphate buffer salifeLes épiphyses sont coupées et la
moelle osseuse est récupérée en propulsant par des allers-retours dans la lumiere osseuse du milieu
de culture a 37 °C composé de% de sérum de veau feetal (SVF) dans du milieu aMEM (Eagle’s

minimal essential mediyncomplet (2 mM de glutamine et de 1 % de pénicilline-streptomycine),

a I’aide d’une aiguille de 21 Gauge.

Les cellules extraites sont réparties dans des boites de culture (1T75 par patte). Lesastlules
incubées a 5 % de CO2 et 21 % d’02 a 37 °C. Apres 1-2 jours, les T75 sont délicatement secouées,
rincées 2 fois avec du PBS puis le milieu est remplacé par du milieu complet complémenté a 20 %
de SVF, éliminant ainsi les cellules hématopoiétiques non-adhérentes contrairement aux CSMs.
L’opération est renouvelée a J7. Dés que les cellules sont a 90% de confluence, deux rincages sont
réalisés avec du PBS sans’Oai Mg?* puis les cBules sont décollées a 1’aide de trypsine (0,25
%-EDTA). Des le décollement du tapis cellulaire, du milieu complet 10 % SVF (2 fois le volume
de trypsine) est ajouté. Les cellules sont récupérées, et centrifugées a 300 g/minutes pendant 5
minutes. Le surnagent est délicatement aspiré et le culot est dilué dans du milieu complet 10 %
SVF. Les cellules sont réensemezxéd une densité cellulaire de 5°1€ellules par T75. Les
cellules sont maintenues en culture dans du milieu complet 10 % SVF dans un incubateur a 5 %

CO2 et 21% d’02 a 37°C. Elles sont utilisées apres 3-4 passages.
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3.5 Administration du RGTA seul ou en combinaison avec les CSMs

3.5.1 Administration du RGTA

A la suite de la reperfusioly queue de I’animal est incisée longitudinalement sur 1 & 1,5 cm le

long du trajet de I’'une des veines caudales. La veine est isolée et I’aval est électrocoagulée. Une

incision est pratiquée dans la veine afin d’y introduire un cathéter effilé sur approximativement 2

cm. Aprés avoir vérifié la bonne position du cathéter dans la veine en administrant du sérum
physiologique, 0,1 mL de RGTA sont administrés. Afin de s’assurer du passage de la totalité de la

dose de RGTA sans perte dans le cathéter, 0,3 mL de sérum physiologique sont administrés a la
suite du RGTA. Le cathéter est délicatement retiré et la veine est électrocoagulée edeamont

I’incision. La plaie est suturée et I’animal est replacé dans sa cage d’hébergement.

3.5.2 Administration des CSMs
L’animal est anesthésié 24 h aprés 1’ischémie par inhalation de 5 % d’isoflurane dans un mélange

d’02/N20 1/3 pendant 3 minutes puis maintenu a 2,5 % d’isoflurane pendant la chirurgie.

3.5.2.1 Administration par voie intracérébrale

Le crane de I’animal est fix¢é a I’aide d’un cadre stéréotaxique et la boite cranienne dégagée. Cette

derniere est fraisée aux coordonnées suivantes : latéral = 3 mm ; antéropostérieur = 0 mm par
rapport au bregma. Les CSMs (3 pL contenant 3.10° CSMs dans du PBS glutamine 2 mM) sont
injectées a une profondeur de 6 mm au niveau du striatum a 1’aide d’une aiguille dentaire de 30

Gauge en 5 minutes suivi d’une pause de 5 minutes. La plaie au niveau de la peau du crane est
suturéeaprés application d’un gel de lidocaine (Aguettan®) sur la plaie, et une administration
intramusculaire de 0.02 mg/kg de buprénorphine (Bupré&aBmg/ml Axienc®). L’animal est

ensuitereplacé dans sa cage d’hébergement.
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3.5.2.2 Administration par voie Intraveineuse

La queue de I’animal est incisée longitudinalement sur 1 a 1,5 cm le long du trajet de 1’une des
veines caudales. La veine est isolée et électrocoagulée en aval. Une incision ese ratigue
veine afin d’y introduire un cathéter effilé sur approximativement 2 cm. Apres avoir vérifié la
bonne position du cathéter dans la veine en administrant du sérum physiologique, OwenL d
solution contenant 3.£@e CSMs dans du PBS glutamine 2 mM est adminisiée de s’assurer

du passage de la totalité des CSMs sans perte dans le cathéter ; 0,1 mL de sérum physiologique est
administré a la suite des CSMs. Le cathéter est délicatement retiré et la veine est éettmcoa
La plaie est suturée, 0,02 mg/kg de buprénorphine (BupfédaB mg/ml Axiencg) est
administréeet I’animal est replacé dans sa cage d’hébergement.

Pour la co-administration du RGTA avec les CSMs,l3d une solution contenant 3.1 de

CSMs et du RGTA dans du PBS glutamine 2 mM est admiaistré

3.6 Analyse IRM

Afin d’évaluer les effets des traitements sur les dommages cérébraux d’origine ischémique, une

IRM (7T, PharmaScan, Bruker BioSpin, plateforme CYCERON) est réalisée a 48 h et a 14 jours
apres I’ischémie. L’anesthésie de 1’animal est induite par inhalation d’isoflurane 5 % dans un
mélange d’O2 / N20 1/3 pendant 3 minutes puis maintenue avec 2-2,5 % d’isoflurane. Une
séquence T2 anatomique est utilisélen un mode d’acquisition rapide RARE 8 par écho de spin

rapide (RARE,rapid acquisition with refocused echdemvec un temps de répétition de 5000
millisecondes, un temps d’écho de 16,25 millisecondes, un moyennage (NEX, number of
experiments= 2, unematrice de 256 x 256 pixels et une taille d’image ou FOV (field of view) de

3,84 x 3,84 cm soit une résolution nominale de 0,15 x 0,15 x 0,75 Mingt coupes contigués,
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couvrant la totalité du cerveau, sont acquisess par animal avec un temps total d’acquisition de 4

minutes.

Les images sont analysées grace au logiciel Iméugen/(imagej.nih.gov/i). Un contour manuel

est effectué pour mesurer le volume des hémispheres, des ventricules, et de la Iésion cérébrale. Le
volume Iésionnel est calculé en multipliant 1’aire obtenue pour chaque coupe par leur épaisseur
(0,75 mm). Au temps précoce, le volume est corrigé de I’cedéme présent selon la formule suivante

(Gerrietset d. 2004)

¢ HVe-HVi+ LV
% HLV = Y x 100
Cc

HLV : Volume d’hémisphére touché par la 1ésion,

HLV € : Volume d’hémispheére touché par la Iésion corrigé de I’oedéme
HVc : Volume de I’hémisphére controlatéral

HVi : Volume de I’hémisphere ipsilatéral

LVu : Volume de Iésion non corrigi I’cedéme

Pour I’étude de la perméabilité de la BHE une séquence T1 (Flash, TR/TE = 152/4msec, 30
répétitions, 12 images de 1 mti¢paisseur; résolution =0.15 x 0.15 x 1 mm, temps d’acquisition
total = 9 mn 46 s) a ét€alisée. Pendant 1’acquisition a 1 h, 3 h, 24 h, 48 h, et 7 jours aprés
I’ischémie cérébrale, une injection d’un agent de contraste Gd-DOTA (200 pmol/kg, DOTAREM,

Guerbet S.A
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3.7 Analyse de la biodistribution du RGTA

Le RGTA a été couplé au techetium-99fic®™) (platforme FRIM UMS34 Université de Paris
Diderot, Paris, France), et administré a 0.5mg/kg (i.v.) 1 h aprés I’0o0ACM. Les animaux ont été
euthanasiés a 3 temps (5 min, 1 het 3 h aprés ’0ACM). Une perfusion transcardique avec du sérum
physiologique hépariné a ensuite été effectuée pour laver le compartiment vasculaire. Apres
extraction du cerveau, la radioactivité a été mesurée avec compteur gamma dans chaque

hémisphére.
3.8 Tests comportementaux sensorimoteurs

Une batterie de tests a été réalisée pour évaluer le déficit sensorimoteur des animaux.

3.8.1 Le score neurologique
Adaptée du score neurologique de Bederson et colleégues (1986); I’échelle d’évaluation des réflexes
comprends 14 items notés de 0 a 2, (0 : déficit sévere, 1 : déficit modéré, 2 : aucyr(E&iett

et al. 2006; Bedersoant al.2016) (figure 40).
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A)
Rat posé sur la surface
Marche spontanée
Comportement rotatoire
Ipsilatérale
Résistance a la poussée latérale
Controlatérale
Rat suspendu par la queue avec la main droit de 'examinateur
Flexion du corps
Ipsilatérale
Antérieure
Controlatérale
Flexion de la patte
Ipsilatérale
Postérieure
Controlatérale
Rat suspendu par la queue avec la main gauche de I'examinateur
Flexion du corps
Ipsilatérale
Antérieure
Controlatérale
Flexion de la patte
Ipsilatérale
Postérieure
Controlatérale
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Figure 40 : Score neurologique

(A) Items d’évaluation du score neurologique (B) illustration de la flexion du corps aprés suspension du

et de la poussée latérale
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Les items sont les suivants :

La marche spontanéel’animal est placé sur la paillasse face au mur. L’examinateur note le

déplacement de 1’animal. Un animal sain explore la surface dés qu’il est en contact avec celle-Ci.

Le comportement rotatoire : un animal ischémié présente la caractéristigue de réaliser des
mouvements de rotation sur lméme, alors que I’animal sain se déplace de fagon majoritairement

rectiligne

La résistance a la poussée latéralBanimal est placé sur une surface rugueuse de sorte que ses
griffes puissent s’accrocher a la surface. L’examinateur exerce une poussée sur le flanc gauche et

droit de I’animal et la résistance de ce dernier est évaluée pour chaque coté.

La suspension par la queud’examinateur suspend I’animal par la queue avec chacune de ses

mains de sorte que ses 4 pattes ne touchent plus la surface. Dans un premier temps, la rotation du
corps est observée. L’examinateur note également le repli des pattes antérieures et postérieures du

c6té controlatéral et ipsilatéral. Un animal sain gardera son corps étiré vers la surface esses patte

tendues.

3.8.2 Test du placement de pattes
Ce test évalue les déficits et reflexes des animaux. Il se compose de 12 items évaluant la vision,

la sensibilité tactile, la proprioception, et la sensibilité des vibrisses (DeeRatK 989).

Pour réaliser ce test, un suppartétevé est utilisé, sur lequel 1’utilisateur teste les réflexes de

I’animal (figure 41).
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(V)
Items du test du placement de pattes
Animal approché de la surface avec un angle de 30° et les Touche la surface avec la patte Touche la surface avec la patte
pattes antérieures libres anterieure ipsilatérale antérieure controlatérale
Détection de la surface avec les pattes Détection de la surface avecles
Téte maintenue a 45°, pattes antérieures/ postérieures libres antérieures pattes postérieures
et dos de la main placé en contactavec la surface
Ipsilatérale Controlatérale Ipsilatérale Controlatérale
Anterieures Postérieures
Rat placeé sur la surface et chaque patte placee a tour de role
dans le vide
Cote ipsilatéral | Cété controlatéral | Cote ipsilatéral | Coté controlatéral
Rat maintenu avec les pattes antérieures libres et réalisation o " " Q .
de mouvements verticaux pour stimuler les vibri avecis Cété ipsilatéral: ré.actlon delapatte | Coté controlatéral: féachon de la patte
coté de la surface antérieure antérieure
B)

Figure 41: Test de placement de pattes

(A) Items du test de placement de paiteslifé d’aprés Quittet et al. 2015.(B) illustration de quelques itemé&)

L’animal est approché de la surface a 30 {4f°L’examinateur maintient 1’animal et lui positionne le dos des pattes

antérieures puis postérieures au niveau du bord de la surface La projmoesipévaluée en plagant chacune des pz

antérieuregc) et postérieuref) dans le vide. L’animal sain replace aussitot sa patte sur la surface.

A chaque item I’observateur note le réflexe de I’animal & poser ses pattes sur plateforme. (D’aprés De Ryck etal. 1989)
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Test de la visionl’examinateur approche 1’animal de la surface avec un angle de 35-40° et note le

réflexe de I’animal a placer ses pattes en extension vers la surface.

Sensibilité tactile Pour réaliser ce test, un support surélevé est utilisé. Dans un premier temps,
I’examinateur approche 1’animal de la surface avec un angle detB5et note le réflexe de I’animal

a placer ses pattes en extension vers la surface. L’examinateur place I’animal de sorte que seul le

dos des paumes des pattes antérieures puis des pattes postérieures soit en contact avec la tranche

de la surface. Un animal sain dés le contact avec la surface, repositionne ses paumes sur la surface.

Test de la proprioceptionl’animal est positionné sur la surface surélevée et chacune de ses pattes
est, a tour de réle, placée dansilée. L’animal sain repositionnera quasi-instantanément sa patte

sur la surface.

Sensibilité des vibrisse$’animal est approché latéralement de la surface de fagon a ce que seules
ses vibrisses soient en contact avec cette derniére. Un animal sain, dés le contact avee la surfac

aura le réflexe de placer sa patte antérieure sur celle-ci.

3.8.3 Testducoin
Ce test se compose de deux planches fixées sur une surface afin de former un angle de 30° entre
elles.L’angle n’est pas fermé afin de stimuler I’exploration du coin par I’animal. L’entrée dans le

coin stimule les vibrisses des deux coté§ etémal (Schallertet al. 2000).

Le nombre de retournements effectués de chaque c6té pour sortir du coin aprés exploration de ce
dernier est comptabilisé au cours de 10 essais. Un intervalle inter essai de 2 minutes est respecté

entre deux passages dangpareillage (figure 42).
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Un retairnement est comptabilisé si I’animal explore préalablement le coin (redressement). Ce test
fait intervenir de nombreuses fonctions a la fois sensorielles et motrices (sensibilité des vibrisses,

utilisation des pattes et attitude posturale) (Schadteat. 2002).

L’index de latéralisation est calculé de la fagon suivante (Haelewynet al. 2007).

Nombre de retournements ipsilatéraux — nombre de retournements controlatéraux

Index de latéralisation =

Nombre de retournements totaux

Figure 42: Test de du coin.

3.8.4 Test du cylindre

Ce test consiste a placer I’animal dans un cylindre en plexiglas transparent de 30 cm de haut et 20

cm de diametre. L utilisateur inspecte le redressement de 1’animal et note la premiére patte entrant

en contact avec la paroi lors de I’exploration par redressement. Un animal sain utilise de fagon

équivalente la patte gauche et la patte droite. Dans ce test, 1’utilisateur comptabilise également les
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contacts les contacts bilatéraukgst-a-dire que les deux pattes entrent en contact avec la paroi
simultanémat. Les traces olfactives sont enlevées a 1’aide d’alcool entre deux animaux ou entre
deux passages du méme rat dans le cylindrpolueentage d’utilisation de la patte controlatérale

est alors calculé au cours de 20 redressements successifs (figure 43).

Figure 43: Test de du cylindre.

3.8.5 Test du retrait de I'adhésif

Ce test permet d’évaluer la sensitivité ainsi que la coordination motrice de I’animal. Créé par
Schallert et collegues en 1982 (Schalletrtal. 1982) ce test est inspiré de 1’évaluation de
I’extinction tactile réalisée en clinique chez les patients atteints d’AVC. En clinique, le patient
ferme les yeux, puis des pressions du doigt sont exercées sur le dos de chaque main séparément ou
simultanément afin de vérifier que la sensibilité soit égale en stimulation simple ou simultanée
(item 11 échelle NIHSS). Chez le rat, un morceau d’adhésif d’environ 1 cm x 1 cm (Leukoplast®)

est positionné sur chaque paume des pattes antérieures avec une pression égale ad&s deux ¢
(figure 44) L’ordre de placement de I’adhésif est aléatoire (gauche/droite) entre chaque animal et

entre chaque jour. L’animal est par la suite placé dans une boite en plexiglas de 20 x 25 x 32 cm
transparente. Un miroir incliné permet a I’examinateur d’observer 1’animal quand il lui fait dos.

Dans un premier temps, le temps de détection de I’adhésif est noté. La détection correspond a un
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mouvement rapide de la patte ou a un contact patte-bouche. Ensuite, le temps de retrait est
¢galement noté. L’animal devra faire preuve d’une coordination motrice de sa patte et de sa bouche

pour permettre un retrait efficace de 1’adhésif. La latence maximale de retrait de 1’adhésif est de

120 secondes. Chaque animal est entrainé pendant 5 jours, a raison d’un essai par jour, avant la

chirurgie pour obtenir des performances optimales avant cette derniére. La moyenne des trois

derniers jours des temps de contact et retrait de chaque patte sera utilisée comme réfrence de
performances basales de I’animal. Lors de 1’évaluation du déficit post ischémique, le test est réalis¢

tous les jours pendant 5 jours et la moyenne des temps de contact et de retrait des trois derniers
jours est utilisée. Cette évaluation par bloc permet de limiter le biais causé par le réapprentissage

du test les deux premiers jours.

Figure 44: Tllustration du placement de I’adhesif sur la patte de I’animal.

3.8.6 Test de I'open-field

Ce test permet d'évaluer le niveau d'anxiété et la motricité de I'animal. En tant que proie, le rat a
une préférence naturelle pour les espaces sombres et confinés, une surface lumineuse et spacieuse
présente donc un aspect anxiogene chez ce dernier. Le test de I’open-field, ou dit du champ ouvert,

utilise cette propriété afin d’évaluer le comportement anxieux et le déplacement de I’animal. Le rat

est placé pendant 10 minutes dans une enceinte blanche de 1 m x 1 m en plexiglas munie d’un
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systeme de suivi vidéo (caméra infrarge) et d’un plancher a détection infra-rouge permettant
d’enregistrer les mouvements réalisés a 1’aide du déplacement du cone de sustentation du rat. La
luminosité appliquée au centre de la surface est d’environ 20 lux. L'examinateur est placé a 1 m de
l'appareillageLe temps passé par le rat au centre de 1’appareil (espace fortement éclairé) sera
inversement proportionnel a son niveau d’anxiété. Par ailleurs, 1’¢tude de la motricité de I’animal

se fait par I’évaluation de la distance parcourue dans I’enceinte au cours du test (figure 45

Figure 45 : Dispositifdu test de I’open-field

3.8.7 Test de la poutre

Ce test permet d’évaluer les déficits sensorimoteurs de I’animal. Une poutre en bois de 1,65 m est

utilisée dont ’'une des extrémités mesure 6 cm et I’autre 1,5 cm de large. La poutre est munie de

rebords de 2 cm, placés 2 cm sous la poutre pour préveteirchute de 1’animal. L’appareil est

divisé en 4 zones comme décrit dans la figure 46. Les fautes ou les glissements de pattes sont notés
en fonction de la zone de survenue de I’erreur. Si I’animal ne commet aucune erreur un score de 0

lui est attribuéAfin d’entrainer les animaux a traverser la poutre, 3 essais par jour pendant 2 jours

avant I’ischémie sont réalisés. Pour motiver I’animal a effectuer la traversée de la poutre, une

99



Matériels et méthodes

lumiére de 100 lux est appliquée sur la partie large de la poutre along intensité de 10 lux est
appliquée sur I’extrémité fine. L’examinateur se place du coté large de la poutre et I’extrémité fine
est posée sur la cage d’hébergement du rat. Apres chaque traversée 1’animal est laissé 30 secondes

sur la grille de sa cage, afin de créer un renforcement positif (figure 46). Le temps maximal de

traversée est fixé a 120 secondes.
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Figure 46 : Test de la poutre.

(A) Dispositif du test de la poutre, avec la traversée de I’animal jusqu’a sa cage. (B) Dimension de la poutre
avec la délimitation des zones pertmetd’établir un score évaluant les déficits sensorimoteurs de 1’animal
(modifié d’apres Quittet etal. 2015)
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3.9 Mise a mort des animaux et extraction du cerveau

A la fin des protocoles, les animaux sont mis & mort dans le but de récupérer les cerveaux. Pour ce
faire, avant ’cuthanasie les animaux recoivent une dose d’analgésie par une administration
intramusculaire de 0.02 mg/kg de buprénorphine (Bupr@&Bemg/ml Axiencg). Les animaux

sont ensuitanesthésiés profondément a 1’isoflurane 5 % dans un mélange O2/N20 1/3 pendant

une durée subétale d’au moins 5 minutes. La cage thoracique est ouverte et le coeur dégagé des

tissus conjonctifs environnants. Le vetite gauche et I’atrium droit sont sectionnés. Un cathéter

est placé dans le ventricule gauche jusqu’a I’aorte et le systéme vasculaire est rincé en administrant

du sérum physiologique hépariné (0,5 ml dans 250 mL soit 10 Ul/mL). Les tissus sont par la suite
fixés en administrant a 1’aide du cathéter du paraformaldéhyde (PFA) 4 % (soit 0,1M) dilué dans

du tampon phosphate 1M dont le pH est ajusté laecerveau est ensuite extrait de la boite
cranienne puis plongé dans du PFA 4 % pendant 24-48 h a la suite de quoi le PFA est remplacé par
du sucrose 30 % dilué dans une solution de tampon phosphate 1 M. Une fois le cerveau imbibé de
sucrose, des coupes de 50 um sont réalisées a I’aide d’un freezing microtome a -23 °C (HM 450

Sliding Microtome, Thermo Scieffiit™). Les coupes sont par la suite conservées dans du
cryoprotectant (50 % PBS 0,1 M (Sigma®), 20 % glycerol (Acros®), 30 % éthylene glycol

(Fluka®)a-20 °C.

3.10 Etudes immunohistochimiques

Pour I’¢tude de la neurogenese, les animaux ont été injectés pendant 15 jours aprés 1’ischémie

cérébrale de 50 mg/kg de BrdU. L’euthanasie des animaux s’est effectuée a 35 jours apres

I’induction de I’ischémie cérébrale. Aprés I’extraction des cerveaux les coupes obtenues sont
rincées a 3 reprises pendant 5 minutes dans du PBS 0,1 M puis sont incubées dans un mélange de

PBS 0,1 M/ 3 % BSAlovine serum albumingigm&) / 0,1 % triton (Sigm®¥ pendant au moins
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1 h afin de saturer les sites de liaison non spécifiques. Les coupes sont par la suite planées en ¢

avec I’anticorps primaire dilué dans du PBS 0,1 M/ BSA 1 % / triton 0,1 % toute la nuit a 4 °C

sous agitation douce. Les coupes sont rincées a 3 reprises avec du PBS 0,1 M puis incubées 2 h

avec I’anticorps secondaire approprié dilué dans une solution de 0,1 M PBS /1 % BSA /0,1 %

triton. Les coupes sont encore une fois rincées puis incubées pendant 30 min avec le marqueur

nucléaire Hoechst 33342 (1/500, Sigma Aldrich). Enfin aprées 3 rincages dans du PBS les coupes

sontmontées entre lame et lamelle. Des photos sont acquises a 1’aide d’un microscope inversé

Leica microsystems DMi8 a épifluorescence. Les images ainsi obtenues sont analysées a

’aide du logiciel ImagelJ (http://imagej.nih.gov/i).

Réaction cellulaire Anticorps
DCX
BrdU
Neurogenése
NeuN
RECA-1

Angiogenése

Ki-67
Inflammation CD68
Réaction GEAP

astrocytaire

Fournisseur

polyclonal rabbit
anti-DCX, Abcam

polyclonal rat anti-
BrdU, Roche

monoclonal mouse
anti-NeuN,
Chemicon

monoclonal mouse
anti-RECA-1, AbD
Serotec

rabbit polyclonal
anti-Ki67 antibody,
Abcam

polyclonal mouse
anti-CD68,DAKO

polyclonal rabbit
anti-GFAP, DAKO

Dilution

0.3 pg/ml

0.2 pg/ml

1.5 pg/mli

5 ug/ml

5 pg/ml

2 ug/mi

5.8 pg/ml
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3.11 Analyse statistique

Les données sont analysées a 1’aide du logiciel JMP (SAS Institute Inc, cary, NC, USA). Pour la
comparaison de moyennes, le tedt¢-Student a été utilisé dans le cas d’une comparaison de deux
moyennes, et dans le cas d’une comparaison de plusieures moyennes les tests de HSD de Tuckey
et de Dunnetkont réalisés a la suite d’'une ANOVA (analyse of variance). Les données sont
exprimées soit en moyenne * erreur type sur la moyenne (SEM) soit en médiane + écart

interquartile.
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4 Résultats

Dans la partie « Résultats », et plus particulierement dans les articles soumis ou en cours de
soumission, le RGTA est nommé HSm pbeparan sulfate migiic (mimétique de 1’héparane

sulfate), et le composé spécifique utilisé dans nos études, le RGTA-4131 est nommé HSm4131.

