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INTRODUCTION

Le traumatisme cranien (TC) représente un probléme majeur de santé publique en
raison de sa fréquence, de la gravité du pronostic vital immédiat et de I'importance des
séquelles @ moyen et a long terme. En raison de la complexité de sa pathologie, le TC
entraine de nombreuses lésions cérébrales, focales ou diffuses, pour lesquelles il n’existe a
ce jour aucun traitement neuroprotecteur. Représentant une agression cérébrale induite par
une force externe, les séquelles du TC regroupent des Iésions et des déficits qui touchent
I'état de conscience, la mémoire, les capacités motrices, voire les sens. La gravité du TC
dépend de la sévérité immédiate des Iésions primaires mais également de leur aggravation
dans les heures et les jours qui suivent le TC, avec I'apparition de lésions secondaires. La
neuro-inflammation constitue 'une des cascades physiopathologiques jouant un rble trés
important dans l'aggravation des lésions post-traumatiques, dont les l|ésions axonales
diffuses (LADs), et son contréle pharmacologique a été décrit comme une stratégie

neuroprotectice potentielle.

L’environnement neuro-inflammatoire a été également associé a la diminution post-
traumatique du taux d’un neuroprotecteur endogéne, la forme soluble o du précurseur du
peptide p amyloide (sAPPa). Cette derniére est issue de la protéolyse du précurseur du
peptide p amyloide (BAPP) par les enzymes a-sécrétases ou ADAMs. Des études récentes
ont révélé que la sAPPa exerce des effets neuroprotecteurs et neurotrophiques, réduit les
Iésions focales et diffuses et améliore le déficit cognitif et moteur suite a un TC expérimental.
Au vu de ces données, ce travail de these a eu pour but d’étudier I'intérét thérapeutique des
composés pharmacologiques modulant le taux de sAPPa post-TC sur les conséquences
biochimiques, histopathologiques et fonctionnelles, a court et a long terme, dans un modéle
de TC par percussion mécanique chez la souris. Parmi les différents composés ayant le
potentiel de stimuler la production de sAPPa, la minocycline, une tetracycline de
2°™  génération aux effets anti-inflammatoires, et I'étazolate, une pyrazolopyridine

récemment décrite comme activateur des a-sécrétases, ont été sélectionnés.






CHAPITRE 1 : LE TRAUMATISME CRANIEN

Le traumatisme cranien (TC) est défini comme une agression cérébrale induite par
une force externe. Les séquelles de cette agression présentent I'éventail complet des
déficiences consécutives a des lésions du cerveau. Ces déficiences peuvent altérer un ou
plusieurs champs tels que l'état de conscience, les capacités motrice et cognitive, la
mémoire, de facon transitoire ou permanente entrainant des incapacités partielles ou totales
(Mathé et al., 2005).

1. ASPECTS CLINIQUES ET PHYSIOPATHOLOGIQUES DU TRAUMATISME CRANIEN

1.1. Epidémiologie et étiologie

Le TC demeure encore a I'’heure actuelle 'une des premiéres causes de mortalité et
de morbidité chez les sujets jeunes en Europe et sur le continent américain et constitue un
probleme majeur de santé publique en raison de sa fréquence, complexité, et gravité des
séquelles, ainsi que le colt onéreux de soins de santé (Boto et al., 2009). Actuellement, les
données épidémiologiques concernant le TC sont peu nombreuses et d’interprétation
délicate compte tenu de la gravité de ces atteintes : du traumatisme bénin ne révélant que
d’'une simple consultation médicale, aux patients les plus sévéres nécessitant une prise en
charge en réanimation. La diversité des définitions du TC selon les analyses ainsi que les
méthodes variées de collecte des données selon les pays, font qu'il est difficile de comparer
les études épidémiologiques d'un pays a un autre (Abelson-Mitchell, 2008).

En Europe, l'incidence de TC est environ 235 pour 100 000 sujets hospitalisés, avec
une moyenne de mortalité d’environ 15 pour 100 000 sujets hospitalisés. En France, dans la
région lle-de-France, les sujets jeunes de moins de 42 ans représentent la moitié des
patients de TC grave (Mateo et al., 2010). Selon les données épidémiologiques récemment
publiées aux Etats-Unis par les « Centers for Disease Control and Prevention », l'incidence
annuelle de TC dans les départements d’urgence atteint 403 cas pour 100 000 sujets non
hospitalisés et 85 cas pour 100 000 sujets hospitalisés. La cout financier pour la prise en
charge des traumatisés craniens a été estimée a plus de 60 milliards de dollars en 2012 en
Europe (Olesen et al., 2012). A I'échelle mondiale, I'incidence des TC chez 'lhomme est 2 &
3 fois plus importante que chez la femme (Abelson-Mitchell, 2008).

Les causes majeures du TC sont les accidents de la circulation, les chutes et les
agressions (Tagliaferri et al., 2006; Abelson-Mitchell, 2008). Chez les enfants de moins de

14 ans ainsi que chez les adultes de plus de 65 ans, la chute reste la cause majeure de TC.



La consommation d’alcool est également un facteur important de la survenue de 24 a 51%
de TC (Tagliaferri et al., 2006).

Ainsi, I'ensemble des données épidémiologiques révéle une grande hétérogénéité du
TC, tant dans sa distribution en fonction de I'age et du sexe que dans ses causes. Ces
données sont essentielles afin d'initier des mesures préventives appropriées et de planifier la
création de services nécessaires. Elles montrent également l'importance de la recherche de
cibles thérapeutiques potentielles afin de diminuer les taux de mortalité et de morbidité dus a

cette pathologie.

1.2. Les lésions post-traumatiques

Le traumatisme cranien résulte le plus souvent a un choc au niveau de la boite
cranienne, ce qui entraine des dommages au cerveau, soit directs au point de I'impact
(Iésions de coup) soit au coté opposé a I'impact, dus a la collision du cerveau contre la paroi
osseuse a l'intérieur de la boite cranienne (lésions de contrecoup).

Les lésions post-traumatiques peuvent étre classées en fonction du moment de leur
apparition (Fig. 1). Les lésions primaires résultent directement du choc traumatique et
comprennent des lésions focales (fractures du crane, contusions, hématomes, hémorragie
intracranienne, ..) ainsi que des lésions axonales diffuses (LADs). Ces lésions primaires vont
initier des cascades physiopathologiques, telles que la neuro-inflammation, ce qui va aboutir
a la constitution des Iésions dites secondaires (dommages dus a l'augmentation de la
pression intracranienne ou PIC, lischémie cérébrale, I',cedéme et linfection) qui se
développent dans les heures et les jours qui suivent I'impact et se construisent a distance du
point de 'impact.

Cascades physiopathologiques post-TC
(excitotoxicité, neuro-inflammation, stress oxydant)

." > A Lésions primaires | - | ésions secondaires

>
Secondes Heures, jours Semaines, mois, années
: ! : ! : !
Fracture du crane Hématome/Hémorragie Hématome tardif
Contusion Ischémie Cicatrice gliale
Hématome/Hémorragie cedéme cérébral LADs
Lésions axonales diffuses (LADs) LADs Atrophie cérébrale

Ventriculomégalie

Figure 1: Schéma chronologique des conséquences aigués et tardives post-TC.



1.2.1. Lésions primaires

Les lésions primaires sont des conséquences de destructions vasculaires,
neuronales, gliales ou axonales consécutives aux déformations tissulaires encéphaliques
survenant au moment de I'impact. Les Iésions primaires se divisent en fonction de I'étiologie

de TC en deux classes, des |ésions focales et des Iésions diffuses.

Lésions focales

Les lésions focales sont dues aux atteintes vasculaires consécutives a des processus
de déformations et du coup/contrecoup (LaPlaca et al., 2007). La gravité de ces lésions
dépend du site d’'impact, de la vitesse de percussion, de la cause du traumatisme et de la

présence ou non d’'une déformation du crane ou d’une fracture.

Contusion hémorragique

Elle se définit comme étant une hémorragie veineuse diffuse sur la surface du
cerveau. La contusion hémorragique survient lorsqu'il y a des impacts directs au niveau du
cerveau contre I'os au cours d'une force de décélération et elle peut induire des Iésions au
niveau des axones et des glies. Les contusions sont fréequentes dans les lobes frontaux et
les lobes temporaux antérieurs. Ces contusions peuvent étre placées au point de l'impact
(coup) ou sur le cb6té opposé de la téte (contrecoup). lls impliquent la matiére grise
superficielle et généralement touchent la substance blanche sous-corticale. Elles peuvent
provoquer un effet de masse considérable (déplacement des structures cérébrales), et par
conséquent augmenter la pression intracrénienne (PIC) et provoquer I'engagement du tronc
cérébral. Les contusions cérébrales sont moins fréquentes chez les enfants par rapport aux

adultes, car le crane est relativement moins rigide chez les enfants (Cakmakie, 2009).

Heématome épidural

Les hématomes épiduraux (HED) se produisent entre le c6té intérieur du crane et la
couche externe de la dure-mére. Les saignements sont plus souvent veineux qu’artériels. lls
sont observés chez 1-3% des enfants traumatisés craniens. Les fractures du crane sont
fréquemment associées aux HED chez l'adulte plus que chez I'enfant en raison de la faible
rigidit¢ de leur crane. Lorsque le saignement est veineux, ces hématomes évoluent
lentement, et la présentation clinique de ces HED aigués chez le jeune enfant peut étre

moins dramatique que chez I'adulte (Cakmakie, 2009).

Hématome sous-dural

Les hématomes sous-duraux (HSD) sont des collections de sang situées entre la

couche intérieure de la dure-mére et I'arachnoide. Elles sont plus fréquentes chez les



nourrissons et les jeunes enfants que chez les adolescents. Chez les nourrissons, les veines
corticales sont plus faciles a déchirer, en raison de la faible rigidité du crane et la souplesse
du cerveau sous-jacent. Contrairement aux adultes, ou I'HSD est souvent unilatéral, il est
bilatéral dans 80 % des cas chez les enfants. En outre, 'HSD inter-hémisphérique est plus
fréquent chez les enfants que chez les adultes. Dans le groupe d'age pédiatrique, I'HSD est
souvent vaste, avec la participation des régions temporale, frontale et pariétale et ceci est da

au manque d'adhérence dans l'espace sous-dural (Cakmakie, 2009).

Hémorragie sous-arachnoidienne

Les hémorragies sous-arachnoidiennes (HSA) ou méningées se définissent par la
présence de sang au sein des espaces sous-arachnoidiens. Elles sont retrouvées dans
environ 35% de TC et constituent un facteur de mauvais pronostic (Wardlaw et al., 2002).
Elles accompagnent souvent les Iésions cérébrales et peuvent s’accompagner d’une

hémorragie intra-ventriculaire (Cakmakie, 2009).

Hémorragie intra-ventriculaire

Les hémorragies intra-ventriculaires peuvent étre associées aux hématomes
parenchymateux, aux contusions et aux lésions axonales diffuses (LADs). Les LADs
impliquant le corps calleux sont souvent associées a une hémorragie intra-ventriculaire
(Cakmakie, 2009).

Lésions axonales diffuses

Les LADs constituent 'une des conséquences principales du TC qui est associé a un
mauvais pronostic clinique. Les sujets traumatisés craniens avec des LADs présentent
souvent un coma immédiat, qui dure des semaines et parfois des mois aprés le TC (Li &
Feng, 2009).

Les LADs se produisent généralement lorsque la téte est soumise a des forces de
cisaillement ou de violente accélération et/ou décélération qui causent un étirement, une
compression ou une torsion voire une rupture des axones et des vaisseaux. Ces |ésions
émergent dans les zones de juxtaposition de tissus de densité différente, comme au niveau
des jonctions qui relie les matiéres grise et blanche (Li & Feng, 2009). Elles touchent de
facon diffuse la substance blanche et le parenchyme cérébral, s'étendant de la jonction
cortico-sous-corticale a la partie haute du mésencéphale (corps calleux, capsule interne,
région sous-thalamique, pédoncules cérébraux). Les forces exercées par le TC a crane
fermé induisent donc, de fagon directe ou indirecte une altération des axones au niveau des
hémisphéres cérébraux, le corps calleux et le tronc cérébral. Cette altération peut s’étendre

a un gonflement ou un détachement des axones et une formation des bulbes de rétraction



dans la partie proximale des axones (Medana & Esiri, 2003; Blki & Povlishock, 2006). La
partie distale de I'axone, déconnectée du corps neuronal, va ainsi progressivement suivre
une dégeénérescence Wallérienne, laissant place a une cicatrice gliale. L’hypoxie, les Iésions
cérébrales ischémiques, l'cedéme cérébral et I'engagement cérébral sont souvent des
complications secondaires du TC et peuvent tous jouer un réle dans la progression des
LADs.

Plusieurs techniques d’'imagerie sont disponibles pour détecter les Iésions axonales
diffuses le plus t6t possible (Li & Feng, 2009). Parmi elles, I'utilisation du scanner (CT scan,
TDM) et d'IRM a considérablement amélioré la détection des LADs. Toutefois, ces
techniques sous-estiment I'ampleur des dégats axonaux, car la plupart de ces dommages
sont microscopiques. En effet, de nombreux patients souffrant de TC graves ont des
modifications minimales détectées par la TDM ou I'lRM. Par conséquent, les récentes
enquétes ont cherché a appliquer des techniques d'imagerie de pointe pour la mesure des
LADs. Ainsi, la DWI (Diffusion-weighted imaging ou séquence pondérée en diffusion) et la
DTI (Diffusion tensor imaging ou imagerie de tenseur de diffusion) sont plus sensibles que
'IRM pour la détection des LADs. A ce jour, la technique de MRS (Magnetic resonance
spectroscopy) présente la meilleure sensibilité pour l'identification des LADs (Li & Feng,
2009).

Malgré I'utilité et la sophistication des techniques d'imagerie, il a été préconisé de
limiter leur utilisation dans la phase aigué, en particulier pour les patients nécessitant une
ventilation et des moniteurs cardiaques. Il est donc intéressant de rechercher des marqueurs
biochimiques spécifiques et sensibles pour détecter les Iésions cérébrales. Parmi eux, deux
biomarqueurs sont trés étudiés dans le sérum et dans le LCR (Liquide Céphalo-Rachidien),
a savoir la protéine S-100B et la NSE (neuron-specific enolase). La S-100B est une
calciprotéine de la famille des protéines de liaison, principalement localisée dans les cellules
gliales et les cellules de Schwann, avec donc une spécificité élevée pour la substance
blanche. En revanche, la NSE, une enzyme de la glycolyse (enolase), se trouve
principalement dans le cytoplasme des neurones et des cellules endocrines différenciées.
Les taux de ces deux biomarqueurs sont élevés dans le sérum et le LCR des patients
traumatisés craniens. Notamment, chez les patients avec des LADs, les concentrations de
ces deux protéines ont été trouvées maximales au 3°™ jour post-TC.

L'immunomarquage du précurseur de protéine R-amyloide (3-APP) est la meilleure
technique pour démontrer la présence des LADs dans les conditions expérimentales et
forensiques (médecine légale). Les LADs peuvent étre détectées par I'accumulation axonale
du RB-APP, dans les heures qui suivent le TC chez les rongeurs (Stone et al., 2000) et dans
des échantillons de cerveau post-mortem des patients traumatisés craniens (Gentleman et

al., 1993). Par conséquent, 'immunomarquage axonal du R-APP est considéré comme le



meilleur marqueur des LADs (Gentleman et al., 1993; Stone et al., 2000). Le R-APP est une
glycoprotéine transmembranaire exprimée de facon ubiquitaire et synthétisée dans le
cytoplasme des neurones par l'appareil de Golgi (Selkoe et al., 1994). Il se déplace le long
des axones vers la synapse par un transport antérograde axoplasmique rapide et c’est la
raison pour laquelle il s’accumule dans les sites ou le transport axonal est affecté et plus
précisément, dans les bulbes de rétraction des axones endommagés (Medana & Esiri,
2003).

1.2.2. Lésions secondaires

Les lésions secondaires résultent de l'aggravation des Iésions primaires par des
facteurs d’agression cérébrale secondaire d’origine centrale ou systémique
(Fig. 1). Ces lésions secondaires se développent plus tardivement dans les semaines ou les
mois qui suivent le TC et se conjuguent le plus souvent, entrainant une ischémie cérébrale.
L'hypoxie, I'hypercapnie, I'hypotension artérielle, I'hypertension intracranienne, ainsi que
certains troubles électrolytiques et métaboliques constituent autant de facteurs qui
contribuent au développement des |ésions secondaires. L’ensemble de Iésions primaires et
secondaires peuvent engendrer tardivement une atrophie cérébrale accompagnée d’une

cicatrisation gliale.

L'hypertension intracranienne (HIC) est due a un conflit d’espace entre la boite
cranienne close et son contenu c’est-a-dire le volume intracranien. Le volume intracranien
qui représente 1000 a 1400 ml chez 'lhomme, peut-étre distribué en trois compartiments : le
parenchyme cérébral (80 %), le LCR (10a 15 %) et le volume sanguin cérébral (VSC)
(5a 10 %) (Han & Backous, 2005). La pression intracranienne (PIC), résultant d'un état
d'équilibre entre ces trois compartiments, est la pression hydrostatique régnant dans le LCR
au niveau des ventricules cérébraux. Les valeurs normales de la PIC sont comprises entre
5 et 15 mmHg chez l'adulte sain au repos. |l est généralement admis que des valeurs
supérieures a 20 mmHg de fagon prolongée suite a un TC définissent une HIC. L’HIC peut
résulter de l'augmentation de volume de I'un des trois secteurs de fagon isolée ou associée
et de la perte d’efficacité des mécanismes de compensation. De plus, elle dépend de I'age
de patient.

L’HIC est le plus souvent en rapport avec un hématome intracérébral, un cedéme
cérébral ou une vasoplégie. La corrélation entre I'HIC et le mauvais pronostic des patients
est liee, d'une part, a la réduction de la pression de la perfusion cérébrale (PPC) par
augmentation de la PIC et d'autre part, au risque de déplacement des structures. Une HIC
non contrélée peut notamment se compliquer d’engagements cérébraux (résultant de la

compression de structures cérébrales par déplacement) et/ou de lésions ischémiques parfois



secondairement hémorragiques. La souffrance cérébrale induite est au début fonctionnelle,
liée a la compression, et potentiellement réversible, mais secondairement peuvent apparaitre
des lésions ischémiques parfois irréversibles. Donc, I'HIC est un probléme majeur observé
chez les patients traumatisés craniens graves, associée a une mortalité supérieure a 90 % et

doit donc étre prévenue et rapidement traitée (Hlatky et al., 2004).

Lorsque les voies d'écoulement du LCR sont bloquées par du sang (caillot sanguin
dans le 4°™ ventricule) ou par une Iésion, le LCR ne circule plus correctement et entraine
une dilatation des ventricules cérébraux, conduisant a une hydrocéphalie. Elle se manifeste
par une détérioration de I'état du patient, a savoir une somnolence, une lenteur du
mouvement et de la pensé, une tendance a tomber en arriére, une marche a petits pas et
une incontinence urinaire. Le diagnostic est confirmé par la TDM cérébrale. Elle peut étre
corrigée par une ponction lombaire et, dans un second temps, par la pose d'une valve de

dérivation.

L’cedéme cérébral (OC) correspond a I'accumulation de fluide et d'électrolytes au
sein du parenchyme cérébral, associé a un élargissement volumétrique cérébral (Unterberg
et al.,2004). Dans les heures et les jours qui suivent le TC, un cedéme se développe a partir
des zones de destruction cellulaire. Il peut étre associé a des Iésions de la barriére hémato-
encéphaliqgue (BHE), des hémorragies intra-parenchymateuses et des phénomeénes
ischémiques. Cet cedéme cérébral est globalement classé en deux types principaux,
'cedéme cytotoxique et 'cedéme vasogénique, en fonction de I'origine du liquide acquis et

du mécanisme de sa formation.

L'oedéme cytotoxique (ou cedéme cellulaire) est défini comme un gonflement des
composants cellulaires dans le cerveau et surtout au niveau des astrocytes, di aux
perturbations métaboliques, induites par I'hypoxie, I'ischémie et le TC (Allain et al., 1987). Au
cours de l',edéme cytotoxique, la perméabilité vasculaire reste relativement inchangée. Tous
les éléments cellulaires (neurones, cellules gliales et les cellules endothéliales) prennent du
liquide et se gonflent sans contribuer a une augmentation du volume de cerveau. Un simple
passage de l'eau et des électrolytes (Na+, K+, ..) du compartiment extracellulaire vers le
compartiment intracellulaire, ainsi qu’'une diminution des liquides extracellulaires équivalente
a cette augmentation intracellulaire sont observés. La pénétration exagérée de I'eau dans les
cellules est liée a un dysfonctionnement des transports hydro-ioniques membranaires et a
I'existence d'un gradient osmotique modifié au profit d'une osmolarité intracellulaire
exagérée. L'cedéme cytotoxique peut étre visualisé de maniére qualitative par microscopie
électronique en post-mortem. On observe alors un cytoplasme pale et rempli d'eau et cet

ccdéme se distingue de I'hypertrophie observée dans l'astrogliose réactive (Bauer et al.,



1999). Il peut étre aussi visualisé par la séquence d’'IRM qui est sensible au déplacement

des molécules d’eau (Lescot et al., 2010a).

Alternativement, I'cedéme vasogénique est induit par une rupture de la BHE ou les
jonctions serrées jouent un réle de filtre dans les conditions physiologiques. En effet, la BHE
est localisée anatomiquement a linterface entre le sang et le tissu cérébral, et controle les
échanges entre le sang et le parenchyme cérébral. Elle est une association complexe et
fusionnelle entre les cellules endothéliales, les péricytes, les macrophages périvasculaires,
les pieds astrocytaires et la membrane basale (Figure 2). L’efficacité de cette barriére tient
pour I'essentiel a la particularité des cellules endothéliales cérébrales d’étre jointes par des
jonctions serrées, rendues étanches par la fusion de leurs membranes externes. Le passage
des substances au travers de la BHE est principalement de nature transcellulaire, et il est
déterminé par la solubilité lipidique et le poids moléculaire de ces substances. Les échanges
entre le parenchyme et la lumiere des capillaires passent principalement par des systémes
de transport facilité. Le transport transmembranaire de I'eau est assuré par des canaux de la

famille des aquaporines (AQPs) (Papadopoulos & Verkman, 2007).

; jonction serrée
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Figure 2 : Schéma de la composition cellulaire de la BHE (adapté d’Abott et al., 2010).

L’organisation particuliere de la BHE est a l'origine d’'une régulation trés fine de la
perméabilité aux solutés et de la migration cellulaire a travers I'endothélium cérébral, tandis
que son dysfonctionnement est, entre autres, associé a la formation de 'cedéme cérébral
post-traumatique.

Le traumatisme cranien entraine une augmentation accrue et anormale de la
perméabilité de la BHE, qui se traduit par une entrée passive des protéines sériques dans le

compartiment intracérébral (Hartl et al., 1997). Notamment, une augmentation post-TC de
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linterleukine-13 (IL-1B) et de la métalloprotéase de la matrice -9 (MMP-9) semble jouer un
réle crucial dans I'ouverture de la BHE (Shigemori et al., 2006). Le stress oxydant constitue
un autre mécanisme qui pourrait jouer un rdle important dans la formation d'un cedéme
cérébral vasogénique via l'activation des MMPs (Haorah et al., 2007). Par conséquence,
cette altération des protéines des jonctions serrées aboutit a une augmentation de la
perméabilité de la BHE aux macroconstituants plasmatiques et a la circulation des fluides
des espaces intra- aux extra-vasculaires a travers les jonctions serrées altérées (Payen et
al., 2003).

Puisque le cerveau est entouré et retenu dans la boite cranienne close, la capacité
du cerveau a assimiler cet cedéme est limité, ce qui entraine une augmentation de la PIC
(Bauer et al., 1999). Des expériences in vivo qui consiste a injecter en i.v. des colorants
comme le bleu Evans qui se fixe a I'albumine ou de I'albumine radiomarquée permettent de
démontrer clairement l'origine plasmatique de I'OC vasogénique. L’évolution spontanée de
I'cedéme vasogénique se fait par sa résorption, débutant vers la fin de la premiére semaine
post-traumatique. Cet cedéme est plus fréquent chez 'homme que I'cedéme cytotoxique et

peut étre diagnostiqué par I'lRM.

L’ischémie cérébrale (IC) touche environ 90 % des TC grave (Graham et al., 1989)
et constitue 'un des dommages cérébraux les plus rencontrés suite a un TC. L’IC se
caractérise par une chute du débit sanguin cérébral (DSC). Dans les conditions
physiologiques, le DSC est de 50 a 55 ml /100 g/ minute. Lors d’'un TC grave, on observe
une chute du DSC jusqu’a 18 ml/ 100 g/ minute dans les 6 premiéres heures chez un tiers
des patients, ce qui conduit a une libération excessive des acides aminés excitateurs tels
que le glutamate et par conséquence a une mort cellulaire excitotoxique (Bissonnette, 2000).
De plus, cette chute de DSC aprés un TC grave est accompagnée d’'une diminution de
'oxygéne et du glucose, qui sont des substrats énergétiques indispensables pour la viabilité
du cerveau. Pendant cette phase précoce d'hypoperfusion cérébrale, le patient est
particulierement exposé au risque d'ischémie en cas de réduction de la PPC par hypotension
ou vasoconstriction artérielle cérébrale ainsi qu'en cas d'hypoxie et/ou d'anémie.

A partir de la 8°™ heure et ce, jusqu’a 24h aprés le TC, cette chute diminue de facon
significative, en corrélation avec le déficit moteur (Bouma et al., 1991). La persistance d'un
DSC bas au-dela des premieres 24 heures est associée a un mauvais pronostic clinique
(Kelly et al., 1997). La région la plus souvent touchée par les dommages ischémiques est
I'nippocampe (Mclntosh et al., 1996). L'ischémie est plus souvent focale (touchant un

territoire déterminé) que globale (touchant tout I'encéphale).
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Le vasospasme est observé chez 30 % des patients (Werner & Engelhard, 2007). Il
est plus fréquent chez les patients souffrant d'hémorragie sous-arachnoidienne importante.
Les vaisseaux proximaux de la surface pie-mérienne et le polygone de Willis sont
fréquemment en cause. Un vasospasme chronique peut apparaitre le jour du trauma ou
plusieurs semaines aprés une hémorragie sous-arachnoidienne. Une hypoperfusion
cérébrale est mise en évidence chez 50% de patients ayant un vasospasme en

développement.

Les engagements cérébraux sont causés par un déplacement mécanique du
cerveau, du LCR, et des vaisseaux cérébraux a travers un orifice, le plus souvent le trou
occipital. L'utilisation du scanner (CT-scan) ou I'IRM permet de différencier les différents
types d’engagement cérébral comme la hernie subfalcine, la hernie transtentorielle
(descendante et rarement ascendante), la hernie transphénoidale (descendante et
ascendante) et I'engagement des amygdales cérébelleuses. Par imagerie, on peut
reconnaitre la dilatation du ventricule controlatéral, la compression de la citerne basale et du
parenchyme cérébral. La souffrance cérébrale induite par ces engagements est au début
fonctionnelle, liée a la compression, et potentiellement réversible, mais secondairement vont

apparaitre des lIésions ischémiques réversibles ou non.

1.3. Les atteintes comportementales

Le TC entraine des blessures physiques, mais également des perturbations
cognitives, motrices, sensorielles et psychiques. On peut ainsi observer des troubles du
comportement et de la personnalité, des perturbations des actes dirigés vers un but
(conduites verbales, difficultés d’organisation, de planification, d’initiative,...). Cette
symptomatologie constitue un obstacle majeur a la réinsertion sociale et professionnelle. A
ces dysfonctionnements comportementaux s’ajoute également le risque de développer une
épilepsie post-traumatique et/ou une pathologie neurodégénérative comme la maladie
d’Alzheimer ou de Parkinson. Ces séquelles sont extrémement variables dans leur gravité,
leur aspect, leur moment d'apparition et leur durée en fonction de la sévérité du TC.

Les lobes frontaux constituent 'une des régions les moins connues du cerveau dont
les structures sont associées aux fonctions les plus nobles, comme la conscience et
l'intention, ainsi qu’aux différentes psychopathologies (Stuss et al., 2011 ; Ray et al., 2012).
Les dommages aux régions frontales post-TC peuvent ainsi affecter des fonctions aussi
diverses que le mouvement, la cognition, 'olfaction et la personnalité. Cette grande diversité
est liée au fait que le cortex frontal entretient des liens étroits avec les systémes limbique,

moteur et sensoriel et contribue a leur régulation.
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1.3.1. Dysfonctionnement cognitif

Les troubles cognitifs chez les patients traumatisés craniens peuvent étre éprouvés
immédiatement aprés la lésion initiale et peuvent évoluer au cours des mois, voire des
années apres le TC (Kinnunen et al., 2010 ; Skandsen et al., 2010 ; Dockree et al., 2011 ;
Spikman et al., 2012). Ces déficits représentent I'une des principales séquelles cognitives
des TC séveéres et conditionnent, en grande partie, le pronostic ultérieur et en particulier la
réinsertion sociale, familiale et professionnelle.

Les troubles de la mémoire constituent probablement le déficit cognitif le plus
fréquent des traumatisés craniens sévéres (Belmont et al., 2006). Il est habituel de distinguer
deux formes bien différentes, I'amnésie post-traumatique et les déficits persistants de la
mémoire. Le premier correspond a la période durant laquelle le patient au décours du
traumatisme et du coma, est confus, désorienté, incapable de mémoriser des informations
nouvelles et souffre d'une amnésie rétrograde. Ces troubles régressent progressivement et
la durée de la phase d'amnésie post-traumatique a une valeur pronostique majeure et
largement démontrée. La sortie de la phase d'amnésie post-traumatique ne veut pas dire
que le fonctionnement mnésique est redevenu normal, au contraire, les troubles persistants
de la mémoire sont extrémement fréquents. lls sont parfois reconnus par le patient lui-méme
sinon au moins par son entourage, et habituellement mis en évidence par les tests
neuropsychologiques. Ces troubles respectent la mémoire a court terme. En revanche, la
mémoire a long terme est déficitaire dans toutes ces modalités, qu’elle soit verbale, visuelle,
en rappel comme en reconnaissance. Ces troubles sont de durée prolongée. lls persistent
de nombreuses années aprés le TC dans les cas les plus graves et leur impact péjoratif sur
la réinsertion notamment professionnelle a été bien démontré.

En effet, il existe deux différents processus de mémoire : I'apprentissage et la
mémorisation. L’apprentissage est une modification permanente du comportement qui
marque une augmentation de connaissance, de compréhension grace aux souvenirs
mémorisés. En revanche, la mémoire est le fruit de cet apprentissage. Différents types de
mémoire peuvent étre distinguées (Fig. 3):

- La mémoire sensorielle est automatique, résulte de nos capacités perceptives, et
s’évanouie généralement en moins d’'une seconde.

- La mémoire a court terme permet de garder en mémoire une information pendant
environ moins d’'une minute et de pouvoir la restituer pendant ce délai. Elle est
utilisée dans une tache qui consiste a restituer une série d’éléments qui viennent
d’étre énonces.

- La mémoire a long terme, quant a elle, peut étre divisée en deux grands types de

mémoire, la déclarative (ou explicite) et la non-déclarative (ou implicite). La mémoire

13



déclarative englobe I'ensemble des informations dont le sujet a une connaissance
explicite, qu’il peut rappeler a sa conscience. Ce systeme de stockage peut étre a
son tour divisé en deux catégories : la mémoire épisodique (événements
autobiographiques) et la mémoire sémantique (le savoir, la connaissance). La
mémoire non-déclarative rassemble 'ensemble des procédures de pensée acquises
par un individu qui facilitent par la suite ses nouvelles expériences motrices,

perceptives ou cognitives, sans recours a un rappel intentionnel (Squire et al., 2004).

La mémoire utilise ainsi de trés nombreuses régions dans le cerveau. Le diencéphale
(thalamus et hypothalamus) joue un réle important dans le processus de mémoire implicite,
alors que le systéme limbique (hippocampe, noyau amygdalien région septale, gyrus
cingulaire, circonvolution parahippocampique) est impliqué dans la mémoire déclarative.
L'hippocampe, les lobes temporaux, de méme que les structures du systeme limbique qui

leur sont reliées, sont essentiels a la consolidation de la mémoire a long terme (Squire et al.,

2004).
—> [mnmmJ (—4 [ mmolmm ]
/ ) ey

[m«m] I |

R B (=) (e

Figure 3: Les différents types de mémoire.

Les troubles de fonctions exécutives sont particulierement fréquents suite a un TC
et jouent un roéle majeur péjoratif dans la réinsertion professionnelle. Il s'agit a la fois de
difficultés d'initiatives, de modifications dans l'organisation des stratégies et de difficultés de
conceptualisation (Mattson et Levin, 1990). L’adaptation dans les situations nouvelles et
'autocorrection des comportements est limitée. Le patient a donc de nombreuses difficultés
dans la vie quotidienne (faire une liste de courses, gérer son budget...) et doit étre stimulé et
supervisé. Le patient peut étre désinhibé ou ne prendre aucune initiative, sembler indifférent
(apragmatisme) et manifester des troubles du caractére, de 'lhumeur, et de 'anxiété. Ces
modifications peuvent correspondre a des réactions psychologiques et/ou des atteintes du
lobe frontal et concernent le 50 a 70 % des TC graves (Belmont et al., 2006 ; Stuss et al.,
2011). Une perturbation des mécanismes d'inhibition ainsi que de la flexibilité mentale a

également été retrouvée. La mise en évidence de ces perturbations des fonctions exécutives
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est toutefois difficile du fait du manque de sensibilité et de spécificité des tests

neuropsychologiques traditionnels.