Etude 1: Effet du RGTA sur la neuroprotection et la régénération tissulaire aprés une
ischémie cérébrale

Diverses études ont montré 1’intérét de protéger la MEC d’une dégradation par les différentes

protéases produites a la suite d’une ischémie cérébrale (Zalewsket al. 2002; Khatriet al. 2007;
Turneret al. 2016) D’autres études ont montré que 1’administration de composés de la MEC
(collagene, GAGsprotége également le cerveau de I’ischémie cérébrale (Guaat al.2012; Hillet

al. 2012). Enfin, les biomatériaux analogues a une structure ou une molécule matricielle ont
également prouve leur efficacité dans la réparation de nombreuses Iésions tissulaires (R. A. Brown

et al.2007; Boughtoret al.2013).

Le RGTA est un composé regroupant de nombreux avantages. Tout d’abord, le RGTA résiste aux

protéases tissulaires, et favorise la reconstruction de la MEC. Ensuite, ¢’est un composé analogue

des HS mimant leurs fonctions physiologique (communication cellulaire, liaison, stockage et
protection des facteurs de croissance, co-récepteur du FGF-2, etc.). Enfin, le RGTA a prouvé son
efficacité préclinique et clinique dans la réparation tissulaire suite a des Iésions induites par diverses

pathologies, sans aucun effet secondaire rapporté (Baratall017).

En se basant sur ces études nous avons émis 1’hypothese que le RGTA pouvait constituer un agent

neuroprotecteur et réparateur a la suite d’une Iésion ischémique cérébrale.
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Nous avons testé cette hypothése en utilisant un modeéle d’ischémie cérébrale focale transitoire par
occlusion de I’ACM pendant 1 h chez le rat (modele oACM 1hjyivie d’une administration i.v.

de RGTA. L’effet de ce traitement a été évalué sur le volume de la 1ésion ischémique visualisée

par IRM a 2 et 14 jours aprés I’ischémie cérébrale, et sur la récupération fonctionnelle évaluée par

des tests sensorimoteurs durant 54 jours apres I’0ACM. Nous avons aussi analysé (figure 47):

- La fenétre thérapeutique du RGTA en administrant le produit a 3 temps différents : 1 h
2,5 h ; ou 6 haprés ’occlusion de I’ACM.

- La dose optimale du RGTA avec I’administration de 3 doses différentes : 0,5 ; 1,5 ; ou 5
mg/kg.

- La biodistribution du RGTA a été évaluée 5 min ; 1 h; et 3 h aprés son administration a la
suite de la reperfusion.

- Laperméabilité delaBHE :1h;3h;24h;48h;et7 jous ’0ACM

- L’expression de facteurs angiogéniques et neurogéniques (VEGF et Ang-2) évaluée par
gRT-PCR 14 jours apres ’ischémie cérébrale.

- Ladistribution des HS par immunohistologie 35 joynes 1’ischémie cérébrale.

- Les réactions cellulaires : angiogenese, neurogenése, astrogliose et inflammation par

immunohistologie 35 jours apres 1’ischémie cérébrale.
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Etude 1: effet du RGTA sur la neuroprotection, la régénération cérébrale et la récupération fonctionnelle
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Figure 47: Protocolede I’étude 1 : Effet du RGTA sur la neuroprotection et la régénération aprés

une ischémie cérébrale.

QR: quantification de la radioactivité, IRM : imagerie par résonnance magnétique, C3Mkes sauches

mésenchymateuses, RGTA : ReGenraTing Agent, IHC : immunohistologie
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4.1.1 Article de I’'Etude 1 : Effet du RGTA sur la neuroprotection et la régénération tissulaire
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Abstract

The alteration of the extracellular matrix (ECM) is one of the major events in the pathogenesis of
brain lesions following ischemic stroke. Heparan Sulfates mimetics (HSm) are synthetic
pharmacologically active polysaccharides that promote ECM remodelling and tissue regeneration
in various types of lesions. HSm bind growth factors, protect them from enzyme degradation and
thus increase their bioavaibility, which promotes tissue repair. Since the ECM is altered during
stroke and HSm were shown to restore the ECM, we evaluated the potential of HSm to protect
brain tissue and promote regeneration and plasticity, after stroke. Through the use of a pertinent
model of stroke and multiple approaches of investigation, we showed that HSm, administered
intravenously after the induction of stroke, reached and remained in the ischemic hemisphere. HSm
conferred a long lasting neuroprotection and remarkably reduced functional deficits with no
alteration of physiological parameters. HSm treatment restored ECM and increased brain plasticity
processes in the affected brain hemisphere, ie. angiogenesis and neurogenesis. In conclusion, HSm
represent a promising ECM-based therapeutic strategy to protect and repair the brain after stroke

and favor functional recovery.

Key words: Neuroprotection, extracellular matrix, functional recovery, stroke, heparan sulfate.
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Introduction

Stroke remains a major economic and health problem worldwide. Presently, the only
pharmacological treatment available during the acute stage of an ischemic stroke is thrombolysis
with the recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA). However, this treatment has a very
narrow therapeutic window (< 4.5 hours) and is therefore given to a minority of patients

(Demaerschalk 2016).

After stroke, several cellular and molecular phenomena occur including extracellular matrix (ECM)
destruction, which in turn worsens the stroke lesion. The ECM constitutes the complex
environment surrounding and supporting cells. It contains a large amount of signaling and
structural proteins that regulate tissue homeostasis. Among these components, heparan sulfate
proteoglycans (HSPGs) are known to be involved in various processes including
neurodevelopment/neuroplasticity with the regulation of neural stem cells, and angiomodulatory
mechanisms (Smitétal., 2015). HSPGs are also known to bind and regulate the activity of several
growth factors such as vascular endothelial growth factor (VEGF), transforming growth factor
(TGF) and fibroblast growth factor-2 (FGF2) (Barritaultetal., 2017). Following stroke, HSPGs

are enzymatically degraded by an endoproteoglycanase, named heparanase,switscin ran
alteration of the ECM’s structure and the reduction in the bioavailability of growth factors that

normally bind the HSPGs at the lesion sitedtal., 2011, Takahashietal., 2007). Therefore, this
degradation of HSPGs prevents the regeneration of the affected tissue. Growing evidence suggests
an essential role of the ECM in brain tissue repair after ischemic stroke. For example, ECM was
shown to be crucial for the endogenous repair response by stimulating neural and oligodendrocyte

progenitor recruitment (Ghumaal., 2016).
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To promote the regeneration of the ECM after a lesion, a novel pharmacologically active molecule
was developed: a heparan sulfate (HS) mimetic named RGTA-4131® (for ReGeneraTive Agent).
These HS mimetics (HSm) are synthetic polysaccharides that bind to extracellular structural
proteins such as collagen and act as a reservoir of growth factors (Baetitdyl2016). Indeed,

it was shown that HSm can bind different growth factors such as VEGF, FGF (-1 and -2) and TGF-
B (Rouetetal., 2005, Tongetal., 2008, Blanquaesrt al., 1999). The molecular structure of HSm
prevents their enzymatic degradation during tissue destruction and ECM remodeling{i&eda
2011). In this manner, HSm bind the heparin binding growth factors (HBGFs), protecting them
from degradation and increasing their bioavailability (Mangeinal., 2009). These HBGFs,
especially VEGF, are known to play an essential role in tissue repair mechanisms and brain
plasticity (Hermanret al., 2009). Furthermore, HSm are already used for human wound repair in

several pathologies, particularly for the treatment of chronic skin wounds and corneal lesions.

In the present paper, we hypothesized that HSm4131 could serve as a novel therapy for stroke by

protecting brain tissue and promoting plasticity and functional recovery.

Material and methods

Animals

All experimental procedures were approved by the regional committee on animal ethics
(APAFiS#3252). Experimental procedures were performed at the CYCERON platform (Caen,
France, agreement number: FA-118-001). Male Sprague-Dawley (CERJ, France) weighing 300-
3509 were used. Data are reported according to ARRIVE guidelines (Animal Research: Reporting
of In Vivo Experiments). All experiments and data analyses were performed in a blind and

randomized manner.
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I nduction of brain ischemia

Transient cerebral ischemia was induced by intraluminal occlusion of the middle cerebral artery
(MCAO0) as previously described (Chuquettal., 2002, Quittetet al., 2015). Briefly, rats were
anesthetized with isoflurane (2-2.5 %) with a mixture of O2/N20 (30%/70%). During surgery,
animals’ temperature was monitored by a rectal probe and maintained at 37°C with a heating

blanket. A nylon filament (0.18 mm diameter) with a distal cylinder (0.39 mm diameter x 3 mm
length) (Doccol, Sharon, MA, USA) was introduced into the lumen of the right external carotid,
advanced through the internal carotid, and gently pushed up to the origin of the middle cerebral
artery (MCA). One hour following the occlusion, rats were re-anesthetized and the filament was
withdrawn to allow reperfusion. Concomitantly, physiological serum or HSm4131 were injected
(300 ul) through the tail vein. After reperfusion, the rats were returned to their home cage after an
analgesic treatment (tolfedine 4%, 10 mg/kg, i.m.) associated with rehydration (5 ml of saline, i.p.),

which was maintained for 3 days after MCAo.

HSm4131 administration

HSmM4131 was obtained from OTR3 (OTR3 S.A.S., Paris, France). To study the therapeutic time
window of HSm4131, the compound was administered intravenously (i.v.) 1 h, 2.5 h or 6 h after
MCAO (figure 1). To evaluate the dose response, HSm4131 was administered (i.v.) 1 h after MCAo
at different doses: 0.5 mg/kg, 1.5 mg/kg, or 5 mg/kg (figure 1). In all the other studies, HSm4131
was administered (i.v.) 1 h after MCAo at the dose of 0.5 mg/kg. The control group of all these

experiments received physiological serum (300 pl, i.v.).
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Measurement of physiological parameters

To examine the effect of HSm4131 administration on physiological parameters, arterial blood
pressure, heart rate, blood gases and blood pH were measured in rats subjected to MCAo and
treated with HSm4131.

MRI examinations

At days 2 and 14 following the induction of brain ischemia, each animal was anaesthetized as
described above and underwent magnetic resonance imaging (MRI) examinations (7T,
PharmaScan®, Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany at the CYCERON imaging platform, Caen,
France). After a scout view, T2w imaging was performed for each group with a rapid acquisition
with refocused echoes (RARE) sequence (RARE factor of 8; TR/TE = 5000/16.25 ms; number of
experiments (NEX) = 2; 20 contiguous slices of 0.75 mm; acquisition time = 4 min; nominal

resolution = 0.15 x 0.15 x 0.75 mm3).

All MRl images were analyzed with ImageJ® software (Wayne Rasband, NIMH, Maryland, USA)
(Schneideetal., 2012). At days 2 and 14 post-MCAOo, the lesion was manually delineated on each
MR image and the volume of infarction was corrected for edema as described by Gerriets and

colleagues (Gerrietstal., 2004).
HSm4131 biodistribution

HSmM4131 was coupled to technetium-99m%Tc (FRIM platform UMS34 University Paris
Diderot, Paris, France) and administered at 0.5 mg/kg (i.v) 1 h after MCAo. Animals were
euthanized at different time points (5 min, 1 h, and 3 h after MCAO0). After washing the vascular
compartment through a transcardiac perfusion of saline solution, radioactivity was measured in

each hemisphere using a gamma counter.
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Behavioral tests

Neurological score

The neurological score was performed following 14 items based on the modified version of the
method described by Bederson and colleagues (Bedetsn 1986). A maximal score of 28
indicated normal sensorimotor response (Fretrak, 2006). Each item was scored on a scale of 2:

0 (severe deficit), 1 (minor deficit), 2 (no deficit).

Limb placing test

The limb placing test was performed as described by De Ryck and colleagues (Det Rlyck
1989). A score of 0 (major deficit), 1 (minor deficit) or 2 (no deficit) was applied for eanh ite

The maximal score obtained with a healthy rat was 24 (Feeakt 2006).

Corner test

The corner test was performed as described by Schallert and collaborators (Sztledl|eir982)

to evaluate the sensorimotor and postural asymmetries. The rearing and reversing in either of the
directions (ipsilateral or contralateral to the ischemic lesion) after the corner exploration were
noted. The test was repeated 10 times with an inter-trial interval of 2 min. The index of

lateralization (LI) was calculated according to Haelewyn and collabof&taetewyretal., 2007).

Cylinder or limb-use asynwiry test

To assess forelimb use asymmetry, the use of the ipsilateral, contralateral or bilateral forelimbs to
explore the cylinder by rearing was noted for 20 times according to Schallert and collaborators

(Schallertetal., 2002).
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Adhesive removal test

The adhesive removal test was employed to assess somatosensory deficits and motor coordination
(Bouetet al., 2009). Animals were placed in a transparent Plexiglass box (20x25x32 cm) after a
habituation period of 60 s; two adhesive tapes (1x1cm) were randomly applied with equal pressure

on each forepaw. The time spent to remove the adhesive were measured (maximum: 120 s).
Reverse transcription and real-time quantitative PCR

Total RNA of cells or tissues were extracted and purified using RNeasy Micro Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). RNA concentration wasasured with the NanoDrop™ 2000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) and reverse transcribed into complementary
DNA (cDNA) with AMV ® reverse transcriptase (Promega). PCR amplification and analysis were
achieved using the Applied Biosystems a@Studio™ 6 & 7 Flex Real-Time PCR System
(Thermofisher scientific, USA). Amplification reactions were performed using Takyon™ Low Rox

SYBR® MasterMix dTTP Blue (Eurogentec, Belgium) with primers designed by Eurogentec
(Table 1, supplementary data). Cyclophin-A was used as an endogenous RNA control
(housekeeping gene) in the samples. Primer sequences related to vascular endothelial growth
factor-A (VEGF-A) and angiopoetin-2 (Ang-2) were purchased from Eurogentec, Belgium. The
expression level was calculated using the comparative Ct meth6t) étter normalization to the
housekeeping gene (Cyclophilin-A). Samples were run in triplicate with an amplification profile
as follows: an activation stage at 95°C for 3 min following by 40 cycles at 95°C, 3s and 60°C, 30s.

Expression levels were represented as the mean values.
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I mmunohistochemistry

Rats were injected with BrdU (50 mg/kg, i.p.) from day 1 to day 15 post-MCAo and were
euthanized at day 35. Briefly, under deep anesthesia with 5% isoflurane in a mixtufs6 O
(30%/70%) animals underwent a transcardiac perfusion of a heparinized (10 IU/mL) physiological
serum followed by a 4% paraformaldehyde (PFA) perfusion (Sigma, France). Brains were then
placed in 4 % PFA for 48 h and put into a solution of phosphate-buffered saline (PBS) with 30 %
sucrose. 50 um cryosections were obtained in the coronal plane using a microtome (HM 450
Sliding Microtome, Thermo Scientific™).

To assess neurogenesis, sections were incubated with the immature neuronal marker doublecortin
(DCX) (polyclonal rabbit anti-DCX, Abcam 0.3 pg/ml) or the mature neural NeuN marker
(polyclonal rabbit anti-NeuN, Abcam 1.5 pg/ml) in association with the proliferative BrdU marker
(polyclonal rat anti-BrdU, Roche 0.2 pg/ml).

To analyze angiogenesis, the rat endothelial cell antigen marker (RECA-1) (monoclonal mouse
anti-RECA-1, AbD Serotec 5 pg/ml) in association with the proliferative marker Ki67 (rabbit
polyclonal anti-Ki67 antibody, Abcam 5 pg/ml) were used. Glial and inflammatory reactioas wer
assessed with the astrocytic marker glial fibrillary acidic protein (polyclonal rabbit anti-GFAP,
DAKO 5.8 pg/ml) and the CD68 marker (polyclonal mouse anti-CD68, Abcam 2 pg/ml),
respectively.

Briefly, the sections were washed in PBS solution and saturated in a solution of PBS containing
bovine serum albumin (BSA) (3%) (Sigma) and Triton (0.1%) (Sigma), before overnight
incubation with the primary antibody in PBS with BSA (1%) and Triton (0.1%) at 4°C. Sections
were washed again with PBS followed by 2 h of incubation with the appropriate secondary

antibodies (Alexa Fluor® 555, 488, 4ug/ml, Invitrogen) and the nuclear marker, Hoechst 33342
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(1/500, Sigma Aldrich) at room temperature. Sections were washed with PBS and placed on the
slide before the application of the coverslip.

After image acquisition with an appropriate microscope (Leica microsystems DMi8), all images
were analyzed with Imag@Xkoftware (Wayne Rasband, NIMH, Maryland, USA) [17]. DCX,
GFAP and CD68 were quantified by measuring the area of pixels in the ipsilateral (ischemic)
hemisphere, which have a statistically higher intensity than the control homologous area in the
contralateral (non-ischemic) hemisphere (p value < 0.001; Student-t distribution table (mean +
3.291*SD)). Angiogenesis was quantified by counting the RECA-1+/Ki-67+ cells expressed as a
percentage of Ki-67+ cells.

To study HS distribution following MCAOo, tissue cryosections (50 pm) were washed and incubated
for 2 min with 50 mM NH4CI in PBS and washed again. Sections were saturated with 3%
BSA/PBS for 1 h. HS were then stained with the 10E4 antibody (1:100). HS staining was revealed
using a donkey anti-mouse secondary antibody conjugated to the Alexa-488 fluoroprobe
(Molecular Probes, 1:200). Tissue sections were then incubated with DAPI (1 pg/mL) for 5 min
and rinsed. HS identity was confirmed by treating tissue with a heparitinase cocktail (heparitinase
I/1I/111 2/0.2/0.2 U/mL) for 6 h at room temperature and then washing before HS staining. Images
were obtained using a spinning disk inverted confocal microscope (1X81 DSU Olympus, 60 N.A.
1.35) coupled to an Orca Hamamatsu RCCD camera (Olympus®). Image processing and analysis
were done using ImageJ® software (Wayne Rasband, NIMH, Maryland, USA) (Scheteater

2012).
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Statistical analyses

Data were analyzed using a two-tailed Student-t test or an analysis of variance (one or two-way
ANOVA) followed by a Dunnett’s or a Tukey HSD test (JMP® program, SAS Institute, Cary, NC,

USA) when appropriate. Data are expressed as mean = standard error of the mean (SEM) or median

* interquartile range (IQR). In all analyses, statistical significance was set at the p-value < 0.05.
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Results

The HS mimetic is neuroprotective

HSmM4131 administered 1 h after stroke onset (1.5 mg/kg, i.v.) resulted in a reduction of lesion
volume up to 30% compared to the control (Student-t test p < 0.05) (figure 2A). This reduction of
lesion volume remained at day 14 after stroke (Student-t test p < 0.05) (figure 2A).

Sensorimotor deficits were evaluated with limb placing and corner tests. The HSm4131-treated
group showed a significant faster recovery between day 2 and week 2 post-MCAo compared to th
vehicle group (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 2B). The
administration of HSm4131 at 1 h post-MCA0 prevented the lateralization of the animals as shown
by the corner test (oneay ANOVA followed by Dunnett’s test p < 0.05) (figure 2C). Functional

recovery at the chronic stage was assessed using the adhesive test, which highlighted that
HSm4131-treated animals showed a better sensorimotor recovery 5 weeks after ischemia. These
animals removed the adhesive on the contralateral side faster than the vehicle animalst(Student-

test p=0.06) (figure 2D).

Therapeutic time window

To evaluate the therapeutic time window, we administered the compound 1 h, 2.5 h or 6 h post-
MCAo (figure 1). We showed that HSm4131 (1.5 mg/kg) was effective in reducing infarction
volume when administered at 1 h post-MCAOo (figures 3A). Quantification of the lesion volume by
MRI confirmed a significant 30% reduction of lesion volume at day 2 post-MCAo when HSm4131
was administered 1 h after MCAo, while no significant effect was visible if HSm4131 was
administered at 2.5 or 6 h after stroke induction (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test,

p < 0.05) (figure 3A and 3B). At day 14 post-MCAOo, in the HSm4131 (1.5 mg/kg)-treated groups,
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the volume lesion was still reduced compared to the vehicle group (one-way ANOVA followed by
Tukey HSD, p = 0.08) (figure 3A and 3C).
These data indicate that the optimal time window which confers better neuroprotection was 1 h

after ischemia. Thus, this time of administration was used for the following studies.

Optimal dose of HSm4131

In order to determine the optimal neuroprotective dose of HSm4131, we tested 3 doses of the
compound, 0.5, 1.5, and 5 mg/kg (figure 1). Irrespective of the dose injected, HSm4131 induced a
significant reduction of lesion volume when quantified 2 days after the induction of ischemia (one-
way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 4A, 4B). However, animals treated
with 0.5 mg/kg of HSm413&onferred a more significant neuroprotection with a reduction up to
42% of the lesion volume at day 2 after MCAo compared to the vehicle group (one-way ANOVA
followed by a Tukey HSD test p<0.001) (figure 4A). Interestingly, this neuroprotection was
maintained at the chronic stage, i.e. 14 days after stroke (one-way ANOVA followed by Tukey

HSD test p < 0.05) (figure 4B).

The assessment of sensorimotor deficits using the neurological score demonstrated a greater
recovery of animals treated with 0.5 mg/kg of HSm4131 at day 10 compared to days 2 and 4 (one-
way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05), whereas vehicle animals showed no

significant improvement during the test period (figure 4D).

This sensorimotor recovery persisted at least 5 weeks after ischemia in the animal group treated
with 0.5 mg/kg of HSm4131. Treated animals detected the adhesive faster compared to the vehicle

group (one-way ANOVA p = 0.07). More importantly, only animals treated with 0.5 mg/kg of
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HSmM4131 removed the adhesive on the contralateral side significantly faster than the control group
(one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 4E).

Collectively, these results demonstrate that HSm4131 administered at 1 h following stroke at the
dose of 0.5 mg/kg confers the best neuroprotection and recovery. Therefore, this dose and timing
were used for the following studies.

HSm4131 does not alter physiological parameters

Blood pressure, pH, paCOpaQ, and body temperature did not show any significant variation
following HSm4131 administration (Table 2). Moreover, no significant difference was found
between the treated and the vehicle groups (two-way ANOVA p > 0.05) before and after HSm4131
administration.

HSm4131 -Tc*®™ penetrates the ipsilateral hemisphere

Animals treated intravenously with HSm41B&*™showed a significant increase of radioactivity

in the ipsilateral hemisphere between 5 min and 1 h following MCAo (figure 5). Moreover, no
significant difference was detected between 1 h and 3 h in the ipsilateral hemisphere.

The radioactivity count was significantly higher in the ipsilateral hemisphere compared to the
contralateral hemisphere 1 h following MCAwv¢-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey

HSD test p < 0.05) (figure 5).

HSm4131 restores HS distribution

HS distribution was analyzed 35 days after MCAo through the use of the HS marker, 10E4. In the
ipsilateral hemisphere, along the ischemic boundary zone, the tissue displayed a higher cell
density and a better matrix structure in animals treated with HSm4131 compared to vehicle
animals (figure 6A). The specific staining of HS was confirmed by the use of a condition in

which the brain slices were treated by a heparitinase (figure 6B).
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HSm4131 improves brain plasticity

HSmM4131 enhances angiogenic factor gene expression

The gene expression of the well-known angiogenic factors VEGF-A and Ang-2, also known as
neurogenic factors (Marétal., 2000, Lietal., 2017, Liuetal., 2009), was analyzed 14 days after
MCAo. Both VEGF-A and Ang-2 gene expression increased in the ipsilateral hemisphere in
animals treated with HSm4131 compared to those treated with saline (p < 0.05 Student-t test)
(Figure 7). These results suggest that HSm4131 treatment favors post-ischemic brain plasticity
such as angiogenesis and neurogenesis.

HSmM4131 enhances post-ischemic angiogenesis

Post-ischemic angiogenesis was quantified 35 days after stroke by counting the RECA-1/Ki-67
double positive cells in the peri-infarct regions (indicated by white arrowheads in figure 8) and
expressed as the percentage of Ki-67 positive cells. The number of RECA-H#&uiié positive

cells was significantly higher in animals treated with HSm4131 compared to the vehicle group
(Student-t test p<0.05) (figure 8).

HSmM4131 enhances post-ischemic neurogenesis

Pastischemic neurogenesis was quantified in the ipsilateral hemisphere 35 days after MCAo by
guantifying the immature neuronal marker i.e. the DCX labelled area and by counting the mature
neurons i.e. BrdU/NeuN double-positive cells. The DCX staining area in the sub-ventricular zone
(SVZ) and around the lateral ventricle (LV) increased in animals treated with HSm4131 compared
to the vehicle group (Student-t test p<0.05) (figure 9A). Similarly, the number of BrdU/NeuN

double positive cells (indicated by white arrowheads in figure 9B) in the ipsilateral (ischemic)
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hemisphere increased in animals treated with HSm4131 compared to control animals (Student-
test p < 0.05) (figure 9B).

HSmM4131 does not modify astroglial and immune reactions

The astroglial and the immune reactions evaluated in the ipsilateral hemisphere by GFAP and
CD68 immunostaining showed no significant difference between vehicle and treated animals at 35

days post-MCAOo (supplementary data S1 & S2).
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Discussion

In the present study, we have shown that a cellular matrix-based therapy using HSm4131 has a
great long-lasting potential for neuroprotection. This was attested by improved functional recovery

and brain plasticity (neurogenesis, angiogenesis).

Intravenous administration of HSm4131, 1 h after brain ischemia, has shown the best effect with a
significant reduction of the infarct volume 2 days after brain ischemia. More importantly, this effect
was accompanied by an improved sensorimotor recovery, highlighting the clinical translational

potential of HSm4131 treatment.

The persistence of the dose response effect of HSm4131 has shown that administration of a dose
of 0.5 mg/kg confers the best long lasting neuroprotective effect both at the acute (2 days) and the
chronic (14 days) stages after brain ischemia compared to the vehicle group. These results
underline the long lasting neuroprotective effects of HSm4131, which were accompanied with a
significant functional recovery. These results are also in accordance with thoseebdHi(R012)

(Hill et al., 2012) showing that a treatment with an HSPG improves functional recovery in
neurological scoring and cylinder test after a 1 h MCAOo in the rat. The fewer benefits obtained with

a higher dose of HSm4131 could be explained by the wash-out theory; HSm4131 in excess may
carry out the HBGFs and may be eliminated by the blood circulation, resulting in a narrow bell
shaped dose-dependent effect, as previously described for an analogue compound of HSm4131 that

was used to stimulate muscle regeneration after total crushing (MeddhhR2002).

To elucidate the mechanism underlying HSm4131-induced neuroprotection, regeneration and
functional recovery after ischemic stroke, we analyzed the biodistribution of HSm4131 in the

affected hemisphere, and its actions on animals’ physiological parameters as well as on some

124



indices of brain plasticity, namely angiogenesis and neurogenesis. The neuroprotection elicited by
HSmM4131 does not seem to be produced by a modification of the physiological parameters
following its intravenous administration. Moreover, the analysis of HSMZt¥M
biodistribution showed a significant and persistent penetration of the compound into the ipsilateral
(ischemic) hemisphere following MCAo0. These data clearly indicate that the compound is able to
reach the lesion site. We then hypothesized that the beneficial effect of HSm4131 could also be

explained by a direct interaction between the compound and the lesion tissue environment.

To understand how HSm4131 provides beneficial effects after ischemic stroke, we first analyzed
HS distribution. HS labeling showed improved matrix organization and higher cell density in the
ischemic hemisphere when animals were treated with HSm4131. This result supports the precedent
findings showing that HSm restores or protects the ECM, and protects growth factors leading to

tissue regeneration and cell proliferation (Barritatkil., 2017).

Since HSm have been shown to protect some well-known angiogenic and neurogenic factors such
as VEGF (Rouett al., 2005), we investigated the effects of HSm4131 on post-ischemic brain
reactions including angiogenesis and neurogenesis. First, we showed that HSm4131 enhanced
VEGF-A and Ang-2 gene expression 14 days after MCAo. These results support a benefitial effec
of HSm4131 on post-ischemic brain plasticity, in particular cellular reactions such as angiogenesis
and neurogenesis. Indeed, both VEGF-A and Ang-2 have been previously shown to enhance
angiogenesis and neurogenesis (Meirtil., 2000, Lietal., 2017, Liuetal., 2009). Furthermore,

and based on immunohistochemistry results, we showed that HSm4131 enhanced angiogenesis in
the peri-infarct region. These results are in accordance with the study of Desgrangdisagdes
(Desgrangeset al., 1997) which reported that an analogue HS improves neovascularization.

Similarly, Rouet and co-workers (Rougtal., 2005) have showed that an HS mimetic analogue
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modulates angiogenesis by interacting with VEGF. Therefore, one might speculate that
HSm4131’s effects on post-ischemic angiogenesis may be mediated through the potentiation of

VEGEF in the ischemic brain hemisphere.

Likewise, post-ischemic neurogenesis was found to be higher in the animal group treated with the
HSmM4131 compared to the control group. Neurogenesis after ischemic stroke has been largely
reported (Lindvalketal., 2015, Wiltroutet al., 2007). However, the exact role of the ECM in this
phenomenon is still not well known. HSPGs are thought to affect proliferation, differentiation and
maintenance of the stem-cell niches (Bistel., 2007) which could explain the significant
increase of immature and mature neuron generation in animals treated with HSm4131. Moreover,
this effect may be achieved by the interaction of HSm4131 with FGF2 and/or VEGF, two well-
known growth factors involved in post-ischemic neurogenesis(Lanfraetahj 2011, Wangget

al., 2007). Indeed, VEGF has a key role in post-stroke recovery since it has been shown to promote

in vivo angiogenesis and neurogenesis following ischemic stroke (daitj 2000).

Since HSm4131 demonstrates a great neuroprotection and improvement of functional recovery at
both the acute and chronic stages, we hypothesized that HSm4131 could also act on inflammation
and gliosis after stroke. Immune and glial reactions were therefore evaluated by CD68 and GFAP
staining, respectively. Regarding the inflammatory reaction, multiple reports focusing on innate
immune inflammation have shown its role in tissue repair and remodeling during the chronic stage
following stroke onset (Kimet al., 2014). Thus, suppressing inflammation and microglial
activation stimulate the accumulation of new neurons in the injured striatum following ischemic
stroke in adult rats (Hoehet al., 2005). HSPGs and an HS mimetic analogue of HSm4131 in
particular were shown to bind chemokines of the . 3kmily (Barritaultetal., 2017), which are

known to play an important role as anti-inflammatory chemokines by suppressing macrophage
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cytokine production (Zhanetal., 2007). However, other studies showed that inflammation could
participate in the regeneration of the central nervous system by clearing cell debris and secreting
multiple growth factors (Auroratal., 2014). Our analysis focused on the CD68+ cell population
and showed no significant difference between the HSm4131-treated and the vehicle-treated groups.
Considering the complexity of the inflammatory reaction, HSm4131 could have specific effects on
distinct cells (neutrophils, macrophages/microglia or leukocytes) or could even influence cell
phenotype and behavior. Indeed, in a periodontitis model, an HS mimetic analogue of HSm4131
has been shown to reduce inflammation by decreasing polymorphonuclear leukocyte migration to
the lesion site (Escartatal., 2003). Moreover, following stroke, brain tissue inflammation reaches

its greatest level within the first 24 hours following brain ischemia (Shiehéh, 2012), while in

our study we evaluated inflammation 35 days following stroke onset, which could have been too
late to detect a difference in inflammation. Therefore, further investigation needs to be conducted

at earlier time points after stroke onset.

Regarding the glial reaction, quantification of GFAP staining showed no significant difference
between HSm4131-treated and the vehicle-treated groups. Many studies have reported that gliosis
decrease is associated with the reduction of the infarct size (Batrakg 2011). Despite this
association, the exact role of astrocytes during stroke is still under major investigation. The role of
the glial scar in the central nervous system after injury is still largely debated. Ipdexdadus

studies have shown that glial scars serve to prevent the overwhelming inflammatory response, limit
cellular degeneration and prevent healthy tissue from uncontrolled tissue damage (fehalkner

2004, Bustetal., 1999). Accordingly, other studies have shown that after the attenuation of TGF-

B1 and TGF-B2 using antibodies, glial scarring is reduced (Moon et al., 2001). In another study,

FGF-2 showed to have a role in the induction of the glial scar by interacting with (SiNer et
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al., 2004). As HSPGs have been shown to bind and regulate FGF-2 angl acG#ty (Barbosa
et al., 2005), we can hypothesize that HSm4131 protects growth factors in the injured tissue and

promotes their activity.

Conclusion

This study explores for the first time, in a rat model, the potential of HSm4131 as a novel protective
and regenerative therapy for ischemic stroke. HSm4131 shows a promising beneficial effect after
stroke that is quite encouraging, given the current lack of treatment after the narrow therapeutic
window of t-PA. HSm have proven their efficacy in tissue repair in many pathologies, including
tendon injuries, ischemic muscles, periodontitis, inflammatory diseases, and bone defects
(Barritaultet al., 2017). More importantly, HSm have proven their regenerative effects in more
than 20000 patients with chronic skin wounds and 5000 patients with corneal ulcers without any
reported side effects (Barritawdt al., 2017). The improvement of functional recovery and brain
plasticity in the acute and chronic stages of stroke reveals HSm4131 as a promising treatment for

ischemic stroke.
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Figure 1: Experimental protocols.
Experimental protocols designed to evaluate: the therapeutic time window and the gosserasf

HSmA4131, the brain plasticity induced by HSm4131; and the biodistribution of Hsré 1 31after
MCAo. BrdU: Bromodeoxyuridine; IHC: Immunohistochemistry; MCAo: middle cereditaty occlusion;

MRI: magnetic resonance imaging; RQ: radioactivity quantification.
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Figure 2: Effect of HSm4131 on lesion volume and functional recovery.

(A) HSm4131-induced neuroprotective effects after MCAo (Vehicle n= 12, HSm4131 n= 7) atatays 2

14 post-MCAo0 (*Student-t test, p< 0.05B) Limb placing test (median + IQR) (n= 8-10). * Week 2
different from d2 in the HSm4131-treated group (one-way ANOVA followed by ehwesTukey HSD

test p< 0.05)(C) Lateralization index (LI) evaluated in the corner test at day -3 and day +3 (mean + SEM)
(**one-way ANOVA followed by a poshoc Dunnett’s test p< 0.01). (D) Assessment of motor coordination
with the adhesive removal test at fifth week post-MCAo0. The treated geoupved the adhesive on the
contralateral forepaw faster than the control group (mean + SEM) (vehicle n=8, HSm8)3S5tudent-

test).
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Figure 3: Therapeutic time window of HSm4131.

(A) Representative MRI at day 2 and 14 post-MC@).Infarct volumes at day 2 arf@) day 14 (mean +
SEM) (vehicle n=21, 1 h n=15, 2.5 h n=10, and 6 h n=6). *Statistically different from other gooaps (
way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 0.05).
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Figure 4: Dose response study of the HSm4131 effect after MCAo.

(A) Representative MRI of the lesions at days 2 and 14 (n= B)Qhfarct volumes at day 2 (n=7-10)
(Mean = SEM). One-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test ** p< 0.01, * p< 0(G%).
Infarct volumes at day 14 (n= 7-10) (Mean + SEM) (*one-way ANOVA followed by post-hoc Tukey HSD
test p< 0.05)(D) Evolution of the neurological score. The maximal score for normal respor&(is=
7-10). (Median = IQR)(*one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test p<0.0&) Adhesive
removal test at the fifth week post MCAo. The times to detect (contactjoaramove (removal) the
adhesive were measured in seconds for the contralateral side. (Mean £ SEM) (nspZal0}p, **p< 0.01

statistically different from other groups (one-way ANOVA followed by a post-hoey #iSD test).
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Pre MCAo 1 h MCAo Post MCAo
Mean arterial pressure Vehicle 8716 815 74+4
(mmHg) HSm4131 91 + 4 81+4 73+2
Heart rate Vehicle 361 £ 21 366 + 21 372+ 19
(opm) HSM4131 407 £ 9 405 +17 407 + 21
oH Vehicle 7.43 +0.04 7.40 £0.03 7.39 £ 0.04
HSmM4131 7.50 £ 0.03 7.44 +0.02 7.43 £ 0.01
paCo2 Vehicle 40.9+3.0 42.9+5.1 44.8+6.3
(mmHg) HSm4131 36.1+1.9 422 +29 425+2.8
pa02 Vehicle 151.8+17.5 1446 +17.5 1353+ 17.2
(mmHg) HSm4131 149.8 + 16.1 132.2+10.6 120.0 + 8.4
Hot Vehicle 44.3+0.7 44.42 £ 0.7 43.2+0.8
HSmM4131 44.5+0.3 43.5+0.2 42.7+0.5
Temperature Vehicle 37.6 0.1 38 0.1 37.9+0.1
(C°) HSmM4131 37.7 £ 0.1 37.9 + 0.1 37.9 +0.1

Table 2: Assessment of the animals’ physiological parameters.

Assessment of blood pressure, pH,@€&ssure, @pressure, and body temperature before, during, and

after MCAo (Mean = SEM) (vehicle n=6, HSm4131 n=4).
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Figure 5: HSm4131Tc" biodistribution in ipsilateral and contralateral hemispheres.

Percentage of Hsm4131c " biodistribution radioactivity per gram of tissue in the ipsilateral aed th
contralateral hemispheres. Radioactivity of HSmA4T3L™ in the brain tissue was quantified at different
time points: 5 min (n=7), 1 h (n=8), and 3 h (n=6) after MCAo (Mean + SEM). * Theiripsilateral
hemisphere different from 5min in the ipsilateral hemisphere, and from 1h in the aienaidhemisphere.
(Two-way ANOVA (hemisphere p=0.06; time p=0.01; hemisphere * time p=0.04) followed by-agquost
Tukey HSD test).
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Figure 6: Post-ischemic HS distribution analysis.
(A) Representative images of HS distribution in the ipsilateral hemispheres vehicle and HSm4131-
treated groups (vehicle n=9, HSm4131 n=@}) Representative slices illustrating the complete

disappearance of the green staining following the treatment with a heparitinase
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Figure 7: Effect of HSm4131 on gene expression of angiogenic factors.

(A) VEGF-A and(B) Ang-2 gene expression at day 14 after MCAo in the ipsilateral hemisphere. Results
are expressed as relative gene expression to the cyclophilin-A housekeeping geneJEErf\Aehicle

n=3, HSm4131 n=3) (*Student t-test p<0.05)
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Figure 8: Analysis of post-ischemic angiogenesis.
(A) Representative images of RECAKI-67* cells marked by white arrowheads gBj the number of

RECA-1/Ki-67" cells expressed as the percentage of Kigglls in the peri-infarct area (mean £ SEM).
(Vehicle n=4, HSm4131 n=4). * Student-t test p<0.05. KC: Kystic cavity; IBZ: Infarct boundaey z
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Figure 9: Analysis of post-ischemic neurogenesis.

(A) Representative images of DCxells and corresponding area of DCX staining measured around the
lateral ventricle expressed as a percentage of the ipsilateral hemispheret(IBEM) (vehicle n=9,

HSmM4131 n=7)(B) Representative images of BrdNeuN cells (indicated by white arrow heads) and the

number of BrdU/NeuN' cells per mmin the ipsilateral hemisphere (mean £ SEM) (vehicle n=9, HSm4131

n=6). * Student-t test p<0.05. KC: Kystic cavity; IBZ: Infarct boundary zone.
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Supplementary Data

Gene Full Name NM accession | Primers sequences
number
Nm_6014064 F=5" TACATGGTCGGGGTGTTGA 3’
Cyclophilin-A
R=5" CTAAGGCCAACCGTGAAAAG 3
Nm_6014065
F=5" CGTCTACCAGCGCAGCTATTG 3
Nm_459576
VEGF-A
R=5" GCACTCCAGGGCTTCATCATT &
Nm_459677
Nm_459669 F=5" GCTGAACTGGGAAGGCA ¥
Ang-2
Nm_459668 R=5" CTGGTTGGCTGATGCTACTGATT 3

Table 1: Primers sequencers used for RT-gPCR.
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Figure S1 Immunohistochemistry study of the glial reaction.

Representative images of GFAP labeled cells and the percentage of the ratio o5t@iRikfg to the
ipsilateral hemisphere (mean £ SEM) (vehicle n=4. HSm4131 n=5). KC: Kystity,c#¥: Infarct

boundary zone.
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Figure S2 Immunohistochemistry study of the inflammatory reaction.

Representative images of CD68 labeled cells and the percentage of the rati6®&i@bing to the

ipsilateral hemisphere (mean + SEM) (vehicle n=4, HSm4131 n<G).Kystic cavity; IBZ: Infarct

boundary zone.
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4.1.2 Résultats complémentaires

L’effet du RGTA sur la BHE aprés une ischémie cérébrale

L’intégrit¢ de la BHE a été étudiée en évaluant sa perméabilité par IRM apres une injection d’un

agent de contraste, le DOTAREM différents temps : 1 h; 3 h ;24 h; 48 h ; et 7 jours aprés
I’ischémie cérébrale. A une heure et trois heuresaprés I’ischémie cérébrale, aucun signal n’a été

détecté dans I’hémisphére ipsilatéral dans le groupe contréle et traité avec du RGTA. En accord

avec I’étude de Garrigue et collegues (Garrigue et al., 2016), le signal IRM détecté a 24 h, 48 h, et

7 joursapres 1’ischémie, montre une perméabilité significativement accrue chez les rats ischémiés

24 h et 48 h post-ischémie. Cette augmentation de perméabilité est significativement réduite a 24
et 48 h post-ischémie dans le groupe des animaux traités aiR€Tdu (0.5 mg/kg, administré 1

h apreés I’ischémie cérébrale) par rapport aux rats du groupe ischémié ayant recu la solution contrdle

(ANOVA suivie d’un test post-hoc HSD de Tukey p < 0.05) (Figure)48
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Figure 48 : Etude de la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique (BHE) a différents tesip

aprés une ischémie cérébrale focale transitoire chez le rat (modéle OACM 1h).

Evolution de la perméabilité de la BHE dans les régions d’intérét étudiée par IRM : 1 h, 3 h, 24 h, 48 h, et”

jours apres 1’ischémie cérébrale (n= 4). * Controle vs RGTA a chaque temps, ANOVA suivie d’un test

post-hoc de HSD de Tukey p < 0.05
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4.1.3 Résultats et conclusions de 1’étude Iconcernant 1’effet du RGTA sur la neuroprotection et

la régénération tissulaire apres une ischémie cérébrale
Au cours de cette étude nous avons démontré un effet neuroprotecteur durable du RGTA. Nous
avonsaussi pu déterminer la fenétre thérapeutique (1 h aprés I’0oCAM) et la dose (0,5 mg/kg) de
RGTA offrant la neuroprotection optimale. Cetteumoprotection est accompagnée d’une
récupération fonctionnelle persistante des animaux traités, au moins jusqu’a 54 jours apres
I’0ACM.
L’analyse des paramétres physiologiques jusqu’a 1 h aprés I’injection du RGTA, n’a montré
aucune différence entre lemimaux traités et controle. Ce résultat suggere que 1’effet
neuroprotecteur du RGTA ne passe pas par la modification de ces parametres physiologiques. Par
ailleurs, I’étude de la biodistribution cérébrale du RGTA réalisée a la suite d’une ischémie cérébrale
par le marquage du RGTA au®#®a révélé que le composé pénétre I’hémisphére 1ésé atteignant
un pic 1 h aprés son administration. L’effet neuroprotecteur de I’administration du RGTA pourrait
ainsi passer par une interaction directe du composé avec le tissu ischémié.
L’effet neuroprotecteur de I’administration du RGTA pourrait aussi passer par une réduction de la
permeabilité de la BHE accrue par I’ischémie cérébrale. Concernant la perméabilité de la BHE,
chez les animaux controle, 1’altération de la BHE croit dés 24 h apres 1’ischémie cérébrale,
atteignant un pic a 48 h. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Garriggeed collé
(2016) qui ont démontré une évolution similairel @@averture de la BHE a 24 h, 48 h et 7 jours
apres une ischémie cérébrale, avec un maximum de perméabilité a 48 h (Ehaig2@16).
En effet, nos résultats montrent que 1’augmentation de la perméabilité de la BHE induite par
I’ischémie est moindre en présence d’une administration de RGTA en particulier 24 h et 48 h post-

occlusion.
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Il a été montré que la membrane basale composée de collagene et de protéoghjcatise
aprés une ischémie cérébrale menant a une permeéabilité accrue de la BHE §Bake0il1).
D’autre part, le RGTA est connu pour protéger et restaurer la MEC (Barritaetial. 2017). On peut

alors émettre ’hypothése que le RGTA protege la BHE en protégeant ’intégrité de la lame de

basale de cette dernicre. Cependant, d’autres études restent a mener pour une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués dans 1’effet du RGTA sur la BHE.

L’étude de la distribution des HS par IHC dans la région périlésionnelle, a révélé une meilleure
structure matricielle dans I’hémisphére ipsilatéral des animaux traités au RGTA par rapport aux
animaux contréle. Le RGTA par sa fonction de remplacement des HS dégradés dans le site
Iésionnel a déja montré son efficacité dans le remodelage et préservation de la structure matricielle
dans différents modeles de Iésion tissulaire (Barritzidt. 2017).

L’analyse de I’expression génique au sein du I’hémisphere ipsilatéral, a montré une augmentation

des facteurs angiogéniques et neurogéniques (VEGF-A eRpin@4 jours aprés I’'oACM, chez

les animaux traités au RGTMe plus, I’analyse immunohistologique a montré que les animaux
traités au RGTA présentent a 35 jours aprés I’ischémie cérébrale, une augmentation de
I’angiogenése dans la région péri-lésionnelle. Parallélement, une augmentation de la genése de
neurones immatures a dan<ZB\V et la ZSG, ainsi que des neurones matures dans 1’hémisphére
ipsilatéral.

L’étude de la réaction inflammatoire et gliale n’a montré aucun effet du RGTA. Il est a noter que
ces analyses ont été effectuées 35 jours aprés I’ischémie cérébrale. Or, le pic de la réaction
inflammatoire a lieu lors des premiers jours suiManthémie (J. Huanget al. 2006; Jinet al.
2010) Des études complémentaires pourraient étre effectuées pour étudier I’inflammation a des

temps plus précoces, ou en ciblant des populations cellulaires précises. En effet, dans un modele
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de parodontite, le RGTA a réduit I’inflammation tissulaire en diminuant la migration des
granulocytes dans le site Iésionnel.

Par ailleurs, des études ont montré que la réacticaminfatoire a la phase chronique de ’AVC

participe a la plasticité cérébrale (&inal. 2010).Ainsi, I’inflammation observée par le marquage

des cellules CD6& 35 jours aprés 1’ischémie pourrait participer a la plasticité cérébrale.

Concernant la réaction gliale, son role lors dans I’ischémie cérébrale n’est pas clairement établi.

En effet, des études ont montré que la réaction gliale était délétére pour la plasticité cérébrale,
empéchant la repousse axonale (Sofroniew 2009). Cependant, la cicatrice gliale protege le tissu
sain contre I’extension de la Iésion, la réaction inflammatoire, et prévient la dégénérescence

cellulaire.

En conclusion, cett&ude réalisée sur un modéle d’ischémie cérébrale focale transitoire chez le rat
montre que le RGTA administré au moment de la reperfusion et a une dose de 0,5 mg/kg offre une
neuroprotection optimale et persistante du tissu cérébrale parallelement a une augmentation des
processus de plasticité cérébrale que sont I’angiogenése et la neurogenese. De fagon importante,
ces effets s’accompagnent d’une meilleure récupération fonctionnelle et durable des animaux ayant

subi une ischémie cérébrale.
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4.2 Etude 2 : Effet du RGTA combiné aux cellules souches mésenchymateuses sur la
neuroprotection et la régénération tissulaire aprés une ischémie cérébrale chez des

rats normotendus et hypertendus

Devant la fenétre thérapeutique limitée duPAt- et 1’échec des nombreuses thérapies
pharmacologiques visant la neuroprotection aprés I’AVC, les recherches se sont penchées sur le
développement de thérapies cellulaires utilisant notamment les CSMs. Les thérapies cellulaires a
base de CSMs, ont montré des résultats prometteurs dans la neuroprist@otiminla suite d une

ischémie cérébrale. La majorité des études s’accorde a dire que ce résultat passerait essentiellement

par la sécrétion de divers facteurs trophiques par les cellules transplantées (HetJalKi17)
Plusieurs études cliniques ont montré des résultats encourageants avec 1’absence de toxicité et de
tumorigénicité des CSMs (Barmg al. 2005).

Cependant, de nombreuses études restent a mener patisapteffet des CSMs en déterminant

la voie d’administration optimale des cellules, en augmentant leur survie et leur ancrage tissulaire.