Les difficultés de concentration et d'attention sont signalées par la majorité des
patients et par leur famille (entre 30 a 50% des traumatisés craniens séveres) (Azouvi et al.,
1998) et se caractérisent par une incapacité a soutenir son attention pendant une durée
prolongée dans le but de terminer une tache ainsi qu'une grande sensibilité aux stimuli
provoquant la déconcentration, et une difficulté importante a s’organiser dans un travail
(Mathias et al., 2007). Chez I'enfant, le trouble d’attention est souvent accompagné d’une
agitation motrice ou hyperactivité (ou ADHD- Attention Deficit and Hyperactivity Disorder)
(Eme et al., 2012).

En outre, certaines victimes de TC présentent des troubles de communication,
comme des troubles du langage (aphasie) qui peuvent étre réversibles, ou fréequemment des
difficultés articulatoires (dysarthrie) dont la récupération est généralement mauvaise (Basso,
1995 ; Lundgren et al., 2010). Ces troubles peuvent aussi se présenter dans un discours
désorganisé, des commentaires inappropriés, un humour mal placé, des familiarités
excessives et des réponses tardives. Des troubles de la compétence communicative et de la
structuration du discours en rapport avec un syndrome frontal sont également fréquemment

retrouvés et peuvent rendre le discours de ces patients fragmenté, insignifiant et incohérent.

1.3.2. Dysfonctionnement moteur

Le ralentissement moteur est le trouble le plus fréquemment rencontré suite a un
TC sévére ou léger en phase initiale. Il se présente comme une diminution de la vitesse de

traitement des informations, mais également de la vitesse de réaction motrice.

La fatigue est la conséquence d’'une capacité diminuée pour effectuer une activité
physique et/ou mentale, due a un déséquilibre dans la disponibilité, I'utilisation, ou la
restauration des ressources physiologiques ou psychologiques requises pour exécuter
lactivité. La fatigue est fréquemment évoquée par les patients victimes d’'un TC et touche
45 a 73% d’entre eux (Belmont et al., 2006).

L’hyperactivité est un symptdme neurologique souvent accompagné d’une
impulsivité, désinhibition, agitation et/ou akathisie (Van der Naalt et al., 2000; Kim, 2002). Le
mécanisme de ce dysfonctionnement post-TC reste encore mal connu. La lésion d'au moins
12 différentes régions du cerveau peut augmenter l'activité locomotrice. La plupart d'entre
elles sont disposées le long d'un circuit spécifique dans le cerveau. En fait, des études

précliniques ont montré qu’une lésion des structures comme les bulbes olfactifs, le cortex
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frontopariétal, I'hippocampe, le septum, les noyaux thalamiques réticulaires, le striatum,
l'amygdale, la substance noire et le cervelet peut augmenter I'activité locomotrice
(Viaggiano, 2008).

1.3.3. Dysfonctionnement sensoriel

I est admis que [Iimportance des Iésions olfactives a [lorigine d’un
dysfonctionnement olfactif est liée au site de I'impact et a la sévérité du TC. Différents
types de dysfonctionnement olfactif peuvent survenir post-TC, tels que la
hyposmie/microsmie, définie comme une diminution de la sensibilité olfactive, I'anosmie, ou
'absence de fonction olfactive, et la parosmie, qui se traduit par une perturbation de la
perception des odeurs (Doty et al., 1997).

Trois mécanismes peuvent expliquer les troubles olfactifs aprés un traumatisme
cranien : des lésions des cavités nasales et/ou des sinus (déplacement de la paroi nasale),
des lésions du nerf olfactif ou des centres olfactifs centraux (Biacabe et al., 2000). L’atteinte
directe des bulbes olfactifs ou des filets nerveux olfactifs est considérée comme
prédominante dans les anosmies post-TC. Ces atteintes résultent le plus souvent du
cisaillement des filets nerveux olfactifs consécutifs aux déplacements importants de
'encéphale dans la boite cranienne.

L’'importance des troubles olfactifs est corrélée au site et a la sévérité du traumatisme
et au site du choc. Les traumatismes frontaux et occipitaux sont plus fréquemment
responsables de baisses sévéres des capacités olfactives que les traumatismes temporaux
ou pariétaux (Doty et al., 1997 ; Fuijii et al., 2002). En outre, les atteintes du systéme olfactif
sont peu fréquentes dans les traumatismes mineurs tandis que cette fréquence augmente
considérablement dans les traumatismes sévéres (25 a 30 %) (Frontin et al., 2010).
L’estimation de la prévalence des troubles olfactifs post-traumatiques reste difficile a évaluer
car dans la plupart de ces études, elle résulte d’observations rétrospectives, et n’est pas
toujours fondée sur l'utilisation de tests olfactifs mais plutot sur les plaintes subjectives des
patients.

L’anosmie peut étre due a une contusion corticale localisée ou a une compression
par un hématome des centres olfactifs centraux. Les lésions corticales se traduisent
essentiellement par des difficultés de reconnaissance ou de mémorisation des odeurs alors
que les seuils olfactifs peuvent étre normaux. Les lésions prédominant sur la partie médiale
du lobe frontal et la partie antérieure des lobes temporaux générent des problémes
d’identification des odeurs. Si des neurones olfactifs situés dans le cortex piriforme antérieur,
l'amygdale ou le lobe temporal sont lésés, les difficultés de reconnaissance peuvent

s’accompagner d’une perte de la mémoire des odeurs.
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Une amélioration de I'état cortical ou une résorption de I'hématome compressif
peuvent induire une régression des troubles olfactifs. Néanmoins, le degré de réversibilité
d'un trouble d’odorat aprés un TC n’est pas bien évalué. Toutefois, en cas de déficits

neurosensoriels, la récupération peut survenir 12 a 18 mois aprés le TC (Reiter et al., 2004).

Le dysfonctionnement olfactif est souvent accompagné d’'un dysfonctionnement
gustatif post-TC (Reiter et al., 2004). Les examens gustatifs chez les patients sont loin
d'étre réalisés en routine. Par conséquent, la plupart des données sur les troubles post-TC
du golt sont des rapports de cas isolé décrivant principalement les changements qualitatifs
aprés le TC. Puisque les déficits quantitatifs de godt (agueusie, hypogeusie) sont souvent
inapercgus par les patients, leur incidence reste largement inconnue. Ce manque de données
cliniques fiables est di en partie a l'absence des dispositifs simples, reproductibles et
rapides pour évaluer le golt aprés le TC (Landis & Lacroix, 2006). Toutefois, I'altération
gustative post-TC peut survenir a la suite d’'une Iésion directe a la langue, des lésions aux

nerfs craniens VIl ou IX, d’une contusion cérébrale ou d’'une hémorragie (Reiter et al., 2004).

Le TC peut également induire un déficit visuel, due a une perturbation de la voie
visuelle afférente de la rétine vers les centres visuels du cerveau (Atkins et al., 2008 ;
Cockerham et al., 2009). En fait, les dommages directs de I'ceil et de I'orbite, les Iésions
traumatiques optiques, les fistules carotides caverneuses, une dysfonction des nerfs
craniens lll, IV ou VI ainsi que les dommages des voies visuelles intracraniennes sont des
causes classiques de la perte visuelle aprés le TC.

Les Iésions traumatiques du nerf optique peuvent causer la cécité (aveuglement)
sévere, avec une perte de la vision centrale ainsi que du champ visuel périphérique. Les
traumatismes craniens séveres peuvent diviser le chiasma optique et produire une
hémianopsie bitemporale. Les impacts pénétrants peuvent également affecter des structures
plus postérieures le long de la voie visuelle afférente, généralement au niveau du cortex
occipital. Le TC sévere peut également affecter les tractus de la substance blanche qui
constituent les radiations optiques, bien que ce type de lésion soit difficile a identifier par
I'examen clinique seul. Enfin, les dommages du systéme vestibulaire périphérique ou central,
y compris le tronc cérébral, le cortex et le cervelet, peuvent provoquer un nystagmus, une
vision floue, ou une diplopie (Atkins et al., 2008 ; Kelts et al., 2010).

Les Iésions traumatiques optiques du systéme nerveux ne sont pas réversibles par
les thérapies actuelles. L'imagerie du tenseur de diffusion a la possibilité d'analyser la
physiologie des voies afférentes visuelles (Kelts et al., 2010).

En ce qui concerne les autres dysfonctionnements sensoriels, Sarno et
collaborateurs (2003) ont montré que les seuils auditifs et tactiles sont parfois altérés chez

les traumatisés craniens.
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1.3.4. Dysfonctionnement psychique

Les perturbations de la personnalité post-TC peuvent étre témoignées par les
patients ou leurs familles. Elles peuvent retentir fortement sur I'équilibre familial et sont
source, comme cela a été démontré par Brooks & McKinlay (1983), d'une sensation de
fardeau importante pour I'entourage familial. Il peut s'agir soit de modification sur le versant
de linhibition avec un apragmatisme et un manque d'initiative, soit sur le versant de la
désinhibition avec une impulsivité, une intolérance aux contrariétés et aux frustrations. Ces
difficultés peuvent méme aboutir a des comportements anti-sociaux avec parfois une

agitation, une agressivité, qui peut nécessiter un traitement spécifique.

En outre, environ 73% des patients traumatisés ont des troubles du sommeil, mais
qui ne sont pas nettement liés a la sévérité du TC (Riggio & Wong, 2009). Ces insomnies
pourraient étre a l'origine de la fatigue post-TC, cependant certains patients fatigués n’ont
pas de troubles du sommeil et tous les patients ayant des troubles du sommeil n'ont pas

nécessairement des problémes de fatigue (Belmont et al., 2006).

Il a été également décrit que le TC induit des troubles d’anxiété qui ne sont pas
directement associés a l'intensité du TC (Rodgers et al., 2007). Le syndrome de stress post-
traumatique (SSPT), le trouble d’anxiété généralisée (TAG) et les attaques de panique sont
parmi les plus courants (Rodgers et al., 2007). Il a été estimé qu’environ 10% des patients
traumatisés craniens souffrent de TAG (Nicholl et al., 2009). Malgré le grand nombre
d’études menées sur les troubles neuropsychologiques post-TC, les mécanismes
physiopathologiques a l'origine de ces conséquences ne sont pas élucidés. Malesh et coll.
(2010) ont suggéré que la cause primaire de troubles anxieux et de dépression post-TC est
la perturbation des réseaux neuronaux et du taux des neurotransmetteurs tels que la

sérotonine et la norépinephrine.

La dépression majeure est l'une des séquelles comportementales la plus
fréquemment rapportée aprés un TC. La prévalence réelle varie d’'une étude a l'autre en
fonction de la méthodologie, mais sa prévalence est d’environ 25% a 40% chez les victimes
d’'un TC modéré a sévére (Riggio & Wong, 2009). Une étude multicentrique prospective a
rapporté la fatigue (29%), la perte d’attention (28%), la colére et l'irritabilité (28%), et la
rumination (25%) comme les symptémes dépressifs les plus fréquemment observés chez les
patients de TC modéré a sévere (Seel et al., 2003). Vingt-sept pour cent des patients
traumatisés craniens répondaient aux criteres d'une dépression majeure, avec des

sentiments de désespoir et de dévalorisation. |l est intéressant de souligner aussi que la
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présence des troubles mentaux augmente d'un facteur de 10 le risque de suicide
(Wasserman et al., 2008).

1.3.5. Causes des dysfonctionnements neurologiques post-TC

Plusieurs hypothéses ont été évoquées afin d’expliquer I'origine de ces troubles
cognitifs, moteurs et psychiques. Parmi les différentes hypothéses, nous nous focaliserons
sur les théories des atteintes des systéemes de la neurotransmission/neuromodulation qui
sont principalement dues aux lésions post-TC a différents niveaux de cerveau.

Plusieurs études ont montré des altérations régionales post-TC de Ia
neurotransmission cholinergique, dopaminergique, noradrénergique, glutamatérgique et
GABAérgique. Il semble que l'altération d’un de ces systémes peut entrainer des troubles
cognitifs (notamment I'éveil, I'attention, la mémoire et les fonctions exécutives) voire
augmenter ou diminuer l'activité locomotrice. Par exemple, I'hnyperactivité peut étre induite
par une augmentation des niveaux de la dopamine (DA) ou de I'histamine, ou aprés

l'inhibition du systéme cholinergique.

Théorie cholinergique : Les projections corticales des voies cholinergiques chez

’homme se font via la substance blanche pour innerver les structures cérébrales médianes,
et a travers une distribution latérale pour innerver le cortex frontal dorsolatéral. Aprés un
choc mécanique, ces neurones cholinergiques et leurs projections ascendantes sont
particulierement vulnérables et susceptibles d’étre endommagées (Bennouna et al., 2007) .
Chez les traumatisés craniens, il y a une diminution significative du niveau de
'acétylcholine transférase (marqueur de la fonction cholinergique) dans I'ensemble des
zones corticales. Cette conséquence pourrait étre associée aux séquelles cognitives et

psychiques post-TC (Bennouna et al., 2007) .

Théorie dopaminérgique : La DA représente un systéme unique de signalisation dans

le SNC du fait de son rbéle neurotransmetteur et neuromodulateur. En outre, les récepteurs
dopaminergiques sont abondamment exprimés dans les zones cérébrales affectées par le
TC, telles que le cortex frontal et le striatum, qui sont des zones importantes pour les
fonctions cognitives et motrices.

Les voies DAérgiques ascendantes dans le SNC peuvent étre divisées en deux
voies: la voie nigro-striée et la voie mésocorticolimbique. Les projections de la voie
meésocorticolimbique semblent étre impliquées dans la consolidation de la mémoire, la
motivation et la dépendance. La voie nigro-striée est principalement associée aux
mouvements volontaires, mais elle joue également un réle dans I'apprentissage spatial et la

mémoire (Mura et al., 2003). Il a été constaté que le systéeme DAérgique est altéré chez les
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patients traumatisés craniens. En outre, 'augmentation de l'activité locomotrice peut étre due
a l'action des systémes stimulants sous-corticaux comme la DA mais aussi a la
noradrénaline (Fujinaka et al., 2003; Reid & Hamm, 2008; Viggiano, 2008).

Théorie glutamatérgique et GABAérgique : Le rOle excitotoxique du glutamate aprés

le TC a été bien établi. La concentration cérébrale de glutamate augmente considérablement
chez 'lhomme (Baker et al., 1993; Bullock et al., 1998) ainsi que chez les animaux (Faden et
al., 1989) suite a un TC. D'autres études indiquent que les récepteurs de glutamate sont
impliquées dans les processus lésionnels secondaires (Choi, 1988; Fei et al., 2007).

Le TC peut provoquer une interruption des projections excitatrices glutamatérgiques

cortico-striatales et des projections inhibitrices GABAérgiques striatales (Bales et al., 2009).

1.4. Les cascades physiopathologiques aprés un TC

Bien que les Iésions primaires post-TC soient irréversibles, les lésions secondaires
pourraient étre réversibles car ce sont souvent des processus retardés offrant ainsi une
fenétre d’intervention thérapeutique. Les lésions secondaires sont des cascades de
réactions biologiques multiples, paralléles et interdépendantes causées par les Iésions
primaires. En général, les séquelles de dommages des tissus nerveux se perpétuent par
l'excitotoxicité (résulte d’'un excés de libération du neurotransmetteur excitateur, le
glutamate), la neuro-inflammation (I'invasion du site de la lésion par les microglies et la
libération des cytokines pro-inflammatoires), le stress oxydant et la mort neuronale de type
nécrotique ou apoptotique. Ces processus physiopathologiques font 'objet de nombreuses
recherches expérimentales sur des modéles animaux, en culture cellulaire ou tissulaire, ainsi
que des recherches cliniques dans le but de développer des stratégies thérapeutiques

rationnelles (pour revues : Werner & Engelhard, 2007; Park et al., 2008).
1.4.1. L’excitotoxicité

A ce jour, Il est connu que I'épisode traumatique peut étre associé a une
excitotoxicité, impliquant la libération d’acides aminés excitateurs (AAE), tels que le
glutamate, qui peuvent déclencher plusieurs altérations subcellulaires via des afflux de Na*
et de Ca®" vers l'espace intracellulaire. Notamment par la technique de microdialyse, il a été
montré que le niveau post-TC de glutamate était augmenté de fagon précoce et progressive
a la fois chez les patients et dans les modéles expérimentaux (Farkas & Povlishock, 2007).

Le défaut des pompes ioniques présynaptiques et de I'exocytose mise en jeu par le
Ca?* contribue en grande partie & la libération initiale de glutamate dépendante de la

dépolarisation neuronale. Cet excés de glutamate contribue a I'augmentation toxique des
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concentrations de Ca®" intracellulaire. Cependant, des théories plus récentes suggérent que
I'excitotoxicité puisse se produire a cause des modifications des récepteurs post-synaptiques
du glutamate induites par le TC et le fait que la toxicité calcique est fortement liée a la
localisation de I'afflux de Ca?". Les récepteurs du glutamate peuvent étre classés en trois
types de récepteurs, sur la base de leur réactivité aux agonistes chimiques. Ceux-ci sont les
récepteurs AMPA (acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionique), les
récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et les récepteurs métabotropiques au glutamate
(Park et al., 2008).

L'activation du récepteur de type AMPA entraine I'entrée d'ions Na* dans la cellule et
la sortie de K conduisant & une dépolarisation membranaire qui favorise l'ouverture de
canaux calciques voltage-dépendants et I'entrée de Ca®". Le récepteur de type NMDA
permet l'entrée massive d'ions Na* et Ca®* dans la cellule. L'activation des récepteurs
métabotropiques conduit & la libération de Ca®. L’entrée massive de Ca?* via les récepteurs
NMDA augmente considérablement le niveau intracellulaire de Ca?* libre. Cette
augmentation peut conduire a l'activation des enzymes Ca?-dépendantes comme les
calpaines, les phosphatases, les protéines kinases et les NO synthases (NOS), les caspases
et les endonucléases, les lipases telles que la phospholipase A2 (PLA2), la phospholipase C
et la cyclo-oxygénase (COX), ainsi que des enzymes impliquées dans la mort cellulaire

nécrotique ou apoptotique (Kermer et al., 1999; Park et al., 2008; Besson, 2009).
1.4.2. Le stress oxydant

Les radicaux libres (RLs) sont des espéces hautement réactives produites
principalement lors de la respiration et du métabolisme cellulaire. Lors d’une production
excessive des RLs, la capacité de défense anti-oxydante se trouve dépassée et/ou inhibée.
Ce déséquilibre entre la production cellulaire et la dégradation naturelle des RLs contribue a
la pathogenése des lésions séveres du SNC. Ainsi, le stress oxydant joue un rbéle majeur
dans la survenue des lésions traumatiques secondaires. Aprés une lésion cérébrale, la
surproduction d’espéces réactives d'oxygéne (ERO) et d'espéces réactives d'azote (ERA)
conduit a des Iésions tissulaires via I'implication de plusieurs voies de signalisation cellulaire
et moléculaire (Xiong et al., 2009).

Les RLs peuvent étre synthétisés a plusieurs niveaux : 1) par les mitochondries suite
a l'augmentation des concentrations intracellulaires de Ca?*, 2) a partir des phospholipides
membranaires, la PLA; génére de l'acide arachidonique a I'origine d’'une production des RLs,
3) par l'activation des monoamines oxydases (MAO), des COX et des NOS ainsi que 4) par
des cellules inflammatoires, telles que les macrophages et les polymorphonucléaires

neutrophiles (PMNs). Par ailleurs, le monoxyde d’azote (NO) produit massivement par les
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NOS peut se combiner aux anions superoxyde (O27) pour former des anions peroxynitrite
(ONOQ"), qui sont de puissants agents du stress oxydant (Besson, 2009).

Les RLs peuvent induire des dommages aux lipides membranaires, aux protéines
enzymatiques et structurales et aux acides nucléiques (ARN et ADN), conduisant par
conséquent a la mort cellulaire. Elles sont également impliquées dans la pathogenése des
dommages microvasculaires, de I'oedéme cérébral et de l'ischémie secondaire aprés le TC.
Ainsi, de nombreux agents anti-oxydants se sont révélés neuroprotecteurs dans des

modéles expérimentaux de TC (Hall et al., 2010).

1.4.3. La neuro-inflammation

La participation de la réponse neuro-inflammatoire aux endommagements
secondaires post-TC est bien établie. La neuro-inflammation est caractérisée par la
formation de I'cedéme cérébral, l'infiltration des cellules sanguines, I'activation des microglies
et des astrocytes. Méme si la réponse inflammatoire est délétére dans la phase précoce
apres le TC, elle semble étre protectrice et indispensable aux processus de réparation et de
cicatrisation dans la phase tardive aprés le TC (Bramlett et al., 2004; Morganti-Kossmann et
al., 2007). Les cellules activees sécrétent des médiateurs cytotoxiques et/ou
neurotrophiques. Il a été montré que les cytokines, l'interleukine-13 (IL-13) et le facteur
nécrosant des tumeurs (TNFa) augmentent trés précocement aprés un TC. L’IL-10, une
cytokine anti-inflammatoire, augmente aussi aprés un TC. La neuro-inflammation post-TC
est caractérisée également par une augmentation de I'expression de chimiokines, de
molécules d’adhésion, et d’enzymes pro-inflammatoires (Morganti-Kossmann et al., 2007).
Par ailleurs, les kinines qui sont formées dans le tissu cérébral lésé, peuvent induire une
perturbation de la microcirculation, une rupture de la BHE conduisant a un gonflement
cellulaire et un cedéme cérébral. La bradykinine est considérée comme I'un des médiateurs
importants libéré au cours de linflammation. Cette neuro-inflammation post-TC mise en
évidence par une activation des microglies peut étre observée jusqu’a 6 ans aprés le TC
chez 'homme (Gentleman et al.,, 2004). De nombreux agents anti-inflammatoires se sont
révélés neuroprotecteurs dans des modeles expérimentaux de TC confirmant ainsi le réle
délétére de la neuro-inflammation.

La neuro-inflammation post-TC est plus particulierement détaillée dans le

chapitre « 2 » de la partie “Rappels Bibliographiques”.

1.4.4. La mort cellulaire

Ainsi, 'ensemble des facteurs décrits précédemment participe au développement des

|ésions observées a la suite d’'un TC. Cette cascade conduit a des altérations structurales et
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fonctionnelles qui participent a la mort cellulaire. La mort cellulaire est globalement classée
en trois types; la nécrose, l'apoptose (la mort cellulaire programmée) et l'autophagie
(Pedersen et al., 2009) (Fig. 4). Enfin, une forme récente de mort cellulaire, parthanatos,
PARP-1 dépendante a été également décrite (David et al., 2009). La mort cellulaire a lieu
tant dans la phase précoce (au coeur et autour de la contusion cérébrale) que dans la phase
tardive, résultant d’'une hypoxie ou d’une ischémie.

La nécrose se fait suite a une lésion tissulaire, conduisant a un gonflement cellulaire,
une fragmentation aléatoire de '’ADN, une atteinte des organites cytoplasmiques, une lyse
membranaire et une stimulation des mécanismes de I'inflammation. Le parenchyme cérébral
va étre nettoyé des cellules nécrotiques grace a l'activation de cellules phagocytaires
(Werner & Engelhard, 2007). Contrairement a la nécrose, 'apoptose est un processus
consommateur de I'énergie et qui peut étre présent pendant plusieurs jours voire semaines
post-TC.

L’apoptose implique l'activation des enzymes cataboliques (en particulier des
protéases), la synthése de novo des protéines apoptotiques (par exemple caspases), et la
décomposition programmée des structures cellulaires et les organites. Cela conduit aux
signes caractéristiques morphologiques de l'apoptose: la pycnose nucléaire (condensation
de la chromatine), le clivage de I'ADN, la fragmentation nucléaire, le bourgeonnement de la
membrane cellulaire, et enfin la fragmentation de la cellule en corps apoptotiques (Zhang et
al., 2005; Pedersen et al., 2009). L'apoptose est habituellement divisée en deux voies
principales : I'apoptose caspase-dépendante et I'apoptose caspase-indépendante. Deux
différentes voies de I'apoptose caspase-dépendante peuvent étre identifiées. Dans la voie
extrinséque, les caspases sont activées par la mort extracellulaire induisant des interactions
ligand-récepteur. En revanche, la voie intrinséque est initiée par le stress au niveau des
organites intracellulaires et les dommages a I'ADN. Les deux voies activent les caspases-3, -
6 et -7, et cette activation entraine la fragmentation de I'ADN, qui est caractéristique de
I'apoptose. Le rble de I'apoptose caspase-indépendante dans le TC est soutenue par le fait
que les aspects morphologiques caractéristiques de l'apoptose sont présents dans les
cellules dépourvues de la caspase-3 ou du facteur Apaf-1 ou aprés [linhibition
pharmacologique in vivo des caspases (Zhang et al., 2005; Pedersen et al., 2009).

L’autophagie a récemment été reconnue comme un processus cellulaire évolutif et
conservé, dans laquelle les protéines cellulaires et les organites sont dégradés a la suite
d’un stress cellulaire. Chez les mammiféres, au moins trois différents types d’autophagie ont
été identifiés : la macro-autophagie, la micro-autophagie, et 'autophagie mise en jeu par les
protéines chaperons. Les différents types d'autophagie different en ce qui concerne les

conditions par lesquelles le processus est préférentiellement activé, leur régulation, les
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composants cellulaires transportés et la voie par laquelle ces composants sont livrés au
lysosome (Pedersen et al., 2009 ; Stoica & Faden, 2010).

Il est de plus en plus admis que la mort cellulaire de type apoptotique, notamment par
limplication des caspases, joue un réle important dans les conséquences post-TC. En effet,
des inhibiteurs de ces enzymes se sont montrés neuroprotecteurs dans des modéles
expérimentaux de TC (Zhang et al., 2005).

En conclusion, les cascades physiopathologiques a I'origine des conséquences d’un
TC sont trés complexes et intégrent de nombreux médiateurs qui sont étroitement liés entre

eux.

Nécrose Apoptose | Autophagie |

Caspase Caspase Macro- Micro- Autophagie mise en jeu
dépendante indépendante autophagie autophagie par les protéines
i chaperones

Voie Voie
extrinséque intrinséque

V,

Figure 4 : Les différentes voies de la mort cellulaire (d’aprés Pedersen et al., 2009).
1.5.  Evaluation et classification de la gravité du traumatisme cranien

L’examen neurologique des victimes d’'un TC est indispensable et consiste a évaluer
le niveau de conscience du patient 6h aprés le TC par 'examen des pupilles et par la
recherche des signes de localisation.

Le score de coma de Glasgow (Glasgow Coma Scale ou GCS) évalue plutét le
niveau de conscience du patient que la profondeur du coma induite par le TC. Ce score a été
décrit par Teasdale et Jennett (1974) et a partir de 13, il a été reconnu comme critére prédictif
de mortalité chez les traumatisés craniens.

Cet examen est simple a élaborer et donne des résultats reproductibles d’un
examinateur a l'autre. Il permet une approche de I'état de conscience du patient en
examinant trois critéres cliniques trés précis : 'ouverture des yeux, la réponse verbale et la

réponse motrice a des stimuli (bruit, douleur, ordre oral) (Tableau 1).
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Réponse oculaire

Ouverture spontanée des yeux Y4
Ouverture a la demande verbale Y3
Ouverture a la stimulation douloureuse Y2
Absente Y1

Réponse verbale

Orale appropriée, orientée V5
Confuse V4
Incohérente V3
Incompréhensible V2
Absente V1

Réponse motrice

Sur demande M6
Adaptée, orientée a la douleur M5
Retrait en flexion (évitement) M4
Flexion stéréotypée M3
Extension M2
Absente M1
Score de Glasgow Total / 15

Tableau 1 : Score de Coma de Glasgow.

Le TC est considéré comme léger lorsque le score de Glasgow est supérieur ou égal
a 13, modéré lorsque le score est compris entre 9 et 12 et grave lorsque le score est
inférieur ou égal a 8. Néanmoins, le score de Glasgow doit étre décrit de facon détaillée avec
ses trois paramétres (Tableau 1).

Cette échelle numérique allant de 3 a 15, permet d'une part, de suivre I'évolution de
I'état du patient et d'autre part, de fournir des informations sur son pronostic. Selon les
études épidémiologiques, généralement la gravité des TC se répartit de la maniére suivante :
80-94 % des TC sont légers, 3-11 % sont des TC modérés et 3-9 % sont des TC graves
(Tagliaferri et al., 2006).

L’échelle de coma de Glasgow étendue (Glasgow Coma Scale-Extended, GCS-E)
permet d’évaluer l'altération de la conscience grace au GCS classique et a la durée de

'amnésie post-TC qui refléte la gravité du TC. Le temps écoulé entre la survenue du TC et la
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récupération d’'une mémoire des événements d’un jour a l'autre (la durée de 'amnésie) est
exprimé en score allant de 7 jusqu’a O selon la durée de I'amnésie : nulle, < 30 min, de
30 min a 3h, de 3h a 24h, de 1j a 7j, de 8j a 30j, de 31j a 90j. L’amnésie de plus de 24h est le

signe d’un TC sévere.

L’échelle de devenir de Glasgow (Glasgow Outcome Scale, GOS) permet d’évaluer
le degré de gravité des séquelles intellectuelles, physiques, et comportementales. Elles sont,
le plus souvent, évaluées 3 a 6 mois aprés le TC. On distingue généralement 5 niveaux
(Tableau 2).

Score Etat du patient
1 bonne récupération
5 handicap modéré
(sujet handicapé mais indépendant)
3 handicap sévere
(sujet conscient mais dépendant)
4 état végétatif persistant
5 mort

Tableau 2 : L’échelle de devenir de Glasgow.

Le GOS est largement employé pour évaluer [lefficacité d'un composé
pharmacologique lors des essais cliniques. Cependant, cette échelle ne semble pas assez
sensible pour détecter une amélioration de I'état du patient, c’est la raison pour laquelle son
utilisation reste aujourd’hui un sujet a débat. Une extension de cette échelle a été faite par
Jennett et collaborateurs (1981) permettant une appréciation de I'état de santé du patient a

'aide de 8 niveaux (Tableau 3).

A co6té du GCS, les techniques d’imagerie tomographiques permettent d'analyser en
urgence les lésions traumatiques chez les patients et de surveiller I'évolution anatomique
des lésions diffuses, contusions, hématomes, hydrocéphalie et cedeme cérébral (Gallagher
et al., 2007). Parmi ces techniques, il existe le CT-scan (Computed Tomography-scan), la
tomodensitométrie (TDM) dite aussi tomographie axiale calculée par ordinateur, l'imagerie
par résonance magnétique nucléaire (IRM), la tomographie a émission de positron (TEP), et
la tomographie a émission mono-photonique (SPECT, pour Single Photon Emission

Computed Tomography).
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Score Etat du patient

1 _ supérieur | aucun trouble psychologique
rétablissement

problemes liés au TC nuisent aux activités

2 satisfaisant inférieur
quotidiennes
_ sujet capable de travailler ou d’étudier a un niveau

3 supérieur |

invalidité modérée réduit
4 inférieur | sujet incapable de travailler

o sujet conscient dépendant, n’ayant pas besoin

5 supérieur

fréquemment d’une aide

invalidité grave
o sujet conscient dépendant, ayant besoin
6 inférieur

fréquemment d’une aide

7 état végétatif persistant

8 mort

Tableau 3 : L’échelle de devenir de Glasgow étendue.

Le CT-scan est un examen réalisable en 1°® intention aprés un TC en raison de sa
disponibilité, rapidité, reproductibilité et son colt modéré. Il permet la détection d’'un
hématome, d’'un cedéme cérébral, d’'une contusion cérébrale, ainsi que d’une fracture du
crane. Il doit étre effectué en urgence quand le GCS est inférieur a 15. La TDM est la
principale technique d'imagerie pour les Iésions cérébrales aigués, donnant des informations
rapidement. L'IRM offre une meilleure résolution pour les tissus mous avec des contrastes
plus élevés qu'avec la TDM grace aux différentes séquences, donc cette technique prend
dans ce sens un intérét pronostique, diagnostique et physiopathologique. La TEP et la
SPECT permettent de mesurer en trois dimensions l'activit¢ métabolique d'un organe telle
que la consommation en glucose ou en oxygene grace aux émissions produites par les
positrons issus de la désintégration d'un produit radioactif injecté au préalable. Ces 2

derniéres techniques sont donc trés utiles pour visualiser les perturbations fonctionnelles.

Classification de la gravité du TC

Les lésions cérébrales post-traumatiques ont été classées le plus souvent de la

maniére suivante (Saatman et al., 2008) :

1) La classification anatomo-pathologique est utilisée pour décrire les |ésions dans la

phase aigué, leur localisation et leurs aspects anatomiques.
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2) La classification étiologique décrit les facteurs a prendre en compte en vue de
prévenir la survenue du TC. L'ampleur et la direction de force peuvent prédire le type et la
gravité de la lésion. Il y a une corrélation importante entre le mécanisme physique et
I'anatomo-pathologie de la lésion.