Cet ancrage cellulaire est permis par la MEC. Ee@ésente 1’échafaudage tissulaire, permettant

la communicatiorcellulaire et I’homéostasie tissulaire (Barritault et al. 2017).A 1la suite d’une

Iésion, induite par une ischémie cérébrale par exemple, la MEC est détruite et sa reconstruction
peut-étre altérée empéchant la réparation tissulaire endogeneet(Hill 2012). En effet,
I’activation de I’héparanase est maintenue jusqu’au 14°™® jour aprés I’ischémie cérébrale
(Takahashiet al. 2007; J. Liet al. 2012). Or, cette derniére dégrade les HS nécessaires a la
réparation tissulaire et de la plasticité cérébrale @iidll. 2012).

Dans 1’étude précédente, nous avons démontré que le RGTA favorise une meilleure organisation
matricielle a la suite d’une ischémie cérébraleln vitro, le RGTA augmente la survie, la

prolifération et la migration des CSMs (Frescalgtal. 2012). De plus, le RGTA lie, stocke et
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protege plusieurs facteurs de croissance connus pour leurs effets sur la réparation tissulaire, tels le

VEGF, le FGF-2 qui sont notamment connus pour étre secrétés par les CSMse(lag013).

Dans cette étude, nous avons émis [’hypothése qu’une administration de RGTA pourrait
potentialiser I’effet bénéfique des CSMs a la suite d’une ischémie cérébrale et ce, méme en
présence du facteur de risque et aggravajeur de I’AVC, qu’est I’hypertension artérielle

chronique (figure 49).
Pour cela nous avons évalué les points suivants

- L’effet de I’association du RGTA, administré (i.v.) au moment de la reperfusion, et des
CSMs administrées par voie intracérébrale 24 h aprés, sur la neuroprotection et la
récupération fonctionnelle aprés ischémie cérébrale.

- L’optimisation de I’effet de la thérapie combinée en associant du RGTA (i.v.), et des CSMs
co-administrées en intraveineux avec du RGTA 24 h aprées, sur la neuroprotection et la
récupération fonctionnelle aprés ischémie cérébrale.

- L’effet de la combinaison optimale (RGTA + CSM) sur la neuroprotection et la
récupération fonctionnellg la suite d’une ischémie cérébrale chez des rats hypertendus
(SHR).

- L’effet du RGTA sur I’expression du facteur SDF-1, facteur chimiotattractant largement

reconnu pour attirer les CSMs (Dragjoal. 2013).
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Etude 2: effet du RGTA combiné aux CSMs sur la neurorprotection, et la récupération fonctionnelle
suite a une ischémie cérébrale

0ACM 1 h (rats normo- or hypertendus)

RGTA (i.v.) (1.5mg/kg) 1h

CSMs (i.c.) (3.109)
ou
CSMs (i.v.) (3.109 = RGTA (i.v.) IRM IRM Euthanasie
v A
-7 jo jl ]2 j14 154

Tests comportementaux sensorimoteurs

Figure 49: Protocole de I’étude 2 : Effet du RGTA associé aux CSMs sur la neuroprotection et la

récupération fonctionnelle aprés une ischémie cérébrale.

IRM : imagerie par résonnance magnétique, CSMs : cellules souches mésenchymRelgzes,

ReGenraTing Agent, IHC : immunohistologie
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4.2.1 Article de 1’étude 2 concernantl’effet du RGTA combiné aux CSMs sur la

neurorprotection, et la récupération fonctionnelle suite a une ischémie cérébrale.
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Introduction

Stroke is one of the most devastating neurological disease with 56 million of deaths occurring per
year worldwide (Mukherjeeet al., 2011). Aside from thrombolysis with rt-PA, there are no
available pharmacological treatments for ischemic stroke. Due to its narrow therapeutic window
(< 4.5 hours), and several side effects and contraindications, only 5% of the patients are treated
with rt-PA (Demaerschalktal., 2016). It is therefore of a high necessity to develop new treatments

for ischemic stroke.

The extracellular matrix (ECM) is a complex macromolecules network supporting the surrounding
cells, among which are heparan sulfates proteoglycans (HSPGs). HSPGs are known to be involved
in tissue homeostasis, the regulation of cell communications in stem cells niches including MSCs’

niches (Papy-Garciet al., 2017).

The ECM degradation following ischemic stroke, leads to HSPGs degradation, preventing the
tissue repair and functional recovery. HSPGs are composed of heparan sulfates (HS) i.e
disaccharides polymers chains linked to a core protein. To promote the ECM regeneration after a
tissue lesion, an HS mimetic (HSm) was designed, named RGTA (ReGeneraTive Agent)-4131
(HSm4131). RGTA are synthetic polymers of disaccharides that act as the endogenous HS. Indeed,
just like endogenous HS, RGTA have been proven to bind ECM’s proteins, and several growth

factors serving as a reservoir and protecting them from proteolysis. Moreover, RGTA are resistant
to proteases degradation. Thereby in lesioned tissue, RGTA can restore the ECM architecture, and
tissue homeostasis by protecting and regulating the bioavailabity of heparin binding growth factors
(HBGF). Such growth factors (VEGF, TGEFGF-2...) are known to be secreted by mesenchymal

stem cells (MSCs) (Vizosetal., 2017).
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MSCs are multipotent cells found in nearly all tissues (H#ss., 2011). These cells are under
investigation for their neuroprotection and regeneration potential in ischemic stroke at both
preclinical (Zinkoveet al., 2007; Kimetal., 2017) and clinical trials (Bang 2016). MSCs secrete
neuroprotective factors that play a key role in immunodulation, and brain plasticity after ischemic
stroke (Drageet al., 2013). However in a disease such as ischemic stroke, the tissue is in a great
inflammatory state where the ECM is degraded which could reduce the MSCs survival and
therefore their neuroprotective and/or regenerative potential. Indeed, it has been shown that MSCs
survival is limited in the lesioned tissue due to the loss of cell adhesion and the inflammatory
environment (Leeet al., 2015). Since HSm has been shown to restore ECM architecture by
increasing the bioavailability of growth factors, and MSCs have shown their regenerative potential
after stroke mainly by secreting neuroprotective, neurotrophic and regenerative growth factors
(Chenetal., 2001) , we hypothesized that HSm4131 could potentiate the beneficial MSCs effect

on brain tissue and animals functional recovery after stroke.

The aim of this study was first to investigate whether the HSm4131 could potentiate MSCs effects
on neuroprotection and functional recovery in a preclinical model of transient ischemic stroke in
normotensive rats. HSm4131 was administered at the time of the reperfusion (1 h after the
occlusion), i.e. during the potential therapeutical neuroprotective window and MSCs were
administered (intracerebrally (i.c.) or intravenously (i.v.)) 24 h after stroke with or without a second
administration of HSm4131. To perceive a potentiated effect, we deliberately used a sub-efficient
dose of HSm4131 (1.5 mg/kg, i.v.) previously described by our group to have acute (at day 2 post-
ischemia) neuroprotective effects with no sustain effect at day 14 and on functional yecover
compared to other doses (Khelif et al 2018). Then our goal was to investigate whether the

HSmM4131-MSCs co-administration could also have beneficial effects in an ischemic stroke model
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that include the major risk factor of stroke, i.e. chronic arterial hypertension (CAH) (La&kland
al., 2015). Moreover CAH is an aggravating risk factor, since patients with hypertension have a
greater ischemic lesions (Kumar 2016), effects also observed at the preclinical levels (Letourneur

etal., 2011).
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Material and methods
Animals

All experimental procedures were approved by the Regional Committee on animal ethics
(CENOMEXA 1211-03 and APAFiS#4410), and were performed at the CYCERON platform
(Caen, France, agreement number: FA- 118-001) on 300-350g weighing male Sprague Dawley
(SD) rats (CERJ, France) or male spontaneous hypertensive rats (SHR) (CURB, France). All
experiments and data analysis were performed in a blind and randomized manner according to

ARRIVE guidelines.

Induction of brain ischemia

During the surgical procedure, animals’ temperature was measured and maintained at 37°C by a

rectal probe. Anesthesia was maintained with isoflurane (2-2.5%) in a mixture of 30%awd O

70% of NO.

Transient cerebral ischemia was induced by intraluminal occlusion of the middle cerebral artery
(MCAO0) (Chuqguet eal., 2002, Quittet eal., 2015). Briefly, a nylon filament (0.18 mm diameter)

with a distal cylinder (0.39 mm diameter x 3 mm length) (Doccol, Sharon, MA, USA) was
introduced into the lumen of the right external carotid, advanced through the internal carotid, and
gently pushed up to the origin of the middle cerebral artery (MCA). One hour following the
occlusion, rats were reanesthetized and the filament was withdrawn to allow reperfusion. A 20
Hg/kg analgesic buprenorphine treatment (buprecare 0.3 mg/ml, s.c.) associated with rehydratation

(8 ml of saline i.p), was delivered every day for three day after the surgical procedure.
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HSmM4131 administration

HSmM4131 was obtained from OTR3 (OTR3 S.A.S., Paris, France). In all studies HSm4131 was
administered intravenously (i.v.) at a dose of 1.5 mg/kg. The control group received physiological
serum (300 pl, i.v.) (figure 1).

Cell culture and administration

MSCs were extracted and cultured from bone marrow of SD male rats, after their euthanasia under
deep anesthesia. The femoral and tibial bone marrow was extracted and cultured during the first
24-48h in a 20% fetal calf serum (FCS) supplementgish medium modification of Eagle’s

minimal essential medium (aMEM) and complemented with 2 mM of glutamine and 1% of
penicillin/streptomycine. The culture medium was then replaced by a complemented medium
supplemented with 10 % of FCS. MCSs were incubated at 37 °C in 520A8€r 3 passages,

cells were trypsinized and counted, and conditioned in a tampon phosphate saline (PBS)
complemented with 2 mM glutamine.

In the experiment where MSCs were administered by an intracerebral (i.c.) routmrgihing

3.1 cells were infused into the striatum over 5 minutes via a dental needle (30G) connected to a
Hamilton syringe. Four groups were performed: vehicle/vehicle, HSm4131 (i.v.)/vehicle,
vehicle/MSCs (i.c.), and HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.c.) (figure 1).

When MSCs were infused intravenously (i.v.), 300 ul containing®3:élls were administered
through the tail vein, alone or combined with HSm4131 (i.v). Six groups were performed:
vehicle/vehicle, HSm4131 (i.v.)/vehicle, HSm4131 (i.v.)/vehicle + HSm4131 (i.v.), vehicle/MSCs

(i.v.), HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.v.), and HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.v.) + HSm4131 (i.v.) (figure 1).
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Quantification of brain damage with MRI

Two and fourteen days after ischemia induction, animals were anaesthetized as described before,
and underwent magnetic resonance imaging (MRI) examinations (7T, PharmaScan®, Bruker
BioSpin, Ettlingen, Germany at the CYCERON imaging platform, Caen, France). After a scout
view, T2w imaging was performed with a rapid acquisition with refocused echoes (RARE)
sequence (RARE factor of 8; TR/TE = 5000/16.25 ms; number of experiments (NEX) = 2; 20
contiguous slices of 0.75 mm; acquisition time = 4 min; nominal resolution = 0.15 x 0.15 x 0.75
mm?). All MRI images were analyzed with Ima§esbftware (Wayne Rasband, NIMH, Maryland,
USA). The lesion was manually delineated on MR images and the volume of infarction was
corrected for edema as described by Gerriets and colleagues (Ge¢aite3004).

Behavioral tests

Limb placing test

The limb placing test was performed as described by De Ryck and colleBguegk et al 1989)

A score of 0 (major deficit), 1 (minor deficit) or 2 (no deficit) was applied for each item. A healthy
rat obtains a maximal score of 24 (Frexedl., 2006)

Corner test

To evaluate the sensorimotor and postural asymmetries, the corner test was performed as described

by Schallert and collaborators (Schallettal., 1989).The rearing and reversing in either of the
directions (ipsilateral or contralateral to the ischemic lesion) after the corner exploration were
noted. Each rat was submitted to 10 trials with a 2 min minimum inter-trial interval. The index of

lateralization (LI) was calculated according to Haelewyn and collabor&taedéwynetal., 2007)

167



Cylinder or limb-use asymetry test

The forelimb use asymmetry were assessed according to (SchaHdért2002). The use of the
ipsilateral, contralateral or bilateral forelimbs to explore the cylinder by rearing was noted 20 times
(Schallertetal., 2002).

Adhesive removal test

According to Bouet and collaborators (Bouet et al 2009), the adhesive removal test was performed
to assess somatosensory deficits, asymmetries and motor coordination. Animals were placed in a
transparent Plexiglass box (20x25%32 cm) after a habituation period of 60 s; two adhesive tapes
(1x1 cm) were randomly applied with equal pressure on each forepaw. The time spent to remove
the adhesive was measured (maximum: 120 s).

Reverse transcription and real-time quantitative PCR

Using RNeasy Micro Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) total RNA of cells or tissues were
extracted and purified. RNAconcentration was measured with the NanoDrop™ 2000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) and reverse transcribed into complementary
DNA (cDNA) with AMV ® reverse transcriptase (Promega). PCR amplification and analysis were
achieved using the Ayied Biosystems QuantStudio™ 6 & 7 Flex Real-Time PCR System
(Thermofisher scientific, USA). Amplification reactions were performed using Takyon™ Low Rox

SYBR® MasterMix dTTP Blue (Eurogentec, Belgium) with primers designed by Eurogentec
(Table 1, supplementary data). Cyclophin-A was used as an endogenous RNA control
(housekeeping gene) in the samples. Primer sequences related to vascular endothelial growth
factor-A (VEGF-A), angiopoetin-2 (Ang-2), and the SDF-1 were purchased from Eurogentec,
Belgium. Theexpression level was calculated using the comparative Ct method (2—AACt) after

normalization to the housekeeping gene (Cyclophilin-A). Each sample were run in triplicate with
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the following amplification sequences: an activation stage at 95°C for 3 min following by 40 cycles
at 95°C, 3 s and 60°C, 30 s. Results were represented as the mean values.

Statistical analyses

Data were analyzed using a two-tailed Student t test or an analysis of variance t{eoevay
ANOVA) followed by a Tukey HSD test or a Dugit’s test JMP® program, SAS Institute, Cary,

NC, USA) when appropriate. Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) or
median * interquartile range (IQR). In all analyses, statistical significance was set at the p-value <

0.05.
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Resuls

The association of HSm4131 with MSCs offers a sustained neuroprotection after stroke

Association of intravenous administration of HSm4131 with intracerebral administration of

MSCs

Intravenous administration of HSm4131 alone or combined with an intracerebral administration of
MSCs resulted in a significant reduction of lesion volumes 39% and 42%, respectively, compared
to vehicle group, 2 days after cerebral ischemia (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p
< 0.05) (figure 2A, 2B). Fourteen days after the induction of stroke, a significant redondésion
volume was detected in both groups: vehicle/MSCs (i.c.) and HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.c.).
Interestingly, the neuroprotection observed 2 days after MCAo in the HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.c.)
group, remained 14 days after cerebral ischemia (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test

p < 0.05) (figure 2A, 2C).

To assess functional recovery, sensorimotor deficits were evaluated with limb placing, the corner
and the adhesive removal tests. The limb placing were performed during 11 days following cerebral
ischemia where only the HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.c.) group showed a better functional recovery

over the test period compared to control animals (Two way ANQydup effect p=0.007; time

effect p< 0.0001; time * group effect p=0.997; followed by HSD of Tukey p < 0.05) (figure 3A).

The group of animals treated with HSm4131/MSCs showed no lateralization in the corner test, 3
days following ischemic stroke compared to the measured baseline 3 days before ischemia
induction (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 3B). In the adhesive

removal test, while no statistically significant difference was detected between the vehicle group
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and treated animals, these lasts demonstrated a better motor coordination by removing the adhesive
faster (supplementary data 1).

These data indicate that a co-administration of HSm4131 with MSCs offers a long lasting
neuroprotection, and better functional sensorimotor recovery compared to vehicle animals or
treatments alone.

Association of intravenous administration of HSm4131 with intravenous administration of

MSCs

HSm4131 was administered intravenously 1 h after MCAo, MSCs were administered
intravenously 24 h following MCAo0, in association or not with a supplemental

intravenousHSmM4131 administration (figure 1).

HSmM4131 alone, either administrated at 1 h after MCAo or at 1 h and 24 h after MCAo did not

confer a significant reduction in ischemic lesion size (figure 4A, 4B).

Fourteen days after cerebral ischemia, all groups treated with MSCs demonstrated a reduction in
the ischemic lesion volume compared to the vehicle group (one-way ANOVA followed by Tukey

HSD test p < 0.05) (figure 4A, 4C

However, only the HSm4131/MSCs+HSm4131 group demonstrated a robust early neuroprotection
with an infarct volume reduction of 58% compared to the vehicle group (one-way ANOVA
followed by Tukey HSD test p < 0.05) at both day 2 after cerebral ischemia. This neuroprotection
was maintained 14 days after MCAo0, with a reduction of the infarct volume up to 48% compared

to the vehicle group (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figurd BAC).

Animals’ sensorimotor deficits were assessed using the corner, cylinder and adhesive removal tests.

All groups treated with MSCs demonstrated a prevention of animals’ lateralization in the corner
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test, since there were no difference in their lateralization index before and after cerebral ischemia.
Vehicle and HSm4131 treated animals (1 h + 24 h after MCAO0) did show a significant increase in
the lateralization index after MCAo0, compared to their baseline score obtained before ischemia
induction (One way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 5A).

The use of the contralateral forepaw was assessed by the cylinder test during 6 weeks after MCAo.
The overall percentage of contralateral forelimb use during the test period was significantly highe
only in the HSm4131/ MSCs+HSm4131 group compared to vehicle animals compared to the
vehicle group (Two way ANOVA: group effept= 0.0091; time effect p < 0.0001; time * group
effect p = 0.2798; followed by HSD of Tukey p < 0.05) (supplementary data 2, figure 5B).

Finally, in the adhesive removal test no significant difference were measured in the time to remove
the adhesive from the contralateral forepaw, before and after MCAo0, Iin the
HSmM4131/MSCs+vehicle and HSm4131/MSCs+HSm4131 treated groups, demonstrating a
preserved sensorimotor abilities in these animals (supplementary data 3, figure 5C).

While in the vehicle and other treated animals, the time to remove the adhesive significantly
increased after MCAo induction test period (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p <
0.05) (supplementary data 3, figure 5C).

Altogether these results highlight the great potentiation of MSCs-induced effects by HSm4131 co-
administration. The HSm4131/MSCs+HSm4131 group demonstrated the best long lasting
neuroprotection, and the best functional recovery in multiple sensorimotor tests. Thus, the

HSmM4131/MSCs association was used in the following studies.
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The association of HSm4131 with MSCs is also neuroprotective in hypertensive animals

To analyze if the beneficial actions of the combined MSCs+HSm4131 treatments is sustained even
in presence of CAH, the effects of HSm4131, administered alone or in association with MSCs were

evaluated in hypertensive animals (figure 1).

Mean arterial blood pressure values in hypertensive and normotensive rats were 200 £+ 5 mmHg

and 120 + 8 mmHg, respectively (supplementary data 5).

MR images did not show any neuroprotection of the single administration of HSm4131 compared
to the vehicle group (figure 6A, 6B, 6C). However, the hypertensive animals treated by HSm and
MSCs (HSm4131/ MSCs+HSm4131 group) demonstrated a persistent reduction in the lesion
volume of 19% and 18% at 2 and 14 days after cerebral ischemia, respectively, campiaeed
vehicle group (Student t test p < 0.05) (figure 6D, 68, 6F

Sensorimotor deficits were assessed after cerebral ischemia by the corner, the cylinder and the
adhesive removal tests.

Hypertensive rats treated only with HSm4131 did not show an increase of the contralateral forepaw
use in the cylinder test (figure 7A). In contrary, treated animals with the HSm4131 and MSCs
displayed a higher rate of the contralateral forepaw use in the cylinder compared the vehicle group
over the test period (Two way ANOVA group effect p = 0.0241; time effect p < 0.2235; time *
group effect p =0.8356) (figure 7B).

The lateralization of the animals, assessed by the corner test, was significantly increased in control
animal after cerebral ischemia compared to the baseline measure before MCAo induction (figure
7C, 7D). Interstingly, the lateralization reduced in rats treated with HSm4131 administered alone

or in association with MSCs (HSm4131/ MSCs+HSm4131) (figure 7C, 7D).
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Neither HSm4131 nor HSm4131/ MSCstHSm4131 treated animals’ demonstrated an
improvement in motor coordination in the adhesive removal test (supplementary data 4A, 4B).

HSmM4131 enhances post-ischemic growth factors expression

Cell therapy using an intravenous administration of MSCs is limited by the poor cell survival, and
cell migration to the lesion site (Brennenetral., 2010).

As observed in our previous study (Khadtfal., 2018), both Ang-2 and VEGF-A; growth factors

have been shown to potentiate MSCs effects (&tial., 2014; Tangetal.,2014); gene expression

was enhanced in the ipsilateral hemisphere of animals treated with HSm4131 compared to vehicle-
treated group. The gene expression of SDF-1, known to enhance cell migratiena(L,ia011),

was also investigated at 14 days after MCAo. HSm4131 increased (2.5 fold) the SDF-1 gene

expression in the ipsilateral hemisphere 14 days after cerebral ischemia compared to the vehicle

group (figure §.
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Discussion

In the present study, we have shown that a systemic (i.v.) administration of the heparan sulfate
mimetic HSm4131, potentiates the beneficial effects of a MSCs treatment in an ischemic stroke
model in rats. This effect was retrieved whenever the administration route of MSCs (i.c.) or (i.v.)

at both acute (day 2) and chronic (day 14) stage on neuroprotection and functional recovery (until
at least 42 days). Moreover, the co-administration (i.v.) of MSCs with HSm4131 results in a better
neuroprotection and functional recovery not only in normotensive but also in hypertensive animals.
Finally, the HSm4131 increases the expression of neurogenic, angiogenic, and cell migration

factors.

HSm have proven their efficacy in the healing of many tissue lesions, including myocardial and
brain tissue ischemia-induced lesions (Barritatitil., 2017, Khelifet al., 2018). In a precedent

study (Khelif et al, 2018), we have shown that i.v. administration HSm4131 (1.5 mg/kg) 1 h after
cerebral ischemia (i.e. concomitantly with the reperfusion) induced an acute neuroprotection after
cerebral ischemia. In this same study, we have shown that HSm4131 induced a long lasting
neuroprotection and functional recovery at a dose of 0.5 mg/kg (i.v.). However, in the present study
and to lighlight the potential MSCs’ potentiation effect with HSm4131, we have used the 1.5

mg/kg dose of HSm4131 which was shown to be a sub-efficient dose on neuroprotection and

functional recovery (Kheliétal., 2018).

HSm are thought to favor tissue repair by the reconstruction of the degraded ECM, the binding, the
protection, and the potentiation of multiple growth factors (Barritetudd., 2017). On the other

hand many studies have shown the potential of MSCs to protect the brain tissue against ischemic
lesion, inflammation, cell death, and to improve tissue healing and ([tado 2013; Péroret

al., 2015; Stonesifeet al., 2017). MSCs protection and repair mechanisms involve the secretion
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of neurotrophic factors, the promotion of angiogenesis, neurogenesis, synaptic plasticity, the
modulation of immune response, and even cell replacement by their differentiation in neurons
(Sammaliet al., 2017; Zhanget al., 2017). Despite many studies on the MSCs’ neuroprotective

and regenerative roles in ischemic stroke, both in animals and humans, many controversy points
have not been elucidated yet, such as the optimal time and route for the MSCs administration as

well as their poor survival in a hostile microenvironment such as that of brain after stroke.

In our study, MSCs have been administered 24 h after ischemic stroke induction. This time window
has been proven to be efficient in reducing ischemic infarct volume and sensorimotor deficits after
cerebral ischemia in rodents in many preclinical studies (de Vasconcelos dosebaht@010;
Komatsuetal.,2010; Leestal.,2015; Toyoshimatal.,2015). MSCs also displayed angiogenesis,

cell migration to the infarcted cortex and upregulation of trophic factors secretion such d4s SDF-
and bFGF (Draget al., 2013). Regarding the delivery route of MSCs, we showed in the present
study, that both i.c. and i.v. MSCs administrations, and more specifically with the associated
administration of HSm4131 resulted in a long lasting neuroprotection and functional recovery.
These results are in accordance with those obtained by Zhang and collaboratorse(ztiang
2018). Indeed, in Zhang’s study, MSCs were administered by an i.v, i.C or intra-arterial route.
Results showed that irrespective of delivery route, MSCs induced functional recovery and

increased brain plasticity after a transient focal cerebral ischemia (2bahg018).