3) La classification symptomatique (physiopathologique) décrit les manifestations
cliniques a prendre en charge. Généralement, on différencie a la suite d’'un TC des
processus physiopathologiques «primaires» irréversibles, qui sont induits au moment de TC
et des processus «secondaires» réversibles qui se produisent a des temps variables aprés
une lésion et compliquent la Iésion cérébrale.

4) La classification pronostique décrit les facteurs associés aux conséquences post-
TC. Certains d’entre eux donnent un pronostic général (I'age et la perte de conscience),
alors que d’autres facteurs décrivent de fagon détaillée donnant un pronostic plus pointu (le

CT-scan indique la nature des Iésions cérébrales).
1.6. Prise en charge des traumatisés craniens

Sachant que le taux de mortalité a la suite d'un TC diminue de fagcon importante
lorsque les patients arrivent dans la 1% heure qui suit I'accident (Pace et al., 2006), des
procédures pertinentes de prise en charge doivent étre appliquées le plus tot possible aprés
la survenue du TC.

La prise en charge pré-hospitaliére des traumatisés craniens graves repose sur :

La coordination des intervenants, qui est au mieux assurée par la régulation du

SAMU (Service d'Aide Médicale d'Urgence), lequel assure une écoute permanente,
déclenche la réponse la plus adaptée, s'assure des disponibilités d'hospitalisation, organise

les transports terrestres ou héliportés, et veille a I'admission.

La prévention des agressions cérébrales secondaires d'origine systémique est

primordiale afin d’empécher les |ésions secondaires d’origine ischémique ou hémorragique
de se surajouter aux lésions primaires et de lutter contre les facteurs susceptibles d’aggraver
lischémie cérébrale. La surveillance des fonctions vitales ventilatoires et cardiocirculatoires
ainsi que leur maintien et leur restauration immédiate sont les taches les plus importantes
dans la phase pré-hospitaliere. D'autres facteurs, tels que les risques d'infection et les
troubles de la coagulation, sont également a prendre en compte dés la phase pré-

hospitaliere.

La prise en charge respiratoire : L'intubation orotrachéale et la ventilation mécanique

tendent a améliorer le pronostic vital et fonctionnel des patients traumatisés graves. La prise

en charge respiratoire s’effectue systématiquement lorsque le GCS est inférieur ou égal a 8
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(TC grave). L'intubation se fait de préférence selon la séquence d'induction rapide, en tenant
compte du risque de lésion cervicale associée. La mobilisation cervicale doit donc étre
limitée. La ventilation artificielle doit assurer une saturation artérielle en oxygéne (SaO,)
supérieure a 92 % (au mieux 95 %) et une normocapnie (pression partielle de CO, expirée a
35 mmHg).

La prise en charge hémodynamique : lI'un des objectifs de la prise en charge pré-

hospitaliere est le maintien ou le rétablissement d'une stabilité tensionnelle, d'une pression
de perfusion cérébrale (PPC) ainsi que d'un transport de 'O, adéquat. En cas d'hypertension
artérielle maligne, le traitement habituel est I'osmothérapie, c'est-a-dire le traitement de la
HIC (perfusion de mannitol a 20 % a la dose de 0,5 a 1 g/kg en 20 minutes). La pression
artérielle systolique doit étre maintenue inférieure a 190 mmHg.

L'hypotension artérielle qui est plutét due a une lésion hémorragique est plus
préoccupante et doit étre rapidement traitée par remplissage ou utilisation d'agents
vasopresseurs. Le remplissage vasculaire fait appel a des solutés isotoniques comme le
soluté physiologique a 0,9 % qui est le vecteur idéal (perfusion de base) et le soluté de
remplissage en premiére intention, il peut étre associé, si nécessaire, aux macromolécules
en solution isotonique. Le volume de liquide perfusé doit étre adapté et permettre le maintien
d’'une concentration d'hémoglobine supérieure a 10g/100ml. Les agents vasopresseurs
utilisés sont notamment I'éphédrine, la dopamine ou I'adrénaline.

L'HIC se caractérise par une élévation de la PIC de son niveau de base
(> 20 mmHg). Le monitorage de la PIC et le maintien autour de 20 mmHg est souvent
préconisé. Les HIC décompensées et I'engagement cérébral sont traités par osmothérapie.
Devant une mydriase uni- ou bilatérale, aprés avoir vérifié que la sédation est bien adaptée,

le mannitol a 20 % est injecté en 20 minutes (0,5 a 1 mg/kg).

La sédation pré-hospitaliére : Elle est débutée apres I'évaluation clinique initiale. Les

objectifs de la sédation chez les patients intubés sont d'assurer |'analgésie, d'assurer la
pérennité d'une intubation bien supportée et de limiter l'agitation, I'hypertonie et les
manifestations végétatives. En I'absence d'hypovolémie, elle fait fréquemment appel aux

benzodiazépines (Hypnovel®) et aux morphiniques (morphine, Fentanyl®).

Le contréle de la température corporelle : L’hyperthermie est fréquente, méme dans

les premiéres heures post-traumatiques. Cette hyperthermie est secondaire a un état
hypercatabolique provoqué par la cascade inflammatoire liée au TC. Le traitement implique
des antipyrétiques (paracétamol) et la sédation, qui permet a la fois une baisse du

catabolisme et une augmentation de la perte de chaleur.
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Les gestes complémentaires : Pour éviter toute géne au retour veineux jugulaire, la

téte est maintenue dans l'axe, en évitant toute flexion ou extension excessive et le collier
cervical ne doit pas comprimer les veines jugulaires. Le patient doit étre transporté en
décubitus strict. Les crises convulsives, facteurs d'augmentation de la PIC, doivent étre

traitées (benzodiazépines, barbituriques, diphénylhydantoine).

La nutrition artificielle a pour objectif l'utilisation optimale des voies de synthése

protéique afin de limiter la dénutrition. Des contrbles réguliers de la glycémie doivent étre
effectués. Un apport calorique, protidique et lipidique est recommandé. A cela, doit s’ajouter

un apport de potassium, de magnésium et de phosphore.

En conclusion, I'évolution de la prise en charge des TC graves, ces dernieres
années, a été marquée par le progrés de limagerie et de la réanimation. Les indications
opératoires sont mieux définies. La coexistence de lésions primaires directement liées au
trauma et de Iésions secondaires ischémiques nécessite une prise en charge
pluridisciplinaire, dans laquelle urgentistes, anesthésistes, radiologues, réanimateurs et
neurochirurgiens sont impliqués. La prise en charge permet de limiter I'augmentation de la
taille des lésions. Cependant, les médecins restent encore largement démunis pour traiter

les Iésions primaires et secondaires.

2. MODELES EXPERIMENTAUX DE TRAUMATISME CRANIEN

Afin de reproduire les conditions pathologiques mises en évidence chez les patients
ayant subi un TC, plusieurs modéles expérimentaux de TC ont été développés. Ces modéles
in vitro et in vivo ont pour but d’étudier les mécanismes a l'origine des lésions encéphaliques,
d’étudier chacun des aspects du TC et de mimer la trés grande hétérogénéité et complexité
du TC chez 'homme (pour revue voir : Wang & Ma, 2010). De plus, ces modeles doivent
prendre en compte les différents facteurs qui influent sur la réponse de 'organisme a un TC.
Afin de valider ces modéles expérimentaux, ils doivent étre caractérisés par une lésion
physique, comportementale ainsi qu’anatomique, mimant les aspects du TC chez 'homme
(contusion, cedéme, LADs, hémorragie sous-arachnoidienne,..). La réponse au TC doit étre

reproductible, quantifiable et cliniquement pertinente.

2.1. Modeéles in vitro

Les modeles in vitro de TC bien que physiopathologiquement éloignés des conditions
réelles du TC, permettent de décrire précisément des mécanismes cellulaires ou

moléculaires impliqués dans la mort cellulaire a la suite d’'un TC (Morrison et al., 2011).
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2.1.1. TC sur cultures cellulaires

Ces modeles sur cultures cellulaires sont variés selon le mécanisme a l'origine du TC
(transsection, compression, accélération, extension ou cisaillement) (Morrison et al., 2011;
Spaethling et al., 2007).

Le modele in vitro par transsection consiste a racler les cellules d'une culture
cellulaire a l'aide d'un ou plusieurs stylets en plastique (1 a 6) ou des faisceaux laser, ce qui
détermine la sévérité du modele.

Le modeéle de TC par compression est réalisé par le lacher d’'un poids d’'une hauteur
définie sur une tranche du tissu (cervelet, hippocampe) en culture organotypique. La sévérité
de ce modele varie en fonction du poids et de la hauteur utilisée.

Le modéle d'accélération in vitro a été validé afin de mimer un modéle in vivo
d'accélération-décélération. |l consiste a imposer une accélération aux cellules a I'aide d’un
impacteur. Cependant, le niveau de déformation cellulaire ne peut pas étre mesuré.

Un autre modéle in vitro a été développé pour étudier les lésions causées par les
forces d’inerties. Des cellules situées sur un plateau tournant sont soumises a une rotation
d'un plateau a une distance prédéfinie. Les cellules subissent une force hydrodynamique
contrélée par la vitesse de rotation et la distance entre les deux plateaux.

Un dernier modéle in vitro est obtenu en cultivant des cellules sur une plaque de six
puits dont les fonds en silicone se déforment sous une pression prédéterminée. La mesure

de l'allongement du fond du puit peut déterminer 'allongement des cellules.

2.1.2. TC sur coupes

Ce modele est utilisé surtout pour des études d'électrophysiologie (Wallis et al.,
1993). Il consiste a appliquer une pression brutale sur une coupe de cerveau de I'animal, ce
qui conduit a des désordres biochimiques. Les modéles de TC in vitro ne peuvent pas
remplacer les modéles in vivo, mais ils se complétent de fagon pertinente et donnent un

espoir supplémentaire afin de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le TC.

2.2. Modeéles in vivo

Les modeles in vivo sont plus proches de la réalité clinique du TC. Ces modeles sont
globalement générés soit par un impact direct sur le cortex, ce qui induit une déformation du
tissu cérébral (modéles de TC a crane ouvert), soit par application d’'une ou plusieurs forces
d’accélération en absence de I'impact direct (modéles de TC a crane fermé).

Différentes espéces animales (primate, mouton, porc, chien, chat, lapin, rat et souris)

ont été utilisées afin de réaliser des modeéles in vivo du TC pour but de mimer des aspects
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particuliers du TC. Parmi ces espéces animales, les rongeurs sont les plus utilisés pour des
raisons d’éthique, d’économique, d’homogénéité d’espéce et de taille (Yamori et al., 1976).
La souris, plus particulierement, posséde la possibilité de produire des souches d’animaux
transgéniques qui surexpriment un géne codant pour une protéine donnée et des souches

d'animaux "knock-out" (KO), qui au contraire n'en expriment pas.

2.2.1. A crane ouvert

Les modeéles expérimentaux réalisés a crane ouvert impliquent l'application directe
d'un impact sur le cortex, et conduisent principalement a la formation d'une lésion focale
corticale située au niveau de la zone d'impact. En fonction de la pression de percussion
appliquée et de la zone percutée (centrale ou latérale), des lésions de degré de sévérité

variable (trauma léger, modéré ou grave) sont alors observées.

Percussion de fluide

Le modéle de percussion de fluide consiste a percuter directement la surface du
cortex par un fluide sous pression (Thompson et al., 2005).

Ce modele de TC a été mis au point pour la premiére fois chez le lapin, puis il a été
modifié afin de produire des lésions de degré variable (léger, modéré ou sévere) dans
différentes espéces animales. Actuellement, le modéle de TC par percussion de fluide chez
le rongeur est le plus couramment utilisé. La Iésion est produite par une bréve pulsation de
fluide sous pression a la surface de la dure-mére intacte, le choc se déplace alors dans
I'espace épidural de fagon concentrique a partir de la surface de percussion, conduisant a
une charge diffuse dans le cerveau.

Ce modeéle reproduit quelques aspects des réponses mécaniques, physiologiques,
neurologiques et morphologiques observés au cours d'un TC chez 'homme (Thompson et
al., 2005). Selon la localisation et la sévérité de la Iésion, ce modéle est caractérisé par des
perturbations du métabolisme et de I'noméostasie ionique, du DSC, de la PIC et par une
rupture de la BHE ainsi qu’une formation de 'cedéme cérébral et une astrogliose réactive.
Ce modeéle produit une Iésion, associée a une mort cellulaire nécrotique et apoptotique, qui
évolue sur une période de quelques jours a plusieurs semaines voire jusqu'a un an apres le
TC. Les lésions induites par ce modéle de TC peuvent étre des contusions directes sur le
site d'impact du fluide, des compressions des structures du tronc cérébral ou des Iésions
axonales traumatiques dans la substance blanche sous-corticale et a distance du site de la
percussion. Par ailleurs, ce modeéle entraine un déficit durable des fonctions motrices et

cognitives.
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Il existe deux types de modéles de TC par percussion de fluide, percussion de fluide
central et latéral (Mclntosh et al.,1989). lls consistent a percuter le vertex ou le cortex

temporal, et le choc entraine une Iésion diffuse plus ou moins importante.

Impact cortical contrélé (ICC)

Ce modéle consiste a percuter avec un impacteur rigide la dure meéere qui est
chirurgicalement exposée (Cernak, 2005). Le modéle d’ICC a été décrit pour la premiére fois
chez le furet, puis il a été adapté chez le rat et la souris. Il est possible dans ce modéle de
contréler précisément les paramétres de la déformation (durée, vitesse et profondeur de
l'impact) et de régler I'angle de I'impact par rapport a la dure-mére. La sévérité de la lésion
est corrélée a la profondeur de l'indentation de l'impacteur et de sa localisation. Ce modéle
de trauma conduit a la formation d'un cedéme cérébral, a une perturbation du DSC, a des
Iésions corticales, a la mort cellulaire par apoptose, a des lésions axonales traumatiques et a
un déficit sévere des fonctions motrices et cognitives.

Il existe trois types de modéles de TC par impact cortical contrélé :

» limpact cortical contrélé central qui produit une Iésion de taille variable dans le cortex
situé au site de l'impact avec un coma d'une durée variable,

» limpact cortical contrélé latéral qui entraine une lésion de taille variable sous l'impact,
ainsi qu’un coma trés bref cohérent avec une faible proportion d'axones endommagés
dans les deux hémispheéres,

» et limpact cortical contrélé latéral avec un dégagement de la dure-mére du cété
controlatéral qui produit un volume de lésion variable dans la zone du coup ou du
contrecoup selon les conditions expérimentales d'impact accompagné d’un coma bref

avec peu de dommages axonaux dans le tronc cérébral.

2.2.2. A créne fermé

Les modeéles expérimentaux réalisés a créne fermé sont plus proches a la réalité
clinique et consistent a percuter directement la boite cranienne avec un poids de masse
variable, ou encore d'un processus d'accélération/rotation. La percussion produit une onde
de choc qui se transmet au cerveau sous forme de contraintes de déformation (torsion,
étirement et/ou écrasement). Ces modeles provoquent des lésions focales et diffuses, et
peuvent induire des lésions vasculaires hémorragiques et des lésions de contrecoup en

fonction du degré de sévérité de I'impact appliqué.

Lacher de poids

Initialement décrit chez les primates, il a été développé ensuite chez les rongeurs.

C’est un modéle adapté pour mimer les événements et les Iésions rencontrés chez '’lhomme
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a la suite d’'un accident de la voie publique. Un poids calibré chute le long d’une tige
d’'impacteur sur la téte d’'un animal maintenu en contention (Hellal et al., 2005 ; Homsi et al.,
2009, 2010 ; Flierl et al., 2009). Une ouverture de la BHE, un cedéme cérébral et un
accroissement de la PIC a proximité de la zone de contusion sont des événements qui
caractérisent ce modéle. Une perte cellulaire, des LADs, un dysfonctionnement neurologique

et d’ordres moteur et cognitif sont également décrits dans ce modéle.

Impact d’accélération

Le modele initial a été développé chez le primate, puis il a été mis au point chez le
chat, la souris et le rat.

Le modele d'impact d'accélération a été développé chez les rongeurs car leur vertex
est extrémement fin. Un casque de protection en acier inoxydable permet d'éviter les
fractures quand les animaux sont soumis aux traumas les plus sévéres (Marmarou et al.,
1994). De plus, la téte de I'animal est placée en I'absence de contention sur un matelas de
mousse, dont la constante d'élasticité est connue afin d'en permettre le mouvement aprés
l'impact. Ce modéle produit des |ésions axonales traumatiques (Buki et al., 1999 ; Thornton
et al., 2006) et des lésions dendritiques en l'absence de lésions focales (Folkerts et al.,

1998) ainsi que des déficits moteurs et cognitifs (Adelson et al., 1997).

Inertie d’accélération-rotation

Ce modéele a été appliqué initialement chez les primates, puis il a été mis au point
chez le lapin, le cochon et les rongeurs.

L'accélération-rotation ou accélération-translation due a un mouvement non restreint
de la téte provoque une rotation ou une accélération de la boite cranienne. Ces mouvements
sont responsables d’'une déformation du cerveau soumis a la transmission de I'énergie
cinétique. La mise au point de ces modeéles a pour but de mimer les conséquences des
mouvements de I'encéphale a l'intérieur de la boite cranienne, situation incriminée dans la
constitution des Iésions cérébrales focales et diffuses, en partie lors d’accidents de la voie
publique. Ce modeéle conduit a des hémorragies sous-arachnoidiennes étendues, a une
astrocytose réactive ainsi qu'a des dommages axonaux (Gutierrez et al., 2001). Il est
également associé a un cedéme cérébral, a une augmentation de la PIC et a la mort

neuronale retardée par apoptose et par nécrose (Runnerstam et al., 2001).

En conclusion, aucun modeéle expérimental de TC ne peut étre parfait, car le TC n'est
pas univoque. On en distingue différents types et 'il existe différentes causes et divers

mécanismes responsables des |ésions rencontrées en clinique (Kazanis, 2005). Un modéle
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ne peut reproduire que certains aspects rencontrés en clinique. Ainsi, il faut plutét disposer

de différents modeles, afin de les utiliser pour répondre a une question précise.

3. LES ESSAIS CLINIQUES DANS LE TRAUMATISME CRANIEN

Parmi un grand nombre de molécules testées dans des différents modéles de TC
in vitro et in vivo, de nombreuses molécules ont révélé un effet neuroprotecteur en
expérimentation animale. Cependant, un nombre limit¢é de ces molécules a fait I'objet
d’essais cliniques. La plupart de ces molécules ciblent un mécanisme particulier de
processus pathologique déclenché par le TC (Wang et al., 2006), et peu d’études ont ciblé
des molécules agissant a plusieurs niveaux de la cascade physiopathologique. Malgré les
résultats prometteurs en expérimentation animale de certaines de ces molécules, aucune
d’entre elles n’a révélé des effets bénéfiques et neuroprotecteurs en essai clinique a ce jour
(Maas et al., 2010). Les essais cliniques les plus récents chez les patients ayant subi un TC
sont regroupés dans le tableau 4. On peut citer, de maniére non-exhaustive, quelques
exemples de composés qui ont passé en essai clinique pour le TC et qui n’ont pas montré

d’intérét thérapeutique significatif.

Les antagonistes glutamatérgiques

Toute une série de substances capables de bloquer la libération ou I'action du
glutamate ont montré des actions bénéfiques dans les modéles animaux de TC (Mclntosh et

al., 1998) mais sans bénéfice en essai clinique (Royo et al., 2003).

Les antagonistes compétitifs du récepteur NMDA

Selfotel® (CGS 19755, Ciba-Geigy): suite a une évaluation préclinique intensive et des
résultats promoteurs, il fit le premier antagoniste compétitif glutamatergique a passer en
phase lll. Ciba-Geigy a lancé 4 essais de phase lll, qui ont inclus 1200 patients dans
2 essais pour l'accident vasculaire cérébral (AVC) et environ 860 patients dans 2 essais
concernant le TC grave (Morris et al., 1999). Ces essais étaient interrompus prématurément
a cause d’'une surmortalité et des résultats négatifs dans le groupe de patients traités par le

Selfotel® dans les essais concernant ’AVC (Narayan et al., 2002).

D-CPP-éne (D-3- (2-carboxypiperazine-4-yl) propenyl-1-phosphonic acid, EAA494, Sandoz):
C’est un essai de phase lll, dont le traitement était mis en place dans une fenétre de
12 heures pour la 1°™ administration, suivi par 2 administrations par jour pendant 5 jours. Les
résultats de cette étude ont mis en évidence un léger effet délétére non significatif du

traitement a 6 mois (Narayan et al., 2002).
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Les antagonistes non compétitifs du récepteur NMDA

Cerestat® (CNS 1102, Aptiganel, Cambridge Neuroscience): |l agit au niveau du site de
fixation du magnésium du récépteur NMDA lorsque le récepteur est activé par des
concentrations élevées de glutamate. L’essai multicentrique (70 centres a travers I'Europe et
les Etats-Unis) de phase lll, incluant 512 patients, n’a pas permis de mettre en évidence un
effet bénéfique du Cerestat® (Bullock et al., 1999). De la méme fagon, I'analyse des études
cliniques du Cerestat® dans 'AVC n’a pas non plus montré de bénéfice thérapeutique
(Narayan et al., 2002).

Les autres antagonistes du récepteur NMDA

Eliprodil (SL 82.0715, Synthélabo): C’est un antagoniste glutamatergique agissant sur le site
des polyamines du récepteur NMDA. Bien que [lanalyse statistique de l'étude de
phase I, réalisée en France, ne montre pas d’amélioration neurologique, une analyse en
sous-groupe a mis en évidence une diminution de 'cedéme cérébral par I'Eliprodil (Bullock et
al., 2002). Une étude clinique de phase Il dans le traitement du TC n’a pas montré non plus

d’effet bénéfique de ce composé (Maas, 2001).

CP-101,606 (traxoprodil, Pfizer): C’est un antagoniste glutamatergique de seconde
génération qui agit de fagon sélective au niveau de la sous-unité NR2B du récepteur NMDA
dans les neurones du cortex et de I'hippocampe (Hatton, 2001). Les études cliniques ont
montré qu’il passe rapidement et facilement dans le LCR (Bullock et al., 1999). De plus, il
n'entraine pas d’effets secondaires comportementaux. L’analyse de la phase Il sur
404 patients, a mis en évidence un effet bénéfique non significatif du CP-101,606 sur le

score neurologique et sur la mortalité, sans effets indésirables (Yurkewicz et al., 2005).

Les antagonistes calciques

Ces composés agissent au niveau des canaux calciques permettant de réduire I'influx
calcique massif consécutif au TC (Clausen & Bullock, 2001). lls ont une action bénéfique
dans les modéles expérimentaux et chez les patients souffrant d’hémorragie méningée par

rupture d’anévrisme (Maas, 2010).

Ziconotide® (SNX-111, CI-1009, Parke-Davis): Ce composé agit sur les canaux calciques
présynaptiques de type N. Les études précliniques ont montré une réduction du déficit
neurologique avec une fenétre thérapeutique importante (4 heures) ainsi qu'une dose

efficace faible (1 mg/kg). Une étude de phase Ill menée aux Etats-Unis a été suspendue
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prématurément aprés avoir mis en évidence une augmentation de la mortalité dans le

groupe de patients traités par ce composé (Narayan et al., 2002).

Nimodipine (Nimotop®, Bayer): Deux études cliniques menées dans le TC (Head Injury Trial
I et Il) ont montré une amélioration neurologique de 8 % bien que non significative. Une
troisieme étude clinique (Head Injury Trial 1ll) a mis en évidence une amélioration
neurologique des patients ayant une hémorragie sous-arachnoidienne d’origine traumatique
traités avec la nimodipine. Par la suite, une méta-analyse de ces 3 études a révélé que le
traitement par la nimodipine entraine une diminution de la mortalit¢ et du déficit
neurologique. Bien que I'utilisation de la nimodipine soit maintenant autorisée dans certains
pays dans le traitement de I'hémorragie sous-arachnoidienne d’origine traumatique, elle
n’est pourtant pas largement acceptée comme traitement standard (Narayan et al., 2002).
Une quatrieme étude clinique (Head Injury Trial IV) n'a pas confirmé le bénéfice
thérapeutique de la nimodipine dans le traitement de I'hémorragie sous-arachnoidienne

d’origine traumatique (Maas, 2001).
Les antagonistes des récepteurs B2 a la bradykinine

LF 16-0687Ms (Anatibant, Laboratoire Fournier) a montré au cours des essais de phase |

réalisé dans 6 centres aux Etats-Unis une bonne tolérance aux doses de 3,75 et 22,5 mg en
s.c. (Marmarou et al., 2005). Les premiers résultats de I'essai de phase Il incluant 25
patients traumatisés craniens sévéres a montré que I'anatibant administré en monodose en
s.c. 8 a 12 heures aprés le TC n’entraine pas d’effet indésirable chez les traumatisés
craniens (Marmarou et al., 2005). La société Xytis a acheté I'anatibant (alors renomé
XY2405) au Laboratoire Fournier en 2005, et un essai clinique de phase Il a été commencé
en 2007. En 2009, cet essai a été arrété sans aucune preuve fiable sur des effets bénéfiques
ou déléteres (Shakur et al., 2009).

Les agents anti-radicaux libres et anti-oxydants

De nombreuses molécules qui piegent les RLs ont été évaluées en essai clinique
(Narayan et al., 2002 ; Maas et al., 2010).

PEG-SOD : C’est un chélateur de RLs, une superoxyde dismutase (SOD) conjugée a
PolyEthyléne Glycol (PEG) qui augmente sa demi-vie et sa pénétration a travers la BHE. Les
essais de phase Il ont montré une amélioration de la PIC et de I'état clinique des patients.
Néanmoins, I'essai clinique multicentrique (29 centres aux Etats-unis) de phase Ill chez 463
traumatisés sévéres étaient sans bénéfice au niveau comportemental ou de la mortalité
(Narayan et al., 2002, Hall et al., 2010).
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Les corticoides

Initialement, les corticoides ont été employés en neurochirurgie pour le traitement de
'cedéme associé aux tumeurs cérébrales. Les études expérimentales ont mis en évidence

qgue ces composés sont neuroprotecteurs notamment en réduisant la production de RL.

Déxamethasone : Les six études cliniques réalisées chez les traumatisés craniens graves

n'ont montré aucun bénéfice en termes de mortalité, de morbidité ou de réduction de la PIC
(Narayan et al., 2002).

Méthylprednisolone : Elle a fait I'objet d’'une trés grande étude internationale multicentrique

randomisée controlée (CRASH trial). Le but de cette étude était d’évaluer leffet de
'administration de la méthylprednisolone a forte dose (2 g en 1 heure suivie d’une perfusion
de 0,4 g/h pendant 48 heures) sur I'amélioration neurologique aprés un TC. L’essai devait
inclure 20 000 patients et a été interrompu a la moitié (10 008 patients). Elle a tout de méme
mis en évidence qu’il n’y avait pas de réduction de la mortalité 14 jours aprés le TC chez les
patients ayant recu le méthylprednisolone et qu'il y avait une augmentation de 18% de la
mortalité (Roberts et al., 2004).

Essais cliniques récents : progestérone et érythropoiétine

Actuellement, un composé qui s’avére avoir un grand potentiel dans le traitement du

TC est la progestérone. Cette derniére synthétisée en petites quantités par le cerveau quel

gu’en soit le sexe, y exerce des effets neuroprotecteurs chez 'homme. Plus précisément,
deux essais cliniques, menés aux USA et en Chine respectivement, ont montré que
'administration intraveineuse de progestérone réduit la mortalité chez les traumatisés
séveres et améliore la récupération fonctionnelle a 30 jours (Wright et al., 2007 ; Xiao et al.,
2008). Le composé est donc actuellement en essai clinique de phase Il aux USA
(Tableau 4).

En outre, depuis quelques années, des études expérimentales ont montré que

I'érythropoiétine (Epo) peut exercer un effet neuroprotecteur au-dela de ses effets

hématologiques (Brines et al., 2005). Dans des modéles de TC chez la souris, il a été montré
que l'érythropoiétine améliore le score neurologique et réduit la neuro-inflammation et le
volume des lésions focales et diffuses (Brines et al., 2005 ; Yatsiv et al., 2005). A ce jour, le
seul essai clinique avec 'EPO a été conduit chez des patients ayant un AVC ischémique
récent, avec une meilleure récupération fonctionnelle et une diminution du volume cérébral

infarci dans le groupe traité par 'lEPO (Ehrenreich et al., 2002). L’ensemble de résultats est
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prometteur et place 'EPO parmi les nouveaux agents neuroprotecteurs. Une étude clinique

avec 'EPO est actuellement en cours pour le traumatisme cranien (Tableau 4).

4. CAUSES DES ECHECS DES ESSAIS CLINIQUES DANS LE TRAUMATISME CRANIEN

A partir des milliers de molécules criblées pour leur effet neuroprotecteur, des
centaines d’entre-elles sont arrivées aux études in vivo. Cependant, malgré tous les résultats
trés encourageants de certaines molécules testées dans plusieurs modeéles animaux,
aucune d’entre-elles s’est avérée efficace en essai clinique. L'origine de ces échecs peut
étre expliquée par plusieurs hypothéses (Faden, 2002; Narayan et al., 2002; Maas et al.,
2007; 2010).

Un élément important a tenir compte est I'hétérogénéité du tableau clinique des
patients en termes de contusion, des LADs, dOC, d’hématome, d’hypoxie et d’ischémie
cérébrale. Donc, les essais cliniques sont soit trés restrictifs au niveau des critéres
d’inclusion et apparaissent donc difficiles @ mener a son terme, soit peu limitatifs incluant des
patients trés hétérogeénes du point de vue clinique et I'effet bénéfique serait donc plus difficile
a mettre en évidence. La définition a priori d’analyses en sous-groupe permet d’identifier un
éventuel effet bénéfique chez certains groupes de patients cliniquement définis.

L’évaluation de l'effet bénéfique d’'un composé pharmacologique sur la situation
clinique du patient est réalisée a I'aide du GOS ou au meilleur des cas du GOS étendu
(constitué de 8 niveaux), dans les 3 et/ou 6 mois qui suivent le TC. Cependant, il est
aujourd’hui de plus en plus admis que ces échelles ne sont pas suffisamment sensibles pour
évaluer 'amélioration clinique de tous les aspects du déficit neurologique (la mémoire, le
déficit moteur, les fonctions exécutives, ..). Il est donc recommandé d’utiliser plusieurs tests
permettant une appréciation plus détaillée de I'évaluation de I'état des patients (Margulies &
Hicks, 2009).

A coté de cela, la prédictibilité des modéles animaux est également a l'origine de
'échec des essais cliniques. En effet, les études expérimentales sont menées sur des
modeles de TC tres standardisés et plus particulierement caractérisés pour I'étude d’'une
variable pertinente cliniquement (hémorragie, hématome, OC, LAD,....), permettant ainsi
I'étude approfondie du mécanisme physiopathologique en question. Cependant, les patients
présentent, dans la plupart des cas, plusieurs composantes qui sont toutes étroitement
associées (Kazanis, 2005).

De plus, les variables évaluées (volume de Iésion, déficit neurologique, cedéme
cérébral...) dans les études expérimentales sont étudiées trés to6t aprés le TC (dans la
premiere semaine qui suit le TC) alors que chez les patients, les effets de traitement ne sont

évalués que trés tardivement (6-12 mois apres le TC).
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Par ailleurs, dans les études expérimentales, les traitements sont apportés en une
seule administration, trés souvent avant, voire peu de temps aprés le TC (15-30 minutes
aprés). A l'inverse, les patients inclus dans les études cliniques ne peuvent bénéficier du
traitement que dans un délai de 4 heures apres le TC dans le meilleur des cas, en raison du
temps nécessaire pour effectuer les examens d'imagerie médicale et I'obtention du
consentement. Ces données mettent en avant I'importance des agents neuroprotecteurs
ayant une fenétre d’opportunité thérapeutique large, d’ou la nécessité d’identifier des cibles
thérapeutiques tardives.

De plus, la conséquence de Ila compétition intensive entre les firmes
pharmaceutiques a fait que certains essais cliniques de phase Il ont été initiés avant
'analyse compléte des données obtenues lors des études de phase Il.

Finalement, tenant en compte la haute complexit¢ du TC ou les mécanismes
physiopathologiques sont plus ou moins associés, I'utilisation des molécules a activité
pléiotrope ou l'association de plusieurs stratégies thérapeutiques agissant a différents
niveaux de la cascade physiopathologique serait certainement plus appropriée et plus
efficace pour obtenir un bénéfice thérapeutique chez le plus grand nombre de patients du TC
(Marshall, 2000; Vink & Nimmo, 2009).

L’ensemble de ces données met en avant I'absence de traitements neuroprotecteurs
en clinique et la nécessité de poursuivre la recherche des mécanismes a l'origine des
conséquences post-TC. Parmi les thématiques principales de recherches expérimentales,
celles portant sur la neuro-inflammation font I'objet de nombreuses études que nous

détaillerons plus particulierement dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE 2 : LA NEURO-INFLAMMATION POST-TC

1. DEFINITION

Le TC déclenche une réponse neuro-inflammatoire prononcée qui est associée a un
mauvais pronostic fonctionnel a long terme et qui constitue une cible pharmacologique avec
une bonne fenétre d’opportunité thérapeutique.

La neuro-inflammation est caractérisée par une cascade d’événements consécutifs a
'activation des cellules gliales et a linfiltration des cellules immunes, conduisant a une
libération de cytokines, de chimiokines et de facteurs de régulation des molécules
d’adhésion, ayant pour conséquence la migration cellulaire, la prolifération et la phagocytose
(Loane et al., 2010). Parmi les différentes cellules gliales, les microglies semblent jouer un
réle particulierement important dans la réponse neuro-inflammatoire précoce et tardive post-
TC. Bénéfique dans certains cas, la production de cytokines pro-inflammatoires par les
microglies est plutdt connue pour ses effets délétéres dans le cas d’'une réponse exacerbée
ou persistante comme le TC (Hailer et al., 2008 ; Lloyd et al., 2008 ; Bellander et al., 2010).
Le processus neuro-inflammatoire est ainsi directement mis en cause dans I'aggravation des

Iésions cérébrales aigués secondaires.

2. LES SOURCES CELLULAIRES DE LA NEURO-INFLAMMATION

A la suite d’une lésion cérébrale aigué, la réponse inflammatoire est caractérisée par
'accumulation de cellules inflammatoires et de médiateurs pro-inflammatoires dans le
cerveau lésé. Dans le cas d’'un TC, les microglies, les astrocytes, ainsi que les leucocytes
infiltrés dans le cerveau, sont les principales cellules impliquées dans le processus

inflammatoire cérébral (Fig. 5).
2.1. Les microglies
GENERALITES

Les microglies sont considérées comme des macrophages immunocompétents du
SNC, qui forment un réseau d’alerte avec des macrophages ayant des capacités
immunologiques de surveillance et de contréle. Elles constituent la source cellulaire clé de la
neuro-inflammation et représentent environ 5 a 20 % de la population gliale du SNC (Loane
et al., 2010). Contrairement aux neurones et aux autres cellules gliales, les microglies sont

d’origine hématopoiétique, et leur principale caractéristique est la rapidité de leur activation

43



en réponse aux événements pathologiques (Hailer et al., 2008 ; Loane et al., 2010). Dans les
conditions physiologiques, les microglies ne sont pas passives ou inactives. Elles sont en
mode "standby" équipées de capteurs ou de récepteurs situés sur leurs ramifications,
pouvant détecter dans leur microenvironnement l'activit¢ normale des neurones et les
différents neurotransmetteurs et signaux qui sont émis des différentes régions du SNC. De
plus, elles peuvent détecter I'apparition, les concentrations inhabituelles ou les aspects
modifiés des facteurs solubles et insolubles et par la suite informer a propos des dangers ou

des dommages (Van Rossum & Hanisch, 2004).
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Figure 5 : La BHE endommagée et les différentes sources cellulaires de la neuro-inflammation

a la suite d’un TC (D’aprées Ziebell & Morganti-Kossmann, 2010).

L’activation de la microglie est une composante clé dans le systéeme de défense du
parenchyme cérébral contre les traumatismes, ainsi que les infections, lischémie, les
tumeurs et les maladies neurodégénératives. Son activation semble précéder toutes autres
réactions cérébrales et consiste de l'adoption d’'un phénotype cellulaire « améboide »
(Kreutsberg et al., 1996) (Fig.6). Les effets bénéfiques de Il'activation microgliale sont
associés a leur participation au nettoyage, a la réparation et a la régénérescence neuronale
suite a un endommagement neuronal (Loane et al., 2010). Elles sont capables de détruire le
débris potentiellement délétere (Takahashi et al., 2005) et promouvoir la réparation cellulaire
en secrétant des facteurs de croissance (Elkabes et al., 1996). Les microglies activées
produisent également une grande variété de médiateurs pro-inflammatoires et
neurotoxiques, et c’est pour cela que leur activation excessive ou persistante peut devenir

pathologique, en favorisant la neurodégénérescence (Cullheim et al., 2007).
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Figure 6: Les conséquences de I'activation microgliale post-TC.

LA REPONSE DES MICROGLIES AU TRAUMATISME CRANIEN

Les microglies jouent un réle primordial dans la réponse neuro-inflammatoire
déclenchée par le TC (Loane et al.,, 2010). Elles réagissent presque immédiatement au
trauma cérébral en subissant des modifications morphologiques, altérant leur statut ramifié
en améboide, en se proliférant, en migrant vers le site de lésion et en sécrétant des
différents médiateurs pro-inflammatoires (Hailer et al., 2008 ; Saijo et al., 2011) (Fig. 7). Les
microglies activées sont également présentes dans des sites éloignés de la |ésion primaire
(Aihara et al., 1995). L’activation des cellules microgliales est trés précoce chez 'homme et
peut persister des mois post-TC (Beschorner et al., 2002 ; Gentleman et al., 2004). Ce profil
d’activation microgliale est aussi présent dans les modéles murins de TC expérimental, ou
I'activation microgliale est observée jusqu’a plusieurs semaines ou mois post-TC (Csuka et
al., 2000 ; Raghavendra et al., 2000).

La microglie activée est capable de détruire le débris potentiellement délétére
(Takahashi et al., 2005) et de promouvoir la réparation cellulaire en secrétant des facteurs
de croissance, tels que le transforming growth factor 5 (TGFp), le nerve growth factor (NGF),
I'IL-10 et I'IL-1 receptor antagonist (IL-1ra) (Elkabes et al., 1996). Cependant, I'activation
microgliale excessive et prolongée est plutdét connue pour ses effets délétéres, notamment la
sécrétion des substances cytotoxiques, telles que le monoxyde d’azote (NO), des protéases,
des dérivés de l'acide arachidonique, des acides aminés excitateurs, des cytokines et des

chimiokines (Rappert et al., 2004 ; Morganti-Kossmann et al., 2007 ; Israelsson et al., 2008)
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(Fig. 7, 8). La synthése excessive de ces meédiateurs inflammatoires est associée au
développement des Iésions cérébrales (Allan et al., 2003). En effet, plusieurs génes associés
a la neuro-inflammation ont un profil de surexpression pendant la phase aigué post-TC chez
les rats et les souris (Kobori et al., 2002 ; Natale et al., 2003). Des études focalisées sur les
génes associés aux microglies ont pu montrer que des marqueurs d’activation microgliale
(ex.CD68, MHCII) et dexpression des chemokines (ex. CXCL10, CXCL6) sont
significativement augmentés post-TC (Israelsson et al., 2008). En outre, la quantité ’ANRm
d’'une cytokine clé dans la réponse inflammatoire, I'IlL-18, est augmentée pendant les
premiéres heures post-TC et semble suivre le profil d’activation microgliale (Fan et al., 1995).
Les effets déléteres de I'lL-1p sont dus a l'activation de son récepteur transmembranaire
IL-1R1, qui est fortement exprimé par les microglies et les neurones (Pinteaux et al., 2002).
Par ailleurs, il a été montré que ce récepteur est essentiel pour I'activation microgliale et
linduction de nombreux médiateurs pro-inflammatoires post-TC (Basu et al., 2002). En
dehors de son activité directe, I'lL-1p est donc indirectement délétere, en stimulant des

cascades pro-inflammatoires, telles que la voie du TNF-a (Rothwell et al., 2003).
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Figure 7 : Le double role de la microglie activée (adapté de Loane & Byrnes, 2010).

Nombreuses études ont démontré l'intérét thérapeutique de l'inhibition microgliale et
de la suppression immunitaire dans le TC et le SCI (Carlson et al., 1998 ; Kamiska et al.,
2004 ; Sosa et al., 2005 ; Ibarra et Diaz-Ruiz, 2006, Bye et al., 2007 ; Hailer et al., 2008 ;
Lloyd et al.,, 2008). En outre, la suppression de la production d’IL-18 dans les modéles
expérimentaux de TC a été démontrée capable de protéger les neurones, réduire 'cedéme
cérébral et améliorer la récupération cognitive et fonctionnelle (Tehranian et al., 2005,
Claussen et al., 2011).
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Plus tardivement, la dégénérescence rétrograde de neurones qui sont connectés a la
structure endommagée va entrainer une éventuelle atrophie cérébrale, voire un
élargissement des ventricules (véntriculomégalie), associés a une cicatrice gliale, qui
constitue une barriere physique empéchant la régénérescence des neurones. La
dégénérescence Wallérienne des axones est une conséquence directe du TC, due a la mort
des corps cellulaires, et elle est favorisée par la neuro-inflammation (Lingor et al., 2012). La
dégénérescence Wallérienne est plus lente dans le SNC que dans le SNP, et les microglies-
macrophages du SNC peuvent rester sur le site de lésion pour plusieurs années post-TC
(Ramlackhansingh et al., 2011). Bien que les microglies évalués tardivement post-TC
possédent un phénotype ‘activé’, ils ne libérent pas de cytokines pro-inflammatoires (Palin et
al., 2008).

En effet, les données récentes de la littérature suggérent que les microglies ont des
phénotypes trés distincts (M1 et M2) et qu’ils peuvent exercer un effet soit toxique, soit
protecteur sur les neurones (Colton, 2009 ; Henkel et al., 2009) (Fig. 8). Selon cette
proposition, les microglies activées classiquement (M1) sont cytotoxiques du fait de la
sécrétion de facteurs pro-inflammatoires qui sont délétéres pour les neurones et qui incluent
des cytokines telles que le TNF-a et I'lL-1, des RLs tels que le NO et les superoxyde, des
métabolites des acides gras tels que les eicosanoides et l'acide quinolinique (Liu & Hong,
2003). En revanche, les microglies activées de fagon alternative (M2) bloquent les réponses
pro-inflammatoires et produisent des niveaux élevés de cytokines anti-inflammatoires ainsi

que des facteurs neurotrophiques (Henkel et al., 2009).
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Figure 8 : Schéma représentatif de I’activation microgliale post-TC (Loane & Byrnes, 2010).
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2.2. Les astrocytes

GENERALITES

L’astrocyte est le type cellulaire prédominant de I'unité neuro-vasculaire (Laird et al.,
2008). Les astrocytes sont anatomiquement en juxtaposition a la fois des neurones et des
vaisseaux sanguins. lls contribuent a la formation de la BHE, régularisent le débit sanguin
cérébral en réponse a l'activité neuronale, fournissent les substrats métaboliques pour les
neurones et régularisent la balance oxydative dans le cerveau. Les astrocytes expriment de
maniére constitutive des transporteurs ioniques et plusieurs récepteurs aux
neurotransmetteurs. lls contribuent au maintien de la concentration d’ions et a la clairance du
glutamate de la fente synaptique, ce qui indique un réle important dans la régulation du pH
du cerveau et de l'excitabilité neuronale. lls jouent encore un role dans la libération des
facteurs solubles qui stimulent la signalisation et la survie neuronale, et la plasticité
synaptique (Laird et al., 2008). La reconnaissance de l'importance des astrocytes dans le
fonctionnement du cerveau a pris de I'ampleur grace aux observations récentes de la
signalisation interastrocytaire, ainsi que la signalisation bidirectionnelle entre les neurones et
les astrocytes au cours de l'activité synaptique (Seth & Koul, 2008). Dans I'ensemble, les
astrocytes ont un réle actif dans la régulation de la physiologie cérébrale en plus de leur réle
du soutien structurel (Laird et al., 2008).

Cependant, en dehors de leur activité réparatrice et protectrice, les astrocytes sont
potentiellement délétéres suite a un TC, en favorisant 'aggravation des Iésions secondaires

post-traumatiques (Laird et al., 2008).

LA REPONSE DES ASTROCYTES AU TRAUMATISME CRANIEN

Suite au TC, aussi bien chez I'animal que chez I'hnomme, les astrocytes s’activent, en
subissant une hypertrophie et une hyperplasie cellulaires, des prolongements
cytoplasmiques et une augmentation de l'expression de « Glial Fibrillary Acidic Protein »
(GFAP), une protéine du filament intermédiaire du cytosquelette exprimée par les astrocytes.
On parle alors d’une astrogliose. Une concentration sérique importante de la GFAP dans le
sérum et le LCR des patients traumatisés craniens est généralement associée a un mauvais
profil clinique (Laird et al., 2008). Les astrocytes sont présents autour de la Iésion dés 3 jours
et jusqu’a plusieurs mois post-TC (Dietrich et al.,, 1999; van Landeghem et al., 2006) et
produisent différents médiateurs, tels que des cytokines pro- et anti-inflammatoires, des
chimiokines, des MMPs (en particulier la MMP-3) et du NO. Ces composants participent a
'élimination des tissus endommagés et créent un milieu favorable pour la réponse

réparatrice cicatricielle (Laird et al., 2008). Celle-ci permet d’isoler la région endommagée
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pour empécher une réponse inflammatoire excessive et ainsi limiter la dégénérescence
neuronale aux alentours (McGraw et al., 2001). Les astrocytes jouent également un réle
essentiel dans la réparation de la BHE, et leur ablation entraine une augmentation de
I'cedéme vasogénique post-TC (Faulkner et al., 2004).

Bien qu’ils soient impliqués dans la protection et la réparation du tissu cérébral aprés
le TC, des données contradictoires montrent que les lésions cérébrales pourraient étre
corrélées a lactivation des astroglies. En effet, la cicatrice formée par les astrocytes
empéche éventuellement la régénérescence des neurones et la remyélinisation des axones
dans les lésions traumatiques cérébrales (Carmen et al., 2007) et médullaires (Menet et al.,
2003). En outre, des études chez 'homme et chez les rongeurs ont montré que le TC induit
une diminution de transporteurs de glutamate GLT-1 et GLAST, au sein des astrocytes,
ayant comme conséquence un dysfonctionnement de la régulation du niveau de glutamate
par les astrocytes (Beschorner et al.,, 2007). Ces résultats suggérent que la réponse
excitotoxique post-TC pourrait étre favorisée par l'incapacité des astrocytes a maintenir
’homéostasie glutamatérgique. Par conséquent, la viabilité et le bon fonctionnement des

astrocytes semblent étre des éléments critiques.

2.3. Les cellules sanguines

La réponse neuro-inflammatoire post-TC fait intervenir différentes variétés de cellules
sanguines de la périphérie (Fig. 9), mise en évidence dans des modeles expérimentaux ainsi
que chez les patients traumatisés craniens (Hausmann et al., 1999; Morganti-Kossmann et
al., 2007). Aprés le TC, des cellules sanguines circulantes sont attirées par des molécules
chimiotactiques vers les tissus |ésés. Elles se mettent a rouler le long de la paroi
endothéliale, adhérent a cette paroi grace a des molécules d’adhésion, et enfin elles passent
entre les cellules endothéliales afin d’atteindre le tissu cérébral |ésé et d’étre activées. Par la
suite, elles phagocytent les cellules mortes et les débris cellulaires et produisent des facteurs
neurotrophiques en favorisant la réparation tissulaire cérébrale. D’autre part, elles aggravent
les dommages post-traumatiques en libérant des substances déléteres comme des
cytokines pro-inflammatoires, des enzymes telles que des protéases, des MMPs et des RLs
tels que les anions superoxyde et du NO suite a I'activation de la NOS2.

Les neutrophiles polymorphonucléaires (PMNs) sont les premiéres cellules infiltrées
dans le parenchyme cérébral suite a une lésion de la BHE. lls apparaissent rapidement
aprés le trauma et participent directement a 'aggravation des lésions secondaires, tels que
'cedeme cérébral (Lindbom et al., 2003). Chez 'homme, l'apparition des PMNs dans le
parenchyme cérébral est trés précoce, vers 2h aprés le trauma, et peut persister jusqu’a

4 semaines post-TC (Hausmann et al., 1999). Dans les modéles de TC expérimental,
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'augmentation de neutrophiles a été montrée tres significative pendant les premiéres 24h
post-trauma (Soares et al., 1995). Leur adhésion est médiée par la protéine '"CAM-1
(endothélial intercellular adhesion molecule), dont I'expression est augmentée dans les
modéles de TC expérimental (Carlos et al., 1997). Quand les PMNs sont recrutés au site de
la Iésion, ils libérent une pléthore des médiateurs vasoactifs et des substances cytotoxiques
telles que les RLs, des protéases et des cytokines pro-inflammatoires, qui sont toutes
susceptibles d’altérer la perméabilité de la BHE (Lenzlinger et al., 2001). Dans une étude
menée sur des modéles de TC et de SCI, le recrutement des PMNs a été observée dans la
zone de rupture de la BHE, suggérant un réle des PMNs dans l'altération de la perméabilité
vasculaire et le développement des Iésions secondaires (Schnell et al., 1999). En outre, chez
’homme, les concentrations d’'ICAM-1 soluble dans le LCR sont corrélées a la rupture de la
BHE dans les TC sévéres (Pleines et al., 1998). Par ailleurs, il a été montré que la déplétion
des neutrophiles entraine une réduction de 'cedéme cérébral suite a un TC chez la souris
(Kenne et al., 2012). Cependant, les stratégies ayant comme cible la désactivation des
PMNSs ne se sont pas avérées intéressantes par rapport a leur effet sur la perméabilité de la
BHE (Whalen et al., 1999, Kenne et al., 2012).

I' Ly

‘ Astrocytes activés ) %f& ‘
) AN
‘ Microglies activees ; EXZ; ‘
D

\TC 1 2 3 4 5 6 7 jours ......

inflammation aigué cicatrice

Figure 9 : Représentation schématique de la cinétique post-TC des cellules inflammatoires.

Les études immunologiques ont aussi démontré la présence de macrophages infiltrés
ainsi que de lymphocytes de type « natural killer » (NK), de type T cytotoxique, ainsi que de
type T suppresseur, qui sont présents au niveau du parenchyme cérébral précocement et qui
atteignent leur pic a 48h voire a 7 jours aprés le TC, selon le modéle expérimental utilisé
(Holmin et al., 1995 ; Soares et al., 1995; Clausen et al., 2007). Il est important de souligner
que la plupart des études ne différencient pas les macrophages des cellules microgliales, car
ces deux cellules sont issues de la lignée monocytaire et expriment les mémes marqueurs
cellulaires (ex. CD11b) au moment de l'activation, ce qui fait que le réle des macrophages

reste encore peu étudié dans les maladies du SNC. Quant aux lymphocytes, les données sur
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leur infiltration suite au TC sont limitées. L’infiltration lymphocytaire arrive en général plus
tardivement par rapport a celle des PMNs (Degos et al., 2008). lIs infiltrent le parenchyme
cérébral dans 2-3 jours, selon le modéele de TC étudié (Holmin & Mathiesen, 1995;
Lenzlinger et al.,, 2001). Le role exact des lymphocytes T dans les lésions cérébrales
secondaires post-TC n’est pas encore élucidé, mais il semble étre a la fois bénéfique, via
des activités anti-inflammatoires et neuroprotecteurs, et délétere, en exacerbant les Iésions

cérébrales post-TC (Fee et al., 2003 ; Arumugam et al., 2005).

3. LES COMPOSANTS MOLECULAIRES IMPLIQUES DANS LE PROCESSUS NEURO-

INFLAMMATOIRE POST-TC

Comme précédemment détaillé, les sources cellulaires des médiateurs de la neuro-
inflammation sont les neurones, les cellules gliales (astrocytes et microglies) résidentes du
SNC, ainsi que les cellules infiltrées dans le parenchyme cérébral telles que les PMNs, les
monocytes/macrophages et les lymphocytes, qui provoquent une augmentation de
médiateurs de l'inflammation au niveau local. Ces médiateurs sont des cytokines pro- et anti-
inflammatoires, des molécules d'adhésion, des enzymes et des RLs. Leur expression ainsi
que leur production sont augmentées au niveau cérébral et au niveau systémique, soulignant

leur réle dans le processus neuro-inflammatoire.

3.1. Les cytokines

La cascade inflammatoire activée aprés un TC est mise en jeu par la libération des
cytokines pro- et anti-inflammatoires, qui sont des polypeptides, détectables normalement
dans les tissus sains et rapidement surexprimés en réponse aux situations pathologiques et
au stress. Outre leur implication dans les processus immunitaires, les cytokines agissent
aussi comme médiateurs de la communication intercellulaire et jouent un réle essentiel dans
I'hnoméostasie tissulaire de I'organisme adulte (Wang & Shuaib, 2002; Ziebell & Morganti-
Kossmann, 2010). Compte tenu de leurs propriétés fonctionnelles, les cytokines dérivées
des neurones sont principalement impliquées dans la communication cellulaire, tandis que
les cytokines dérivées des cellules gliales ont un réle de médiateur dans la croissance
neuronale, la survie et la réparation. Leur taux augmente suite a certaines maladies
neurodégénératives et accidents cérébraux (Ziebell & Morganti-Kossmann, 2010).

L’ensemble des données cliniques et expérimentales soulignent le réle primordial des
cytokines dans la phase neuro-inflammatoire post-TC (Lucas et al., 2006; Morganti-
Kossmann et al., 2007). Elles peuvent activer directement la capacité immunitaire des
neurones, des microglies, des astrocytes, des macrophages et des cellules endothéliales

cérébro-vasculaires. Les cytokines activent les cellules gliales, et ces derniéres produisent
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des cytokines en réponse aux stimuli in vitro et in vivo (Giulian et al., 1986 ; Loane et al.,
2010).

Parmi les différentes cytokines, les interleukines IL-1, IL-6 et IL-10 ainsi que les TNFa
et TGFp semblent jouer un réle primordial dans la réponse immunitaire post-TC (Wang &
Shuaib, 2002; Morganti-Kossmann et al., 2007; Ziebell & Morganti-Kossmann, 2010). Dans
les modéles expérimentaux, ainsi que chez les patients traumatisés craniens, les
concentrations de ces cytokines sont augmentées dans le parenchyme cérébral (Hutchinson
et al., 2007), le LCR (Kossmann et al., 1996; Shiozaki et al., 2005) et le plasma (Arand et al.,
2001) dés les premieres heures qui suivent le trauma. Les microglies et les macrophages
activés sont les principales sources cellulaires de cytokines, méme si les astrocytes, les

PMNs, les lymphocytes T et les cellules endothéliales en produisent également.

La famille de I'lL-1 (IL-1B, I'lL-1a, L’IL-1 receptor antagonist (IL1ra) et I'lL-18) joue un

réle bien établi dans la réponse inflammatoire post-traumatique. Tous les membres de cette
famille sont exprimés dans le SNC sain et sont surexprimés suite a un trauma cranien
(Helmy et al., 2011). Les microglies, les astrocytes, les oligodendrocytes et les neurones
sont tous capables de synthétiser I'lL-1 et expriment également le récepteur de signalisation
de I'lL-1 (Fogal & Hewett, 2008). L’IL-1p constitue, plus précisément, la cytokine la mieux
étudiée dans le TC expérimental. Sa production est significativement augmentée dans le TC
expérimental, de 1h jusqu’au moins 12h post-TC selon le modéle expérimental (Vecil et al.,
2000 ; Kamm et al., 2006 ; Brough et al., 2011), et cette augmentation a été également
rapportée dans le LCR et le cerveau humain suite a un TC (Fogal & Hewett, 2008).
L’augmentation de la concentration de I'lL-1p3 est associée a I'aggravation des dommages
secondaires dans les modéles animaux de TC, et son inhibition entraine des effets anti-

inflammatoires, anti-cedémateux et neuroprotecteurs (Clausen et al., 2009, 2011).

L’Interleukine-6 (IL-6) est également bien connue pour son réle neuro-inflammatoire.

Elle est produite par les cellules endothéliales, les astrocytes, les microglies et les neurones,
et elle est détectable dés 1h post-TC (Morganti-Kossmann et al., 2007). |l a été décrit qu’un
taux élevé d’IL-6 est associé a un mauvais pronostic (Winter et al., 2004). L’IL-6 joue un
double réle dans la neuro-inflammation post-TC, ayant a la fois des propriétés anti-
inflammatoires, telles que l'inhibition du TNFa et l'induction de I'lL-1ra, et des propriétés
inflammatoires, en agissant sur le chimiotactisme par la production des chimiokines et

I'expression des molécules d'adhésion (Morganti-Kossmann et al., 2007).

Le TNFoa est une cytokine pro-inflammatoire de 17 kDa dont la production est

rapidement augmentée suite a une Iésion cérébrale telle que le TC, a I'origine de dommages
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secondaires. Dans des modeles expérimentaux, il est détectable dés 1h post-TC et semble
atteindre son maximum a 4h post-TC (Shohami et al., 1994; Knoblach et al., 1999). En tant
que médiateur précoce, il exerce plusieurs fonctions décrites ci-dessus pour I'lL-1. Le TNFa
affecte l'intégralité de la BHE, favorisant 'cedéme cérébral, le recrutement des leucocytes et
la production massive d’'un grand nombre de cytokines pro- et anti-inflammatoires, des
chimiokines et des molécules d'adhésion (Lenzlinger et al., 2001). C’est pour cela que son
inhibition dans la phase aigué pourrait exercer des effets protecteurs, en diminuant la
formation d’cedéme et en améliorant la récupération fonctionnelle (Knoblach et al., 1999 ;
Shohami et al., 1999). Pourtant, des données contradictoires ont également attribué un réle
bénéfique au TNFa. Plus précisément, l'induction du NGF dans les astrocytes par le
TNFo pourrait étre un des mécanismes par lequel les cytokines pro-inflammatoires exercent

un effet protecteur (Shohami et al., 1999 ; Kuno et al., 2006).

Le TGF-B et I'lL-10 sont parmi les différentes cytokines ayant un réle bénéfique dans

le TC. lls exercent des effets immunosuppresseurs via l'inhibition des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNFa, [lIL-1 et Tlinterféron (IFN)-y. Le TGF-R est
significativement présent dans le LCR a 24h, tandis que les niveaux d'IL-10 augmentent au
cours des premiéres 24 heures post-TC en corrélation avec la diminution du TNFa

(Morganti-Kossmann et al., 2007).

3.2. Les chimiokines

Les chimiokines regroupent environ 50 petites protéines de 8 a 14 kDa qui régulent
I'activation et la migration des leucocytes et jouent un réle fondamental dans I'embryogenése
du systéme nerveux, I'noméostasie et dans la défense de l'organisme (Lynch, 2009 ;
Ransohoff, 2009). Dans le SNC, les chimiokines sont sécrétées par les cellules gliales et les
neurones. Ces cellules expriment également une variété de récepteurs de chimiokines. De
nombreuses données ont montré la contribution des chimiokines, telles que [I'lL-8, au
développement des lésions cérébrales secondaires, principalement a cause de leur
participation au recrutement des leucocytes activés au sein de la lésion (Ziebell & Morganti-
Kossmann, 2010). Elles contribuent également a 'augmentation de la perméabilité de la
BHE et a la formation d'cedéme cérébral (Stamatovic et al., 2006). En effet, des
concentrations élevées de I'lL-8 ont été détectées dans le LCR humain post-TC, et elles ont
été associées a un dysfonctionnement sévére de la BHE (Kossmann et al., 1997).
Cependant, I'lL-8 est aussi capable de stimuler la production de NGF par les astrocytes in
vitro, suggérant qu’elle pourrait exercer des effets neurotrophiques dans certains contextes

(Morganti-Kossmann et al., 2001).
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3.3. Les molécules d’adhésion

Trois grandes familles de molécules d’adhésion interviennent dans les interactions
entre les leucocytes et I'endothélium : les séléctines, les membres de la superfamille des
immunoglobulines et les intégrines (Man et al., 2007).

Les molécules dadhésion intercellulaires (ICAM-1 et -2) et vasculaire
(VCAM-1) sont des immunoglobulines qui jouent un réle dans l'adhésion des PMNs aux
cellules endothéliales. Les interactions d'ICAM-1 ou de VCAM-1 avec les intégrines,
permettent de ralentir et d’orienter les PMNs vers la zone Iésée. Les molécules d’adhésion
participent ainsi a l'infiltration des leucocytes dans le parenchyme cérébral aprés un TC
(Lynch, 2009). Une expression accrue des molécules d’adhésion, telles que I'lCAM-1, est
observée dans différents modéles de TC, et elle est détectable dés 3h jusqu’a 3 a 7 jours
(Williams et al.,, 2007). En pré-clinique et en clinique, une augmentation d’'ICAM-1 est

également corrélée avec un mauvais pronostic (Williams et al., 2007).

3.4. Les métalloprotéases de la matrice extracellulaire (MMPs)

Les MMPs sont des enzymes généralement distribuées de maniére ubiquitaire,
synthétisées sous forme de pro-enzyme (zymogéenes ou proMMP) qui devient active une fois
clivée (Yong et al., 2001). Les macrophages et les PMNs sont des sources importantes des
MMPs (Pagenstecher et al., 1998). Les neurones, les astrocytes, les microglies et les
cellules endothéliales peuvent également produire des MMPs (Wang et al., 2002b). Ces
enzymes jouent un réle physiologique en participant a I'apoptose, le développement
embryonnaire, la migration cellulaire, 'angiogenése et le remodelage tissulaire.

Dans des conditions physiopathologiques, comme le cancer, la maladie d'Alzheimer
ou lischémie cérébrale, ces enzymes dégradent l'intégrité de composants de la matrice
extracellulaire, comme les glycoprotéines de la lame basale, la fibronéctine, la laminine, les
protéines des jonctions serrées et les collagénes, qui sont tous composants structuraux de la
BHE (Bauer et al., 2010). Dans le TC et I'ischémie cérébrale, les MMPs peuvent dégrader
difféerents constituants de la lame basale entourant les vaisseaux sanguins et, par
conséquent, elles participent a la formation de 'cedéme et de I'hémorragie, ainsi qu’au
développement des Iésions secondaires (Mori et al., 2002). Les principales MMPs étudiées
dans le TC et ayant un rble dans la dégradation de la BHE, sont la MMP-2 et la MMP-9
(Yong et al., 2001). L’augmentation de I'activité proMMP-9 est corrélée a une augmentation
de la perméabilité de la BHE et a la formation d’'un cedéme (Shigemori et al., 2006). De plus,
il a été montré que linhibition non sélective des MMPs réduit la perméabilité de la BHE et
'cedéme cérébral post-TC (Shigemori et al., 2006), soulignant le réle délétére des MMPs

dans les conséquences post-traumatiques.
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3.5. NO, NO synthases (NOS) et cyclo-oxygénases (COX)

Le NO est le radical libre synthétisé par les NO synthases (NOS), via I'oxydation
séquentielle qui transforme I'acide aminé L- arginine en L-citrulline. Trois isoformes de NOS
ont été identifiés, la NOS neuronale (NOSn ou NOS;), majoritairement exprimée par les
neurones, la NOS endothéliale (NOSe ou NOS3), principalement exprimée par les cellules
endothéliales et la NOS inductible (NOSi ou NOS,) Ca?*- indépendante, qui est exprimée
dans les cellules musculaires lisses, les PMNs, les neurones, les macrophages, les
astrocytes et les oligodendrocytes. L’expression de la derniére est stimulée en réponse a
différents médiateurs pro-inflammatoires, aux endotoxines, ainsi qu’a d’autres stimuli (Pannu
& Singh, 2006). La synthése de NO a partir de 2 isoformes constitutives, NOS; et NOS3;, est
Ca®*- dépendante, et c’est pour cela qu’un certain nombre d'agonistes qui affectent le niveau
de Ca?" intracellulaire interférent également avec la synthése du NO (Pannu & Singh, 2006).

A part sa fonction physiologique, qui est principalement la vasodilatation et la
transduction des signaux impliqués dans la plasticité synaptique et la neurogenése, le NO
peut également générer des espéces réactives de l'azote, telles que le di-azote tri-oxyde
(N2O3) et le péroxynitrite (ONOQO’), qui sont neurotoxiques et bien présents dans les
conditions inflammatoires et neurodégénératives (Pannu & Singh, 2006).

Des études cliniques et précliniques ont montré que 'ARNm et I'expression de la
NOS, sont augmentés aprés un TC (Gahm et al., 2000 ; Jafarian-Tehrani et al., 2005). Plus
précisément, 'expression de la NOS, est détectable a partir de 6h et jusqu’a 72h post-TC,
alors que chez 'homme, son expression peut persister jusqu’a 8 jours post-TC (Orihara et
al., 2001; Gahm et al., 2002). De plus, une augmentation biphasique et massive du niveau
de NO a été décrite, définissant une premiere vague dans les premiers 5 a 30 minutes et
d’'une deuxieme plus tardive, vers 6h post-TC (Cherian et al., 2004).

Les travaux du laboratoire ont été les premiers a montrer le rble délétere de la NOS;.
Selon ceux-ci, l'inhibition sélective de la NOS, entraine une atténuation des conséquences
histologiques et fonctionnelles aprés un TC chez la souris (Mésenge et al., 1996). En outre,
linhibition sélective de la NOS;, dans la phase aigué post-TC a été démontré capable de
réduire les déficits histologiques et fonctionnels (Jafarian-Tehrani et al., 2005; Louin et al.,
2006). L’'ensemble des données du laboratoire et celles de la littérature souligne le role
délétére de la NOS; dans la phase aigué du TC, ainsi que l'intérét thérapeutique de son
inhibition. Cependant, des études avec des souris NOS,” montrent que la NOS; pourrait
jouer aussi un role neuroprotecteur (Bayir et al., 2005).