Even if the optimal time and delivery route of MSCs are still under investigation, many preclinical
studies have shown their neuroprotective effect (Kanh al., 2017). However, MSCs
neuroprotective potential can be expanded. Indeed, in this study we have shown that HSm4131
associated to MSCs results in a better neuroprotection and functional recovery. It could be

explained, in part at least, by an increase of MSCs’ proliferation and/or survival induced by
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HSmM4131. In 2012, Frescaline and collaborators (Frescaliak, 2012), have shown, in vitro,

that an HSm analogue of the HSm4131, can enhance the proliferation, migration and the
differentiation of MSCs. In another study, Zhong and collaborators (Zéelg 2010), have co-
transplanted (i.c.) progenitor neural cells with an ECM based biopolymer hydrogel crosslinked
with heparin sulfate, in a model of photothrombotic stroke model. Their results have shown that
the HS crosslinked biopolymer promoted the survival of neural stem cells in vitro and in vivo

following stroke induction (Zhongtal., 2010).

In this study, we have also shown that the combination of HSm4131 with MSCs protects the brain
against cerebral ischemia in hypertensive rats. Albeit the combination of HSm4131 and MSCs
reduced the infarct volume in hypertensive rats, the neuroprotection in normotensive rats was
greater. This result could be explained by the smaller volume of penumbra following ischemic
stroke in hypertensive rats compared to normotensive rats, since penumbra is the target of
neuroprotection treatments (Letourneral., 2011). Few studies take into account stroke risk
factors, particularly CAH which is an aggravating risk factor increasing the infarct volume (Kumar
2016). Similar Results have been obtained by Relton and collaborators, who studied the effect of a
neuroprotective treatment, the TA-2, in normotensive and hypertensive rats after strokegtRelton
al., 2001). These lasts have shown that after MCAo TA-2 reduced the infarct volume by 56 % and

35 % in normotensive and hypertensive rats respectively.

The higher benefits; in brain tissue neuroprotection, and functional recovery; obtained by the co-
administration of HSm4131 with MSCs could be explained by an increased MSCs survival. Indeed,
it has been described that after MSCs administration, 90% of the cells die within the first hours due
to ischemia and apoptosis (Letial., 2011). Since, HSm have been shown to enhance cell survival

up to 80% under cell stress conditions (Alexadtial., 2004), the co-administration of HSm4131

177



with MSCs’ could increase cell survival, thereby increasing their homing to the lesion site, and

their neuroprotection effect.

We also investigated the HSm4131 effect on the gene expression of growth factors known to be
chemoattractant, neurotrophic, angiogenic and/or neurogenic. As already described in a previous
work (khelif et al., 2018) VEGF-A and Ang-2 gene expression increased in the ipsilateral
hemisphere following HSm4131 administration after cerebral ischemia. Moreover, we showed
here that SDF-1 gene expression, well known to be involved in cell homingt(aiy 2011) is

also increased following HSm4131 administration after ischemic stroke induction cerebral

ischemia.

Interestingly, SDF-1 binding to its receptor CXCR4, activates signaling pathways involved in MSC
survival, migration and cytokine secretion (latal., 2011). Indeed, in a model of ischemic stroke

in rodents, SDF-1 increases MSCs homing following their administration (i.v.)eflade 2015).

The MSCs migration process is partly dependent on MSCs survival, which was also increased by
SDF-1/CXCR-4 signaling after ischemic stroke through the AKkt/Erk pro-survival signaling
pathway and the up-regulation of Bcl-2 anti-apoptotic factor. Finally, SDF-1 stimulates the VEGF
production and secretion participating in theviisusly VEGE’s positive feedback loop (Liu etal.,

2011).

Using a rat model of cerebral ischemia, this study explores the potential of the HSm4131 and MSCs
co-administration as a novel therapy for ischemic stroke. In a previous study, HSm4131
demonstrated a neuroprotective and regenerative effect accompanied by functional recoatery
stroke model (Khelietal., 2018). MSCs have been widely used in several studies demonstrating

their neuroprotective potential in preclinical models of ischemic stroke. Moreover, MSCs car be
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potentiated by combining them with growth factors (Esneaulal., 2008) or biomolecules

functionalized with growth factors (Quittetal., 2015).

Here we clearly showed the potential interest of the co-administration of HSm and MSCs, with
sustain effect in the time at both neuroprotective and functional recovery levels. HSm have been
used to heal chronic skin wounds in over 20000 patients, and to heal corneal ulcers in over 5000
patients, without any reported side effect (Barritatél.,2017). On the other hand, several clinical
studies have proven the safety and the feasibility of MSCs based therapy for ischemic stroke (Bang
2016). Since both HSm and MSCs undergo already clinical trials or use, the use of Hsm in
combination with MSCs may be transfer to stroke patients without major issues. The long lasting
ischemic volume reduction and the improvement of functional recovery oberved in both
normotensive and hyptertensive rats uncover the association of HSm and MSCs as a novel

promising therapy for ischemic stroke.
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Figures

MCAo 1 h (normo- or hypertensive rats)

HSm4131 (i.v.) (1.5 mg/kg) 1h

MSCs (i.c.) (3.10%)
or
MSCs (i.v.) (3.10%) = HSm4131 (i.v.) MRI MRI Euthanasia
v v 4
d-7 do d1 d2 d14 ds4

Sensorimotor behavior tests

Figure 1: Experimental protocol.

Experimental protocol designed to examine the effect of the association of HSm4131 with MSCs
on the brain tissue neuroprotection, functional recovery and cellular reactions, in normotensive and
hypertensive rats. i.v.: intravenous, i.c.: intracerebral, MCAo: middle cerebral artery occlusion,

MRI: magnetic resonance imaging.
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Figure 2: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.c.) admimetions on ischemic
lesion volume.

(A) Representative MRI at day 2 and 14 post-MC@).Infarct volumes at day 2 post-MCAQ) at day

14 post-MCAo (mean = SEM) (vehicle/ vehicle n=5, HSm4131/ vehicle n=7, vehicle/ MSCs n=9, and
HSmM4131/ MSCs n=6). *Statistically different from other groups (one-way AN@WAwed by a post-

hoc Tukey HSD test p< 0.05).
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Figure 3. Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.c.) administrations on
functional recovery.

(A) Limb placing test (median = IQR) * HSm4131/ MSCs+ HSm4131 treated group different from
vehicle/ vehicle group over the test period (two-way ANOVA, time p < 0.0001, group p = 0.0091,
time*group p = 0.2798 followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 0.05).

(B) Lateralization index (LI) evaluated in the corner test at day -3 and day +3 (mean = SEM) (*one-
way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 0.05).
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Figure 4: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) adminetions on lesion
volume.

(A) Representative MRI at day 2 and 14 post-MC@).Infarct volumes at day 2 post-MCAQ) at day

14 post-MCAo0 (mean = SEM) (mean + SEM) (vehicle/ vehicle n=6, HSm4131/ vehicle n=7, HSm4131/
vehicle+ HSm4131 n=5, vehicle/ MSCs n=9, HSm4131/ MSCs n=7 and HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=8).
*Statistically different from other groups (one-way ANOVA followed dyost-hoc Tukey HSD test p<

0.05
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Figure 5: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) administrations on

functional recovery

(A) Lateralization index (LI) evaluated by the corner test (mean £ SEM) (*one-way ANOVA
followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 0.05). (B) Limb placing test (median + IQR) *
HSm4131/ MSCs treated group different from vehicle/ vehicle group over the test period (two-way
ANOVA, time p <0.0001, group p =0.0072, time*group p = 0.9970 followed by a post-hoc Tukey
HSD test p< 0.05). (C) The time to remove the adhesive was measured in seconds for the
contralateral side (Mean + SEM) (vehicle/ vehicle n=6, HSm4131/ vehicle n=7, HSm4131/
vehiclet HSm4131 n=5, vehicle/ MSCs n=9, HSm4131/ MSCs n=7 and HSm4131/ MSCs+
HSm4131 n=8). *Statistically different from other groups (one-way ANOVA followed by a post-
hoc Tukey HSD test p< 0.05).
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Figure 6: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) administrations on

lesion volume in hypertensive rats

(A) and (B) Representative MRI at day 2 and 14 post-MCAo. Infarct volumes at day 14 post-
MCAo (C) vehicle n=13, HSm4131 n=14 (D) vehicle n=12, HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=9
(mean = SEM). Infarct volumes at day 14 post-MCAo (E) vehicle n=13, HSm4131 n=14 (F)
vehicle n=12, HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=9 (mean + SEM). *Statistically different from other
groups (Student t test p< 0.05).
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Figure 7: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) administrations on
functional recovery in hypertensive rats

Limb placing test (median = IQR) (A) vehicle n=13, HSm4131 n=14 (B) vehicle n=12, HSm4131/
MSCs+ HSm4131 n=9 (mean + SEM) *HSm4131/ MSCs+ HSm4131treated group different from
vehicle group over the test period (two-way ANOVA, time p = 0.2235, group p = 0.0241,
time*group p = 0.8356 followed by a post-hoc Dunnett’s test p< 0.05). Lateralization index (LI)
evaluated by the corner test (mean + SEM) (C) vehicle n=13, HSm4131 n=14 (D) vehicle n=12,
HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=9 (mean + SEM) *one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey
HSD test p <0.05).
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Figure 8: Effect of HSm4131 administration (i.v.) on SDF-1 gene expression

SDF-1 gene expression at day 14 after MCAo in the ipsilateral hemisphere. Results are expressed
as relative gene expression to the cyclophilin-A housekeeping gene (mean £ SEM) (*Student t-test

p<0.05) (Vehicle n =3, HSm4131 n = 3)
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Supplementary data
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Supplementary data 1: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.c.) on
functional recovery.
The time to remove the adhesive was measured in seconds for the contralateral side. (Mean + SEM)

(Vehicle/ vehicle n=3, HSm4131/ vehicle n=4, vehicle/ MSCs n=5, and HSm4131/ MSCs n=4-5)
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Supplementary data 2: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) on
functional recovery.

Percentage of the contralateral forepaw use assessed by the limb placing test (median = IQR)
(vehicle/ vehicle n=6, HSm4131/ vehicle n=7, HSm4131/ vehicle+ HSm4131 n=5, vehicle/ MSCs

n=9, HSm4131/ MSCs n=7 and HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=8).

194



(A) (B)

Time to remove (contralateral) Time to remove (contralateral)
* 140 ~ *
. 120 |
= w |
g 2 100
= i
2 g 80
5] e’ _
E v
B R= i
= 40
20 4
week-1  week2 week4 week 6 0
. . week-1 week 2 week 4 week 6
HSm4131 (i.v.)/ Vehicle
HSm4131 (i.v.)/ Vehiclet HSm4131 (i.v.)
© (D)
. . Time to remove (contralateral)
Time to remove (contralateral)
* 140 -
140 q
120 120 1
3 100 5 3100 -
;§ g0 é é§ g 80
= = 2% =
o 907 Z £ g 60 1
= 01 Bz Z o7 E 40
20 7 7 F
2 2 as 20 1
0 = = oot
week-1 week 2 week 4 week 6 0
Vehicle/ MSCs (i.v.)

Supplementary data 3: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) on
functional recovery.

The time to remove the adhesive was measured in seconds for the contralateral side. (Mean *
SEM). (Vehicle/ vehicle n=6, Sm4131/ vehicle n=7, HSm4131/ vehicle+ HSm4131 n=5, vehicle/
MSCs n=9, HSm4131/ MSCs n=7 and HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=8).
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Supplementary data 4: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) on
functional recovery on hypertensive rats

The time to remove the adhesive was measured in seconds for the contralateral side. (Mean + SEM)
(A) (vehicle n=13, HSm4131 n=14) (B) (vehicle n=12, HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=9).
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Supplementary data 5: Measure of the mean arterial pressure

Measure of the mean arterial pressure (Mean = SEertensive n=12, normotensive n=12)
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4.2.2 Résultats et conclusions de I'étude 2 concernant I'effet du RGTA combiné aux CSMs sur la
neurorprotection, et la récupération fonctionnelle suite a une ischémie cérébrale.

Dans la premicre étude concernant I’effet du RGTA sur la neuroprotection et la régénération

tissulaire aprés une ischémie cérébrales avons démontré que I’administration du RGTA 1 h

aprés I’ischémie cérébrale a la dose optimale de 0,5 mg/kg offre la meilleure neuroprotection et

récupération fonctionnelle des animaux. Dans la présente étude, nous avons utilisé une dose de

RGTA de 1,5 mg/kg, qui confére des effets sur la neuroprotection et la récupération fonctionnelle

proches de ceux obtenus avec la dose optimale. Elle a donc été utilisée dans cette étude pour mettre

en évidence la potentialisation des CSMs par le RGTA.

Les résultats de cettétude 2 concernant I’effet du RGTA combiné aux CSMs sur la

neurorprotection, et la récupération fonctionnelle suite a une ischémie cérébrale, ont montré dans

un premier temps que le RGTA administré 1 h apres I’occlusion potentialise 1’effet bénéfique des

CSMs, administrées directement en intra-cerétaral le site de la 1ésion 24 h aprés 1’induction de

I’ischémie, avec une réduction du volume Iésionnel dés 2 jours apres le début du traitement. Ce

résultat a été également retrouvé avec une administration des CSMs par voie intraveineuse qui est

clinijuement plus pertinente que la voie intracérébrale. De plus, cette neuroprotection

s’accompagne d’une meilleure récupération fonctionnelle a long terme (4 a 6 semaines).

Les résultats prometteurs de la combinaison du RGTA aux CSMs peuvent étre expliqués par leurs

effets complémentaires. En effet, le potentiel de réparation tissulaire du RGTA passe par sa

capacité a restaurer la MEC, les communications cellulaires et I’homéostasie tissulaire (Barritault

et al.2017). Ceci est permis, au moins en partie, par la capacité du RGTA a ancrer lesdacteurs

croissance, tels que le FGF-2, le VEGF, et le PGjepuant des rbles bénéfiques dans la réparation

tissulaire (Barritaulet al.2017). De plus, la liaison du RGTA a ces facteurs potentialise leur effet,
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notamment dans un contexte de lésion tissulaire, ou les enzymes protéolytiques activées par
I’inflammation, dégradent ces facteurs libérés dans le milieu extracellulaire (Barritaukt al.2017).

Par ailleurs, les études démontrant 1’effet neuroprotecteur des CSMs a la suite d’une ischémie
cérébrale, suggerent que leurs effets passent principalement par une sécrétion de facteurs
pléiotropes. Cette suggestion a été émise car d’une part, suite a I’administration intraveineuse des

CSMs, celles-ci sont principalement filtrées par le premier passage pulmonaire (Breehaiman

2010) D’autre part, quand les CSMs se retrouvent dans le site infarci (suite a une administration
intracérébrale par exemple), le nombre de cellules décroit rapidement dés les premiéres heures,
indiguant une mort rapide des CSMs (Brenneregal., 2010). Associé aux CSMs, le RGTA
pourrait potentialiser leurs actions en augmentant la survie, la prolifération et la migration des
CSMs comme décrin vitro (Frescalineet al. 2012). De plus le RGTA peut aussi lier le SDF-1,
facteur chimioattractant des CSMs (Friagtdal. 2009). Il est intéressant de noter que notre étude
montre que I’administration du RGTA augmente 1’expression de facteurs de croissance tels que le

VEGF, I’Ang-2 et le SDF} dans I’hémisphére ischémié. Ainsi, le RGTA pourrait favoriser et
augmenter la migration des CSMs vers le site 1ésionnel en augmentant 1’expression de SDF-1. Ces
observations pourraient expliquer I’effet synergique du RGTA et des CSMs. De fagon intéressante,

le pouvoir potentialisateur d’une co-administration des CSMs et du RGTA sur la neuroprotection

a été retrouve chez les rats hypertendus avec une diminution de la Iésion de ’ordre de 18 % a 2 et

14 jours apres I’ischémie cérébrale. Cette diminution du volume Iésionnel moins importante chez

les rats hypertendus que les normotendus peut étre expliquée par une zone de pénombre ischémique
moins étendue chez les rats hypertendus. En effet, la pénombre ischémique représenteda cible de
thérapies de neuroprotection. Or cette région est réduite a la suite d’une ischémie cérébrale chez

les rats hypertendus comparativement aux rats normotendus (Letcetrab@011). Tout comme

chez lesdts normotendus, la réduction du volume ischémique chez les SHR s’accompagne d’une
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meilleure récupération fonctionnelle des animaux etagenoins jusqu’a 6 semaines suivant
I’ischémie cérébrale.

En conclugn, I’association du RGTA aux CSMs pourrait constituer une thérapie prometteuse pour

le traitement de I’ischémie cérébrale. Par ses effets bénéfiques tant sur la neuroprotection et la
récupération fonctionnelle sensorimotrice que ce soit chez les sujet normotendus et hypertendus,

cette thérapie pourrait bénéficier a un grand nombre de patients atteints d’AVC ischémique.
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5 Discussion générale et perspectives

L’arsenal thérapeutique pour le traitement de I’AVC reste trés limité malgré les nombreuses
recherches précliniques et cliniques. La thrombectomie par approche endovasculaire a augmenté
la fenétre thérapeutique jusqu’a 6 h qui était alors limitée a 4h30 avec un traitement thrombolytique

seul (Abou-Chebl 2011). Malgré cette exien de la fenétre thérapeutique, I’AVC reste la

premicre cause d’handicap acquis chez 1’adulte dans les pays industrialisés.

Jusqu’a ce jour, les thérapies visant a protéger le tissu cérébral ischémique validées sur des tests
précliniques se sont révélées étre un échec en clinique. Devant ce constat, plusieurs autres
approches restent en développement, pour non seulement améliorer la neuroprotection, mais aussi
pour favoriser la réparation tissulaire et la récupération fonctionnelle a long terme. Parmi ces
nouvelles thérapies on trouve les recherches développant les biomatériaux et les thérapies
cellulaires (Detantet al.,2014).

Dans ce travail de these, nous nous sommes intéressés aux effets neuroprotecteurs et régénérateurs
d’un biomatériau, le RGTA, en combinaison ou non avec les CSMs.

Le RGTA est un polymére de disaccharides liés par des liaisons o 1-6, le rendant résistant a la
dégradation enzymatique. En tant qu’analogue des HS, le RGTA peut se lier aux sites de liaisons

de I’héparine, présents notamment sur les protéines de structure formant la MEC : collagénes,
fibronectine et laminine. Le RGTA peut aussi lier différentes protéines et facteurs de croissance
liant I’héparine tels le FGF-1 et -2, le VEGF, ou le TGB- Par sa capacité d’augmentation de la
biodisponibilité de ces facteurs de croissance, le RGTA a déja été démontré comme un agent de
régénération tissulaire dans divers modeles de lésion: gingivale, osseuse, cutanée, oculaire,
musculaire et tendineuse (Barritagttal. 2017). De facon intéressante, le RGTA a prouvé son

efficacité dans la réparation du tissu myocardique suite a un infarctus chez le babouin (Yamauchi
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et al. 2000). En effet, dans cette étude, le RGTA a permis une réduction de 50% du volume de la
|ésion ischémique avec une récupération fonctionnelle significative de 1’activité myocardique.

Auregard de ces résultats prometteurs du RGTA dans la réparation d’un tissu ischémié, nous avons

étudié son effet dans la protection et la réparation tissdkaisain contexte d’ischémie cérébrale.

Les résultats préliminaires ont montré une efficacité du RGTA dans la neuroprotection du tissu
cérébral suivant une ischémie, accompagnée d’une meilleure récupération fonctionnelle a long

terme des animaux. Les réatdtde 1’optimisation de la fenétre thérapeutique et de la dose du

RGTA ont montré que les effets optimaux ont été obtenus avec une administration 1 h apres
I’ischémie cérébrale a une dose de 0,5 mg/kg sans altération des paramétres physiologiques tels
gue la pression artérielle, la tempétrature ou lenpbhtrant ainsi une sécurité quant a I’utilisation

de ce produit par voie intraveineuse.

Comparativement au traitement de référence, RArt-une meéta-analyse étudiant la fenétre
thérapeutique du rt-PA ehle rongeur a montré que ce dernier n’offrait une neuroprotection que

s’il est administré entre 20 et 40 minutes aprés une ischémie cérébrale comparativement a une
administration plus tardive entre 180 et 240 minutes (Qetetl. 2016). Avec une fenétre
thérapeutique de 20 a 40 min chez le rongeur, le rt-PA a montré son efficacité de neuroprotection
chez ’'Homme jusqu’a 4h30 aprés la survenue de ’AVC. Etant donné que le RGTA offre une
neuroprotection chez le rongeur jusqu’a 1 h apres I’ischémie cérébrale, on peut alors supposer que

la fenétre thérapeutique du RGTA dans une utilisation clinique pourrait étre supérieure a 4h30
aprés la survenue de ’AVC. De plus, le RGTA est neuroprotecteur avec une dose de 0,5 mg/kg.

L’étude de la toxicité du RGTA n’a montré aucun effet du composé avec une administration
ponctuelle chez des souris males et femelles allant jusqu’a 100 mg/kg (Charefet al.2010), soit une

dose 200 fois supérieure a la dose optimale utilisée dans notre étude. En clinique, aucun effet

secondaire n’a été rapporté suite a I’utilisation du RGTA chez plus de 25 000 patients (Barritault
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et al. 2017).Cependant, ces résultats cliniques sont obtenus avec un traitement topique par des
doses faibles de RGTA. Or, dans notre étude, le RGTA pourrait présenter un risque plus élevé de
toxicité et d’effets secondairesuite a une administration d’une dose plus importante par voie
intraveineuse.

Le faible taux de patients bénéficiant d’une thrombolyse est notamment di a la fenétre
thérapeutique limitée du rt-PA au-dela de laquelle le traitement présente un risque élevé de
transformation hémorragique (Chaturvetial.2014) Dans cette optique, par 1’absence de toxicité

notable, une thérapie a base de RGTA semble cliniquement pertinente chez les patients atteints
d’un AVC ischémique. En effet, le RGTA sans induire d’effets secondairesi d’effets
anticoagulants, pourrait étre administré rapidement a un plus grand nombre de patients sans
caractérisation par imagerie du type d’AVC et sans la connaissance de I’heure de survenue de

I’AVC.

Des travaux supplémentaires restent a mener pour déterminer la toxicité du RGTA dans un contexte
d’ischamie cérébrale, et sa possible intéraction avec le traitement de référence actuel, la
thrombolyse par le rt-PA.

Dans la suite de notre étude nous nous sommes intéressés a la biodistribution et aux effets du
RGTA. Nos résultats ont montré que le RGTA atteint I’hémisphere ischémié dans lequel il
s’accumule jusqu’a 1 h aprés son administration. En parall¢le, 1’é¢tude de la BHE a montré, que
I’administration du RGTA diminue son ouverture protégeaninsi le tissu cérébral d’une
aggravation Iésionnelle.

En effet, la perméablité de la BHfarticipe a I’cedéme vasogénique suivant 1’ischémie cérébrale,
augmentant ainsi la pression intracranienne qui peut avoir des conséquences vitales. De plus, cette
perméabilité exacerbe la réaction infimmatoire par une migration plus importante des leukocytes

au niveau du tissu cérébrale qui a ét€ montrée comme déletre lors la phase aigue de 1’ischémie
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cérébrale. Les cellules inflitrées sécretent les facteurs proinflammatoires qui vont augmenter la
perméabilité de la BHE et peuvent méme avoir pour conséquence une transformation hémorragique
(Venkatet al. 2017).

D’autre part les études d’expressions géniques et immunohistochimiques, ont montré que le RGTA
augmente 1’expression de facteurs de croissance (VEGF et Ang-2), améliore la structure
matricielle, et la plasticité cérébrale (angiogenese et neurogeh@&s@mentation de I’expression

du VEGF et de ’Ang-2 a été précedemment démontrée a 1’origine d’une augmentation de
I’angiogenese et la neurogenese (Margt al. 2000; X. S. Liuet al. 2009; C. Liet al. 2017).
Desgranges et collegues (1997) ont montré que le RGTA augmente la néovascularisation
(Desgrangest al. 1997). Plus tard, Rouet et ses collegues ont démontré que le RGTA augmente
I’angiogénese par son intéraction avec le VEGF (Rowttal. 2005).