Les cyclo-oxygénases (COX) sont une famille d’enzymes impliquées dans la
transformation de I'acide arachidonique issu des phospholipides membranaires en

prostaglandines (PGs) et thromboxane. Il existe, a ce jour, trois isoformes des COX, la
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COX-1 et -2, et la COX-3 (ou COX-1b) qui sont issues de I'épissage alternatif du géne de la
COX-1. L’expression de la COX-1 est constitutive, mais une augmentation de son
expression a été observée post-TC, a la fois chez 'homme et chez les rongeurs (Schwab et
al., 2001 ; 2002). La COX-2 est majoritairement inductible, et exprimée principalement par
les microglies, les macrophages et les cellules endothéliales. Dans les conditions
physiopathologiques, les cytokines, les facteurs de croissance ainsi que les endotoxines
bactériennes peuvent stimuler I'expression de la COX-2 (Phillis et al., 2006). L’activation de
la COX-2 entraine par la suite une production de prostaglandines, de thromboxane et de
RLs, qui participent a différentes étapes inflammatoires, telles que la coagulation et la
douleur (Strauss & Marini, 2002).

Dans les modeles expérimentaux de TC, I'expression de la COX-2 est observée dés
2-6h post-TC et peut durer jusqu’a 7 jours (Strauss et al., 2000). Cependant, le rble joué par

cette enzyme dans le TC reste controversé.

En conclusion, le TC déclenche une réaction inflammatoire qui est dépendante de la
sévérité et du site de I'impact. C'est un ensemble de cascades complexes qui peut étre a la
fois bénéfique, par rapport a la réparation et la cicatrisation du tissu, mais surtout délétére
quand elle est excessive et/ou persistante. Cette réponse implique lintervention de
différents types cellulaires, a la fois centrales et périphériques, et conduit a I'expression et la
libération de plusieurs médiateurs neuro-inflammatoires qui participent éventuellement au
développement des lésions secondaires, avec notamment la formation d’'un cedéme cérébral
et l'aggravation des lésions focales et diffuses. Ces derniéres sont caractérisées par
laccumulation de la glycoprotéine PBAPP au sein des axones lésés. En outre,
I'environnement neuro-inflammatoire post-TC est associé a la perturbation de la protéolyse
du BAPP, en défaveur de sa forme soluble sAPPa, qui est une protéine neuroprotectrice
endogéne. Plus tardivement, cet environnement post-lésionnel complexe va engendrer une
atrophie cérébrale et une ventriculomégalie, souvent accompagnées d’'une cicatrice gliale.
Ces modifications biochimiques et histologiques sont également traduites par des
dysfonctionnements sensorimoteurs, et cognitifs, associées a un risque accru de la survenue
tardive de I'épilepsie ou des troubles neurodégénératifs.

En raison de I'évidence du réle neuroprotecteur de la sAPPa. et de la perturbation de
sa production post-TC, la stimulation de la voie non-amyloidogénique du BAPP semble étre

une approche thérapeutique prometteuse pour le traitement du TC.
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CHAPITRE 3 : LE PRECURSEUR DU PEPTIDE BETA AMYLOIDE ET SA PROTEOLYSE

PAR LES SECRETASES

1. LE PRECURSEUR DU PEPTIDE BETA AMYLOIDE (B APP)

1.1. Généralités

Le BAPP fait partie d’'une famille des protéines comprenant également des APLP
(pour « Amyloid Precursor-Like Proteins ») qui est trés bien conservée sur le plan de
I'évolution (Van den Hulk et al.,, 2001). Elle est une grande protéine transmembranaire
encodée par un seul géne situé sur le chromosome 21, et elle est présente dans toutes les
cellules, y compris les neurones, au poids moléculaire de 100 a 135 kDa (Selkoe et al.,
1988 ; Turner et al., 2003). Il existe quatre isoformes de BAPP (APP770, APPz7s5, APP733 et
APPgg5) dont la variation de I'expression au cours du développement suggére leur implication
différentielle dans 'ontogenése du SNC.

Le BAPP est transportée le long de la voie de sécrétion du réticulum endoplasmique
a l'appareil Golgi puis a la membrane plasmique (Tomimoto et al., 1995). Il présente des
distributions membranaires variables selon les différentes régions du cerveau. Dans
I'hippocampe, le BAPP est retrouvé de fagon spécifique sur les membranes pré-synaptiques,
alors que dans le cervelet il est localisé aux membranes pré- et post-synaptiques (Ribaut-
Barrassin et al.,, 2000). La coexistence de ces deux types d’organisation au sein des
synapses n’a pas de signification physiologique connue mais donne des indications sur une
éventuelle fonction dans la maintenance structurale des synapses. La demi-vie du BAPP est
relativement courte et la protéine étant rapidement clivée ou internalisée vers les endosomes
(Weidemann et al., 1989).

Le BAPP peut subir deux voies de protéolyse, la voie physiologique ou non-
amyloidogénique, qui est sous le contrble des enzymes o-sécrétases et
v-sécrétases, générant la partie soluble sAPPa, qui est une protéine neuroprotectrice
endogéene (Thornton et al., 2006 ; Corrigan et al., 2011 ; 2012 ; Kbgel et al., 2011) (Fig. 11).
L’autre voie de protéolyse, la voie amyloidogénique, apparait plutét dans des conditions
pathologiques et neuro-inflammatoires, comme la maladie d’Alzheimer (O’Brien et Wong,
2011). Elle est sous le contréle des enzymes [ et y-sécrétases, responsables de la
production du peptide neurotoxique AP (De Strooper et Annaert, 2000) (Fig. 12). La
localisation du géne codant du BAPP sur le chromosome 21 explique pourquoi les patients
atteints de trisomie 21 sont trés souvent touchés par la maladie d’Alzheimer ou par une

démence vasculaire, due a des dépbts amyloides dans la paroi des vaisseaux (Perluigi et
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al., 2012). En raison de I'évidence de la perturbation du métabolisme du BAPP au cours de
certaines maladies neurodégénératives, de nombreuses recherches se sont focalisées sur la
comprehension des réles physiologiques du BAPP et de ses dérivés (Turner et al., 2003 ;

Chasseigneaux et al., 2012).
1.2. La structure et le réle physiologique du §APP

Le RAPP est composé d’'un domaine extracellulaire long N-terminal, qui contient la
structure d’un facteur de croissance suivi par un site de liaison pour le cuivre (CuBD)
(Fig. 10). Ces deux régions constituent ensemble le domaine riche en cystéine de la
molécule, considéré comme un médiateur important de la plasticité, la croissance et les
interactions neuronales, et qui semble étre a l'origine des effets neuroprotecteurs produits
par la sAPPa (Corrigan et al., 2011). Le BAPP contient également un domaine acide, un
domaine glucidique, une partie transmembranaire ou se trouve le site de clivage des
3-sécrétases (responsables de la production du peptide neurotoxique AR) et, enfin, une
qgueue cytosolique C-terminale (Fig. 10). Certains isoformes du RBAPP contiennent également
un inhibiteur des protéases de type Kunitz (KPl) et un OX-2, qui se trouvent entre les
domaines acide et glucidique de la molécule (Turner et al., 2003 ; Corrigan et al., 2011).

Malgré le nombre important d’études réalisées sur le BAPP, les véritables fonctions
de cette protéine ne sont pas encore entierement élucidées. Il jouerait un réle dans la
formation des synapses, la plasticité neuronale et la potentialisation a long terme (Priller et
al., 2006), et pourrait également agir comme un récepteur membranaire et/ou comme une
molécule d’adhésion et réguler la transduction du signal vers lintérieur de la cellule
(Okamoto et al., 1995 ; Brouillet et al., 1999 ; Soba et al., 2005). |l a été également décrit que
le BAPP pourrait réguler les concentrations de Ca®" intracellulaire (Barger et Mattson, 1996)
et promouvoir la croissance des neurones (Turner et al., 2003 ; Chen et al., 2006).

En ce qui concerne le TC, 'immunomarquage du RAPP est la meilleure technique
pour démontrer la présence des LADs dans les conditions expérimentales (Gentleman et al.,
1993; Stone et al., 2000). Les LADs peuvent étre détectées par I'accumulation axonale du
RAPP, dans les heures qui suivent le TC chez les rongeurs (Stone et al., 2000) et dans des
échantillons de cerveau post-mortem des patients traumatisés craniens (Gentleman et al.,
1993). En effet, divers mécanismes neuroprotecteurs et neurotrophiques sont activés en
réponse du TC afin de promouvoir la phase de réparation tissulaire, et 'augmentation de la
production et de I'expression du BAPP post-TC par les neurones et les astrocytes activés est
considéré comme un tel processus (Chen et al., 2004a ; Corrigan et al., 2012a).
Effectivement, cette augmentation du APP post-TC semble étre une réponse physiologique

suite au stress neuronal (Gentleman et al.,, 1993) et il a été également décrit dans le
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contexte d’ischémie cérébrale expérimentale (Popa-Wagner et al., 1998 ; Nihashi et al.,
2001). Le métabolite sAPPa, exerce des effets neuroprotecteurs et neurotrophiques bien
décrits post-TC (Thornton et al., 2006 ; Corrigan et al., 2011; 2012b). Cependant,
'accumulation axonale du BAPP a été associée a la perturbation de la protéolyse du pAPP
post-TC, en faveur de la voie amyloidogénique et la production du peptide neurotoxique Ap

(Chen et al., 2004a). Les raisons de cette perturbation restent encore non-élucidés.

KPI  OX2

domaine glucidique
facteur de croissance CuBD domaine acide ™

région riche en cystéine

SN— I

sAPPo.

Figure 10 : Représentation des différents domaines de la molécule BAPP (Turner et al., 2003).

1.3. Les deux voies de protéolyse du APP

Les deux voies de protéolyse du BAPP libérent des grands fragments d’environ 600
acides aminés par le domaine N-terminal extracellulaire, et des fragments relativement petits
(83 a 99 acides aminés) par le domaine C-terminal intracellulaire (Turner et al., 2003).

La voie non-amyloidogénique de la protéolyse du RAPP (Fig. 11) est la voie
prédominante et physiologique qui débute sous le contrble des enzymes
a-sécrétases, responsables de la sécrétion dans le milieu extracellulaire de la sAPPa, une
protéine soluble de 612 acides aminés (De Strooper et Annaert, 2000). Le clivage par les a-
sécrétases se déroule au sein du peptide Ap, entre la lysine 16 et la leucine 17, empéchant
ainsi la production des peptides amyloides. Ce clivage peut avoir lieu au sein du réseau
trans-golgien ou bien au niveau de la membrane plasmique, puis la sAPPa est libérée dans
'espace extracellulaire. Le fragment C-terminal du BAPP qui est retenu a la membrane
(C83) est ensuite clivé par l'activité des enzymes y-sécrétases, appartenant a la famille des
présénilines, pour générer deux petits fragments, le peptide de 7 acides aminés
APP IntraCellular Domain (AICD) et le peptide P3 (3 KDa) (Lammich et al., 1998). La
fonction de ces petits peptides n’est pas bien connue (Nunan et Small, 2000).

La voie amyloidogénique (Fig. 12), qui apparait plutét dans les conditions

pathologiques et neurodégénératives, comme la maladie d’Alzheimer, est caractérisée par
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I'action séquentielle des p- et y-sécrétases. La premiére enzyme a agir est la f-sécrétase qui
coupe le BAPP et produit ainsi le fragment soluble sAPPf et un fragment C99, qui reste
transmembranaire et contient toute la séquence de I'Ap intacte. Le fragment C99 peut alors
subir le clivage par la y-sécrétase, ce qui va conduire a la libération du peptide amyloide et

d’'un fragment C-terminal (AICD).

BAPP

o—sécrétases
sAPPa.
————

y—sécrétases

AICD
"B

Figure 11 : La voie non-amyloidogénique de protéolyse du BAPP. L’action des a-sécrétases sur
le BAPP produit le fragment neuroprotecteur sAPPa et C83. L’action des y-sécrétases sur le fragment
C83 libéere les fragments P3 et AICD (De Strooper et Annaert, 2000).
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Figure 12 : La voie amyloidogénique de protéolyse du RAPP. L’action des p-sécrétases sur le
BAPP produit le fragment sAPPp et C99. L’'action des p-sécrétases sur le fragment C99 libére le
fragment AP et un produit C-terminal AICD (De Strooper et Annaert, 2000).
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Le peptide AR, a part la formation de plaques amyloides neurotoxiques (Chen et al.,
2004a), est directement cytotoxique, via l'activation des voies inflammatoires et pro-
apoptotiques, cascades biochimiques qui entrainent une neurodégénérescence aigué ou
chronique (Walsh et al., 2002). Le clivage par les p- et y-sécrétases peut survenir au niveau
du réticulum endoplasmique, au sein du réseau trans-golgien ou bien au niveau de la
membrane plasmique. L’équilibre entre la production et la dégradation du peptide AR se
stabilise dans les conditions normales a un seuil en dessous duquel le peptide reste soluble,
et le déreglement de cet équilibre peut conduire a I'accumulation du peptide AR insoluble
dans le systéme limbique et, plus particulierement, dans I'’hippocampe, entrainant la

formation de plaques amyloides (De Strooper et Annaert, 2000).

2. LES SECRETASES

2.1. Les a-sécrétases (ADAMSs)
Généralités

Les enzymes a-sécrétases sont des membres de la famille Adamalysin ou ADAM (A
Disintegrin And Metalloprotease Domain) protéines transmembranaires a activité
endoprotéolytique que l'on retrouve dans de nombreux processus physiologiques et
pathologiques (Tableau 5). A ce jour, on a pu identifier I'activité a-sécrétase d’un grand
nombre de protéases, mais ce sont principalement les ADAM 9, ADAM 10 et ADAM 17 qui
participent au clivage du BAPP et a la production de la sAPPa (Buxbaum et al., 1998
; Lammich et al., 1999).

Les ADAMSs ont une structure complexe comprenant 6 domaines (Fig. 13) :
1. Un domaine cytoplasmique qui contient des sites de phosphorylation

. Un domaine transmembranaire hydrophobique

. Un domaine riche en cystéine

. Un domaine « disintégrine »

. Un domaine catalytique (zinc-dépendant)

S O A W N

. Un peptide de signalisation N-terminal

Ces protéases sont adressées a la membrane plasmique grace a un peptide signal
C-terminal court. Elles arrivent dans I'appareil Golgi sous forme d’un précurseur inactif, et
sont activées lorsqu’elles sont clivées par des protéines convertases. Ce clivage libére un
pro-domaine et découvre un site catalytique des métalloprotéases, ou viendra se fixer un ion
Zn** (Fig. 13) (Edwards et al., 2008).
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Figure 13 : La structure d’une ADAM classique (d’aprés Edwards et al., 2008).

Les premiéres données sur la fonction du domaine métalloprotéase suggérent que
l'activité protéolytique des protéines ADAM 9, 10 et 17 active des facteurs de croissance,
des cytokines et des récepteurs, et en conséquence, la voie de transmission des signaux
issus de ces récepteurs activés. En effet, il a été suggéré que ces enzymes joueraient un
réle important, direct et indirect, dans le développement du SNC et plus particulierement,
dans la prolifération, la migration, la différentiation, la signalisation intra et extracellulaire et la
survie des diverses cellules du SNC, ainsi que dans la croissance axonale et la myélinisation
(Yang et al., 2006 ; Fahrenholz et al., 2007). Les ADAMs sont ainsi généralement impliquées
dans le clivage de différentes protéines transmembranaires y compris le fAPP (Lammich et
al., 1999 ; Yang et al., 2006) (Tableau 5).

Les ADAM 10 et ADAM 17 sont les mieux étudiées des protéines de la famille ADAM.
Ces deux protéines ne reconnaissent pas spécifiquement des motifs d'acides aminés mais
clivent des liaisons peptidiques en fonction de leur distance par rapport a la membrane
plasmique. Ceci peut expliquer que ces ADAMs clivent plus de 50 protéines ainsi que des
substrats GPl-anchored (Vincent et Checler, 2012). Elles ont 18 substrats communs mais
leurs activités respectives ne sont pas redondantes en raison de leur distribution tissulaire
différente. Le rble des ces protéines dans les phénomeénes d'inflammation a été
particulierement étudié. En effet, elles participent a plusieurs niveaux des cascades de
réactions inflammatoires, a la fois physiologique et pathologique (Saftig et al.,, 2011).
L'arthrite rhumatoide, une maladie inflammatoire chronique, est un bon exemple d'étude

pour déterminer le réle des ADAMs dans l'inflammation.

Certaines protéines transmembranaires comme le pro-TNF-a (Tumor Necrosis
Factor-a), le Pro-Heparin-Binding-Epidermal Growth Factor (Pro-HB-EGF) et le Neuronal
Cell Adhesion Molecule (NCAM) sont coupés par l'activité des ADAMs (Tableau 5). La
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maturation de ces précurseurs en cytokines actives requiert leur clivage par des protéases
de surface. Le mécanisme de clivage du pro-TNF-a, qui conduit a la sécrétion extracellulaire
de TNFa, implique majoritairement I'activité protéolytique de la protéine ADAM 17 (TACE)
mais également celle des ADAM 9 et 10 (Black et al., 1997).

Les ADAM 10 et ADAM 17 sont également impliquées dans le cancer. En effet, il
apparait qu’elles agissent au cours de lI'oncogenése permettant aux cellules cancéreuses de

migrer et de proliférer (Duffy et al., 2011) (Tableau 5).

L’ADAM 9

L’ADAM 9 aussi appelée MDC9 ou meltrin-y est trés conservée chez 'homme, la
souris et le xénope, suggérant un role physiologique important de la protéine. ADAM 9 est
synthétisée comme un précurseur inactif d’environ 110 KDa qui subit un clivage de son pro-
domaine par des pro-protéines convertases dans le réseau trans-golgien, conduisant a sa
forme mature de 84 KDa, qui est principalement localisée a la surface cellulaire. Elle est

exprimée par les cellules mésenchymateuses, le coeur et le cerveau (Peduto, 2009).

De maniere intéressante, il y a une expression importante d’ADAM 9 dans de
nombreux carcinomes humains affectant le foie, le pancréas, la prostate et le systéme
gastro-intestinal (Saftig et al., 2011). En effet, des études récentes montrent que 'ADAM 9
est capable de cliver 'EGF (Epithelial Growth Factor), une protéine ayant un réle établi dans
les cancers de la prostate, conduisant a l'activation de son récepteur EGFR et a la
prolifération des cellules épithéliales (Izumi et al., 1998) (Tableau 5). Par ailleurs, ADAM 9
régule les taux intracellulaires de la cadhérine épithéliale (E-cad) en empéchant son
ubiquitination et sa dégradation par le protéasome (Hirao et al., 2006). Elle fournit ainsi une
corrélation supplémentaire entre le niveau d’expression de la disintégrine et la progression
des tumeurs malignes. De fagon générale, ADAM 9 pourrait constituer un bon marqueur
biologique pour certains cancers et faire 'objet d’'une thérapie visant a inhiber son activité

dans ce paradigme.

Des souris invalidées pour TADAM 9 sont viables et fertiles et ne manifestent aucun
changement phénotypique apparent ni de disfonctionnements du point de vue physiologique
(Weskamp et al., 2002). Ces résultats laissent penser que malgré son expression ubiquitaire,
cette protéine n’a pas un rble essentiel ou que d’autres membres de cette famille d’enzymes

pourraient compenser son invalidation.
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ADAM Substrats Effets des produits libérés
ADAM 9 BAPP neuroprotection
ADAM10 modulation de la neuro-inflammation
Delta-like 1 Prolifération, migration
HB-EGF angiogenése
VCAM-1 adhésion
VE-cadhérine perméabilité
ADAM 10 BAPP neuroprotection
CDh44 angiogenése, migration
CX3CL1 adhésion, migration
CXCL16 transmigration
E-cadhérine adhésion
Eph motilité, adhésion, forme cellulaire
HB-EGF angiogenése
IL-6R inflammation
N-cadhérine adhésion
Notch développement cardiovasculaire
VE-cadhérine perméabilité
VEGFR angiogenése
Pro-TNF-a inflammation
ADAM 17 BAPP neuroprotection
ACE2 régulation de la pression sanguine
CD44 angiogenése, migration
CD40 suppression immunitaire
CX3CL1 adhésion, migration
Delta-like 1 prolifération, migration
EGFR prolifération, différentiation
HB-EGF angiogenése
ICAM-1 adhésion
IL-6R inflammation
IL-1R anti-inflammatoire
L-séléctine adhésion
NGF neurogenése
Notch développement cardiovasculaire
VCAM-1 adhésion
VEGFR2 angiogenése
Pro-TNF-a inflammation

Tableau 5 : Les substrats des ADAMs 9, 10 et 17 et les effets des produits libérés

(d’aprés Dreymueller et al., 2011 ; Postina et al., 2012).
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L’ADAM 10

La premiére ADAM 10, qui est également nommée MADM (Mammalian Disintegrin-
Metalloprotease), a été isolée et caractérisée par des chercheurs anglais en 1989 a partir de
membranes myéliniques dérivées de cerveaux bovins (Chantry et al., 1989). La séquence de
cette protéine purifiée a servi par la suite a synthétiser des oligonucléotides et a cribler une
banque d’ADNc de cerveaux bovins, permettant ainsi le clonage de 'ADAM 10. Cette
enzyme est trés conservée chez les différentes espéces animales et clive une large variété
de protéines impliquées dans les phénomeénes d’adhésion cellulaire, notamment les
cadhérines qui jouent un réle trés important durant 'embryogenése (Reiss et al., 2005).

L’ADAM 10 joue aussi un role important dans la détermination des cellules neurales
de la drosophile. Dans une population de cellules ectodermiques de potentiel initialement
équivalent, seules certaines s’engagent dans la voie de différenciation neurale. Elles le font
en inhibant la différenciation neurale de leurs voisines par l'intermédiaire de I'activation de
Notch par son ligand Delta (processus dit d’inhibition latérale). Ce processus est sous le
contréle de 'ADAM 10 qui, en clivant soit le récepteur Notch soit le ligand Delta, serait
indispensable a la transmission du signal Notch (Qi et al., 1999). Enfin, I'activité protéolytique
d’ADAM 10 est aussi indispensable a I'extension des axones chez la drosophile et
probablement chez les vertébrés. Dans ce cas, l'activité protéolytique de la protéine
dégraderait localement la matrice extracellulaire et faciliterait ainsi le passage de I'axone
(Fambrough et al., 1996). LADAM 10 régule également la fonction des récepteurs appelés
Eph faisant partie de la sous-famille des récepteurs tyrosine kinase, et leurs ligands appelés
éphrines qui sont des médiateurs des communications intercellulaires régulant la motilite,

'adhésion et la forme des cellules (Poliakov et al., 2004) (Tableau 5).
+/

Des souris ADAM10 arborent un phénotype normal et sont fertiles, alors que les

souris ADAM10-/- meurent au jour 9 de 'embryogenése avec des défauts majeurs de mise en
place du systeme nerveux central et du systéme cardiovasculaire, qui s’accompagnent d’une
réduction importante de I'expression des génes cibles de la voie Notch (Hartmann et al.,
2002).

Des inhibiteurs endogénes de 'ADAM 10 ont été identifiés, tels que les protéines
sécrétées TIMP-1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1) et TIMP-3 et la protéine
transmembranaire RECK (Muraguchi et al. 2007). Cette derniére agit comme un inhibiteur
physiologique de 'ADAM10, en régulant la signalisation Notch pendant la neurogenése
corticale. RECK se trouve généralement au sein des domaines riches en cholestérol, alors
que 'ADAM 10 est majoritairement située au sein des régions phospholipidiques, pauvres en

cholestérol.
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L’ADAM 17

Il'y a eu beaucoup de recherches effectuées sur ADAM 17 depuis le clonage de son
géne en 1997. Cette enzyme a été premierement caractérisée pour le clivage du TNFa, d'ou
son nom de TACE (Tumor necrosis factor-a Converting Enzyme), qui est associée a
plusieurs maladies auto-immunes telles que les arthrites ou la maladie de Crohn (Vassalli et
al., 1992 ; Locksley et al., 2001). Par ailleurs, TADAM 17 est aussi impliqué dans le clivage
de la L-séléctine, qui conduit a une modulation de la réponse inflammatoire, ainsi qu’a la
stimulation de l'activité de I'lL-6 et de la molécule d’adhésion de cellule vasculaire de type 1
(VCAM-1) (Garton et al., 2003). En outre, deux travaux ont montré I'implication de TADAM 17
dans les cardiomyopathies dilatées avec excés de TNFa libéré (Fedak et al., 2006). Une
autre étude a montré que le niveau d’expression et l'activité d'ADAM 17 en terme de
libération du TNFa par les monocytes ex vivo sont associés aux complications cardiaques
ultérieures de patients ayant eu un infarctus du myocarde (Shimoda et al.,, 2005)
(Tableau 5).

eme
De maniére intéressante, des souris invalidées pour ADAM17 meurent entre le 17

er
jour du stade embryonnaire et le 1 jour post-natal (Peschon et al., 1998), suggérant un réle

important de 'enzyme pendant le développement. De plus, ADAM17 a été impliquée dans le
clivage du récepteur de I'hormone de croissance NGF (Nerve Growth Factor) (Diaz-
Rodriguez et al., 1999) et dans le clivage de Notch au site S2 (Brou et al., 2000). Par
ailleurs, ACE2 (Angiotensin Converting Enzyme 2) qui est une protéine impliquée dans la
régulation de la pression artérielle et de la fonction cardiaque est également clivée par
ADAM17 (Lambert et al., 2005). Les souris KO pour 'ADAM 17 développent des problémes
cardiaques, cutanés, ainsi que des déficits oculaires, liés a une altération de la signalisation
de 'EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (Chalaris et al., 2010).

Parmi les quatre membres de la famille des inhibiteurs naturels de métalloprotéases,
les TIMPs, seul TIMP-3 inhibe I'activitt d’ADAM 17 (Amour et al., 1998). L’expression de
TIMP-3 est principalement induite par des cytokines anti-inflammatoires comme le TGFp
(Edwards et al., 1996), mais est diminuée par les cytokines pro-inflammatoires TNFa et

IL-1p (Bugno et al., 1999).

Le réle des a—sécrétases dans la protéolyse du BAPP

Sur la surface cellulaire, le RAPP subit la protéolyse par les a-sécrétases, qui
séparent la molécule entre la région Lys16 et Leul17 du peptide ApB, en libérant un

ectodomaine large et soluble, la sAPPa (Fig. 11). Les premiers travaux impliquant des
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ADAMs dans la coupure de type a-sécrétase proviennent d’études pharmacologiques
montrant que des inhibiteurs de métalloprotéases conduisent a une baisse de plus de 92%
de la sécrétion de sAPPa par des lignées SH-5YSY dérivées de neuroblastomes humains
(Parvathy et al., 1998). Il a été ensuite montré que TADAM17 est capable de cliver le BAPP

recombinant au niveau de son site a (Buxbaum et al., 1998).

En effet, il existe deux voies a-sécrétases distinctes : une voie sécrétoire constitutive
et une voie de sécrétion régulée. La voie régulée de production de la sAPPa est sous le
controle de la protéine kinase C (PKC) (Octave et al., 1995). Elle conduit de maniére
concomitante a la diminution de la production de peptide AB, en accord avec I'hypothése
selon laquelle les productions des peptides AR et sAPPa ne seraient pas mutuellement
exclusives. Il a été décrit que la voie a-sécrétase pouvait aussi étre contrélée par une activité
de type protéine kinase A (PKA) dépendante de TAMPc (Marambaud et al., 1998). Les cibles
de la PKA semblent étre différentes de celles de la PKC puisque la stimulation de la voie
PKA entraine aussi une augmentation de peptide AB, ce qui a conduit a proposer que la
PKA ciblerait une protéine située en amont des a- et B/y-sécrétases (Marambaud et al.,
1998).

L’'a-sécrétase intervient vraisemblablement dans deux compartiments cellulaires
distincts. Une coupure intervient dans les compartiments golgiens, c’est-a-dire assez t6t
dans les voies sécrétoires (Checler et al., 1995). Il apparait clairement qu’une fraction du
BAPP échappe a cette protéolyse et est intégrée a la membrane plasmique ou elle y subit
'attaque protéolytique. La nature des compartiments ou la protéolyse s’effectue permettait
de supposer, a priori, 'occurrence d’a-sécrétases distinctes, puisque le pH des organites
(acide dans le Golgi ou neutre au niveau de la membrane plasmique) sous-tend des
propriétés physico-chimiques distinctes des enzymes intracellulaires et membranaires. |l
apparait donc que 'ADAM 10 contribue aux deux voies - constitutive et régulée (Lammich et
al.,, 1999), alors que I'ADAM 17 est essentiellement impliquée dans la voie régulée
dépendante de la PKC (Buxbaum et al., 1998).

Les souris KO pour TADAM 9 ne démontrent pas d’altération dans la protéolyse du
BAPP (Weskamp et al. 2002), suggérant 'hypothése qu’elle n’agit pas directement sur le
clivage a-sécrétase du BAPP et qu’elle participe plutét a la maturation de ’TADAM 10 (Kuhn
et al. 2010). En revanche, chez des souris KO pour TADAM 10, le clivage du BAPP sur le
site des a-sécrétases est inhibé (Jorissen et al. 2010). Une étude paralléle a montré que la
surexpression de '’ADAM 10 dans un modéle murin de la maladie d’Alzheimer, conduit a une

augmentation de la production de la sAPPa et qu'elle est en mesure d'inhiber la production
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de fragments AP (Kuhn et al. 2010). Une approche non-transgénique a montré, de maniere
intéressante, que le blocage du transport de TADAM 10 dans la membrane post-synaptique
conduit a une réduction de lactivité¢ a-sécrétase et a une augmentation de la voie
amyloidogénique du PAPP (Marcello et al. 2007; Epis et al. 2010). Buxbaum et ses
collaborateurs (1998) ont montré in vitro que 'ADAM 17 est capable de cliver le BAPP
directement sur le site des a-sécrétases, et qu’elle suit la voie régulée de production de la

sAPPaq, sous le controle de la PKC.

Ces résultats soulignent le réle important des ADAM 10 et 17 dans la voie non-
amyloidogénique du PAPP (Postina et al. 2004) et, grace a ces données, I'activation des ces
enzymes est actuellement considérée comme une stratégie thérapeutique prometteuse

contre la maladie d’Alzheimer (Fahrenholz et Postina, 2006).

Les composés qui stimulent 'activité a-sécrétase

Les approches décrites pour stimuler 'activité a-sécrétase, et favoriser la production
de la sAPPa, mettent en jeu I'activation de récepteurs couplés aux protéines G, tels que les
récepteurs muscariniques ou le récepteur métabotropique au glutamate (Kim et al., 2005 ;
Kojro et al., 2006 ; Mousavi et al., 2009 ; Bailey et al., 2011) et des systémes de protéine
kinase C (PKC) (Etcheberrigaray et al., 2004 ; Zhang et al., 2005). Tels exemples sont la
stimulation des voies PKC-dépendantes par les esters de phorbol (Chen et al., 2004b) ou
encore par des agonistes des récepteurs de la sérotonine 5-HT (Russo et al., 2009).
D’autres voies mettent en jeu le récepteur de la sérotonine 5-HT, connu pour jouer un réle
dans la cognition et la mémoire, via la production d’AMPc (Cachard-Chastel et al., 2007).
Certaines hormones et facteurs de croissance, tels que 'EGF et l'insuline sont également
connus pour stimuler la production de la sAPPa, via une action sur la PKC (Zhang et al.,
2005).

D’autres agents pharmacologiques ont été récemment décrits comme «stimulateurs
de la production de la sAPPa » selon une voie AMPc-PKA, comme la forskoline
(Efthimiopoulos et al., 1996), ou selon une voie PKC/MAP-kinase, comme les agents anti-
inflammatoires non-stéroidiens (AINS), tels que les inhibiteurs de la cyclooxygénase (COX)
(Avramovich et al., 2002) et les dérivés de la rasagiline (Youdim et al., 2005). Cependant, les
données sur la capacité des AINS a stimuler lactivité des a-sécrétases restent
contradictoires. Une étude récente a montré que ni I'ibuproféne ni 'indométacine stimulent la
production de la sAPPa dans des cultures neuronales et non-neuronales (Leuchtenberger et
al., 2009).
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En outre, il a été montré que le cholestérol, qui constitue un élément important des
radeaux lipidiques (lipid rafts), inhibe I'activité des a-sécrétases in vivo et in vitro (Bodovitz et
al., 1996 ; Howland et al., 1998). Depuis cette découverte, les statines, inhibiteurs de la
HMG-CoA réductase, se sont avérés bénéfiques par I'activation des a-sécrétases (Kojro et
al., 2001). Des études ont montré que les statines agissent sur I'expression de 'ADAM 10
et/ou sur son transport vers des régions non-radeaux de la membrane plasmique (Kojro et
al., 2001).

Enfin, des extraits végétaux, tels que le Ginkgo biloba et le thé vert
(epigallocatechine-3-gallate) montrent une activité « stimulateur des «-sécrétases »
(Colciaghi et al., 2004 ; Obregon et al., 2006). Le Ginkgo biloba induit une modification, PKC-
dépendante, de I'expression des a-sécrétases, alors que le thé vert favorise la maturation de
la ProADAM10 et, parallélement, il inhibe I'activation de la BACE1 (Colciaghi et al., 2004 ;
Obregon et al., 2006). De plus, deux études récentes ont montré que le FLZ (un analogue
synthétique du squamosamide, isolé a partir des feuilles de ’Annoma Squamosa) ainsi que
la Cryptotanshinone (un extrait de la Salvia miltiorrhiza) stimulent le clivage du BAPP par les
a-sécrétases, et améliorent la mémoire spatiale dans des modéles de la maladie
d’Alzheimer (Hou et al., 2009 ; Mei et al., 2009).

Au vue de ces données, il est important de souligner que la stimulation de l'activité
et/ou de I'expression des ADAMSs, par l'utilisation des agents pharmacologiques, doit étre
bien contrélée afin de diminuer le risque d’effets systémiques indésirables liés a leurs effets
pléiotropes et leur profil ubiquitaire. Une activation forte, prolongée et généralisée des a-
sécrétases pourrait promouvoir la croissance de tumeurs, a cause de clivage des substrats
tels que 'EGF. En revanche, une activation « compensatrice » des a-sécrétases, comme
dans le cas d’'une Iésion cérébrale aigué ou d’une dégénérescence age-dépendante, pourrait

avoir des bénéfices thérapeutiques.

2.2. Les R-sécrétases

Les R-sécrétases identifiees a ce jour sont nommées BACE-1 et BACE-2 (pour « [3-
site APP Cleaving Enzyme ») et sont des protéases transmembranaires du type | (Stockley
et O'Neill, 2007). BACE-1 est exprimée principalement par les neurones (Blasko et al.,
2004), mais sous conditions de stress chronique, elle peut également étre exprimée par les

astrocytes (Hartlage-Ribsamen, 2003).

Le site du clivage de BACE-1 dans le BAPP se trouve dans la partie N-terminal du

domaine AR, et son expression augmente la production des produits du clivage des
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B-sécrétases, comme le peptide AB. En revanche, l'utilisation des séquences anti-sens
diminue fortement la production de tels produits. En effet, des expériences avec des souris
BACE 7 ont montré qu’'une déficience de BACE-1 empéche la formation du peptide AR (Cai
et al.,, 2001 ; Luo et al., 2001). Ainsi, les recherches thérapeutiques actuelles contre la
maladie d’Alzheimer visent, entre autres, a réduire I'activit¢ de BACE-1 afin de réduire la
production du peptide AR. L’activité enzymatique de BACE-1 est tres dépendante de son
environnement lipidique. Certains lipides, tels que les glycosphingolipides neutres
(cérébrosides), les glycérophospholipides anioniques et les stérols (cholestérol) induisent

directement une augmentation de l'activité p-sécrétase (Kalvodova et al., 2005).

BACE-1 est détectée sous sa forme active dans les vésicules golgiennes et les
endosomes (Huse et al., 2002) et clive le pAPP en deux sites distincts :

a) au niveau de l'aspartate 1, qui constitue le clivage prédominant, donnant les
peptides amyloides Ap « classiques ».

b) au niveau du glutamate 11, donnant des peptides amyloides plus courts que 'on

retrouve également dans les plaques séniles (Naslund et al., 1994).

BACE-2 est 'homologue de BACE-1 et sa fonction physiologique n’est pas encore
bien connue. Elle est capable de cliver le BAPP en position 1 de la séquence de I'Af, comme
BACE-1, mais peut également, et beaucoup plus efficacement, cliver le BAPP sur la
phénylalanine 19 ou la phénylalanine 20 (Farzan et al., 2000). Ces sites de clivages
alternatifs laissent penser que la BACE-2 n’est pas la p-sécrétase classique et qu’elle serait
impliquée dans la maladie d’Alzheimer dans le cas de mutation « Flemish » du BAPP, qui
touche l'alanine 21 de I'Ap (Farzan et al., 2000). Ceci pourrait expliquer I'absence de
détection du peptide AP chez les souris KO pour le géne de BACE-2 (Cai et al., 2001 ; John
et al., 2003).

Les inhibiteurs des p-sécrétases pourraient également apporter un bénéfice
thérapeutique dans le contexte des lésions traumatiques cérébrales. La voie

amyloidogénique du BAPP, qui est activée de fagon chronique dans la maladie d'Alzheimer,

est activée de fagon aigué suite a un TC (Lesné et al., 2005 ; Loane et al., 2009). Il a été
aussi observé que le TC expérimental induit une accumulation du BAPP et des
- et y-sécrétases au sein des axons traumatisés (Chen et al., 2004a). En effet, il a été décrit
que le TC induit un facteur de risque de survenu de la maladie d'Alzheimer, puisque des
études post-mortem ont mis en évidence des dépdts amyloides chez 30 % des victimes de
TC, qui peuvent survenir dés le premier jour du traumatisme cranien (Van Den Heuvel et al.,

2007). Loane et coll. (2009) ont ainsi montré, dans un modéle murin de TC, que l'inhibition
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des P ou y sécrétases peut réduire la production du peptide neurotoxique Ap et les Iésions

céreébrales, et améliorer les fonctions cognitive et motrice post-TC.

2.3. Les y-sécrétases

La nature des y-sécrétases fait encore aujourd’hui I'objet de débat. On a d’abord cru
que des protéines nommées présénilines (PS1 et PS2) pouvaient avoir une activité
y-sécrétase, mais il semblerait que les présénilines représentent plutdét une des parties d’'un
« complexe protéique a activité y-sécrétase » (De Stooper, 2003). Les présénilines (PS1 et
PS2) sont des protéines transmembranaires multifonctionnelles, qui sont exprimées de fagon
ubiquitaire et codées par des génes situés sur les chromosomes 14 et 1 chez 'homme
(Nunan et Small, 2000). Elles semblent étre en majorité situées dans les membranes du
réticulum endoplasmique et de [lappareil de Golgi et possedent 8 domaines
transmembranaires et une longue boucle cytoplasmique, au niveau de laquelle existent des
sites de coupure par des protéases (Capell et al., 1998).

Il a été proposé que les présénilines jouent le réle de protéine chaperon, c’est-a-dire
gu’elles soient capables d’interagir avec d’autres protéines (par exemple le fAPP) et de les
stabiliser au niveau d’'un complexe (Van Gassen et al., 2000). Ainsi, les présénilines ne sont
pas seulement impliquées dans la formation du complexe a activité y-sécrétase capable de
cliver le BAPP, mais également dans d’autres voies de protéolyse comme celle de la
protéine Notch (De Strooper, 2003). Etant donné que la protéine Notch joue un rdle
important dans la différentiation des cellules, les stratégies visant a diminuer l'activité
y-sécrétase afin de réduire la production du peptide AR ne semblent pas dénuées de risques

d’effets secondaires majeurs, comme une immunodéficience.

3. LES PRODUITS PRINCIPAUX DE LA PROTEOLYSE DU BAPP

3.1. La forme soluble a du précurseur du peptide p amyloide ( SAPPa.)

Pendant le clivage non-amyloidogénique du BAPP, ce dernier est coupé par une
a-sécrétase intracellulaire. Cette coupure libére le fragment soluble sAPPa, qui est engendré
par la voie sécrétoire constitutive, ou régulée par la protéine kinase C. Un pool de BAPP
échappe a cette coupure intracellulaire et est intégré dans la membrane plasmique ou une a-
sécrétase membranaire engendre la méme coupure. Cette voie de maturation du BAPP est
considérée comme « non-amyloidogénique » puisque les a- sécrétases interviennent au

milieu du peptide amyloide AR, prévenant ainsi sa formation (Vincent et al., 2012). Par
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ailleurs, de nombreuses études ont montré que le taux de sAPPa est diminué dans le LCR
des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Lannfelt et al., 1995).

La sAPPa, est une protéine soluble, contenant 612 acides-aminés (Fig. 14), qui s’est
avérée neuroprotectrice in vitro et in vivo. Elle est naturellement présente dans le cerveau et
circule librement dans le LCR (Palmert et al., 1989). De nombreuses études ont montré
qu’elle exerce des effets bénéfiques par son effet neuroprotecteur (Kdgel et al., 2011), la
modulation de I'excitabilité neuronale (Mattson et al., 1993 ; Mattson and Furukawa, 1998),
la plasticité neuronale (Turner et al., 2003 ; Ring et al., 2007), la croissance et la ramification
des axones (lkin et al., 2007), la croissance des dendrites (Mattson, 1997) et la
synaptogenése (Moya et al., 1994 ). Les effets bénéfiques de la sAPPa sont partiellement
lies a la présence, dans son domaine C-terminal d’'un domaine fixant a I'héparine (Mattson et
al., 1993) (Fig. 14). Ce domaine permet la fixation du BAPP sur divers protéoglycanes qui
jouent un réle important dans la plasticité, la croissance et les interactions neuronales
(Storey and Cappai, 1999). De plus, les régions N-terminale et CuBD de la sAPPa
constituent ensemble un domaine riche en cystéine qui semble étre a l'origine des ses effets
neuroprotecteurs (Corrigan et al., 2011).

Une étude a montré que les déficits obtenus chez des souris KO pour le BAPP, tels
que la diminution du poids corporel et du tissu neuronal, sont absents chez les souris Kl pour

la sAPPq, soulignant le réle neuroprotecteur important de la sAPPa. (Ring et al. 2007).
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Figure 14 : Représentation des domaines solubles sAPPa et sAPPB (D’aprés Chasseigneaux et
al., 2012). GFLD : Growth Factor-Like Domain, KPI : Kunitz Protease Inhibitor.

Des études in vivo et in vitro ont mis en évidence différents effets et mécanisme(s)

d’action de la sAPPa (Tableau 6).
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sAPPa : Effets observés / Mécanisme(s) d’action

Références

Etudes in vitro

Stimulation de la prolifération de cellules progénitrices et de la
différentiation microgliale dans I'hippocampe

Baratchi et al., 2011

Stimulation de la croissance de neurones via 'activation de la voie MAPK

Ohsawa et al., 1995; 1997;
Gakhar-Koppole et al., 2008

Augmentation de la densité synaptique

Morimoto et al., 1998;
Claasen et al., 2009

Régulation de la potentialisation a long terme (LTP)

Taylor et al., 2008

Activité anti-apoptotique, via les voies ERK- et p38-MAP kinase

Guo et al., 1998 ; Greenberg
etal., 1995 ; Cheng et al.,
2002 ; Venezia et al., 2006 ;
Gralle et al., 2009

Normalisation de la concentration intracellulaire en Ca*" et protection de
neurones contre 'excitotoxicité

Mattson et al., 1993

Hyperpolarization de neurones via I'activation des canaux K"

Furukawa et al., 1996

Inhibition des récepteurs NMDA

Furukawa et al., 1996 ;
Furukawa et Mattson, 1998

Diminution de la mort neuronale induite par le peptide AB

Goodman et Mattson, 1994

Diminution de la mort neuronale et de la dégénérescence des dendrites
induites par l'inhibition de protéasomes

Copanaki et al., 2010

Etudes in vivo

Augmentation de la densité synaptique

Meziane et al., 1988 ; Roch et
al., 1994 ; Morimoto et al.,
1998

Amélioration de la mémoire spatiale et non-spatiale, et atténuation des
effets amnésiques de la scopolamine

Meziane et al., 1988

Prolifération de cellules progénitrices dans la zone subventriculaire

Caillé et al., 2004

Stimulation de la croissance de neurones

Young-Pearse et al., 2008

Augmentation de la densité synaptique dans le cortex frontopariétal

Roch et al., 1994

Augmentation de la puissance des EEGs au niveau du cortex et de
I'hippocampe chez le rat agé

Sanchez-Alavez et al., 2007

Amélioration de la mémoire spatiale et de la LTP

Taylor et al., 2008

Augmentation de la survie neuronale dans I'hippocampe et de la
fonctionnalité des neurones suite a une ischémie cérébrale

Smith-Swintosky et al., 1994

Amélioration de la mémoire spatiale et de 'apprentissage chez le rat agé

Roch et al., 1994

Réduction des LADs post-TC

Thornton et al., 2006

Diminution de cellules apoptotiques dans le cortex et I'hippocampe et
amélioration cognitive et motrice post-TC

Thornton et al., 2006 ;
Corrigan et al., 2011, 2012

Tableau 6 : Les mécanismes d’action de la sAPPa et les effets produits.
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Effets anti-excitotoxiques

I a été récemment montré que la production de la sAPPa est stimulée sous
conditions d’excitotoxicité, probablement comme un mécanisme de défense, et qu’elle
protége les neurones contre les dommages associés a I'excitotoxicité (Fahrenholz et al.,
2007).

Les effets neuroprotecteurs de la sAPPa pourraient étre associés a sa participation
au bon fonctionnement des canaux ioniques (Mattson et al., 1997). En effet, il a été décrit
que la sAPPa, et plus particulierement son site de liaison a I’héparine, peut normaliser la
concentration intracellulaire en Ca™, stabiliser I'homéostasie calcique et protéger les
neurones contre I'excitotoxicité. Ce dernier est probablement di a l'activation des canaux
potassiques de forte conductance, qui a leur tour hyperpolarisent la cellule et donc diminuent
I'excitabilité neuronale (Mattson et al., 1993). De plus, il a été décrit que la sAPPa inhibe les
récepteurs NMDA, ayant comme conséquence une diminution de la concentration
intracellulaire en Ca™ et des dommages neuronaux liés a I'excitotoxicité (Furukawa et al.,
1996 ; Furukawa et Mattson, 1998 ; La Ferla, 2002). De fagon intéressante, la sAPPa. peut
significativement atténuer la mort neuronale induite par le peptide Ap dans des cultures des
neurones de I'hippocampe (Goodman et Mattson, 1994) et du cortex (Marcade et al., 2008).

De plus, la grande affinité de la SAPPa pour le Zn?* et le Cu?* suggére qu’elle peut
agir comme un transporteur des métaux et/ou une protéine chaperon qui régule

’homéostasie des métaux (Treiber et al. 2004).

Effets neurotrophiques

Différents composés de la matrice extracellulaire, y compris les HSPGs (Heparan
Sulfate Proteoglycans) se fixent sur la sAPPa, et cette fixation entraine une croissance de
neurones hippocampiques. La réponse physiologique de la sAPPa est dépendante du type
de 'HSPG (Small et al. 1992). Dans une étude récente par Chasseigneaux et collaborateurs
(2011), l'ajout de sAPPa dans une culture de cellules corticales embryonnaires a entrainé
une diminution de I'adhésion cellulaire, une diminution des dendrites et une augmentation de
la croissance axonale, des effets qui sont reproduits par I'ajout des héparanes sulfates
(Lafont et al. 1992). En outre, la séquence RERMS des acides-aminés 319-335, au sein de
la sAPPq, est également impliquée dans la croissance de neurones (Jin et al. 1994).

La sAPPa est capable de promouvoir la survie neuronale et la croissance de
neurones in vitro et in vivo (Small et al., 1994 ; Ring et al., 2007 ; Young-Pearse et al., 2008)

ainsi que la prolifération de cellules progénitrices dans le cerveau adulte (Caillé et al., 2004).
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Ces propriétés neurotrophiques, associés a la présence dans la sAPPa d’'un facteur de
croissance riche en cystéine (Fig. 14), suggérent que la sAPPa peut agir comme un facteur
de croissance in vivo (Rossjohn et al., 1999).

L’ajout d’'un anticorps ciblant le domaine neurotrophique de la sAPPa entraine une
inhibition de la formation des synapses (Morimoto et al., 1998) et une diminution de la
croissance neuronale (Gakhar-Koppole et al., 2008). De plus, l'infusion cérébrale de sAPPa
entraine une augmentation de la densité synaptique, une amélioration de la mémoire et de
'apprentissage et une régulation de la potentialisation a long terme (LTP) (Meziane et al.,
1988 ; Roch et al., 1994 ; Taylor et al., 2008). En outre, il a été récemment montré que la
sAPPa potentialise I'effet de 'EGF sur la prolifération des neuroblastes adultes dans la zone
SVZ, in vitro et in vivo (Caillé et al. 2004).

Effets neuroprotecteurs

La propriété la plus importante de la sAPPa est son effet neuroprotecteur, démontré
sous conditions d’excitotoxicité induite par le glutamate et le peptide Ap (Mattson et al. 1993,
1994; Goodman and Mattson 1994). La sAPPa peut également protéger les cellules PC12
contre des dommages liés a lirradiation UV (Copanaki et al. 2010). Les effets
neuroprotecteurs in vitro de la sAPPa. ont été attribués a sa partie C-terminale (résidus 591-
612), et les héparinases inhibent cette action (Furukawa et al., 1996).

Dans le contexte de Iésions cérébrales aigués, des études récentes ont montré que
'administration de la sAPPa, par voie intracérébroventriculaire (i.c.v.), suite a un TC
expérimental entraine une réduction des LADs, une diminution de cellules apoptotiques dans
le cortex et 'hippocampe et une amélioration cognitive et motrice (Thornton et al., 2006 ;
Corrigan et al., 2011, 2012). Plus précisément, il a été montré que deux domaines de la
sAPPa sont responsables de cet effet neuroprotecteur de la sAPPa post-TC, et que ceux-Ci
ont la capacité de se fixer aux HSPGs (Corrigan et al., 2011). En outre, Smith-Swintosky et
collaborateurs ont montré que I'administration (i.c.v.) de la sAPPa chez le rat exerce des
effets neuroprotecteurs dans un modéle d’ischémie cérébrale (Smith-Swintosky et al., 1994).
Plus précisément, il a été montré que le traitement avec la sAPPa favorise la survie et la

fonction neuronale dans I’hippocampe.

Participation a la signalisation cellulaire

La sAPPa exerce une activité anti-apoptotique, principalement via sa participation
dans diverses voies de signalisation cellulaire, notamment celles du NF-kB (Guo et al.,
1998 ; Cheng et al., 2002) et de la ERK-MAP kinase (Greenberg et al., 1995 ; Venezia et al.,
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2006). La signalisation anti-apoptotique engendrée par la sAPPa pourrait également
impliquer la voie p38-MAP kinase (Burton et al., 2002). Le holo-BAPP membranaire constitue
un récepteur membranaire de la sAPPa. L’homodimérization du BAPP est un phénoméne
bien établi (Soba et al., 2005) qui conduit a une stimulation de I'activité des caspases et donc
a la mort apoptotique (Bouron et al., 2004). Une étude récente a révélé que la sAPPa peut
se fixer a holo-APP et, par conséquent, perturber son homodimérization. Ce phénoméne

semble étre indispensable pour I'activité anti-apoptotique de la sAPPa (Gralle et al., 2009).

Coagqulation et immunité

Sous stimulation par la thrombine, les plaquettes secrétent de la sAPPa et cette
derniére inhibe le facteur de coagulation Xla, ce qui suggére qu’elle pourrait jouer un réle
important dans la coagulation (Van Nostrand et al. 1991). En outre, la stimulation des
lymphocytes T (CD4 et CD8) infiltrés conduit a la sécrétion de la sAPPa, montrant
implication de cette protéine dans les processus immunitaires au niveau du SNC et du SNP
(Monning et al. 1990, 1992).

3.2 La forme soluble f du précurseur du peptide beta amyloide (sAPPp)

Peu d’études se sont focalisées aux propriétés de la sAPPf. Cette protéine partage
la méme séquence que sAPPa, avec I'exception des 16 derniers acides-aminés. Ainsi, les
effets neuroprotecteurs de la sAPPf contre la toxicité du glutamate et d’Ap, sont 50 a 100
fois moins puissants que ceux de la sAPPa (Furukawa et al.,1996). En outre, la sAPPf ne
réduit pas la mort neuronale induite par I'inhibiteur de protéasomes, époxomine (Copanaki et
al. 2010) et n’est pas associée a la LTP (Taylor et al., 2008). Cela souligne le rble important
des 16 derniers acides-aminés de la séquence de la sAPPa dans la neuroprotection et la
promotion de la LTP (Taylor et al., 2008).

Des études récentes ont mis l'accent sur les différences fonctionnelles entre les
sAPPa et sAPPf, en montrant que chez les souris Kl pour la sAPPf, contrairement aux
souris Kl pour la sAPPa, la mortalité périnatale issue de I'invalidation génique de I'BAPP

n’est pas atténuée (Weyer et al. 2011).

3.3. Le peptide Abeta (AB)

Il existe deux formes principales du peptide amyloide : la forme courte Ap (1-40) qui
posséde des capacités d’agrégation lentes et la forme longue Ap (1-42) qui s’agrége

rapidement et produit les principaux effets toxiques. Le ratio de ces deux formes est trés
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largement en faveur de la forme courte dans les conditions physiologiques et on observe un
changement de ce ratio dans la maladie d’Alzheimer (Walsh et al., 2000).

L’Ap existe sous difféerentes formes allant du monomere et des petits oligoméres a
des formes fibrillaires insolubles. Les formes solubles sont des monoméres, diméres,
trimeres et de plus grands oligomeres (Walsh et al., 2000). Une agrégation produit les
formes insolubles d’Ap, fibrilles proprement dites, qui vont former les corps des plaques
amyloides au sein du cerveau (Walsh et al., 2000). L’hétérogénéité de I'extrémité
C-terminale des peptides amyloides, c’est-a-dire 40 vs 42 acides aminés, est responsable
des effets toxiques de ceux-ci. Cette difféerence de deux acides aminés est trés importante
pour la pathogénicité et la formation des plaques séniles. En effet, les plaques diffuses, qui
sont les premiers signes de dépét d’Ap dans le cerveau de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer ou de syndrome Down, sont presque exclusivement composées d’Ap42
(Iwatsubo et al., 1995 ; Lemere et al., 1996).

La voie sécrétoire constitutive conduisant a la sécrétion de peptide AB a établi que le
peptide ApR42 était produit trés tét dans le réticulum endoplasmique alors que le peptide
AB40 apparaissait plus tard, dans le réseau trans-golgien (TGN). Un pool de BAPP échappe
a ces coupures intracellulaires et est intégré dans la membrane plasmique. Aprés
endocytose, ce BAPP subit dans les endosomes précoces les coupures engendrant le
peptide amyloide qui est ensuite sécrété. Il apparait que le BAPP peut aussi étre dirigé vers
le compartiment lysosomial pour une dégradation finale (Checler et al., 2007).

En cherchant les protéines qui peuvent lier différents fragments du BAPP, plusieurs
partenaires ont été découverts. Un de ces partenaires est 'ApoE, qui peut lier différents
fragments du BAPP (Ohm et al., 1999). L’Ap entre en compétition avec les lipides pour la
liaison a I'ApoE, laissant penser que I'Ap pourrait altérer 'lhoméostasie du cholestérol (Ohm
et al., 1999). Enfin, parmi les récepteurs qui lient I'Ap, on distingue les récepteurs
nicotiniques de I'acétylcholine (nAChR) (Wang et al., 2000) et les protéoglycanes a

héparanes sulfates (Scharnagl et al., 1999).
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CHAPITRE 4 : LA MINOCYCLINE

1. GENERALITES

La minocycline est un dérivé semi-synthétique de tétracyclines de deuxiéme
génération, une molécule lipophosoluble qui traverse bien la BHE (Kim et al., 2009). Elle est
un composé aux effets pléiotropes, puisqu’elle exerce en dehors de son activité anti-
bactérienne, une activité anti-inflammatoire associée a une inhibition de ['activation
microgliale, et un effet neuroprotecteur démontrés dans divers modéles animaux des
pathologies du systéme nerveux central (Tableau 7). Notamment dans les modéles de la
maladie d’Alzheimer, il a été montré que la minocycline est capable d’inhiber la formation du
peptide AP et de réduire le déficit cognitif (Seabrook et al., 2006 ; Choi et al., 2007), ce qui
suggére que la minocycline pourrait stimuler directement ou indirectement I'activité des

a-sécrétases, conduisant a une augmentation de la production de sAPPa et, conjointement,

a une diminution de la formation du peptide Ap.

De fagon intéressante, notre laboratoire a récemment montré qu’un traitement
précoce avec la minocycline suite a un TC par percussion mécanique chez la souris,
entraine une amélioration fonctionnelle motrice a long terme, associée a une inhibition
microgliale, une réduction du volume de la lésion et un effet anti-inflammatoire et anti-
cedémateux pendant la phase aigu neuro-inflammatoire (Homsi et al., 2009 ; 2010). La
question qui se pose par la suite est de savoir si I'effet neuroprotecteur persistant de la
minocycline post-TC est associé a une restauration de la production de la sAPPa et a une

amélioration cognitive et/ou sensorielle post-TC.
1.1. La famille des tétracyclines

Les tétracyclines sont des antibiotiques isolés d’une bactérie (Actinomycétes, Gram®)
du genre Streptomyces. Elles doivent leur nom a leur structure tétracyclique commune
(Fig. 15). Ce sont des composés bactériostatiques dont le spectre d'activité s'étend a de
nombreuses bactéries Gram® et Gram’, aux mycoplasmes, aux chlamydiées et aux
rickettsies. Néanmoins, leur usage est aujourd’hui limité par I'émergence de résistances
(Zemke & Majid, 2004).

Les tétracyclines sont des substances amphotéres faiblement solubles dans I'eau a
pH 7 et dont la biodisponibilité orale varie fortement selon la forme galénique et le type de
molécule. Leur forte liposolubilité leur permet de bien diffuser a travers les barriéres

biologiques et atteindre des concentrations efficaces, y compris dans les milieux

79



intracellulaires, notamment dans le placenta, les glandes mammaires, les sécrétions

bronchiques et les liquides d’ascite.

Tetracyclin

(CH;)zN N(CH;),

Minocycline

Figure 15 : Structures chimiques de la tétracycline et de la minocycline.

Il existe des tétracyclines naturelles, des tétracyclines semi-synthétiques et des
tétracyclines chimiquement modifiées. Des modifications sur la structure chimique des
tétracyclines ont permis d’augmenter leur activité antibactérienne et d’améliorer leur
absorption ainsi que leur demi-vie. En fonction de leur pharmacocinétique et leurs propriétés
antibiotiques, on peut distinguer trois types de tétracyclines (Agwuh & MacGowan, 2006) :

- De premiére génération, comme chlortétracycline, oxytétracycline, tétracycline,
déméclocycline, méthacycline
- De deuxiéme génération, tels que la doxycycline et la minocycline

- Des tétracyclines chimiquement modifiées (glycylcyclines), comme tigecycline.

La minocycline, synthétisée initialement en 1967, a subi une amélioration favorisant son
absorption et sa lipophilie. Ainsi, sa solubilité lipidique peut atteindre 10 fois plus que celle
d’autres tétracyclines, ce qui lui permet de diffuser facilement dans les tissus et de pénétrer
a travers la BHE dans le cerveau.

La minocycline est utilisée chez ’lhomme en administration orale, a la dose de 100-200
mg/jour, pour le traitement de l'acné, la parodontite, la polyarthrite rhumatoide et les
infections a transmission sexuelle (Blum et al., 2004; Zemke & Majid, 2004). La minocycline
est bien tolérée en clinique et ses effets indésirables graves, comme le Lupus,
'hypersensibilité et les troubles vestibulaires, sont assez rares. Des effets secondaires
réversibles sont rapportés comme les troubles digestifs, la coloration des dents permanents

et '’hypertension intracranienne bénigne (Blum et al., 2004).
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1.2. La pharmacocinétique de la minocycline

L’absorption de la minocycline est rapide et quasi compléte (95-100%) principalement
dans I'estomac, le duodénum et le jéjunum, et sa concentration maximale C.x est observée
a 2-4h suite une administration orale (Agwuh & MacGowan, 2006; Bishburg & Bishburg,
2009). La biodisponibilité de la minocycline est trés élevée chez 'lhomme (Blum et al., 2004).
Lors de I'administration intraveineuse (i.v.) de la minocycline a la dose de 200 mg/jour, la
Cmax plasmatique atteint le 6 pg/ml (Zemke & Majid, 2004).

Le volume de distribution de la minocycline est 80-115 L (ou 1,17 L/kg). La
concentration de la minocycline dans le LCR est moins de 50% de sa concentration
plasmatique (Agwuh & MacGowan, 2006; Bishburg & Bishburg, 2009).

Il existe au moins six métabolites de la minocycline. Certains d’entre eux ont une
activité anti-bactérienne et se trouvent dans l'urine. Le métabolite principal est le 9-
hydroxyminocycline (Agwuh & MacGowan, 2006 ; Bishburg & Bishburg, 2009).

L’excrétion de la minocycline est rénale et biliaire chez 'homme. L’excrétion urinaire
est moins importante que celle d’autres tétracyclines de 1% génération. Seulement 5 & 12%
de la dose de la minocycline se trouve dans l'urine, alors que I'élimination fécale comprend
20 a 35%. L’élimination de la minocycline est donc indépendante des fonctions rénale et
hépatique (Blum et al., 2004; Agwuh & MacGowan, 2006; Bishburg & Bishburg, 2009). La
minocycline a une demi-vie (t;,) plus longue que celle d’autres tétracyclines de 1°®
génération. Sa demi-vie prolongée (t12 = 15-19h) est due a sa pénétration tissulaire
extensive et a sa liaison aux protéines.

Chez les animaux, la dose létale de la minocycline est extrémement élevée (DLsg :
3600 mg/kg) (Blum et al., 2004). Sa demi-vie chez les rongeurs est de 2-3h (Andes & Craig,
2002; Colovic & Caccia, 2003) et sa concentration cérébrale atteint le tiers de sa

concentration plasmatique (Colovic & Caccia, 2003).

2. LES MECANISMES D’ACTION DE LA MINOCYCLINE

Activité antibactérienne

La minocycline inhibe la synthése protéique des bactéries en se fixant a la sous-unité
30S des ribosomes. Elle s’oppose a la fixation de I'amino-acyl-ARNt sur un accepteur
constitué du complexe ARNm-ribosome, conduisant a un effet anti-bactérien via 'arrét de la
synthése protéique des bactéries (Zemke & Majid, 2004; Bishburg & Bishburg, 2009; Kim &
Suh, 2009).
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Activité neuroprotectrice

Depuis plus de 10 ans, la minocycline est considérée comme une nouvelle molécule
neuroprotectrice (Yrjanheikki et al., 1998), dont les effets neuroprotecteurs sont distincts et
indépendants de son activité antibactérienne. Le mécanisme d’action a l'origine de son effet
neuroprotecteur n’est pas encore entiérement élucidé, mais différentes hypothéses ont été
proposées, entre autres I'inhibition des microglies et I'atténuation de la réponse excitotoxique
et neuro-inflammatoire. Etant donné que la minocycline exerce des effets pléiotropes, il est
fortement probable que son effet neuroprotecteur soit issu de plusieurs mécanismes distincts
et/ou associés. Les mécanismes d’action proposés a I'origine de I'effet neuroprotecteur de la
minocycline sont présentés dans le Tableau 7, en s’appuyant sur les effets in vitro

(Tableau 8) et in vivo (Tableau 9) de la minocycline.

Activité anti-oxydante et anti-excitotoxique

La minocycline inhibe la production des EROs par les leucocytes, exergant ainsi une
activité anti-oxydante (Miyachi et al., 1986; Lin et al., 2003) et inhibe la production des
radicaux libres et la péroxydation des lipides induites par le DPPH (diphenyl-p-picrylhydrazyl)
(Morimoto et al., 2005; Kraus et al., 2005). De plus, la minocycline agit comme un piégeur de
radicaux libres comme les superoxides/ peroxynitrite (Whiteman & Halliwell, 1997; Kraus et
al., 2005; Morimoto et al., 2005; Gieseler et al., 2009).

Activité anti-excitotoxique

L’effet neuroprotecteur de la minocycline peut étre également associé a la diminution
de I'excitotoxicité. La minocycline diminue l'excitabilité neuronale en bloquant les canaux
sodiques et calciques et en réduisant la surcharge de Ca®" ainsi que la libération de
glutamate, a l'origine de l'effet neuroprotecteur de la minocycline (Morimoto et al., 2005;
Gonzalez et al., 2007).

Activité chélatrice des ions bivalents

L’activité anti-inflammatoire et neuroprotectrice de la minocycline pourrait étre
également associée a sa capacité de chélater des ions bivalents, comme Ca*" et Fe** (Chen-
Roetling et al., 2009 ; Antonenko et al., 2010 ; Garcia-Martinez et al., 2010 ; Zhao et al.,
2011). L’excitotoxicité post-TC conduit & une augmentation significative du taux de Ca*
intracellulaire et des EROs, ainsi qu’a une déplétion énergétique, ce qui entraine un

dysfonctionnement mitochondrial et une augmentation de la mort apoptotique (Giorgi et al.,
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2012). Ainsi, les composés qui inhibent des voies de signalisation intracellulaires du Ca?* ont

un potentiel thérapeutique dans le TC et I'lC (Weber, 2012)

Inhibition microgliale et activité anti-inflammatoire

La minocycline inhibe la formation de la poly-(ADP-ribose) qui est un marqueur de
I'activation de la PARP-1 et cet effet peut étre di a la compétition avec le NAD", qui est le
substrat de la PARP-1. L’inhibition de la PARP-1 est fortement corrélée a [lactivité
neuroprotectrice de la minocycline dans des cultures de neurones (Alano et al., 2006). Par
ailleurs, l'inhibition de la PARP-1 est associée aux effets anti-inflammatoires (Graziani et al.,
2005), et elle conduit aux effets neuroprotecteurs dans le TC (Besson et al., 2003, 2005 ;
Kovesdi et al., 2010 ; Lescot 2010b).