Comme décrit dans 1’introduction (1.5.6.1) I’angiogenése et la neurogenese sont des processus
primordiaux et complémentaires pour la plasticité cérébrale et la récupération fonctionnelle suite a
I’ischémie cérébrale. Dans notre étude, une augmentation du VEGF est observée chez les animaux
traités au RGTA chez qui nous avons observé un volume de Iésion réduit, et une récupération
fonctionnelle jusqu’a 54 apres ’ischémie cérébrale.L’augmentation du VEGF a été corrélée avec

une récupération des patients aprés un AVC ischémique (Krupirelki994; Sleviret al.2000).
Cependant, dans notre laboratoire Valable etd&ues (2005) ont montré qu’une administration

du VEGF lors de la phase aigi#l’ AVC augmente le taux des enzymes MMP-9 qui sont associées

a une permeéabilisation de la BHE (Valabteal. 2005).D’autres études restent nécessaires pour
élucider les mécanismes gdasquels le RGTA régule les différents facteurs de croissance tel le
VEGF dans un contexte d’ischémie cérébrale menant a la protection et la plasticité¢ du tissu

cérébrale.
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Au regard desffets bénéfiques du RGTA, sur la MEC et I’environnement cellulaire, nous avons

émis I’hypothése que le RGTA pourrait favoriser et potentialiser une thérapie cellulaire a base de

CSMs.

Les études précliniques utilisant les CSMs ont montré plusieurs limites a 1’utilisation de ces

thérapies cellulaires dans le contexte de I’ischémie cérébrale. En effet, aprés une administration de
CSMs par voie intraveineuse, celles-ci se retrouvent pour la plapaniveau pulmonaire
(Brennemaret al.2010).L’utilisation d’une voie intra-artérielle ou intracérébrale a pour avantage,

un dépbt cellulaire directement a proximité du site Iésionnel. Cependant, la survie des CSMs dans
un environnement ischémique est trés limitée, ou le taux de survie est estimé a 1% 24 h apres leur
administration (Son@t al. 2010). Malgré une survigduite aprés I’administration des CSMs,

plusieurs études ont monté que ces cellules procurent un effet neuroprotecteur aprés une ischémie
cérébrale (Nakajimat al. 2017).

L’hypothése actuelle est que cette neuroprotection est de a un effet paracrine des CSMs, qui
sécretent des facteurs pléiotropes modulant I’inflammation tissulaire, et stimulant la plasticité
cérébrale. Les CSMs sont aussi connues pour secréter des vésicules extracellulaires (VES), qui

modulent I’inflammation, le stress oxydatif et la fibrose tissulaire (Borgfeal. 2017).

Pour tester notre hypothése, nous avisahié I’effet neuroprotecteur d’une co-administration du

RGTA avec les CSMs injectées soit par voie intracérébrale soit par voie intraveineuse.
Indépendamment, de la voie d’administration des CSMs, leur association avec le RGTA, a donné

une plus grande réduction du volume Iésionnel et une meilleure récupération fonctionnelle. Ce
résultat a méme été confirmé en utilisant des rats hypertendus. Cependant, nous cqn&tatons
présence d’hypertension artérielle la diminution du volume 1ésionnel par rapport au groupe contrdle

est inférieure chez les rats hypertendus que chez les rats normotendus. Cette baisse de
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neuroprotection est explicable par le fait que I’hypertension est un facteur aggravant de I’ischémie

cérébrale (Kumar 2016). Chez les rats hypertendus le ratio zone infarcie / pénombre ischémique
est augmenté par rapport aux rats normotendus (Letowehalif011). La pénombre ischémique

¢tant la cible des traitements neuroprotecteurs, I’augmentation de 1’étendu de la zone infarcie peut

diminuer I’effet de ces traitements. En 2001, Relton et collégues (2001) ont étudié en préclinique

un traitement neuroprotecteur, le PAun inhibiteur des a-intégrines (Reltoret al. 2001). Dans

cette étude, I’administration du TA-2, 24 h avant une oACM de 1 h, a réduit le volume lésionnel

de 56% chez les rats normotendus Sprague Dawley et uniquement de 35% chez les rats SHR
hypertendus. Cette diminution de la neuroprotection chez les rats hypertendus pourrait expliquer
les nombreux échecs thérapeutiques chez I’Homme puisque 60 a 80 % des patients ayant subi un
AVC sont hypertendus dont 50 % ne le savaient pas encore au moment de I’AVC (B. J. Kimet al.

2016; Perrine 2018) En effet, les études précliniques utilisent souvent de jeunes rats normotendus,
et la neuroprotection obtenues est soit réduite soit inexistante chez les rats hypertendus. Or les
étudespidémiologiques montrent une plus forte incidence de I’AVC chez des personnes agées et
hypertendues (Perrine 2018).

Plusieurs raisons pourraient expliquer la potentialisation de ’effet bénéfique des CSMs par le

RGTA apres une ischémie cérébrale. Ce dernier pourrait palier aux principales limites de la thérapie
a base de CSMs, a savoir leur migration et leur survie cellulaire dans la zone lésée. En effet, le
RGTA augmente I’expression du SDF-1 dans 1’hémisphére ischémié, connu pour étre
chimioattractant pour les CSMs, par son interaction avec son récepteur cellulaire le CXCR4 (Liu
etal.,2011). De ce fait, le RGTA pourrait favoriser la migration cellulaire des CSMs vers le site
Iésionnel ce qui augmenterait leur effet neuroprotecteur. Pour confirmer cette hypothese, une étude

plus détaillée de la migration des CSMs est en cours de réalisation.
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A la migration pourrait s’ajouter un prolongement de la survie cellulaire médiée par le RGTA.
Apres une administration des CSMs, celles-ci enclenchent un programme apoptotique a cause de
la perte d’adhésion cellulaire a un support matriciel, et du stress environnant. Dans notre étude le

RGTA est injecté directement aprés la reperfusion et les CSMs sont injectées 24 h aprés avec ou
sans ré-administration de RGTA. Or, nous avons montré que le RGTA favorise le maintien de la
structure matricielle qui pourrait prolonger la survie cellulaire a leur arrivée sur le site Iésionnel.
De plus,in vitro la survie des CSMs soumis a un stress est significativement augmentée quand les
cellules sont associées au RGTA (Frescadired. 2012). Encore, nous avons montré que le RGTA
augmente I’expression du VEGF, or le RGTApotentialise I’action de ce dernier (Rouetet al.2005),

qui est aussi connu pour augmenter la survie dédsGBenneet al. 2013).

Enfin, le mode d’action du RGTA passe par sa capacité a lier les facteurs de croissance, les
protégeant d’une dégradation enzymatique augmentant leur biodisponibilité (Barritaultet al.

2017). Le RGTA pourrait lier les facteurs de croissance sécrétés par les CSMs, et ainsi augmenter
leur biodisponibilité et les potentialiser procurant un effet neuroprotecteur optimal.

L’utilisation des CSMs dans une thérapie cellulaire présente de nombreux avantages, elles sont
facilement accessibles a partir de hombreux tissus, et ne soulévent que trés peu de questions
éthiques. Cependant, en clinique, 1’utilisation des CSMs pourrait présenter des désavantages. Pour

avoir une guantité suffisante, ces cellules nécessitent une expansion cellulaire préalable a leur
administration qui pourrait diminuer leur effet neuroprotecteur. En effet, ces derniéres peuvent
changer de phénotype et ainsi on pourrait voir leur effet modifié suite a leur mise en culture (Bara
et al. 2014). De plus, apres une administration tardive des CSMs, ces derniéres pourraient ne pas
franchir la BHE qui se serait alors, au moins, en partie reconstituée et bloquerait ainsi le passag
des cellules. Par ailleuri$ gxiste d’autres facteurs a prendre en compte dans une thérapie cellulaire.

De par leur qualité de cellules souches, les CSMs ne présentent pas un risque nul de tuejorigenés
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et I’injection d’un bolus de cellules en intra-artériel pourrait lui-méme présenter un risque
d’occlusions vasculaires (Detanteet al. 2014).

Face a ce désavantage, une alternative dans la recherche de futures thérapies serait 1’utilisation du

milieu de culture des CSMs ou tatilisation directe des vésicules secrétées par les CSMs qui
contiennent différents facteurs de croissance, ou facteurs immunomodulatetilisation de ces

derniéres pourrait ainsi pallier a toutes les problématiques citées précédemmentaiaurit le

méme effet neuroprotecteur et neuroréparateur que les CSMs, comme il a été démontré dans
plusieurs études précliniques (Xa&t al. 2013). En clinique, chez des patients ayant déclaré un
AVC, il a été montré une augmentation des VEs issues des CSMs (S. ét &ir2012). Des

études cliniques de phase 1 et 2 sont déja en, pourda détermination de 1’inocuité du traitement.

Les résultats de ce travail de thése confortent le fait que les CSMs représentent une stratégie
prometteuse pour le traitement de 1’ischémie cérébrale. Cette thérapie cellulaire semble tout
particulierement intéressante si elle est combinée au RGTA. Comme démontré dans nos résultats,
cette thérapie combinée présente des propriétés bénéfiques importantes notamment en termes de
protection et de récupération fonctionnelle. En accord avec les recommandations SFAIR, de
¢tudes complémentaires restent cependant a entreprendre pour valider 1’effet neuroprotecteur et
régénérateur du RGTA et de sa combinaison avec des CSMs sur des primates. Le RGTA et les
CSMs, ont montré une efficacité clinique, sans induire de toxécitBeffets indésirables. La

thérapie combinée du RGTA et des CSMs en clinique est donc prometteuse.
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7 Annexe : étude Drepagreffe

L’étude Drepgreffe est une étude prospective multicentrique nationale comparant les résultats de
I’allogreffe génoidentique au programme transfusionnel chez les enfants drépanocytaires avec

vasculopathie cérébrale détectée par le Doppler transcranien.

Comme mentionndans I’introduction, la drépanocytose, est un facteur de risque de 1’ischémie

cérébrale. En effet, par une greffe de moelle osseuse cette étude vise a réduire lesisyeauk

des complications liées a la drépanocytose et particulierement I’AVC ischémique. Les échantillons
plasmatiques des patients ont aussi été analysés pour caractériser plusieurs biomarqueurs de
I’efficacité thérapeutique tels que le VEGF, ou I’Ang-2 pour mettre en évidence une corrélation

entre 1I’expression des facteurs analysés avec 1’efficacité thérapeutique.

Les résultats de cette étudmt en cours d’analyse.
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Cerebral vasculopathy
Chronic transfusion

H ietic stem cell tr
Genetic randomization

overload, and is not curative. Hematopoietic stem cell transplantation allows termination of the transfusion
y program, but its benefit has not been demonstrated.
i Design: DREPAGREFFE (NCT01340404) is a multicenter, prospective trial enrolling SCA children younger than
15 years receiving chronic transfusion due to a history of abnormal transcranial Doppler (velocities = 200 cm/s).
Only those with at least one non-SCA sibling and parents accepting HLA-typing and transplantation with a
genoidentical donor were eligible. Chronic tr ion was pursued in patients with no available donor, whereas
others were transplanted. Comparison between the 2 arms (tr ion vs pl ion) was analyzed using
both genetic randomization and propensity-score matching as a sensitivity analysis. The primary end-point was
the velocity measure at 1 year. Secondary endpoints were the incidence of stroke, silent cerebral infarcts and
stenoses, cognitive performance in comparison with siblings, allo-immunization, iron-overload, phosphatidyl-
serine, angiogenesis/hypoxia, brain injury-related factor expression, quality of life and cost.
Objectives: To show that genoidentical transplantation decreases velocities significantly more than chronic
transfusion in SCA children at risk of stroke.
Discussion: DREPAGREFFE is the first prospective study to evaluate transplantation in SCA children. It compares
the outcome of cerebral vasculopathy following genoidentical transplantation versus chronic transfusion using

genetic randomization and causal inference methods.

1. Introduction

In sickle cell anemia (SCA), an inherited blood disorder, more se-
vere complications during infancy are overt stroke, a provider of motor
and cognitive sequelae. Before the systematic screening of cerebral
velocities with transcranial Doppler (TCD), there was 11-12.8% stroke
risk by age 20 [1,2]. Non-invasive TCD, introduced in the 1990s, allows
the detection of patients at risk of clinical stroke [3-7]. Abnormal TCD
defined by a time-averaged mean velocity (TAMV) = 200 cm/s predicts
a 40% stroke risk within 3 years, whereas the risk is lower than 2% in
patients with normal TCD (TAMV < 170 cm/s) [8]. The randomized
STOP-1 study clearly demonstrated that long-term chronic transfusions
maintaining HbS% below 30%, allowed a significant reduction of the
risk of stroke by 91% in patients with abnormal velocities [9].

Detection of patients at risk of stroke by TCD led to the reduction of
the incidence of first stroke in Californian SCA children from 0.88/100
person-years from 1991 to 1998 to 0.17/100 person-years in 2000 [10].
Bernaudin et al. reported in the Créteil-newborn-cohort that early TCD
screening and rapid initiation of transfusions in patients detected at risk
reduced the risk of stroke by age 18-20 years from 11 to 12.8% as
previously reported to only 1.9% [11]. However, we also showed that
the cumulative risk of abnormal TCD was high, reaching a plateau of
30% by age 9 and raising concerns about the number of SCA children
requiring chronic transfusions [11].

Considering the risk of severe side effects associated with chronic
transfusions such as iron overload and erythroid alloimmunization, the
STOP-2 study (1998-2005) assessed whether transfusions after at least
30 months could be safely suspended in patients with normalized TCD
and no stenosis, showed that stopping transfusions resulted in reversion
to abnormal TCD and stroke occurrence and concluded that it was not
safe to stop chronic transfusions in patients with a history or abnormal
TCD [12].

Otherwise, we have reported an important improvement in the re-
sults of geno-identical hematopoietic stem cell transplantation (SCT)
offering > 95% chances of cure in patients transplanted since year
2000 [13]. No stroke and no new silent infarcts were observed in pa-
tients who were successfully engrafted, and the velocities were sig-
nificantly reduced. Moreover, we observed rapid post-transplant velo-
city normalization in 4 children who still had abnormal velocities
despite long-term chronic transfusion [13]. These satisfactory results
encourage earlier transplantation to avoid neurological and cognitive

sequelae.

However, the risks of this procedure are not negligible, including
treatment-related mortality, post-transplant neurological worsening,
graft-versus-host disease (GvHD) and gonadal dysfunction, although
they are quite reduced when transplantation is performed before the
age of 15 [13-19].

These results must be evaluated in a multicenter and prospective
manner. Thus, we aimed to prospectively evaluate the benefit of gen-
oidentical transplantation over chronic transfusion in SCA children
with cerebral vasculopathy. We hypothesize that genoidentical trans-
plantation, despite unquestionable toxicity but limited at this age of
life, allows better prevention or stabilization of cerebral vasculopathy
in SCA children.

2. Patients and methods
2.1. Study design

DREPAGREFFE is a national French multicenter prospective inter-
ventional controlled non-randomized trial but is defined by the random
availability of a genoidentical donor.

2.2. Study objectives

The overall hypothesis is that transplantation, despite unquestion-
able toxicity but limited at this age of life, will allow better prevention
or stabilization of cerebral vasculopathy.

Our primary hypothesis is that genoidentical SCT allows sig-
nificantly decreasing velocities (i.e., TAMV) at 1 year compared with
the chronic transfusion program.

Our secondary hypothesis is that TCD will be normalized
(TAMV < 170cm/s) in a greater proportion of transplanted patients
than in those receiving chronic transfusion.

Other hypotheses are that following transplantation, the cerebral
vasculopathy will be better stabilized than during chronic transfusion
as shown by the following:

- A reduction in the number of silent cerebral infarct new occurrence
or recurrence

- A reduction in the number of new stenosis and better stabilization or
improvement of pre-existing anatomical stenosis

Stem Cell Transpl: ion; BMT, Bone Marrow Transplantation; CBT, Cord Blood

Abbreviations: SCD, Sickle Cell Disease; SCA, Sickle Cell Anemia; HSCT, F
Ti 1 ion; TCD,
MTX, Mett CSA, Cycl

ial Doppler; TCDI, transcranial Doppler Imaging; MRI, Magnetic Resonance Imagery; MRA, Magnetic Resonance Angiography; RBCs, Red Blood Cells;
ine-A; GVHD, Graft-vs-Host-Disease; MCV, Mean Corpuscular Volume; LDH, Lactate Dehydrogenase; G6PD, Glucose 6-Phosphate Dehydrogenase;

MCA, Middle Cerebral Artery; ACA, Anterior Cerebral Artery; ICA, Internal Carotid Artery; eICA, Extracranial Internal Carotid Artery; FSIQ, Full Scale Intelligence Quotient; IDMC,

Independent Data Monitoring C
Nationale de Sécurité du Médicament

TAMV, Ti

ged mean of the maximum velocity; AFSSAPS, Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Produits de Santé; ANSM, Agence
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- Neurocognitive performance in SCA children and non-SCA siblings
Moreover, we also test the hypotheses that

- Iron overload will be significantly decreased post-transplant com-
pared with chronic transfusion

- Quality of life will be significantly improved following transplan-
tation

As ancillary studies, we will also perform a comparative study of

- Allo-immunization

- Phosphatidylserine (PS) externalization on red blood cell (RBC)
membranes

- Hypoxia/angiogenesis and brain injury-related factor expression

- Costs

2.3. Study organization

The study group for the DREPAGREFFE trial consists of several
units: a clinical coordinating center and central imaging center located
in Créteil (CHIC hospital), a statistical and data coordinating center in
Paris (St. Louis hospital), 13 university teaching hospitals taking care of
SCA patients (Créteil, Necker, Robert-Debré, Armand-Trousseau in
Paris, Bicétre, Strasbourg, Rouen, St-Etienne, Lyon, Marseille,
Bordeaux, Martinique, Guadeloupe) and 8 stem-cell-transplant units for
the realization of transplantations (St. Louis, Robert-Debré, Necker in
Paris, Strasbourg, Rouen, Bordeaux, Marseille, Lyon).

An independent external Data Monitoring Committee (DMC) per-
forms periodic, interim safety assessments of the DREPAGREFFE.

2.4. Study population

The eligibility criteria used were as follows:
Inclusion criteria

- SCA children (homozygous SS or sickle/B° thalassemia)

- Age < 15 years

- Placed on long-term chronic transfusion due to a history of ab-

normal TCDI (transcranial Doppler Imaging) (TAMV = 200 cm/s)

Having at least one non-SCA sibling from the same parental couple

who agree to HLA typing and transplantation when available gen-

oidentical donor or extended chronic transfusion for one year in the

absence of an available donor

- Informed consent of parents, patients, donors and siblings. Written
consent of parents, patients, donors and siblings when aged > 7
years

Exclusion criteria

Non-SCA disease (not homozygous SS or sickle/| [30 thalassemia)
Age > 15 years

No history of abnormal TCDI (TAMV = 200 cm/s)

Impossibility of receiving transfusions because of alloimmunization
- Lacking non-SCA siblings from the same parental couple

Parental refusal of HLA typing and transplantation in the case of a
genoidentical donor or 1-year extension of chronic transfusion

No affiliation with a social security scheme

Exclusion criteria for donors

- Positive HIV serology
- P24-positive antigen
- HCV-positive serology
- HBs-positive antigen

Contemporary Clinical Trials 62 (2017) 91-104

2.5. Ethical approvals

Ethical permission was obtained on July 27, 2010 and February
2013 (amendment) from the “Agence Francaise de Sécurité Sanitaire
des Produits de Santé” (AFSSAPS) entitled since 2012 “Agence
Nationale de Sécurité du Médicament” (ANSM) and the “Comité de
Protection des Personnes” (CPP) Ile de France which is the French IRB
in charge of this trial. The trial is monitored by an Independent Data
Monitoring Committee (IDMC).

3. Study procedures
3.1. Recruitment and screening

The investigators of each SCA center participating in the
DREPAGREFFE trial screened their patient cohorts for those with the
criteria required for participation and sent the abnormal TCDI scan to
Suzanne Verlhac, who coordinates the TCDI, MRI/MRA study of this
trial for control and validation.

The SCA children detected as eligible for the trial are seen in con-
sultations as part of their pathology, and the investigator provides ap-
propriate oral and written information to parents, patients and siblings,
including the objectives, benefits, constraints and risks of participating
in this research. A reflection period of at least one week is granted
before obtaining participation consent.

After parental consent, familial HLA typing is performed (patients,
siblings and parents when necessary).

3.2. Inclusion

The enrollment visit takes place once eligibility is confirmed, con-
sent obtained, and the HLA typing results are available.

Patients with no identical HLA enter the chronic transfusion group.
Patients in whom familial HLA typing shows the availability of a gen-
oidentical donor (HLA identity AB, DR, DQ) are included in the trans-
plantation group.

3.3. Treatments

3.3.1. Chronic Transfusion group

Before each transfusion, blood screening, including complete blood
counts, hemoglobin electrophoresis, screening tests for RBC antibodies
and iron balance, are performed. Crossmatches are systematic. Viral
serologies (HBS, CMV, HIV, HTLV) are conducted at baseline and at
1 year post-inclusion.

The aim of the chronic transfusion program is to maintain HbS
below 30% and hemoglobin between 9 and 11 g/dL without increasing
the hyperviscosity. The choice between simple transfusions, manual
exchange or erythrocytapheresis is left to the investigator of the SCA
center.

For those performing simple transfusions scheduled every 4 weeks,
the following scheme is proposed as follows:

- 15 ml/kg in the case of hemoglobin < 9 g/dL

- 12ml/kg in the case of hemoglobin between 9 and 9.5 g/dL

- 10 ml/kg in the case of hemoglobin between 9.5 and 10 g/dL

- In the case of hemoglobin > 10 g/dL, an exchange will be per-
formed or the transfusion delayed by one week.

In this group, chronic transfusion is maintained for at least 1 year
post-inclusion, after which the choice of treatment, transfusion dis-
continuation or extension or switch to hydroxyurea, is left to the in-
vestigator.

To limit the iron overload, oral chelation with deferasirox is ad-
ministered when the ferritin level is > 1000 pg/L two times within a 1-
month interval.
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3.3.2. Transplantation group

Transplantation is recommended in patients with a genoidentical
donor. The donor may be AA, AS or A-thal. In accordance with French
laws, the minor donor is received individually and their parents by an
independent committee of pediatric experts to collect their free consent.
The stem cell source is bone marrow or cord blood that may have been
cryopreserved. The minimum cellular dose required for a bone marrow
transplant has to be =2 x 10°CNT/kg and for a placental blood
graft = 3 x 107 CNT/kg of recipient. In the recipient, HbS must be
lower than 30% for anesthesia (required for central catheter placement
and ovarian or testis fragment cryopreservation) and conditioning.

3.3.2.1. Conditioning (Fig. 1).

- Busulfex (Busilvex® Pierre Fabre Médicaments, Boulogne-
Billancourt, France) from day — 10 to day —7 at a total dose of
12.8 mg/kg for patient weighing > 34 kg or 15.2 mg/kg for weights
from 23 to 34 kg, 17.6 mg/kg for weights from 16 to 23 kg and
19.2 mg/kg for weights from 9 to 16 kg.

- Cyclophosphamide: At a total dose of 200 mg/kg (50 mg/kg/day IV
from day — 5 to day — 2).

- Rabbit anti-thymoglobulin: Thymoglobulin® (Genzyme) at a total
dose of 20 mg/kg: 5 mg/kg/day from day — 6 to day — 3.

3.3.2.2. Prophylaxis of GvHD. Cyclosporin-A (CSA) is introduced
intravenously on day — 1 at 2 mg/kg and adjusted to achieve a whole
blood target (100-200 ng/ml). Following engraftment, CSA is given
orally with tapering initiated at 6 months post-transplant and stopping
at 9 months in the absence of GVHD. In the case of intolerance such as
seizures or posterior reversible encephalopathy syndrome (PRES), or in
the case of GvHD requiring steroid initiation, which is known to
increase the risk of seizure on CSA, it is replaced by mycophenolate-
mofetil (MMF) (CellCept®, Roche, Boulogne-Billancourt, France).

Methotrexate (MTX) is given at 15 mg/m? at day + 1 and then
10 mg/m2 at day +4 and + 6.

However, MTX is only given for bone marrow transplantation,
whereas only CSA is administered for cord blood transplantation.

Prophylaxis of seizures uses clonazepam during conditioning and
cyclosporine-A therapy.

3.4. Risks associated with treatments

3.4.1. Chronic transfusion

3.4.1.1. Infections. The residual risk of viral infection of transfusion
origin is minimal in the case of known viruses since it is estimated at 1/
3150000 for HIV, 1/10000000 for HCV and 1/640000 for HBV [20].

Parvovirus B19, which is not detected in donors, can have con-
sequences for sickle cell anemia. Nearly 50% of donors are immunized
against Parvovirus B19, but the prevalence of this infection and its
consequences with regard to transfusion is not clear [21]. Thus, the
question remains of the need for negative packed red blood cells for
Parvovirus B19 in non-immunized sickle-cell anemia.