La minocycline exerce une activité anti-inflammatoire en agissant principalement sur
les microglies, qui constituent une source cellulaire majeure a l'origine de la neuro-
inflammation induite par des lésions ou des pathologies du SNC. La minocycline réduit la
prolifération et I'activation des cellules microgliales (Fan et al., 2005; Bye et al., 2007; Homsi
et al., 2009 ; Lazarini et al., 2012) et elle ainsi diminue la libération de différents médiateurs
de linflammation comme des cytokines, telles que I'IL-1} et le TNFa (Tikka et al., 2001,
2002; Chen et al., 2000; Kim et al., 2004; Bye et al., 2007; Crack et al., 2009 ; Homsi et al.,
2009) et des chémokines (Kremlev et al., 2004). La minocycline diminue également la
production et I'activit¢ des MMPs notamment les MMP-2, -9 et -12 (Brundula et al., 2002;
Homsi et al., 2009), transcription et I'activité de la NOS; ainsi que la libération du NO (Kim et
al., 2004). Par ailleurs, l'activité de la NADPH oxydase (Wu et al., 2002) et de la COX-2 ainsi
que la production de la prostaglandine E; (PGE;) (Yrjanheikki et al., 1999; Kim et al., 2004)
sont inhibées par la minocycline. De plus, I'effet neuroprotecteur de la minocycline peut étre
associé a sa capacité a réduire la transmigration des leukocytes (Brundula et al., 2002) ou a
bloquer I'activité protéolytique de la calpaine (Arvin et al., 2002).

Il semble que ces effets anti-inflammatoires sont partiellement mises en jeu par
l'inhibition de la phosphorylation de la p38 MAPK (Lin et al., 2001; Tikka et al., 2001, 2002;
Guo et al.,, 2007) ou par l'inhibition de la PARP-1 au niveau des microglies (Alano et al.,
2006).

Activité anti-apoptotique

Dans différents modéles expérimentaux, il a été montré que la minocycline est
capable de réduire la taille de la Iésion (Yrjanheikki et al., 1999; Dommergues et al., 2003 ;
Homsi et al., 2010) et diminuer la mort neuronale (Wu et al., 2002; He et al., 2001; Tikka et
al., 2001; Lin et al., 2001; Guo et al. 2007).
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En effet, la minocycline inhibe I'expression et I'activité de la caspase-1 (Chen et al.,
2000; Sanchez-Mejia et al., 2001) et de la caspase-3 (Chen et al., 2000; Arvin et al., 2002).
La minocycline agit également en inhibant la libération du cytochrome ¢, bloquant ainsi
l'ouverture des mPTPs (mitochondrial permeability transition pores) (Matsuki et al., 2003;
Gieseler et al., 2009). Cependant, elle peut également perturber plusieurs fonctions

mitochondriales dépendantes d’énergie in vitro (Kupsch et al., 2009).

3. LA MINOCYCLINE ET LES PATHOLOGIES DU SNC

La minocycline a été utilisée dans divers modeéles animaux des pathologies du SNC
comme l'IC, le traumatisme médullaire (SCI), 'hémorragie intracérébrale (HIC) et la maladie
d’Alzheimer (AD) entre autres (Tableau 9).

A ce jour, peu d’études ont montré des effets délétéres de la minocycline dans ces

différents modéles (Tableau 9).

4. LA MINOCYCLINE ET LE TRAUMATISME CRANIEN

L’intérét thérapeutique de la minocycline dans le TC a été mis en évidence ces
derniéres années (Sanchez-Mejia et al., 2001; Bye et al., 2007 ; Homsi et al., 2009 ; 2010 ;
Wu et al.; 2009 ; Abdel Baki et al., 2010 ; Kelso et al., 2011). Il a été décrit que la
minocycline exerce un effet anti-inflammatoire post-TC qui s’accompagne d’'une réduction de
I'activation microgliale et d’'une amélioration fonctionnelle (Sanchez et al., 2001 ; Bye et al.,
2006). Récemment, notre laboratoire a été le premier a montrer que la minocycline exerce
un effet anti-oedémateux et une amélioration fonctionnelle a long terme, a savoir une
diminution de l'activité locomotrice, dans un modéle de percussion mécanique chez la souris
(Homsi et al., 2009 ; 2010).

Crack et collaborateurs (2009) ont étudié la modification d’expression des génes de
chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires afin d’étudier I'effet de la minocycline sur
'expression de ces génes apres le TC. Cette étude a confirmé le fait que plusieurs voies de
régulation sont activées ou réprimées a la suite d’'un TC, et que la minocycline s’oppose a la
modification post-traumatique de certaines d’entre elles. Plus précisément, la minocycline
diminue I'expression de génes des chimiokines CCL4, CXCL1 et CXCL2 et des cytokines,

comme IL-1 et IL-6.

En outre, deux études récentes ont démontré ['effet neuroprotecteur de la
minocycline sur le plan cognitif post-TC (Abdel Baki et al., 2010 ; Kelso et al., 2011), lors
d’'une co-administration avec la N-acétylcystéine (Abdel Baki et al., 2010) ou avec la

mélatonine (Kelso et al., 2011).
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5. LES ESSAIS CLINIQUES AVEC LA MINOCYCLINE

Les études expérimentales in vitro et in vivo ont favorisé le passage de la minocycline
aux essais cliniques pour le traitement de différentes pathologies du SNC (Tableau 10),
telles que lischémie cérébrale et la maladie de Huntington. Ces données renforcent l'intérét
de la minocycline dans le traitement du TC et, a cet égard, il est important de rappeler qu’en
Février 2010 la minocycline est entrée en essai clinique chez les traumatisés craniens aux

Etats-Unis (www.clinicaltrials.com).

85



86



£00Z “Ie 18 0N9 :Z00Z ‘L00Z “Ie 18 BMIL -L00Z “1e 18 ul

MdVIN g¢d ap uonejfioydsoyd ap aloA | ap uoniqiyu]

200z “le 18 uny

auled|eo e| ap alAOE,| 8p abeoolg

210z e 12 mauad f y00Z e 10 WY 16661 le 1 hiyleyuel A

Z39d 9p uononpoud e[ 18 Z-XOO SNANOE juonduosuel) e 9p uojnuiwiq

Z10Z “le1e madiad - y00Z “[e 18 Wiy :Z00Z “[B 18 NA - Z00Z ‘L00T “[e 18 expilL

ON 9p uonesaql| el 18 ZSON dNANOE juondudsuel) e| op uopnuIwIq

6002 “Ie 18 %9.lID 2002 “|e 18 ejnpunig

SAININ Sep 8)1AoE /uononpoud €| ep uolnuiwiq

0102 “le @ uoysunq : 200Z I 3o @AgQ ! $002
“le 18 As|waly  $00Z 1B 18 WY :000Z e 18 Usyd :Z00Z ‘L00T “Ie 18 BIL

SBUOILWIYD 18 SBU01AD Sap uonelaql| B| ep uonnuiwig

210z “[e39 BN {1 ZL0Z “Ie 1o luuezeq 1 0L0g
“le }@ ISWOH 800z “'[e 38 dlAodi|i4 1800Z “'[e 19 wooqualeyig 12002 “'[e 10 9hg

sal|60JoIW S8p uoneAnoe juonelglijold e ap uononpay

aJI0jeWWRUI-UE SHAROY

/002 “’|e 1o zejezuo9n)

.80 2P 19 sjewein|b ap uoneIadl| Bl 9p UOKONPYY

oloz “le
18 1Y23WPIIYOS - 6002 e 18 J8jesal9) 1 GOOZ |8 38 OJOWHOI G600 “[e 18 snety

salqI| xneolpel ap Jnabald 1@ sO¥T sep uononpold | ap uoionpay

anbixojoj1oxa-1jue 18 ajuepAxo-ipue 9JIAIIY

110Z “e 18 0BYZ { 0L0Z
“Ie Jo Zoule\-BIDIBD | 010 *'[E 10 O3UBUOJUY | BO0Z “'[E 10 BuIpeoy-usy)

.24 19 B suol sep uonejpyo

SjudjeAlq Suol sap uone|ayo

S92Ud19)9Y

uoljoe,p SOWSIUBIDN

*(z/1) auoAoouiw e| ap Jnajoajoidoinau Joya,| ap auiblio,| e sasodoad uoioe,p sawisIUBI : Z NeajqeL




"010Z ‘ISwoH ap Jnol e siw }o sydepy "auipue|belsoid : Jod ‘osesswAjod asoqu-(day) Alod : dHVd ‘o|qnonpul 8seyiuAs-ON : ZSON
‘ojoze,p epAxouow : ON ‘ousboipAy eyeydsoyd opiogONUIP BUIUSPE BPIWEUNODIU I HJAVYN ‘setod uonisuel; Ayjigeswiad [BUPUOYOONW : Sd1dW ‘@dujew e| ap saseulgjold-ojlelow : sdAlIN

‘aseuny uiajoid pajeAnoe-uaboliw : YJVIN 2uabAxo,| ap saAoeal sasadse : sOYT ‘oseuabAxo-0[04o 1 XxOD ‘eseulajod oloads-ajenedse |Aul)sAo : asedse) ‘awAzua Buines|d ddv dus-e1aq : 30vg

0102 “|e }d zaulue-elnIeS

d.ldW sap ainlsAno,| 8p 18 9 8WoJyo0}Ao ap uonelaql| e| ep uonnuiwiq
6002 “'[e 18 J8J8seID) ‘G00Z e 1° Buluns ‘€00z e 18 Mnsie ‘200z e 18 nyz

Z00Z “[e 19 NYZ ‘500z e 10 Builns ‘0002 “[e 10 UayD : Z00Z “'[e 18 Uy ¢-osedseo g)Aloe/UOISSBIdXS | 8P UOHIqIYU|

1002 “'[e 10 ElloN-Zoyoues 000z e 19 usy)d |-osedseo g}IAloe/UoISSaldXa,| Bp uoniqIyu|

anbnjojdode-ijue ayAlOY

210z “"[e 1o maus Jv.p uoionpold e| ap }o | 3DVg 9p 9HAlOR,| 9p uolnuiwig

9002 “[e 1 ouely L-dYVd d)iAioe juonduosuel) el 8p uopnuiwiq

(auns) aslojewweyul-uE JARIY

S92Ud19J9Y SowISIUBI

*(z/2) ®ung auldAoouiw e| ap 1najoajoidoinau }a4a,] ap auiblio,| e sasodouad uonoe,p sawisiued9|\ : / neajqel



suougjou e Jed aynpur eD op uonenbaiep e

el ap uoAiqws, | 8p suousglol e| Jed

600C “'le 19 J9|9sal9 | Sp UohRNUIWIP 'sd1dW sap ._\Estm;:o__ ap ajuepuadop N 001 Sollel) XNBOIL0D S8UoINaU 8p ainyny
-9S0p uoninuIwIp ‘|enualod JuepAxonue 180
yVd op uoiew.lo} e| }@ ajeuoinau L-NIS 12 ONNI onb sje) sanbixojousb
“|e 1o oue v u syuebe sop Jed agAnoe |- TN
200 BT v LQVN B 9p Juswasindg,| enboiqg *sjeuoinau pow ej 1 e oor w::hw ap x:%u_too wmho._:wcn_w_v,qmnné_:o
sa9snaAlau
18 15 OIOWILIO sa.qI| xneoipel sap Jnabaid ‘sepidl sep uonepAxolad 4 7 no 7* 1Bl op S$9IN|I32
5002 "8 19 Olouliol e| 1o ajeweln|b o] Jed aynpul sjeuoINaU Low e| | Wieghoeo SN)04 NP XNBI[LI0D S8U0INdU 8p aln}nd Sap aimn)
5002 [ 10 Snely) so.ql Wl 001 18] 8p SIXIW B[BUOINAU BINYND
xneoipel sg| Jueabald ua [ai3usjod juepAxonue ja8 no o¢ ‘0l ‘¢ :
6002 “E 30 BUIReOY-USYD seuoinsu W og XNEOI0D S8UINSU 8p BINYNY
sap uonoajoid }8 84 Op SUO! Sap UONERYD
“12 18 Ul VYAHO-9 Jed sajnpul 9}101X0}0JNau 18 d 1el 9p 19|9AI90 Np aJienuelb
€00¢ "B U | 55,q)) xneoipes sap uonesoushb e| ‘ajeuoinau uow e| | WOl SYdNoJ B| 8p SdU0INdU P 8In}NdH
6002 “1e 18 N\ ouIquiolu} Wi oL noy sallboioiw ap aJie|n||@d ainynd
e| Jed a)npul O4NL 8p 1@ YL-1I,p uononpoud e| 1
erigy Jed aunpul sasnaAIau
100z “[2 18 10 saseuy| aulgjold auluoaiyyaulgs ap juepuadop d erigy Jed a9)iel) ‘so9l0uULIRYIp uou sa|n||ad
00c "IE39 10U -ulq 8|qnop Ny Sap uopejkioydsoyd e 3o Wri 0k -4ON Z1Od Sainjieo ep amind | sap aumyng
Zl-osedseo ap uoneAijoe,| ‘vg-4|9,p uoneyuswbne,| |
0
900Z “'|e 18 yooiqess dN1 nAoL-1 sal|6o1o1W ap aJie|n||@d ainynd

1@ 49N ‘9-T1 ‘YL-"111 @p djelfoidiw uononpoud e 1

I EIIEYETEN|

auljoAooulw e| ap s}ol3

[sunoAoouiw ]

oJ}IA ul dw)shg

*(z/1) auidAo0uiw ] 9p 0J3IA Ul S}9YT : § nesjqel




‘0102 ‘IswoH ap J4nol e siw }o g)depy 0 J0joe} SISOI08U Jown) (0-4N 1 ‘dujwiuoupAsouljoydiow-¢ : |-NIS ‘eselowA|od asoqu-(day)-Alod : dHvd
‘8soqu-(day) Ajod : ¥vd [eucinsu 8JUBSSIOID 8P JNsjoe} (N ‘8pHOIONUIP SulUSPE SplWEUNodIU : YN s8iod uonisuel) Ajjgeswliad [eUPUOYOOIW : Sdldw ::uol wnuipuAd-|Ausyd-p-|Aylew
-1 : +ddIN ‘auipiuenBosouiu-N-oJiu-N-JAUleW-N : ONNIN ‘@Jiejnjjaoeixa aoujew e| ap aseuldjoldojeidw : SN ‘wnissejod ap ainiojyd : DY ‘dupnapalul : 7| ‘eydje g Jojoe} uolne|suel) uoneniul
onoAiexna :0g-4|o ‘eseuvjoid oyoads-sjepedse |Auteysho : esedsed ‘wniojed @ eD enbigonuogu epioe : NYY eplojAwe-g : gy ‘sulwedopAxoipAH-9 : YAHO-9 ‘9bueyoul : < ‘uopnuiwip :

auabAxo p
I8 Y ‘ i
0102 “|e 18 Bueny 10 9500n(6 8p BNbUBL E| &SNP S[BUCINBU oW | AN Z | (sunos) sjelfoioiw 3@ 9jeUOINBU 8JN}ND
el RENeEN)
010Z “"|e 1@ zaule-eiolen 9SEpPIX0 0-9WO0IYDI0}AD B| 9p 9lIAIOR,| WA 001 1el 9p XNBJIAISD SBUOINBU 9p ainjnd
ap 1 1@ asejonpal 9 8WoIY20}Ao-HAVYN op diAloe |
sanbndeuAs-isod sinaje)ioxa el ap UokIqua, wmwﬂ_qw_\_ww:
100Z “"|e 18 zojezuoo sjuelnod sap apnjiidwe,| }o _eO np je ajewein|b A 0S1-01 ‘
np uonelaqi el 1 ‘sjeuoinau wu.___mﬁ_oxm._ 1@ Jow g| 1 op senbidwedoddiy seuoinau op a1mnd S9p aIn}nd
9V Jed saunpul ¢-asedsed 121 op UOAIqUS,| Op
600Z “le1e 8|qoN | Jed saAl0 ney auiglold ap syuawbel) sap uonelousb nA oL ‘

e| 10 g-asedseo ap uoneAnoe,| ‘ejeuoinau Jow ej |

XNeoll09 sauoinau ap adewld ain}inyd

S90UaI9}9Y

auljoAooulw e| ap s}olg

[sunoAoouiw ]

oJ}IA ul dw)shg

"(2/2) @1ng auljahoouiw .| ap o4)IA Ul s)dy7 : g neajqeL




900z 18 .
-19 - 9p S9AIJOE SBWI0) SO -1sod sind ulw d1) B6y/6w el (ye) NOVLO
16 OPEUOEN 619 Z-dININ Op SoA} ) s9| 1 Jl¥sod yz| sind uiw G ('d'1) By/bw Gy ¥ S
(uz) NOvLO
9002 anbibojoinau 2109s 9 | 10 albelioway,| ) .
12 19 LEUBA 16 SHG €] 6P INUBANO,) “UOISS| Op B[JIE} €| } Dlsod yg| sind uiw g (d'1) By/Bw G slnos 8|ed0} Q|
5002 “le e o €'z lrz Bx/Bw gy sind LIz Bx/6w | (_6-dININ) Wovdo | (o1) aleiqaieo
}o oyeupsioy 6719 Z-dNIN 01d s3130 Uoisgl ap alie e f 09 sind JJ-¥sod yz no Q| “Ae yz| ("d'1) By/Bw Gy "sunog 9|e00} | alwayos|
€'z l1z By/bw g9
¥00Z [010d100 spiod o) 1o gjijerow e sind LIz |H uy "Ae yz| (-0's) B%/6w GEL | (uu) sunos apxodty /o)
ey ilns] | <« ‘wnjeu)s 9| suep INOUNS 9|elqoaldd uolsa| el | ez [z By/Pw £
sind |[/z |H uy "Ae yz| (-0's) By/Bw Gy
1002 ¥l 10 | & suonenjeAd
. 91-71.p uoonpoud e| 3o seljfosolw uoneanoe| 1 . o ([oANO BuEBID)
|e 1o 8Ag xew [g e,nbsnl [/z 30 uiw og ('d1) By/Bw G spiod op Joyoe|
8002 (+'ziog ‘g- ‘g-osedsed ‘9-| ‘L-1) urzieg‘ce (uoAN0 UBID)
|e 1o yoeid sauab ap uoissaldxa,p s|yoid ap uonesyipow | suonenead ‘DJ-1sod yg| 1@ uiw og (1d1) 6y/6w Gy spiod op Jouoe|
¥l 10 | & suonenjeAd
‘(¥ no g'z'1 r) eoyuoes ne,nbsn( [z Bx/6w Gy
1002 | -osedseo sind yyz 1@ 2| ‘ulw og (*d'1) Bx/6w 06 sunos (eANO BuEBID)
“le 1o elloly ap uoneAnoe,| | 1@ anbibojoinau uonouoy YF 19 Lr € suonenjens w_obmoo
-zayoues | el | ‘gL-71.p uononpoud g 3o uoisg| ap djjie} e| 1 ‘(b N0 €2 1) [eon00 edw
doyoes nenbsnl [z B3/6w G sind upg 10 2| ‘ulw (o1) usiuesd
0¢ ('d'1) By/6w 06 sind Q1 "Ae yz| ('d'1) By/bw Gy swsijewne. ]
901JJ0W 00|
010Z * 6002 apAnoeIadAy,| 1o jel|6ololw uoneAloe,| Ol-sod ysie g e ('di) (pwusy sueID)
e} IswoH ‘e1q9190 awap,| ‘6-dININ SOp UOKEBANDE | Bx/Bw G sind 91 o] saude uiw G (*d'1) Bx/6w 06 splod ap Jayoe|
‘91-11.p uononpoud e| ‘uois| op dj|ie} e| |
. "01-1sod yiuboo yoysp 9| ‘aulphw Dl1-1sod (HeAno sueuD)
o ey el op uoepelBap | 1 : auiRlsAoI9oe-N Bl | Uy 18 UpZ ‘UL B ('d) suigiskojfipoe-N ap By/Bw 1el 9I03U0d
19 Deg [opqv D8AB UOIBJ]ISIUILIPE-0D U 18 8|Nas auljokooully | 0G| 99AE daJisiuiupe-02 suljpAoouiw ap b6y/6w Gy [e213100 Joedwi
ewiue INS
| i 20j0. aoads el
90Ua19J9Y jusawajlel} ap sjol] uoljejsiuiwipe,p 9j02030.d 3 a12pOl siBojouled

‘(5/1) ONS np sai1bojoyjed sap xnewiue S39|3pow SOp suep auljdAo0uiw B] 3P OAIA Ul S}94T : 6 hesjqel




|eJgei90 swapeo,| No anbibojoinau 81090s 9] ‘Vd}

yzl e (d1) by/bw Gy

6002 “|e op enbnAjounqy o8, ‘6- 10 Z-dINI 9| Ins < sind vdj} seude uiw G (*d1) By/Bw Gy (Ug) NOVY.LO
}o opeyoe (v 09ne) 9|eo0} D
anbiBojoinau 2109s 9] | 19 |BIq2I9D BWIPD,| uzL e jel
no vdi op anbnAjouiqy joya,| <> ‘eibeuowsyp | . - .
S0UBPIOUL| 16 6- 19 Z-dIIN “SNewow & | (vd'1) B6%/Bw G sind vd} seude uiw G (*A'1) By/Bw ¢
6002 asausbounau e| 10 ) . (uz) WovLo
“le 1o Wiy | OdIN 9HAIOR, ‘NN 3] ‘@feliBooiw uonennoe, | 1 By/Bw gy sind orsod yg (d'y) By/bw 06 e 0[e00} O
sinol ; juepuad
8002 auljoAw us NUBUOD 3| | 18 dYdue|q adueIsgns [ B/Bw 0} sind |H-1s0d Uz (d7) By/Bwi G'zg (uu) jes
“le 1o Auen ap uolisg| el 1 ‘ajelboioiw uoneanoe,| | sinof 7 juepuad } aIxodAy /9|
[/1 Bx/Bw G'ze sind |H-3sod yg (*d'1) By/Bw G
_A>_o<n_mw
no (uiw Q9
1002 anbiBojoinau uonouoy e | . . ) L
2u3) % Busp ‘uoiso| ap o|e] g } xew sinof ¢ I/} Ol-¥sod yg (*d'1) B/Bw Gy stnos WOV1O
9|e20} 0|
(o1) eje1qa190
8002 “le selfosojw so| 1 pLr oS (uv) WOVLO slwidyds|
19 emeyefe | 1o anbiBojoinau 8109s 9| 10 alydoae, ‘einuns e | | enbsnl [/} sind 9j-1sod ypz (*d'1) By/Bw gL no G ‘| : 81830} J|
002 anbibojoinau uoiouoy e | Uy op a|jerIBlUl o (uiw 06)
“le 3o nx ‘uoisg| op allie} e] 1 | aun 98Ae xg D4sod Ug no yy (A1) By/Bwi o} no ¢ ' WOVLO
9|edo0] J|
IH ulj *Ae Juswsoalip ('d'1) By/bw Gy
002 . .
. IH uy “Ae yz| ("d'1) By/Bw Gy (uu) e
e insy 10100109 aixodAy /9|
splod ‘a)ijeliow | <> ‘9elqaIa uoisa| | | Uy Ae Uz (0°S) BB Gp (ul) SuNos
90Ud.19j}9 uswiajliel) ap Ss}o uoljeJjsiuiwpe,p 9jod30jo. 9o%ads jeunue ONS
9joy } JeJ} ap sjap3 ljesjsiuiwpe,p 3|020}0.d ds3 319PO siBojouied

‘(g/2) @3Ing 9NS np saibojoyjed sap xnewiue Sa|apOW Sap suep auljokoouiw ] ap OAIA Ul S)a)}T : 6 NeajqeL




sosedsed

99]0JjU00

900¢C | gg Jed soonio seurejold o) 1o g-osedsed ‘DN L 10S-3sod upg no | no g'q (*d) 1el uoISNJUOd 61 (198)
1818 4OISO | .o oy Bosoil UORBAIOE, 1 10 SOLIOW LOROUO) €| | Bx/Bw 06 18 10S-1s0d Uz 18 | ‘G0 (*d'1) By/Bw 0g aliejinpaw
aws|jewne.
z el
“le ﬂwvm\mm auad e| ,mm;oo.;wmvmw_o.mmw___“%owﬁ_uwhomm_wﬂ,h Uzl e 10 9V ep uonoaluy| seide o.__\._F Amm_\w, FMV_WM.M _MM Jed ap adweoodduy)|
‘ ’ ) T ’ suep 99308[ul gy
A
neis 3] juepAxo ssang
oLoz “le sejho01puspobijo } - suep YAIAN 8p
1o saejewIND sop Jow e| ap 1 18 aulpAw ap auad e| apt uopoafursod yz e (') [/63/6uw 06 el anbixejosio)s
uonoalu)
aJaluido
6002 “'|e Jnajnop ap uonesuas i . S
10 pueyoiely | op jJuswaddojargp 9| }o ajelfoioiw uoneaioe,| 1 er enbsnlfjz 19s-1sod uiw og (d) by/bw oy el ol[eoW €] 5p
uonossiwey ¢ |
anbibojoinau uonouoy e bsnl 9|esIop auuo|0d
1210 mcwm_ow | 19 senbnjojdode seko0ipuspobijo 1o saljfoioiw (> sind 1s0d o Ul A.Q._vmmn m%c sn! 1el el ep co_ﬁowmﬁ.:mb
el Ims $9] 10 9]el[BoIOIW UONBAOE,| ‘UOISS| 9P BliE} & | l/z sind [0S yzi 18 uiw og (*art) by/bw og 80-10
uolssaldwod (19s)
€002 9911J0WO090| Gr e,nbsn( [y] 6y/6w Gz SLNoS : allejnpaw
“le 3o s|loM uopnouoj e| | 39 Uoisg| ap Jj|ie} e| ‘dHjepow e| | sind |0S-sod upz 10 Yl (1d) Bx/6w 0g : Vel | swspewnes)
002 Soouloan) Gr e,nbsn| uoIsSNjuod 0} 1
. uonouoy Bl | ‘0 8wWolyd03Ako ap anbijosoiho i L e : 1el :
|e 3o Bua ] uonesoq | 1 ‘esolBonse, 1o suenssy oped e) 1 1z B3/Bw G sind [0S-1sod yi (“d'1) By/Bw 06
- | (uw 06)
800¢ anblbojoinau 8102s 9| | 18 6-18 Z-dNIN S| o } A NOVLO
“le 1o 0BeN | 1o 3Hg Bl op UonepeiBep B ‘Uoisej ep ajey ey 1 | /¢ (41 PO 08 sind Opsod uy () By/Bur og el aleaoy O
(o1) eje1qa190
ANOV.LO aIwayIs|
8002 anbiewseld g-dIIN i § . (Vi oane)
“lejo elein|y | B| 18 9jeiqaleo sibelowsy,| ‘uoisg| ap ojie} e 1 Dl-1s0d yg vdi + Ol-isod yyp (‘A1) By/6w ¢ 181 °I8003 2l
lewiue ONS
92UdI9JOY juswajiel) ap s}ay3 uoljeJisiuiwpe,p 9]090j0.1d o%adsg - siBojoyied

‘(g/¢) @3INng 9NS np saibojoyjed sap xnewiue Sa|apoUl SBP Suep auljoAd20UlW B] 3P OAIA Ul S}3)4F : 6 Nesjqel




sanbpydo speu

200z "l sop uones|ulAwap e| 10 sawQidwAs sap 91I9AS d0L B mwo_p__._omw M_ﬂcw:._ ._\QP ﬁmv_\m% mm w_msa 15 SlNos 3v3 (d3s) enbeid
18 E|npunig e| 1 ‘elpejew e| ap uoissaibolid e| 18 Ingop ap p.elal dnod [y}, Bx/B6wi og sind ‘fz unod [jz (*d1) B3/6w 0g ua 9s0.9|9s e
€002 senbiBisuiuedop (1) iz (d) ByBw gzzsmd | o co_sman___km_\n,__
“le 1o Bue sauoinau sap ayad e| | ‘sjelboioiw uoneanoe,| | (or) 1@ (1-r) [72 (-d"1) By/Bw G : W9
OVIN @p 9)Anoe| < ‘d1dIN €| Jed d.1ldiN
1002 sajnpul |-esedsed e| ap 3o 2SON €| op uoissaidxs,| | d1dIN 99Ae Juswallel) 9] saide }o SIN0O us ‘JueAe SLNoS ap uonoalul,| Jed
“leya ng 19 sajljogejow ses Jo sejels sulwedop e| op ajad ‘sunol g Jnod (so Jad) [/63/6w ozL no ‘06 ‘09 : (ad) uosunjied
e| ‘senbibisuiwedop ssuoinau sap 9)0Ixojoinau e| | ap alpejew e
1el
002 X0 [/1 Bx/Bw gz sind
“le 18 nky 1o ajeuoinau auad e ‘sejkoosse so| ‘salfoiw sal T | Yzl e 1o gy op uonoslul saude gH (-d'1) By/Bw og led wwcvmwawcw\_muo%m_gﬂ_mcﬁ
EEm.E.m 9| | juepAxo ssasng
oLoz e sa}kooipuapobijo - suep VAN 8p
}8 seelewing sap pow e| ap 1 1o auleAw ap ayad e| ap uonoalfursod yz & (d'1) [/6%/6w 06 Jed anbixejoo.9]s
uonoalul
0102 anbiBojoinau c10 ¢z By/bw g'ze e anbojoine
“le 1o N\ HouRP 9| 30 8|eIgRIRO Blydode,| ‘|B1qRI90 BWRP,| | sind 9|H-1s0d Yz 1@ yo (*d1) 63/6w 6§ Bues np uoisnjui
L1102 [ £ yuepuad ([/gx) Bx/Bw anbojone
“Ie 1o ORYZ sluomeutou 110 24P 1|+ o772 ed 1ans “DiH-s0d Uzl 30 2 € (*d1) BB Gy e Bues np uoisnyul (o1H)
. ZL-dININ 1@ P-4NL op uoissaldxa, 10 sajiydonau djeaqaigdeul
_._wwcwnmwm S| ‘XNEass|eAoIOIW op auad e| ‘|eiqeied swapso,| | JlH-1sod yz/ 18 gv - mmmcw/mmw_m“w aibeliowsy
y ‘sleuoinau sued e| 18 uoisg| ap a|jie} el uns < | ‘pg (*d'1) BY/Bw G sind D1H-1s0d yg (‘A1) By/Bw Gy ’
3 UBLLISSSEM ‘sajiydosinau sa| 1o ajelfouoiw uoneanoe,| 1 €l dp uoisnjul
900z “'e anbibojoinau uonouoy Gr e,nbsnl [/z By/6w Gz - wmmcwmw_w%o“
10 BYsuBWAZS B| 8P NO UOISY| Op B||1e} < ‘B[elBooI uoneAloe,| | sind QJH-1sod yg| 1o yg (d'1) Byy/bw Gy e| ap uonoalul
10S uoIsnjuod
8002 -1sod ypg 38 1 B/Bw Gy sind oH (*A'1) B/6w 06 OLL-6L (19s)
. ajejuswanodwod no anbibojoisiy uonelolgswe,p sed allejjnpaw
|e 1@ uozuid jel
' 10S awsnjewnel
-1sod upg 10 ZL Byy/Bwi G sind oH ("d'1) Bx/6w 06
lewiue ONS
ERITENETE)Y| juswajied} ap sjay3 uoljeljsiuiwpe,p ajo20joid 999dsg 319PON aiBojoyed

(/) ®Ing 9NS np saibojoyled sap xnewiue sa|apow sap suep auijoAoouiw

B| 9P OAIA UI S)3))7 - ¢ neajqel




'0L0Z ‘IswoH ap Jnol e siw 1o 9ydepy "alie|nssy suaboujwse|d e| ap JNSJBANOE : \Yd} ‘0 J0JOB} SISOJO8U JowN) :0-4N | ‘[esjusd
XNaAJBU aWR)sAs : ONS ‘oueino-snos : o's ‘ajiydolinau aliegjonuoydiowAiod : NG ‘eulpuelBeisold : 39d ‘s[elo al0A Jed : so Jad ‘suusiow 8[EigqoIe0 8l9le,| 8p BJI0HSUEBI} UOISN|O00 @ NOVLO
‘suusiow 8|eIqalgd BIgle,| op ejueuBwIad UOISNI20 : NOVO ‘©|gnonpul 8seyluAs-ON : ZSON ‘8u-nesanou : uu ‘suipliAdolpAyensi-g‘e 'z  L-IAusyd-p-lAylew-| : d1dIN ‘esepAxosadojgAw : OdIN
‘alle|n||@oelIXe 8oLjBW €| 8ap aseulgjoldojielow : SHININ ‘©SepAX0o sulweouOW : OV ‘Wnwixew : xew ‘sepueyooesAjododl : g4 4nol : [ ‘esnauteaesiul : "A'l ‘ejeguojuedenul : "d'1 ‘supnausiul : )|
‘alwayosl /eIxodAy : |H ‘eusbAxo,| ap saAnoeas seoadse : sOYT ‘eleluswadxe sunwwioine a)jeAwoleydsous : Jy3 ‘eseusbAxo-0joho : X)) ‘eseulsjold onyoads-sjepedse [Auieisho : esedse)