Transfusion incidents involving bacterial contamination constitute
the major infectious risk (1 bacterial infection for 178,000 labile blood
products) and can have dramatic consequences in sickle cell patients
[22]. They are mainly due to commensal skin bacteria or post-prandial
bacteremia of the donor at the time of collection. Finally, the infectious
risk also concerns agents that are not known to date, for which it is not
possible to take preventive measures. Patients who are transfused in an
iterative manner are potentially at risk.

3.4.1.2. Allo-immunization. Immunological risk remains the major risk
of transfusion in sickle cell patients. It is mainly the risk of anti-red
blood cell (RBC) alloimmunization. Alloimmunization can lead to life
threatening  hemolytic  transfusion reaction. The anti-RBC
alloimmunization is relatively frequent in these patients; it can reach
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30-50% according to transfusion studies and transfusion practices and
results mainly from ethnic polymorphisms in blood group antigens
between donors, mainly of Caucasian origin and recipients of African
descent [23]. This polymorphism is found at 3 different levels. (i)
Common antigens, which are known to be immunogenic: the RH, FY,
JK and MNS antigens. (ii) The variation in common antigens that are
incomplete, in which the carrier of a partial antigen can be immunized
against the missing epitopes when exposed to complete antigen through
transfusion or pregnancy. Approximately 7% of patients carry a partial
D antigen [24]. These variants can be found only by identifying the
associated alleles in molecular biology, a practice that is not routinely
implemented [25,26]. Immunohemolytic accidents and a poor
transfusion yield have been associated with the corresponding
antibodies. (iii) The rare blood groups characterized by the absence
of a high frequency antigen. Specific rare blood groups have been
demonstrated in individuals of African descent, requiring identical
blood for transfusion. Rare blood units are stored and cryopreserved at
the National Rare Blood Bank. The management of transfusion,
especially in chronically transfused patients, is a real problem for
patients with rare blood types. In general, alloimmunization can be
prevented in the RH system; however, the resource is insufficient in
terms of packed red blood cells from Afro-Caribbean donors and does
not prevent alloimmunization against other antigens [24]. When
alloimmunization is established, the risk of immuno-hemolytic
accidents and a greater frequency of impaired transfusion
performance are observed via different mechanisms. The alloantibody
may be unknown because it has disappeared from the serum before
transfusion or because the history of alloimmunization is not known
[25,26]. The antibody that is reactivated by transfusion sensitizes the
transfused RBCs and induces their destruction, often causing
concomitant destruction of the patient's own RBCs likely via the
effect of oxidative stress generated by the dependent antibody
hemolysis but also by non-specific binding to sickle cell RBCs of
activated complement fractions [27]. A second mechanism is the
production of autoantibodies, which can lead to serious arrays of
transfusional hemolytic anemia [28]. Finally, apart from any obvious
alloimmunization, transfused RBCs can be destroyed rapidly (within 10
to 15 days) without precisely understanding the mechanism [29]. When
alloimmunization extends to many common or specific antigens in
these populations, irreversible transfusional impasses can occur, with
only the possibility of incompatible transfusions associated with a high
risk.

The prevention of these accidents lies mainly in knowledge of the
extended phenotype of the patient, matching of the transfused RBCs
and pre-transfusional crossmatching in the laboratory. In France,
matching for RH and KEL, the most immunogenic blood groups, is
mandatory. Matching is extended to the other immunogenic blood
groups (FY, JK, LNS) only when patients present a first immunization. It
is not possible to extend matching beyond the first intention because of
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the supply shortage of units from Afro-Caribbean donors. Finally,
crossmatch tests are systematic because they make it possible to over-
come some of the deficiencies of the screening test, especially when
antibodies against low frequency antigens are produced.

3.4.1.3. Iron overload. Iron overload is unavoidable in long-term
transfusion programs. The practice of transfusion exchanges in sickle
cell patients makes it possible to limit the potential of iron overload by
manual exchanges and even to avoid it with erythrocytapheresis. Iron
overload can be responsible for endocrine problems: diabetes,
parathyroid hormones, and gonadal and cardiac insufficiencies that
only occur after very prolonged transfusion programs over 10 years. To
avoid these complications, it is necessary to resort to a chelating
treatment, which is, in principle, requested after approximately
twenty transfusions. The overload is assessed based on the blood iron
balance by the transferrin saturation coefficient and the ferritin level.
The reference technique for evaluating iron overload was that obtained
by liver biopsy, but liver and cardiac MRI techniques made its
assessment easier and less dangerous. Reference chelation involves
the use of deferoxamine, the 10-h nocturnal subcutaneous
administration of which is extremely restrictive, but the availability
of the oral chelator deferasirox improves the compliance of
polytransfused patients [30].

3.4.2. Transplantation (SCT)

3.4.2.1. Aplasia. Aplasia during these myeloablative transplants lasts
an average of 20 days for bone marrow transplantations and 28 days for
cord blood transplants and has a risk of infectious complications,
justifying the use of sterile aseptic measures. Nevertheless, because of
these measures and the available antibiotherapies, only one aplastic
death occurred among 87 transplants [13].

3.4.2.2. Graft-versus-host disease (GvHD). In these genoidentical
transplantations, GVHD is related to minor antigenic differences. It is
prevented by cyclosporine A administered from day —1 to 9 months
post-transplant. During the first 100 days of the transplant, it is called
acute GVHD and results in skin signs such as pruritic erythematous rash,
which can lead to Lyell, diarrhea-vomiting-malabsorption and hepatic

Table 1
Assessments scheduled in the DREPAGREFFE Trial.
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biological signs. It requires the use of corticosteroids and possibly other
immunosuppressive therapies such as mycophenolate mofetil (MMF,
Cellcept®). Chronic GvHD manifests itself after day 100 in principle in
some patients with acute GvHD: it results in mucocutaneous problems
such as irregular pigmentation of the skin, labial and jugal lichen,
possible scleroderma and/or digestive problems with malabsorption.
The most serious complication is the occurrence of obliterans
bronchiolitis.

In the context of genoidentical transplantation for sickle cell anemia
[13], acute GvHD grade = II was observed in 20% of patients. Factors
that were significantly associated with the risk of GVHD were age >

15 years and the presence of a mismatch. No GvHD = II was observed
after cord blood transplantation. Moderate chronic GvHD was observed
in 11% and extensive GvHD in 2.4% of patients. GvHD was responsible
for 4 deaths among 87 patients.

In the present trial, all transplanted patients were younger than
15 years, and all sibling donors were strictly genoidentical, thus the risk
of GvHD will likely be probably lower. Moreover, the results improved
with time, and we have reported that disease-free survival among 121
transplants since 2000 (2000 — 2010) was 96.8% (95% CI: 93.2-100%)
at 3 years [31].

3.4.2.3. Gonadal risk

3.4.2.3.1. In girls. The myeloablative conditioning proposed herein
for transplantation in sickle cell anemia increases the risk of prolonged
ovarian failure in post-pubertal girls at the time of transplant and
results in a fall in estradiol levels and high levels of FSH and LH,
requiring the use of estroprogestative treatment and raising fears of
further infertility. At this time, the proportion of females that will have
definitive or only transient ovarian failure is unknown: it is estimated to
be prolonged for at least 10 to 15years. Consequently, ovarian
cryopreservation has been proposed: the specimen is collected under
caelioscopy before conditioning, and the ovary is frozen in small
fragments. This technique makes it possible to obtain two
pregnancies with two live babies in one transplanted ex-sickle cell
female [32,33].

When the transplant is performed in the prepubertal girl, an estro-
progestative treatment is often necessary to induce puberty when the

Treatment group I Geno-identical or Chronic Transfusion
Visits M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l MI12
Signed written consent X
Familial HLA typing X
Cerebral vasculopathy assessment X
X X
® TCD X
® MRI/MRA
Cognitive Testing (SCA-child + sibling) X
X
® WIPPSI-R X
® WISC IV
Ancillary study (3 ml of blood) X X
- Hypoxia factors
- Phosphatidylserin
Quality of life (SCD-child and parents) X X X X X
Anti-HLA X X
Chimerism (transplantation arm) X X X X X X X
Irregular agglutinins + direct Coombs (chronic transfusion arm) X X >4 X X X X X X >4 X X X
Irregular agglutinins + direct Coombs (transplantation arm) X X X X X
Iron balance: Iron, Transferrin saturation, Ferritin X X X X X
Liver and heart MRI X X
F lobin electropk is (chronic arm) X X X X X X X X X X >4 X X
Hi lobin electroph is (t arm) X X X X X X X
Monitoring 100% during one year post-inclusion and then, dard cohort foll p i ding TCDI and MRI/MRA at 3 years post-inclusion and cognitive testing.
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bone age reaches 13 years, but this is not always necessary, and spon-
taneous normal puberty with normal rates of estradiol and FSH-LH
were observed in several girls who were transplanted before puberty
[13,34]. Moreover, puberty has been achieved post-transplantation by
reimplantation of ovarian fragments obtained before conditioning for
transplantation [35].

3.4.2.3.2. In boys. No gonadal hormone disorders have been
observed to date in our French series [13,34] in boys: testosterone
and FSH-LH levels were normal in relation to their age and pubertal
development, which is always assessed post-transplant. However, no
semen analysis has yet been performed to assess future fertility.
However, the risk of infertility is probably very high despite the
apparent possibility of some (very)-long term recovery. As a
precautionary measure, testicular cryopreservation is proposed in
young sickle cell boys lacking clinical results to date. However, 3 ex-
SCA-transplanted males were fathered spontaneously 11, 12 and
20 years post-transplantation.

3.4.2.4. Other risks

3.4.2.4.1. Carcinogenic risk. Treatments with total body irradiation
are known to increase the risk of carcinogenesis, but this seems very
unlikely with the conditioning used herein without irradiation.
Extensive chronic GVHD can also be a risk factor. Regardless, to date,
no secondary cancer has been observed in the wake of sickle cell
transplantation [34].

3.4.2.4.2. Psychological aspects and quality of life. The impact of a
chronic disease on the emotional development of the child and his/her
family is major and must be taken into account. The transplantation
also increases the risk of stress for the entire family. A retrospective
study, supported by the French Institution of Transplantation, was
carried out in France on 28 sickle cell patients treated with SCT. The
goal was to assess their psychological state and to identify, through
their narratives of illness and healing, the psychic and cultural stakes of
the healing processes [36]. Of the 28 patients, nine had psychiatric
disorders of moderate intensity, requiring specialized follow-up. Most
had a positive view of the transplantation and its effects. Interviews
showed the importance of individual and family changes. The main
issues of healing were donation, the issue of recognition and debt, the
building identity especially in adolescence and infertility and its
transgenerational repercussions. In addition to cognitive assessment
and quality of life, a prospective and comparative study will be
performed to evaluate the psychological state of sick children and
their evolution during two different treatments: transplantation or
chronic transfusion.

3.4.2.4.3. Costs. Studies have reported the cost of chronic
transfusion in SCA in the USA [37] and genoidentical transplantation
in France [38]. Our study will make it possible to compare the
respective costs of these two techniques in a prospective way. The
main endpoint is a biological criterion that does not allow a cost
effectiveness study to be performed. We will compare the costs of the
transplantation strategy with the objective of providing an additional
decision criterion. The costs will be estimated in the two groups of
treatment (chronic transfusion or transplantation) from the perspective
of the health care system for a period of 3 years (duration of patient
follow-up) (Table 1).

4. Study assessments
4.1. Clinical and biological history

The electrophoresis of hemoglobin from the patient and his(her)
parents in the absence of transfusion or hydroxyurea treatment is re-
corded or molecular biology analyses performed to determine the
presence of homozygous SS or sickle $0-thalassemia. When possible,
baseline biological parameters including hemoglobin, reticulocytes,
leukocytes, neutrophils, platelets, mean corpuscular volume (MCV),
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bilirubin, lactate-dehydrogenase (LDH) and glucose-6-phosphate de-
hydrogenase (G6PD) activity are recorded in the absence of transfu-
sions or molecular biology. Alpha genes and beta-haplotypes are as-
sessed. An extended erythroid phenotype and history of eventual
irregular antibodies are recorded.

The clinical history is recorded, including lateralization of the pa-
tient, the date and the type of first manifestation related to sickle cell
disease, any history of stroke with the date and localization of the
neurological deficit, the date of the first transfusion and the number of
transfusions performed before inclusion, any splenic sequestration and
splenectomy, gallstones and history of cholecystectomy.

At inclusion and at 1 and 3 years post-inclusion, the physical ex-
amination includes weight, height, SpO2, systolic and diastolic blood
pressure, assessment of splenomegaly or hepatomegaly, puberty
scoring, and neurological exam.

4.2. Transcranial Doppler (TCD)

The first article to report interest in TCD in sickle cell children was
published in 1990 [39]. By comparing the velocities of 6 affected
children with a history of stroke and intracranial stenosis confirmed by
angiography and those of 115 affected children without a neurological
history, Adams showed that a TAMV in the proximal middle cerebral
artery (MCA) or distal internal carotid artery (ICA) greater than or
equal to 190 cm/s strongly evoked a focal stenosis [39]. In a larger
study of 34 patients aged 2 to 30years (mean 12 * 6 years) with
stroke, using TCD and angiography as the gold standard, he noted a
sensitivity of 90% and a specificity of 100% with the following criteria:
a TAMV higher than or equal to 200 cm/s evokes stenosis, absence of
flow in the MCA or slow flow < 70 cm/s in MCA favors thrombosis of
the ICA and/or MCA, with the recorded slow flow being related to a
type of augmentative circulation Moya Moya [5]. Adams then demon-
strated the ability of TCD to predict the occurrence of stroke in
asymptomatic sickle cell children [8]. One hundred and ninety children
were followed for an average of 29 months. Twenty-three had a T-
AMV > 170 cm/s. Seven strokes occurred, including six of 23 patients
with an abnormal TCD. This result was confirmed by a subsequent
study including 125 additional children, which revealed a risk of stroke
of 40% within 3 years in children with a TAMV in the terminal ICA or
MCA equal to or higher than 200 cm/s compared with 2% if the TCD
was normal [8].

Adams used dedicated Doppler (blind or non-imaging TCD) to
identify children for treatment. We used a transcranial color Doppler
imaging device, combining B-mode imaging with color coding of the
Doppler information. TCD and TCDI are similar, provided that TCDI
sonographers focused on Doppler signal optimization, including atten-
tion to the audible components of the Doppler signal, meticulous
tracking of the arterial segments, and careful documentation of the
highest velocities [40].

We first verified that the criteria described by Adams in blind
transcranial Doppler could be used in our center in TCDI. While we
established a threshold value of 170 cm/s, vasculopathy suspected by
TCDI in 9 children in a series of 58 children with sickle cell disease was
confirmed by angiography in all but one [6]. All four patients with a
velocity > 190 cm/s had stenosis. Two of them had no neurological
history. Examination of the TCDI data and conventional angiography or
magnetic resonance angiography (MRA) revealed that abnormally high
velocities do not always correspond to an anatomical stenosis. TCDI
detects focal hemodynamic stenosis that precedes the establishment of
an organized stenosis but exposes the downstream tissue area to
ischemia. It has been demonstrated that the impact of therapeutic in-
tervention at this stage of circulatory disorders may avoid the evolution
towards stenosis [41].

In France, color Doppler imaging (TCDI) is used with a low-fre-
quency 2-Mhz transducer, which allows a more accurate identification
of the arteries and offers a shorter learning curve for the operator. This
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equipment is widely available in imaging departments, and training has
been largely given by the SV who coordinates the assessment of the trial
by TCDI and MRI/MRA. All SCA centers receive the training provided in
the US [42], and early TCDI screening is recommended [7,43,44]. Since
June 2011, assessment of the extracranial part of the ICA via the sub-
mandibular approach, was systematically added to the circle of Willis
assessment [45]. The velocity is recorded on both sides of each cerebral
artery: MCA, anterior cerebral artery (ACA), posterior cerebral artery
(PCA), basilar artery (BA), internal carotid artery (ICA) and extracranial
internal carotid artery (eICA). Velocities are calculated without angle
correction to avoid the risk of flow velocity overestimation, and the
flow velocity of ACA and eICA were considered for treatment, in ad-
dition to MCA and distal ICA velocities. This parameter is the time-
averaged mean of the maximum flow velocity (TAMV), also called the
mean velocity, as in the STOP study. Because of the inverse linear re-
lationship between the hematocrit and velocity, it is necessary to con-
trol the hemoglobin level on the same day of the TCDI to ensure that the
patient does not experience acute anemia that could lead to a mis-
interpretation of the TCDI result. TCDI data are classified according to
the STOP study as either normal (TAMV in every artery < 170 cm/s),
conditional (170-199 cm/s), abnormal (= 200 cm/s in at least one ar-
tery) or inadequate (unavailable temporal windows).

For this trial, TAMV in all cerebral arteries are recorded, but the
values entering in the analysis for the primary endpoint are the TAMV
values in the artery with the highest TAMV value. TCD is performed at
inclusion and at 1 and 3 years post-inclusion.

4.3. Magnetic resonance imaging (MRI)

MRI is a very sensitive tool for the detection of ischemic lesions
depicted as hypersignals on the T2 and Flair sequences. Three types of
lesions are described [46]. Most commonly, ACM-territory and ACA-
territory infarcts related to severe stenosis or thrombosis of these major
arteries are observed. Cortical watershed infarcts of the cortex and
adjacent subcortical white matter that occur at the border zones be-
tween major cerebral arterial territories as a result of hypoperfusion
may also be observed, as well as internal watershed infarcts of the deep
white matter of the centrum semiovale and corona radiata at the border
zone between the lenticulostriate perforators and the deep penetrating
cortical branches of the MCA or at the border zone of the deep white
matter branches of the MCA and the ACA.

A silentinfarct is defined as an MRI signal abnormality measuring at
least 3 mm in one dimension that is visible on 2 views on the T2-FLAIR
weighted images and detected in a patient with no history of overt
stroke and normal neurological exam.

For this trial, the scoring applied for ischemic lesions on MRI is as
follow: 3 = territorial, 2 = cortical watershed infarct, 1 = internal
watershed infarct, and for atrophia: 0 = absent, 1 = mild, 2 = mod-
erate, 3 = severe.

4.4. Magnetic resonance angiography (MRA)

This noninvasive angiography has improved considerably in recent
years and allows the visualization of arterial thromboses as well as even
moderate stenoses [47,48]. The time-of-flight sequence in the three-
dimensional acquisition (3D TOF) is most commonly used. The injec-
tion of contrast medium is not necessary. The very frequent flow arti-
facts with older equipment in these fast flowing anemic children in the
form of a signal vacuum at the two carotid siphons and M1 segments of
the MCA have become less troublesome. Console work with careful
reconstruction and artery segmentation facilitate the analysis of each
arterial segment and minimize false positives. The number and extent of
stenoses occurring since inclusion will be compared in both chronic
transfusion and transplantation groups. Attention is also paid to the
detection of an abnormal basal collateral arterial network resembling
“puff of smoke” so-called Moyamoya vessels, especially when the
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homolateral ICA and/or MCA are not visible.

The MRI/MRA protocol includes FLAIR, T1, T2, diffusion-weighted
sequences and 3D time-of-flight angiography of the Circle of Willis. An
additional 3D time-of-flight (TOF) multislab MRA (non-contrasted) se-
quence exploring extracranial ICA and carotid bifurcations are added.

For this trial, the scoring applied for MRA is as follows: 1 = mild
stenosis (25-49%), 2 = moderate stenosis (50-74%), 3 = severe ste-
nosis (75-99%), 4 = occlusion for each artery and for Moya: 0 = ab-
sent, 1 = mild, 2 = severe.

4.5. Cognitive testing

In a previous national multicenter prospective study, we enrolled
173 sickle cell children aged from 5 to 15 years between January 1996
and July 1997 for assessment with TCDI, MRI/MRA and cognitive tests,
which was also performed in non-SCA siblings. The multivariate ana-
lysis showed that ischemic lesions on MRI (OR = 2.76, p = 0.047), a
low hematocrit < 20% (OR = 5.85, p = 0.005) and thrombocy-
tosis > 500 x 10%/L (OR = 3.99, p = 0.004) were significant in-
dependent risk factors for cognitive impairment (Full Scale Intelligence
Quotient: FSIQ < 75) [49].

In the present study, the Wechsler intelligence scales used in pa-
tients and their siblings participating in the study were the “Wechsler
Preschool and Primary Scale of Intelligence” (WPPSI-3) for children
3-6 years of age or the “Wechsler Intelligence Scale for Children-4th”
(WISC-4) for children 7-16 years of age and the “Wechsler Adult
Intelligence Scale” (WAIS-3) for siblings older than 16 years.

4.6. Quality of life and psychological conditions

Health-related quality of life (HRQoL) is a patient-reported outcome
(PRO) of how his/her well-being and level of functioning are affected
by health or the treatment received. Measurement of HRQoL facilitates
our understanding of the burden of disease experienced by patients
[50].

In this trial, HRQoL is assessed at inclusion and at 3, 6, 9, 12 and
36 months post-inclusion using the French version of the PedsQL 4.0
generic core scales (physical, emotional, social, school items), which
are multidimensional child self-report and parent proxy-report scales
with proven reliability and validity in children to distinguish between
healthy children and pediatric patients with acute or chronic health
conditions [51]. Moreover, the PedsQL™ generic core scales have also
been shown to be reliable and valid for use in patients with SCD [52].
Several cross-sectional studies have utilized these scales [53-59] and
shown that parents and SCA children report worse HRQoL on all scales
compared with healthy black norms, and parents report worse HRQoL
than child self-reports [57,59]. Factors associated with a worse overall
HRQoL are asthma, pain crises, and missed school [56]. Neurological
morbidity in children is associated with worse school HRQoL in child
reports and worse overall and psychosocial HRQoL in parent proxy
reports [54]. Major pain is associated with worse school functioning in
the parent report and with poor physical and psychosocial child self-
reports [54].

The aim is to evaluate by self-questionnaire the quality of life of SCA
children as well as the quality of family life [60-66], as the transplant
or non-transplant may have disrupted or improved the family's ex-
perience of the disease.

Psychological conditions are evaluated by psychologists in each
center but not measured for research. However, it is scheduled to
prospectively interview the parents of the 10 children who undergo
transplantation in the present trial, a few weeks before the transplant, a
second time three months post-transplant and one year later. Each time,
a face-to-face, semi-structured interview is conducted, using interview
grids that are specifically designed for each stage of the study.
Interviews are conducted by one or two researchers in the pediatric
ward in which the medical appointments are usually scheduled.
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Researchers are either psychiatrists or psychologists, are all aware of
the medical aspects of SCT in SCA, and trained to conduct interviews
with specific populations.

4.7. Blood screening

The biological parameters assessed in both arms each month during
the 1-year follow-up post-inclusion are described in the table.

Iron overload is studied via blood samples (iron, transferrin sa-
turation, ferritin) collected at baseline and at 3, 6 9, 12 and 36 months
post-inclusion in both arms.

In the transplantation arm, donor chimerism is assessed at M1, M2,
M3, M6, M9 and M12 and 3 years post-transplant.

4.8. Hepatic and heart MRI

Iron overload may be severe in SCA patients who are highly trans-
fused and must be regularly assessed [67]. Liver iron content (LIC) is a
reliable reflection of overall iron content in the organism [68], and MRI
has become the reference technique for assessing HIC, replacing liver
biopsy because it is noninvasive. Two protocols are used in France that
have been validated in comparison to the histological results of iron
measurements obtained from liver biopsies: the liver/muscle signal
intensity ratio (SIR) developed by Gandon [69] and completed by Rose
[70], which requires 5 or 6 sequences and T2* relaxometry with a
single multiecho gradient-echo T2 sequence [71]; this sequence is also
used to evaluate myocardial iron. Verlhac, who also coordinates this
assessment for the trial, reported a study comparing these techniques in
92 MRI performed for highly transfused SCA patients and found a good
correlation between them with a Pearson coefficient of 0.89 for mea-
suring HIC of < 16 mg/g [72]. Several studies have shown that there is
no correlation between iron overload in the liver and heart, which
probably results from different iron accumulation and chelation ki-
netics in the two organs [73]. This justifies the simultaneous assessment
of liver and heart, which is easy with T2* relaxometry.

4.9. Costs

Our trial will allow a comparison of the respective costs of these two
techniques in a prospective way. The costs of transplantation are
compared to those of chronic transfusion. The costs are estimated from
the perspective of the health care system over 3 years (duration of
patient follow-up). The resources used are documented prospectively in
volume for each patient included in the observation book. These re-
sources include hospitalizations, examinations and ambulatory treat-
ments. The valuation is performed based on national costs when they
are available (prices of blood products, rate of ambulatory acts). In
terms of hospitalizations, administrative data are used and supple-
mented if necessary by accounting data. The costs associated with HLA
typing, sampling, packaging and, in general, all pre-transplant proce-
dures are also included in the calculations. The hospitalizations oc-
curring post-transplant are also taken into account.

4.10. Biological study

4.10.1. Phosphatidylserine

Phosphatidylserine is a membrane phospholipid that is normally
present on the inner side of membranes but is abnormally exposed on
sickle-cell RBC membranes [74-76]. Externalization of phosphati-
dylserine (PS) is one of the key signals for RBC removal and may favor
their adherence to endothelial cells. In the context of SCA, this could
modify the adhesion properties of RBCs and could increase the risk of
vasculopathy. It is possible that RBCs that present PS on their surface
are capable of altering blood vessel walls, particularly cerebral vessels,
and of participating in the formation of cerebral vasculopathy.
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4.10.2. Hypoxia and angiogenic factors

Hypoxia-induced angiogenesis may play an important role in the
pathophysiology of SCA. It is well recognized that vascular endothelial
growth factors (VEGFs) alone do not play a role in the control of an-
giogenesis. Indeed, VEGF alone initiates but does not complete angio-
genesis [77]. Among the molecules that can function in cooperation
with VEGF, angiopoietins should be mentioned. Angiopoietins re-
present a family of cytokines that are known to have two main mem-
bers, Angiopoietin-1 (Ang-1) and Angiopoietin-2 (Ang-2), which pos-
sess a common receptor called Tie-2. During physiological
angiogenesis, angiogenic remodeling involves a preliminary Ang-2 ac-
tion that destabilizes vascular structures to allow VEGF, if present, to
stimulate angiogenesis. In the absence of the latter, vascular regression
is observed. Ang-1 intervenes in the late phases of angiogenesis to en-
sure stabilization of the vascular networks in particular by promoting
the recruitment of peri-endothelial cells. This discovery of angiopoie-
tins as synergistic agents of VEGF in the angiogenic balance offers new
perspectives to the study of angiogenesis in a pathological context,
particularly in cerebral ischemia [78]. Similarly, erythropoietin (EPO)
can exert distinct effects from its hematopoietic effects on different
organs including the brain. For example, EPO is angiogenic, neuro-
protective and its receptor has been identified at the cerebral level
[79,80].

Numerous factors lie at the root of angiogenesis, among which
tissue hypoxia is known to play a major role in increasing the synthesis
of angiogenic factors, in particular via the transcription factor HIF-1
(hypoxia inducible factor-1). Among the angiogenic factors induced by
HIF-1 are VEGF, Ang-2 and EPO [81-83]. VEGF, angiopoietins, EPO
and the placental growth factor (PIGF) seem particularly interesting in
the context of sickle cell anemia. Indeed, the serum level of these mo-
lecules, and in particular that of Ang-2, revealed a pro-angiogenic state
in adult sickle cells [84]. Moreover, recent data demonstrated that
hydroxyurea therapy in SCA was associated with a reduction of the
raised levels of Angl, bFGF and VEGF [81].

It should be noted that in sickle-cell anemia, organic damage is
related to vaso-occlusion accidents associated with ischemia-reperfu-
sion. These molecules are known to be involved in post-ischemia and in
particular angiogenic processes [82,83,85]. Thus, all these studies
highlight the relevance of studying the expression of these hypoxic/
angiogenic factors at the serum level in sickle cell children with ab-
normal Doppler velocities and of comparing their expression during
chronic transfusion or after transplantation.

4.10.3. Brain injury-related factor expression

SCA is a chronic illness that causes an increased risk of stroke and
progressive brain and cognitive dysfunction. Several studies have
highlighted the expression of brain injury-related factors such as brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) and S100B protein as potential
peripheral biomarkers of brain damage [86-88]. Therefore, the serum
levels of these potential brain-related injury factors will be evaluated at
baseline and 12 months post-inclusion in both arms. Moreover, stroke
incidence and high TCD velocity have been associated with elevated
BDNF in SCA [89]. Plasma BDNF and PDGF-AA levels are associated
with high TCD velocity and stroke in children with sickle cell anemia.

Therefore, it will be very interesting to compare the serum level of
all these hypoxic/angiogenic and potential brain-related injury factors
at baseline and 12 months post-inclusion in both arms.

4.11. Safety assessments

For the patients included in the chronic transfusion program, direct
Coombs, irregular agglutinins and iron balance (iron, transferrin sa-
turation, ferritin) will be checked before each transfusion.

For the transplanted patients, the direct Coombs, irregular aggluti-
nins and iron balance (iron, transferrin saturation, ferritin) are per-
formed at 3, 6, 9 and 12 months after inclusion. Anti-HLA testing is
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performed at inclusion and 1 year post-inclusion.

An amendment approved by ANSM and CPP in February 2013 al-
lowed extension of the follow-up of patients to 3 years post-inclusion.
Thus, blood screening will be assessed again at 3 years as part of the
regular follow-up.

4.12. Adverse events

All adverse events (AEs) during the study will be recorded in the
case report form, with information about the date of onset and end date
(if applicable), severity and seriousness of the AE, investigator's opinion
of the relationship to the protocol treatment, treatment for the AE,
cause of the event (if known), and information regarding the resolution
or outcome, Adverse events classified as serious will be recorded using a
serious adverse event reporting tool and reported to the sponsor.

The intensity of an AE is graded according to the National Cancer
Institute's Common Terminology Criteria for Adverse Events (NCI
CTCAE) version 4.03.

5. Outcome measures
5.1. Efficacy evaluation

The primary outcome of the Drepagreffe trial was the average at
1 year of the velocities (TAMV) of the right and left middle cerebral
arteries. This was then modified after the amendment by using the
following:

O TAMV recorded in the artery with the highest TAMV value at
12 months after inclusion

The secondary outcomes include the following:

O Incidence of stroke
O Survival without stroke
O TCD velocities in all arteries at 1 and 3 years post-inclusion
O Proportion of patients with normalized velocities at 1 and 3 years
(TAMV < 170 cm/s in all arteries).
O Incidence of ischemic lesions on MRI.
= The number of patients with ischemic lesions that appeared since
inclusion is compared in both arms
= The difference in MRI scoring between inclusion and at 1 and
3 years post-inclusion is compared in both arms
O Incidence of stenosis on MRA
= The number and extent of stenosis occurring since inclusion
= The difference in MRA scoring between inclusion and 1 and
3 years post-inclusion
= MRI/MRA performed at inclusion and at 1 and 3 years post-in-
clusion will be read again in a blinded manner by 2 experts with
no knowledge of the patient's history or treatment
O Cognitive performance in patients and siblings
= Performance at inclusion and at 1 and 3 years post-inclusion
O Quality of life in patients and parents
O Costs in each arm of treatment
O Expression of membrane phosphatidyl, hypoxia, angiogenic and
brain injury-derived factors at 12 months in both arms and com-
parison with values at inclusion

An amendment approved by ANSM and CPP in February 2013 al-
lowed extension of the follow-up of patients to 3 years post-inclusion.
Thus, TCDI, MRI/MRA, quality of life scales, and blood screening, will
be assessed again at 3 years as part of the regular follow-up. Only
cognitive testing is not included in the regular follow-up and has been
financed by another grant.
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5.2. Safety evaluation

Alloimmunizations that have appeared since inclusion are com-
pared in both groups. In the transfusion group, the program will be
terminated if any iron overload is assessed at inclusion and at 12 and
36 months post-inclusion.

5.3. Sample size consideration

For a type I error rate of 5% risk and 80% statistical power, 21
children should be included in the transplantation group and 42 chil-
dren in the chronic transfusion group to demonstrate a difference from
140 cm/s to 100 cm/s on the TAMV at 12 months assuming a standard
deviation of 40 cm/s, as suggested by our previous data [13], and a
prevalence of 1/3 donor availability.

The protocol was amended in February 2013 due to a different
prevalence of treatment groups. Therefore, the sample size computation
was revised accordingly, as follows. For a type I error rate of 5% risk
and a 90% statistical power, and assuming a prevalence of 1/2 donor
availability, 63 children should be included to demonstrate a difference
from 140 cm/s to 100 cm/s on the TAMV at 12 months assuming a
standard deviation of 40 cm/s, as suggested by our previous data [13].

5.4. Duration of the research

The inclusion period was scheduled at 24 months and the follow-up
for each patient at 12 months. An amendment was approved by ANSM
and CPP in February 2013, which allowed extension of the inclusion
period by 6 months and of the follow-up by 24 months. Thus, for the
patients, the length of the follow-up is 36 months.

5.5. Statistical analysis

The intention-to-treat (ITT) population will be considered for the
analysis. Two primary analyses of the main endpoint will be performed
based namely on genetic randomization and using propensity score
matching.

Genetic randomization considers the availability of the donor as a
result of a random experiment; hence, a rough comparison of the main
endpoint across treatment groups will be performed for the whole
sample.

At the time of protocol amendment, a propensity score matching
analysis was also scheduled for the ITT population as a type of sensi-
tivity analysis.

5.6. Description of the stopping rules

The sponsor and/or regulatory bodies may decide at any time to
discontinue the trial prematurely for medical and/or administrative
reasons. In all cases, the decision shall be determined after mutual
consultation and appropriate documentation of the reasons. The in-
vestigator will then return the observation books and all documentation
related to the study to the proponent.

Rules for discontinuing the study on an individual scale:

- Patients and parents refusing transfusion protocol will not be in-
cluded.

- Patients with an identical HLA donor who refuse an allograft will be
analyzed for the intention-to-treat population.

- Major alloimmunization prohibiting continuation of the transfusion
program.

5.7. Trial status

The French DREPAGREFFE Study is a large prospective multicenter
interventional study comparing the outcome of cerebral vasculopathy
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in SCA children with a history of an abnormal TCDI. The initial pro-
tocol, which was approved by “Agence Francaise de Sécurité Sanitaire
des Produits de Santé” (AFSSAPS) and the “Comité de Protection des
Personnes” (CPP) on July 27, 2010, scheduled the enrollment of 63
participants and 1-year follow-up.

An amendment, which was approved by “Agence Nationale de
Sécurité du Médicament” (ANSM), the new name of AFSSAPS since
2012, and CPP in February 2013, allowed extension of the inclusion
period by 6 months and of the follow-up period by 2 years. Thus, the
follow-up for each patient is 3 years post-inclusion or transplantation.

Enrollment began on December 31, 2010 and stopped on June 30,
2013. The last transplantation was performed on January 13, 2014 and
the clinical follow-up ends on January 2017. The trial is supervised by
the Clinical Research Unit in the Paris area.

6. Discussion

This is the first prospective trial to compare transplantation to
chronic transfusion in SCA children with cerebral vasculopathy. This
multicenter trial enrolled SCA children in long-term chronic transfusion
treatment due to a history of abnormal cerebral velocities on TCDI re-
gardless of a history of stroke. The hypothesis is that genoidentical
transplantation will facilitate improvement or stabilization of cerebral
vasculopathy than chronic transfusion with a favorable balance ben-
efit/risk. The measures of efficacy are velocities on TCD], silent infarcts
and stenoses on MRI/MRA, quality of life and psychological status, iron
overload, PS exposure on RBCs, angiogenic factors and costs.

A disadvantage of using observational data for assessing clinical
benefit is that treatment groups may differ such that confounding bias
can be suspected. Nevertheless, to minimize comparison biases, the
availability or not of an HLA-identical sibling donor was considered to
be the equivalent of genetic randomization to the allograft or transfu-
sion arm, respectively. Indeed, selection criteria included only patients
with at least one non-SCA sibling from the same parental couple who
agreed to HLA typing and transplantation when available genoidentical
donor. Moreover, we also considered propensity-score matching as a
sensitivity analysis to control for potential residual confounding.

The chronic transfusion program applied in patients detected at risk
due to abnormal TCD has proven its efficiency for decreasing the risk of
stroke by 91% [9], but even after at least 30 months of transfusion in
patients with normalized velocities, its discontinuation is not safe and
leads to a high risk of stroke or reversion to abnormal TCD [12]. In the
Créteil SCA newborn cohort that was screened at an early time point
with TCDI, there was a high 29.6% cumulative incidence by age 9 of
abnormal TCDI, raising concerns about the number of patients to in-
definitely transfuse [11]. To limit these indications of long-term
transfusions, a switch to hydroxyurea has been proposed in monocenter
[41] and randomized multicenter studies [90]. Hydroxyurea via an
increasing hemoglobin level, decreased velocities [91] and inferiority
TWITCH trial has shown that hydroxyurea was not inferior to chronic
transfusion in SCA children with a history of abnormal TCD who had
been previously transfused for at least 1 year [90]. However, as the
mean age at enrollment was 9.7 years old and the duration of past
transfusions was 4.5 years, we suspect that most of the patients were
probably beyond the risk period [92]. Moreover, the short-term follow-
up in the TWITCH trial requires caution in determining the safety of this
switch [92]. In contrast, in the Créteil SCA cohort, we have extensive
experience with the follow-up of 92 patients with a history of abnormal
TCDI. A switch to hydroxyurea was prescribed since 1998 to 45 SCA
children with normalized velocities and no stenosis. A reversion to
abnormal TCDI was observed in 13/45 (28.9%) patients before age
9.5 years, and transfusions were immediately reinitiated to avoid stroke
occurrence [93]. Thus, in our opinion, it is cautious to regularly check
TCDI after the switch to hydroxyurea [92]. By contrast, in the same
cohort, 24 among the 92 patients with a history of abnormal TCDI, were
transplanted with a genoidentical sibling, no reversion to abnormal
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TCD occurred and velocities were normalized in 4 patients who still had
abnormal TCDI despite a long-term transfusion program [93]. This
monocenter experience encouraged us to propose the prospective
multicenter DREPAGREFFE trial.

Silent cerebral infarcts (SCI) are the most common form of neuro-
logic disease in SCA patients [94], and the cumulative risk does not
reach a plateau [11] with a cumulative risk of 19.2% by age 8 years,
32.4% by age 14 years, 39.1% by age 18 [95] and 53.3% by age
30 years [96]. In the Créteil cohort [95], the cumulative incidence of
SCI in patients with a history of abnormal TCDI was 20/38 (52.6%) vs
44/151 (29.1%) in those with no such history (p = 0.006) (personal
data). They are associated with the presence of stenosis but also occur
in absence of macrovasculopathy [11,95,97]. The risk factors for SCI
reported in the literature are baseline [11,95,97,98] and acute [93]
severe anemia, stenosis [93,97], a high leukocyte count [99], male sex
[98], Senegal B haplotype [99], and relatively high systolic blood
pressure [98]. In the STOP-2 study, SCA children with a history of
abnormal TCD but normalized velocities and no severe stenosis, 21/79
(27%) had SCI at study entry, and 3/37 (8.1%) developed new MRI
lesions in the transfusion-continued group compared with 11/40
(27.5%) in the transfusion-halted group (p = 0.03) [100]. The total
number of lesions remained essentially unchanged, decreasing from 25
to 24 while increasing from 27 to 45 in transfusion-halted patients
[100]. In the SIT trial examining patients with SCI in the absence of
abnormal TCD, 6/99 (6%) had a new or enlarged infarct in the 3-year
transfusion group compared with 14/97 (14%) in the observation
group, corresponding to a significant reduction in incidence: 2.0 vs 4.8
events, p = 0.04 [101]. The outcome of stenosis on MRA was evaluated
in a subset of patients in the STOP-2 trial. Indeed, MRA studies, were
not initially included but were added after initiating the trial. Twenty-
six patients had MRA at enrollment and during follow-up. Among the
19 patients with an initial normal MRA, no appearance of stenosis was
observed among 10 patients who were randomized to the transfusion-
continued arm, whereas one appeared among the 9 patients in the
transfusion-halted group [100].

Cognitive performances have been shown to be significantly lower
in SCA patients than in non-SCA siblings [49]. SCA patients with a
history of stroke exhibit lower performance than those with SCI who
themselves have lower performances than those without SCI
[49,102-105]. Moreover, we have shown in a previous prospective
multicenter study that low performances were associated with the
presence of ischemic lesions on MRI, severe anemia and thrombocytosis
[49]. To date, no prospective study has evaluated the outcome of
cognitive function after SCT compared with chronic transfusion. Only
the SIT trial compared chronic transfusion to simple observation in SCA
patients with silent infarcts and found no significant difference in
cognitive performance at 3 years [101]; however, but only abbreviated
scales of intelligence (WASI) were used.

The risk of transplantation is not negligible, including treatment-
related mortality, post-transplant neurological worsening, graft-versus-
host disease (GVHD) and gonadal dysfunction, although they are quite
reduced when transplantation is performed before the age of 15
[13-19]. Important progress have been achieved in the management
and results of genoidentical transplantation for SCA patients. In 2007 in
France, disease-free survival among 44 SCA patients transplanted since
2000 was 95.3% at 5years [34]. In 2010, we confirmed that the
chances of cure were at least 95% because among 121 patients trans-
planted since 2000, DFS was 96.8% (95% CI 93.2-100%) [106].
Moreover, in 2013, we showed that the high ATG dose (20 mg/kg)
significantly reduced the incidence of chronic GVHD [107]. The risk of
early neurotoxicity (seizures, posterior reversible encephalopathy syn-
drome) was also reduced by switching CSA to MMF when steroid in-
itiation was required [106]. To preserve the chances of fertility, testis or
ovarian fragments were cryopreserved before transplantation.

Health-related quality of life (HRQoL) is a patient-reported outcome
(PRO) of how his/her well-being and level functioning are affected by
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health or the treatment received. In this trial, HRQoL was assessed with
the French version of the PedsQL 4.0 generic core scales because the
new PedsQLTM SCD module [108] was not available when this trial
was initiated. Measurement of HRQoL facilitates our understanding of
the burden of disease experienced by patients [50]. HRQoL has been
assessed in the SIT trial comparing chronic transfusions with observa-
tion in SCA children with SCI in the absence of abnormal TCD. The
investigators used other HRQoL scales, CHQ PF 50, and discovered
significantly better scores in the transfused group in terms of physical
function, bodily pain and change in health compared with the ob-
servational group [109]. This was the first evidence that children with
SCA who received regular blood transfusion therapy felt better and had
a better overall HRQoL than those who did not receive transfusion
therapy. However, a recent study reported very low HRQoL in SCA
patients chelated with deferasirox, although the neurological status of
SCA patients was not described [110]. Hydroxyurea treatment has been
shown to be associated with better overall HRQoL per child report and
better parent and child-reported physical HRQoL [58]. A significant
improvement in HRQoL was recently reported at 1 year after HSCT for
SCA patients [111-113] but there is no trial comparing HRQoL between
transfused and transplanted SCA patients.

Thus, DREPAGREFFE trial is the first prospective study to compare
the outcome of cerebral vasculopathy in two arms, transfusion vs
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transplantation, defined by the random availability of having a genoi-
dentical donor. Our hypothesis is that velocities will be significantly
more reduced after transplantation and cerebral vasculopathy better
stabilized or improved at 1 year, but that it will also be very important
to evaluate whether the difference in cognitive performance observed
between SCA patients and non-SCA siblings may be reduced after SCT.
The other major point of this study will be the evaluation of the benefit/
risk balance in terms of safety, quality of life, and cost with the ob-
jective of providing an additional decision criterion.
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National multicenter prospective study comparing the results of geno-identical allograft to the transfusion program in

- Evaluation of transfusion performance, anti-erythroid alloimmunization, and post-transfusion incidents and accidents

- Of which parents refuse HLA typing and transplantation project in the event of the existence of an available HLA geno-

Title
Code sickle cell children with cerebral vasculopathy detected by transcranial Doppler. DREPAGREFFE
P: 071247
Investigator Francoise BERNAUDIN, MD
coordinator
Objectives Principal:
Show that the allograft significantly more decreases the velocities on TCDI than the extended chronic transfusion
Secondary:
Compare in the 2 groups (transfusion vs transplantation):
- Outcome of cerebral vasculopathy
* Percentage of patients with normalized TCDI (TAMV < 170 cm/s)
* Ischemic lesions on MRI
* Possible stenosis on MRA
* Serum expression of “angiogenic” molecules
* Comparative cognitive performance patient and sibling
- Iron overload
- Psychological condition and quality of life
- Costs
Eligibility criteria  Inclusion criteria
- Sickle cell anemia (SCA) patients (SS/Sb0),
- Aged < 15years,
- With a history of abnormal TCDI (= 200 cm/s)
- with or not a stroke history
- Having at least one non-SCA sibling of the same parental couple
- Of which parents accept HLA typing and transplantation project in the event of available HLA geno-identical donor
among siblings or the extended chronic transfusion
Non-Inclusion Criteria
- non SCA patients (not SS/Sb0)
- aged > 15 years
- No history of abnormal TCDI (= 200 cm/s)
- no non-SCA sibling of the same parental couple
identical donor among siblings or the extended chronic transfusion
Sample size 63 patients
Duration of

Inclusions over 2 years and 6 months and follow-up over 3 years, i.e., a study duration of 5 years and 6 months
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research

Methodology National multicenter non-randomized prospective cohort study but defined by the random availability of having geno-

identical donor
transplanted (exposed) versus transfused (unexposed).
Study of cell therapy.
Exams required 1. The TCDI
2. The MRI/MRA
3. Cognitive tests (WIPPSI-R or WISC-4 or WAIS-3)
4. Quality of Life Scales
5. Alloimmunization
6. Externalization of phosphatidylserine
7. Expression of angiogenic molecules.
End points 1. Main endpoint
Improvement of the cerebral vasculopathy d on the ement of velocities (TAMV) at one year
2. Secondary endpoints
2.1 Evolution of cerebral vasculopathy
- Incidence of stroke
- Survival without stroke
- TCD Velocities in all arteries
- Percentage of patients with normalized velocities
- Expression of membrane phosphatidyl and angiogenic molecules
- Incidence of ischemic lesions in MRI
- Incidence of stenoses on MRA
- Cognitive performance (patient and sibling)
2.2 Anti-erythrocytic alloimmunization
2.3 Hemolysis and iron overload
2.4 Assessment of Psychological Status and Quality of Life
2.5 Costing
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Annexe



L’AVC représente la premicre cause d’handicap acquis chez 1’adulte. L’AVC ischémique,
représentant 87% des AVCs, est une pathologie complexe dont le premier facteur de risque
aggravant est I’hypertension artérielle. A I’heure actuelle les seuls traitements disponibles sont la
thrombolyse et la thrombectomie. Cependant, ces traitements présentent de nombreuses contre-
indications et effets secondaires limitant leurs applications chez les patients.

L’objectif des travaux menés dans cette theése est 1’évaluation d’un traitement pharmacologique, le

RGTA (ReGeneraTing Agent), combiné ou non a un traitement cellulaire utilisant les cellules
souches mésenchymateuses (CSMs), chez des rats normo- et hyper-tendus.

Les résultats obtenus dans cette thése montrent qu’a la suite d’une ischémie cérébrale, les
traitements évalués offrent une neuroprotection et une récupération fonctionnelle persistantes, chez
les animaux noromo- et hyper-tendus. Cette récupération est expliquée par la réduction du volume
Iésionnel, par une meilleure plasticité cérébrale (angiogenese, neurogenése), ainsi par la
potentialisation de 1’effet des CSMs par le RGTA.

En conclusionnos études démontrent 1’efficacité d’une thérapie robuste de neurorprotection chez

le rongeur a la suite d’une ischémie cérébrale

Stroke is the leading cause worldwide of adult severe disability. The limited available treatments
for ischemic stroke, which accounts for 87% of strokes, makes it necessary to develop new
therapeutical approaches. Stroke is a complex pathology and chronic hypertension (CAH)
represents the first aggravating risk factor for ischemic stroke. At the present time, the only two
available treatments for ischemic stroke, thrombolysis and thrombectomy, present several side
effects limiting their clinical use.

Here we evaluate the effect of a molecular RGTA (ReGeneraTing Agent) based toendjryed

or not to a cellular therapy based on the use of mesenchymal stem cells (MSCs) for tieatreatm
of ischemic stroke in normo- and hyper-tensive rats.

The results demonstrate that the evaluated therapies confer a long lasting neuroprotection
accompanied by animals’ functional recovery. Further analysis suggest that RGTA enhances brain
plasticity (angiogenesis, and neurogenesis), protects the extracellular matrix structure, and
potentiates MSCs’ beneficial effects.

In conclusion, our studies demonstrate the efficacy of a molecular and cellular combined therapy
conferring a persistent neuroprotection and functional recovery for the treatment of ischemic
stroke.
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