‘anbjjeydoous-ojeway aJsuleq : JHY ‘JueAe: ‘Ae ‘anbigjonuoquAxosop aploe : NQV oplojAwe-g : gy ‘pioe  ojuoidosdosiN-E I dN-€ ‘ebueyoul < ‘uopnuiwip T ‘uonejuswbne |
1102 . ssausso|djoH
“|& 10 emeely uoissaldgp? ‘euiwedop 38 suluO}OI9S) uiw Q1/6r oz no 09| ap anbixejoaligls uonos(ul jel pawiea] uoissaidag
. . § e . . (INS) [euids anbiyjedoinau
110z “le e 1o aluApojie,| ap? ‘xneulds sal|boioiw sop uoneAioe 1 INS-isod [z no gL “2 ‘e ‘| & (¥1) @9308lut ‘yel/bri 00| jel iau np uonedi najnog
€002 - 1dos
16 10 BUBYZ SIAINS B| }8 821Jj0W Uolouo) e | (-d1) [/6%/6w gz slNos ve6
9 BWOJY20}AD Bp uonelaq| (v1s)
2002 “lele nyz el 1 10 g'c sosedsed sep uoljeAljog,| ‘allejn||eo Jow (-d) [/6%/6w Q) sunos veso FAOS anbiydonjoAwe
e| 1 ‘Jnajow }0149p NP 10 dIpejew .| ap INqap 9| apJejal ojetgle|
9S013|9s B
“lele zu elpejew e| op uoissaibo.d g 19 80uesaIousbop (e4nyuunou e| suep ‘so Jad) 6/6 S1INOS
00z "' 19 2Ly e| ‘uoijewweul,| apJejal ‘lewiue,| ap aIAINs e |, W _ P- P L ; ue0d0S
£002 dN
“ejojonBig | SOIEYEMIS SeINied sop opad e| 30 8010w SYNOIP € | [z (d'1) 6%/Bw Gy SuNos - op uonoalul,| Jed
a|euoinau apad e| 18 sOYJ sop anbiujouinb
. uononpoud e| ‘NQV.| @p aAizepAxo uoisg| e| ‘enbipidi| sinol |z no 7 unod [;63/6w BN uoiBunun
9002 “1e39 nhy uonerkioydsoyd e| ZSON 18 2X0D op Seulgjoid Gz sind uonoslur saide yz|, 18 'Ae Y}, (d') By/Bw oG e apioe,p uopoalul Eu_w m_mm_m.”: m_“__
s9| ‘sahoolise sap }o sal|bololw sap uoneAnoe,| 1 ’
) 0002 . ¢€- 1o |-osedseo 19 °SON oNAnoe,| 1 (-d') [/By/Bw g sunos 2/9d
[e e uayp alpelew e| ap uoissalboid e| apiejal
6002 ¢-asedsen e| Jed 99A1j0 d|gn|osul . ey,
“|e 1@ 9|qoN nej e| 1@ ney auigjold e| ap uonejAioydsoyd e| 1 sinof y} unod ('dy) [/6/6uw o1 stnos augjoid ap uonoalu)
8002 sabeydooew/salfoioiw sinol z Sd1 8snesso | (ay) Jewiayz|y,p
“le 1o wiep sop saJlojewweljul syoadse sap uonenpow unod [/z sind g4 "Ae yz ("d'1) By/6w oG | + Qv Sunos SlIgou! €] p S8IN|I9o elpejew e
; : : de = ; : ap uonejue|dsues)
“le 1o ﬂ%rﬁ_uw uonesuowsaw ap 1o abessnuaidde,p aynoiip e| 1 sinol 7 unod (d1) [/6x/6w oG jel egsnul v
RN juawajlel} ap s}ay3g uolnjeisiuiwpe,p 9]090j0.d 9o9dsg |ewiue a|3poN m_mw_umumn_

‘(g/5) @ng 9NS np saibojoyjed sap xnewiue Sa|apOW Sap suep auljoAd0oulwW ] 3p OAIA Ul S}a)}F : 6 Nneajqel




UsIUBIO BWISIIBWNE} : D] ¢ JBWIBYZ|Y,P SIPE[e : VI ‘9]elqeeo aiwsyos| : J|
/AOBS[emedIuld//:dny op aidepy

. [ e,nbsn[
Ayssonun o3ers oufem ey dnei) fjxz Bw ooy sind B 0og - | aseud $6£850L0.LON oL
’ no [jxz Bw ooz sind Bw 008
ojuoi0] €L0c jnov soueties - Ill eseud Z99€0%10LON
SOMIBN YIEEH AUSIOA) -Loz’nre g nod [/xz Bw 001 : so 4od
€10z 'G-¢ saulewsas s9a| Juepuad [/gx Bw
18]Ud) YjjesH [ejusyy ejerleys JOIAUBP-0L0Z JaIAURL 00z 1@ sautewss g inod [;xz 6w 001 - Nl 8seyd 080€€LLOLON aluaaydoziysg
: : 'S0 Jad
aLoc lnr saulewss Q|
ue|AIe|\ op S)ISIBAIU auidezo|o ase
puelfien op gusianuN L0719 Juepuad B 00|, PUE G ‘0G : SO Jod 1dezoj Il @seud SS0EEVLOLON
sajnsul 2102 @iquaroN . . )
yaseasay [Eoipagy UoIBUNUNK 1102 a1quieidag siow g Jnod [/x z ‘BuQg :s0 Jad Il eseyd ¥8€€9VL0LON VI
owopJiad OuBs|eOUON €L0c - ose
opueulsH alieyislaAun [eudoH | Jalauer -1 L0Z 8490100 sinol g anod [jxg BwoQl : so Jod _ Ud ¢0895G10LON ol
no
ojuoio] mwmmwf_:_% saulewss - 11l 8seyd 299€017L0LON
“Y40MjaN YiesH Ausieaiun g Jnod [/xg Bw oQ| : S0 Jod
ewioyep|Q Jo Ausienun
anjIsul yoieasay €10z 2iqualdeg
|eaipayy Aojue)s 1o yoieasay -110Z @iqueydes seulewss supidse Il 8seud ¢Le6eyl0LON ailejodiq uoissaidaq
9 4nod [/xg Bw Q| : SO Jod
uje.g Joj ajnyjsu| ejeaine]
€102 @IquanroN saujewss g inod Bw 0Og 0} 001 )
auloIpayy JO |00YIS 1eUIS JUNOY -110Z 1Bl 'S0 Jod NIl 8seyd ¢cvv1GL0LON
Josuodg apnja,| ap sajeq saso( suoljeldoossy aseyd jueyuap| albojoyied

"9NS np sai1bojoyjed sap inod aujjoAoouiw e] 99Ae Sjuadal snjd sa] sanbiulo sjessa sa : g} heajqel




CHAPITRE 5 : L’ETAZOLATE

1. GENERALITES

L’étazolate est un inhibiteur des phosphodiésterases de type 4, appartenant a la
famille des pyrazolopyridines (Fig. 16), dont la capacité de moduler les récepteurs GABA,
(RcGABA,) et d'augmenter l'effet des benzodiazépines a été trés étudiée pendant les
années 1970 et 1980. Depuis, d'autres propriétés lui ont été attribuées (Tableau 11), telles
que l'antagonisme des Rc de l'adénosine. Plus récemment, une étude a montré que
I'étazolate est capable de stimuler I'activité des a-sécrétases et la production de la sAPPa in
vivo et in vitro et de s’opposer a la toxicité induite par le peptide neurotoxique Ap (Marcade
et al., 2008). Par ailleurs, I'étazolate est récemment entré en essai clinique de phase IIA pour
le traitement de la maladie d’Alzheimer avec des premiers résultats encourageants (Vellas et
al., 2011).

Cependant, jusqu’a ce moment aucune étude ne s’est intéressée a I'évaluation de
lintérét thérapeutique de I'étazolate dans les |ésions cérébrales, qu’elles soient d’origine

ischémique ou traumatique.

H3C\(CH3
|
oN-NH -HCl
N
aps
CHs N~ N
\—CH,

Figure 16 : Structure chimique de I’étazolate.

2. LES MECANISMES D’ACTION DE L’ETAZOLATE

2.1. Inhibition des phosphodiésterases de type 4

Plusieurs études ont montré la capacité importante d’étazolate a inhiber
sélectivement les phosphodiésterases de type 4 (Chasin et al., 1972 ; Schultz et al., 1974 ;
Glass et al., 1979 ; Wang et al., 1997 ; Alonso et al., 2006). Les phosphodiésterases (PDE)
sont des enzymes présentes dans de nombreux types de cellules, incluant les hépatocytes,
les cellules musculaires, les neurones, les cellules rénales, cardiaques, pulmonaires,

sanguines et inflammatoires.
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Type d’étude

ETAZOLATE

Références

Mécanisme(s) d’action

Inhibition sélective de la PDE4 et stimulation

Chasin et al., 1972 ; Schultz et al.,
1974; Glass and Moore, 1979 ;

in vitro de la production de 'AMPc Wang et al., 1997 ;
Alonso et al., 2007
Williams et Risley, 1979 ; Supavilai
et Karobath 1979 ; 1980 ;1981 ;
in vitro Modulation des RcGABA, et stimulation de la | Placheta et Karobath., 1980 ;
voie GABAxérgique Leeb-Lundberg et al., 1981 ; Olsen
et al., 1981 ; Barnes et al., 1983 ;
Borea et al., 1983
in vitro Antagonisme de I'activité de 'adénosine ZCh;Jggft al., 1974 ; Psychoyos et
in vitro Inhibition du TNFa cardiaque Bergman et al., 1996
in vitro Inhibition de I'lL-13 et de la LTC4 pulmonaires |Yao et al., 2005
mir‘l”\t/ﬁoet Stimulation de I'activité des a-sécrétases Marcade et al., 2008
Effets pharmacologiques
in vitro FaC|I|tlat|onl de la neurotransmlssmn auniveau || McNiece, 1977
de la jonction neuromusculaire
in vivo Effets anxiolytiques Beer et al., 1972; 1978
in vivo Effets neuroprotecteurs et pro-cognitifs g/loa1r8ade etal., 2008; Drott etal,
Etude clinique & Brevet
Maladie d’Alzheimer (159 patients)
Phase IIA EHT-0202 : 3 mois a 40 ou 80 mg, 2x/ j Vellas et al., 2011
Bien toléré
Brevet Traitement potentiel pour les maladies compagnie pharmaceutique
EP1594498 | neurodégénératives oculaires ‘Exnhit Therapeutics’ (2010)

Tableau 11 : Etazolate : mécanismes d’action, effets pharmacologiques,

étude clinique & brevet.
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Selon leur spécificité, les PDEs sont divisées en 3 catégories :
- Les PDEs AMPc-spécifiques (PDE4, PDE7, PDES)
- Les PDEs GMPc-spécifiques (PDE5, PDE9)
- Les PDEs non-spécifiques, qui agissent sur TAMPc et le GMPc (PDE1, PDE2 et
PDE10) (Menniti et al., 2006),

Les inhibiteurs des phosphodiésterases bloquent I'action d'un ou plusieurs sous-types
de phosphodiésterases, empéchant ainsi la dégradation de deux messagers secondaires
intracellulaires, l'adénosine monophosphate cycliqgue (AMPc) et la guanosine
monophosphate cyclique (GMPc), par les différents sous-types de PDE. Bien qu’un grand
nombre d’études ait été mené sur les inhibiteurs de PDEs pendant les derniéres décennies,
leur intérét thérapeutique a porté jusqu’a maintenant uniquement sur les troubles d’érection
et I'hypertension pulmonaire (Menniti et al., 2006). Cependant, I'expression et I'activité des
PDEs dans le cerveau sont bien plus importantes que dans d’autres tissus (Williams et al.,
1969). C’est pour cela que la recherche actuelle commence a s’intéresser a I'évaluation du
potentiel thérapeutique des inhibiteurs de PDEs, notamment des PDE4, dans le traitement

des maladies neurodégénératives (Houslay et al., 2005).

LA FAMILLE DES PDE4

Quatre génes encodent les enzymes PDE4, dont les PDE4A, PDE4B, PDE4D, mais
pas les PDE4C, sont exprimés en abondance dans le SNC, notamment dans le cortex
cérébral, I'hippocampe, I'hypothalamus, le striatum et la substance noire. Le géne codant
pour les PDE4A est localisé sur le chromosome 19, celui codant pour les PDE4B est sur le
chromosome 1, celui codant pour les PDE4C est situé sur le chromosome 19, sur un locus
proche du géne codant pour les PDE4A et enfin, celui codant pour les PDE4D est localisé
sur le chromosome 5 (Houslay et al., 2005).

Les PDE4 constituent la principale famille d’enzymes qui dégradent TAMPc (Houslay
et al., 2003) et probablement la famille de PDEs la plus complexe et la mieux étudiée. Le
réle prépondérant de la voie de signalisation de 'AMPc dans la formation de mémoire a long
terme indique bien tout I'intérét thérapeutique de I'inhibition de PDE4 (Menniti et al., 2006).
L’AMPc stimule la phosphorylation de la AMPc-Response Element Binding protein (CREB)
par la PKA (Fig. 17), qui a son tour stimule différentes cascades intracellulaires impliquées
dans la mémoire et dans d’autres phénoménes, comme [l'apprentissage et l'anxiété
(Carlezon et al., 2005).

Les PDE4 sont exprimées de fagon ubiquitaire dans différents tissus (Tableau 12) et

peuvent étre régulées par phosphorylation via différentes kinases, telles que la protéine
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kinase A (PKA) et 'ERK (Extracellular signal-requlated kinase) (Beltman et al., 1993), et

elles participent donc vivement a la voie de signalisation de '’AMPc (Cherry et al., 1999).

e
= Y =

" alRE:S ;a\

Imhibitewrs des PDE4s

L]
ot

AC  PDE4 )

arp —* cAMP - 5 AMP

PHA

CRER - -P-LREB

Figure 17 : Le mécanisme d’action des inhibiteurs de phosphodiésterases du type 4

(AC : adénylate cyclase, ATP : adenosine triphosphate, AMPc : adénosine monophosphate cyclique,

CREB : AMPc-response element binding, PKA : protéine kinase A).

L’ INTERET THERAPEUTIQUE DE L’INHIBITION DE PDE4 DANS LE SNC

De nombreuses études ont montré que 'augmentation de la production de 'AMPc, et
donc la stimulation de la voie AMPc/CREB, par inhibition de PDE4 favorise la consolidation
et la rétention de la mémoire a long terme (Carlezon et al., 2005 ; Rose et al., 2005). Plus
précisément, il a été décrit que le rolipram, un puissant inhibiteur de PDE4 qui est utilisé
comme produit de référence, facilite I'induction de la potentialisation a long terme (LTP) dans
'hippocampe (Barad et al., 1998) en stimulant la phosphorylation de CREB (Monti et al.,
2006). Il a été également décrit que I'inhibition de PDE4 par rolipram s’oppose a la réduction
de la phosphorylation de la CREB induite par le glutamate, ainsi qu’a l'inhibition de la LTP
produite par le peptide neurotoxique Ap (Vitolo et al., 2002). L’activation de la cascade
AMPCc/CREB favorise la mémoire a long terme mais pas la mémoire a court terme. Il serait
donc intéressant d’examiner I'intérét thérapeutique de cette voie dans d’autres fonctions
cognitives, telles que I'attention et les fonctions exécutives, dans le but de mieux connaitre
son potentiel thérapeutique au niveau de la cognition.

En outre, depuis la découverte des effets antidépresseurs de rolipram chez ’lhomme
(Zeller et al., 1984), I'utilisation des inhibiteurs de PDE4 pour le traitement de la dépression
suscite un grand intérét scientifique (Wachtel et al., 1983 ; Overstreet et al., 1989 ; O’Donnell
et al.,, 2004 ; Li et al., 2009). Des études précliniques ont suggéré que les effets

antidépresseurs issus de I'inhibition de PDE4 sont dus, entre autres, a 'augmentation de la
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production de facteurs de croissance tels que le Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
(Itoh et al., 2004), et a la stimulation de la neurogenése dans I'hippocampe (Nakagawa et al.,
2002). Par ailleurs, une étude récente a montré que l'inhibition de PDE4 améliore le
comportement sexuel de la souris (Yuan et al.,, 2011). Une autre indication thérapeutique
potentielle serait le traitement de la psychose, puisque le rolipram a été montré capable de
reverser les effets de 'amphétamine chez le rat, par I'inhibition de PDE4s (Maxwell et al.,
2004).

PDE4

Type cellulaire 4A 4B 4C 4D
Eosinophiles + + - +
Neutrophiles + + - +
Monocytes + + - +
Macrophages + + - +
T cells + + - +
CD4+ + + - +
CD8+ + + - +
B cells + + - +
Basophiles + + + +
Mastocytes + + + +
Fibroblastes + + + +
Cellules endothéliales + + nd +
Cellules épithéliales pulmonaires + - + +
Cellules musculaires lisses
vasculaires i ) i *
Cellules musculaires lisses

- + - +
pulmonaires
cellules musculaires lisses artérielles
pulmonaires * * * *

Tableau 12 : L’expression des sous-familles de PDE4 dans les différents tissus et populations

cellulaires humaines (+: présent, - : absent, nd ; non-déterminé) (Press et al., 2009).

De plus, le rolipram exerce des effets anxiolytiques en traitement aigu (Silvestre et
al., 1999) et chronique (Li et al., 2009), et il s’oppose a I'expression de la peur conditionnée

chez la souris (Mueller et al., 2010). En effet, il a été décrit qu’une réduction du niveau de la
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CREB dans 'amygdale est associée a une augmentation de la peur et de I'anxiété (Pandey
et al., 2005).

Les effets bénéfiques des inhibiteurs de PDE4 sur la signalisation de CREB,
I'expression de BDNF et la neurogenése pourraient suggérer un potentiel thérapeutique de
ces composés dans les maladies neurodégénératives, comme la maladie de Parkinson
(Parkes et al.,1984). L’amélioration de la survie des neurones dopaminergiques par une
inhibition de PDEA4 illustre cet effet bénéfique (Yamashita et al., 1997). Il a été également
décrit que l'inhibition de PDE4 s’oppose a la déplétion de dopamine dans le striatum chez
des souris ayant été administrées par la toxine MPTP (Hulley et al., 1995).

En ce qui concerne les modéles des lésions aigles, il a été montré que le niveau de
'AMPc est significativement diminué post-TC, et que ce phénoméne est associé a une
aggravation des lésions secondaires (Atkins et al., 2007). L’inhibition pharmacologique de
PDE4 s’oppose a la réduction du niveau de '’AMPc induite par le traumatisme cranien, et elle
est associée a une réduction de la lésion focale et des Iésions axonales, ainsi qu'a une
atténuation de la neuro-inflammation (Atkins et al., 2007). En outre, I'inhibition de PDE4 a été
démontrée neuroprotectrice dans le SCI, en favorisant la régénération axonale et la
récupération fonctionnelle (Nikulina et al., 2004 ; Pearse et al., 2004). Par ailleurs, un des
mécanismes neurotrophiques du BDNF est l'induction de cascades de signalisation qui
annulent I'inhibition de la croissance axonale induite par des composés de la myéline. Cela
implique une élévation du niveau de 'AMPc qui est secondaire a une inhibition de PDE4
(Gao et al., 2003).

En accord avec les modéles de trauma, I'effet neuroprotecteur de I'inhibition de PDE4
a été également illustré dans un modéle préclinique de la maladie d’Alzheimer chez la
souris. Plus précisément, il a été montré qu’un traitement chronique avec le rolipram entraine
une amélioration cognitive persistante (Gong et al., 2004).

L’effet neuroprotecteur issu de l'inhibition des PDE4s pourrait étre également lié a un
effet anti-inflammatoire bien établi. En effet, dans les leucocytes, la production d’AMPc est
stimulée par des catécholamines B-adrénergiques, I'histamine et les prostaglandines E
(Moore et al., 1995), qui se lient a un récepteur couplé a une AC qui fournit ensuite de
'AMPc. Ce dernier réduit l'activité cellulaire de la majorité des cellules inflammatoires et
diminue quantitativement la libération de I'histamine et des leucotriénes par les mastocytes
ainsi que celle des monocytes et diminue la capacité de migration des neutrophiles. Cela
s’explique par le fait que 'AMPc fait partie d’'un mécanisme endogéne de contréle négatif de
la réponse inflammatoire, empéchant une inflammation aigué de se prolonger en
inflammation chronique. Il existe un nombre considérable d’études qui rapportent une activité
anti-inflammatoire importante pour les inhibiteurs sélectifs de PDE4. Les plus nombreuses

concernent la réaction inflammatoire d’origine allergique, comme I'asthme et celles liées a
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une infection bactérienne (ex/choc septique ou syndrome de détresse respiratoire aigué)
(Teixeira et al., 1997). De nombreuses études ont montré le fort potentiel pour les inhibiteurs
de PDE4 a inhiber le recrutement des cellules inflammatoires in vitro et in vivo, et
principalement les polynucléaires neutrophiles et les éosinophiles, et de moduler la libération
de médiateurs inflammatoires par des cellules résidentes, tels que les macrophages et les
mastocytes, ainsi que par les cellules recrutées, telles que les éosinophiles, les neutrophiles
et les monocytes (Teixeira at al., 1997).

La plupart des inhibiteurs de PDE4 présentent encore de nombreux effets
indésirables qui se traduisent par des vomissements, des diarrhées, une augmentation de la
sécrétion d’acide ou une stimulation du systéme nerveux central. Des données récentes
montrent que certains inhibiteurs ayant une structure différente de celle de rolipram

entrainent moins d’effets indésirables (Boichot et al., 2000).
2.2. Modulation des récepteurs GABAA

Plusieurs études ont montré l'effet modulateur de I'étazolate sur les récepteurs
GABAA4. Plus particulierement, il a été décrit qu’'une concentration faible d’étazolate est
capable de renforcer la fixation des benzodiazépines a ses récepteurs (Supavilai et
Karrobath, 1979, Wiliams et Risley, 1979 ; Leeb-Lundberg et al., 1981), et que ce
renforcement est Cl-dépendant (Supavilai et Karobath, 1979 ; 1981) et sensible aux
antagonistes de RcGABA,, bicuculline et picrotoxine (Leeb-Lundberg et al., 1981 ; Supavilai
et Karobath, 1979 ; 1981). En outre, I'étazolate peut stimuler la fixation Na’-dépendente de
GABA (Placheta et Karobath, 1980) ainsi que la fixation GABA-dépendante des
benzodiazépines (Supavilai et Karrobath, 1979 ; 1981). Il a été suggéré que le renforcement
de la fixation des benzodiazépines par I'étazolate est médiée par une partie du complexe
RcGABA,, identifiee comme le site de fixation des picrotoxine/bicuculline (Leed-Lundberg et
al., 1981 ; Olsen et al., 1981). Cependant, le(s) site(s) de fixation de I'étazolate au sein du

RcGABAA n’est (sont) pas encore bien élucidé(s).
GENERALITES

Les RcGABAA sont des récepteurs ionotropes voltage-dépendants, distribués en
abondance dans le SNC, qui démontrent une hétérogénéité considérable (Sieghart et al.,
2002). Ces récepteurs-canaux sont des pentaméres dans lesquels les sous-unités sont
assemblées autour d'un canal ionique central (pore). A I'heure actuelle, différentes sous-
unités ont été identifiées, telles que les a6, B1.3, V1.3, O, €, T, et 6. La principale forme de
récepteur GABAA comprend au moins trois sous-unités distinctes, a, B et y (Fig. 18). Les

différences dans la distribution anatomique de ces sous-unités et dans leur apparition au
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cours du développement suggérent qu'il existe une grande variabilité de fonctions entre

chaque sous-type de récepteur.

- GABA
- Muscimol
- Bicuculline
Neurostéroides ? - Neurostéroides ?

- Etazolate ?

- Picrotoxine

- Barbituriques? . - Benzodiazépines

- Etazolate ? : -Antagonistes de sites BZ

(ex. Flumazénil)
-Agonistes inverses de GABA
(ex. FG7142)

St e

Figure 18 : Schéma hypothétique des différents sites fonctionnels au sein du récepteur GABA,
(Makkar et al., 2010).

Les RcGABA, sont activés par la fixation de l'acide y-aminobutyrique (GABA), a
l'origine d’un courant entrant de CI" hyperpolarisant et donc, inhibiteur. Les RcGABAa
régulent ainsi la neurotransmission inhibitrice rapide dans le SNC mammalien. lls sont
sensibles au muscimol (agoniste) comme a la bicuculline et a la picrotoxine (antagonistes)
(Leed-Lundberg et al.,, 1981). Dans le cerveau mammalien, la majorité des RcGABA, se
trouvent dans le cortex, I'’hippocampe, le thalamus, le striatum, les ganglions de la base, le
cervelet et la moelle épiniére (Belelli et al., 2009). Les RcGABAA peuvent réguler la voie
inhibitrice du SNC en hyperpolarisant la membrane du neurone post-synaptique, entrainant
ainsi un potentiel inhibiteur post-synaptique (IPSP) qui réduit la probabilité d’'une décharge
neuronale (firing). Le RcGABAA est composé de 5 sous unités qui ont différentes propriétés
physiologiques et dont 'activation peut induire différents effets pharmacologiques (Sieghart
et al., 2006).

En dehors des sites récepteurs au GABA, il existe une variété de sites de liaison
topographiquement distincts capables de reconnaitre des substances pharmacologiquement
actives, comme I'étazolate et d’autres pyrazolopyridines, les benzodiazépines (BZDs), les

barbituriques, les neurostéroides, les convulsivants ou l'alcool entre autres (Leed-Lumberg
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et al., 1981 ; Korpi et al., 2002; Sieghart et al.,2006) (Fig. 18). Ces substances
n’interagissent pas directement avec le site de liaison de GABA, mais exercent leur activité
en agissant de maniere allostérique avec les sites récepteurs au GABA et modulent ainsi la
réponse au GABAA (D’Hulst et al., 2009).

L’INTERET THERAPEUTIQUE DE L’ACTIVATION DES RECEPTEURS GABA,DANS LE SNC

Les BZDs, comme diazépam, sont des puissants composés anxiolytiques,
anticonvulsants, myorelaxants, et sédatifs-hypnotiques, souvent utilisés en clinique. Elles
favorisent I'action de GABA sur les RcGABAA en provoquant une modulation allostérique du
récepteur. Puisque les composés qui agissent sur le site de fixation des BZD ne sont pas
capables d’induire un flux de CI" en absence de GABA, ils n’exercent pas une toxicité
importante (MacDonald et Olsen, 1994).

De nombreuses données pharmacologiques ont révélé le rble important des
RcGABAA dans le control de I'excitabilité neuronale, la modulation de I'anxiété, le rythme
circadien, la cognition, la vigilance, la mémoire et I'apprentissage (Atack et al., 2011a, b). De
facon intéressante, les microglies, les astrocytes ainsi que les macrophages de la périphérie
portent des RcGABA, et ces derniers peuvent moduler la réponse inflammatoire, en
diminuant la production de cytokines et en atténuant la réponse immunitaire (Lee et al.,
2011a,b). En outre, il a été décrit que l'activation des RcGABA, au niveau des astrocytes et
des microglies entraine une suppression de l'inflammation provoquée par le LPS, a savoir
une réduction de la production des cytokines TNFa et IL-6 et une inhibition des voies
inflammatoires NFxB et p38 MAPK (Lee et al., 2011b). Différents déficits de la fonction des
RcGABAA, caractérisent des dysfonctionnements neuropsychiatriques tels que I'autisme,
'anxiété, la schizophrénie et I'épilepsie (Moult et al., 2009).

Les études expérimentales sur les lésions cérébrales aigies ont montré une
inhibition aigtie et chronique post-lésionnelle de la neurotransmission GABAaérgique, et une
stimulation des voies excitatrices, qui pourraient étre a l'origine d’'une augmentation de
I'excitabilité neuronale et de I'épileptogenése (O’Dell et al., 2000 ; Imbrosci et al., 2011). Par
ailleurs, la stimulation des RcGABAA a été décrite comme stratégie neuroprotectrice dans
des modeles expérimentaux de TC et d'ischémie cérébrale (O’Dell et al., 2000 ; Pavlov et al.,
2011 ; Rudolph et al., 2011).

2.3. Stimulation de I’activité des o -sécrétases

Une étude a récemment montré que I'étazolate protége les neurones contre la

neurotoxicité induite par le peptide Ap d’'une maniére qui implique la stimulation des

105



RcGABA, et la stimulation de la production de la sAPPa par les a-sécrétases (Marcade et
al., 2008) (Tableau 11). Plus précisément, dans une culture de cellules corticales, I'étazolate
administré en concentrations nano- et micromolaires, favorise la production de la sAPPa
d’'une maniére dose-dépendante. La production maximale de sAPPa. est atteinte avec 2 uM
d’étazolate, avant d’atteindre une phase de plateau. Par contre, il a été montré que
'étazolate n’agit pas sur l'activité des p-sécrétases (voie amyloidogénique) ni sur la
production du peptide AB. Dans la méme étude, I'ajout d’étazolate (2 uM) dans le milieu de
culture de cellules corticales a permis de réduire trés significativement la mort neuronale
provoquée par le peptide Ap ainsi que la production du cytochrome ¢ par les mitochondries,
un signe d’activation des caspases. In vivo, 'administration per os de 10 mg/kg d’étazolate
pendant 15 jours entraine une augmentation maximale de la production de sAPPa (Marcade
et al., 2008).

Les effets neuroprotecteurs d’étazolate ont été annulés par I'ajout des antagonistes
des RcGABA, (bicuculline et picrotoxine) démontrant l'implication des RcGABA, dans la
neuroprotection induite par I'étazolate (Marcade et al.,, 2008). Etant donnée que la
neurotoxicité du peptide Ap est induite, entre autres, par 'augmentation de I'excitabilité
neuronale (Lee et al., 2005), I'effet neuroprotecteur de I'étazolate pourrait alors étre associé

a une normalisation du flux de CI" via la stimulation des RcGABAA,.

De facon intéressante, la neutralisation de la sAPPa. (par 'Ac 22C11) a également
inversé I'effet neuroprotecteur de I'étazolate, impliquant un réle essentiel de la sAPPa dans
la neuroprotection induite par I'étazolate (Marcade et al., 2008). Des études supplémentaires
sont donc nécessaires afin de déterminer le mécanisme associant la stimulation des

RcGABA, et la production de la sAPPa.

L’INTERET THERAPEUTIQUE DE L’ACTIVATION DES a-SECRETASES DANS LE SNC

A ce jour, la stimulation des o-sécrétases, et surtout de TADAM10, n’a été étudiée
que comme une approche pharmacologique pour le traitement symptomatologique de la
maladie d’Alzheimer (MA) (Bandyopadhyay et al., 2007). Les stimulateurs des a-sécrétases
ont pour objectif dorienter la protéolyse du BAPP vers la voie physiologique non-
amyloidogénique et ainsi de diminuer la production du peptide neurotoxique AP qui est a

I'origine des plaques amyloides.

Il n'existe pas a ce jour d’activateur spécifique pour les ADAMs, mais plusieurs

composés ont été identifiés comme capables de stimuler I'activité des a-sécrétases, comme
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les activateurs de PKC et de MAPK (revue de Postina et al., 2012). Certains d’entre eux ont
été évalués dans des modeéles expérimentaux de la MA, comme la bryostatine-1, un
activateur de la PKC qui augmente significativement l'activité des a-sécrétases et réduit le
taux d’Ap42 dans le cerveau de souris transgéniques qui surproduisent I'Ap (Etcheberrigaray
et al., 2004). Dans la mesure ou la bryostatine-1 est déja largement testée dans le traitement
du cancer, des essais pourraient étre assez rapidement mis en place chez les patients de la
MA (Etcheberrigaray et al., 2004).

En outre, I'epigallocatechin-3-gallate, une polyphénole que I'on retrouve dans le thé
vert et qui posséde des propriétés anti-oxydantes, stimule l'activité de TADAM10 et réduit la
production d’Ap (Oregon et al., 2006). C’est pour cela que ce composé a récemment entré

en essai clinique pour la MA (http.//clinicaltrials.gov).

3. LES ESSAIS CLINIQUES AVEC L’ETAZOLATE (EHT0202)

Bien qu’il y ait peu de données expérimentales avec l'étazolate dans les
modeles expérimentaux de maladies neurodégénératives et de lésions cérébrales aigués,
I'étazolate a fait son chemin en essai clinique de phase IIA pour le traitement de la maladie
d’Alzheimer avec les premiers résultats encourageants (Vellas et al., 2011). Cette étude
randomisée en double-aveugle, et contrélée par un placebo, avait pour objectif principal
'évaluation de la sécurité d’emploi et de la tolérance d’ l'étazolate, sous l'appellation
« EHT0202 », mais également la détermination de l'efficacité du traitement chez les patients

atteints de la maladie d’Alzheimer (Vellas et al., 2011).

Les premiers résultats présentent une bonne sécurité d’emploi aux deux doses
testées (40 et 80 mg/kg durant 3 mois), associées a un traitement par un inhibiteur des
cholinestérases (galantamine) pendant les 3 mois d'étude (Vellas et al., 2011). Des effets
indésirables les plus fréquents étaient d’ordres psychiatriques et neurologiques, suggérant
un tropisme du composé pour le SNC. L’occurrence d’effets secondaires était plus
importante chez les patients ayant recu la dose la plus forte, montrant un effet dose-
dépendant. En outre, aucun effet indésirable spécifigue au niveau gastro-intestinal,
cardiovasculaire ou biologique n’a été démontré, suggérant l'absence d’interaction
médicamenteuse entre TEHT0202 et les inhibiteurs de I'acétylcholinestérase. De maniére
intéressante, le groupe placebo avait significativement plus d’infections telles que la
bronchite et la gastroentérite comparé au groupe traitement, ce qui pourrait étre associé a
l'activité « inhibiteur des PDE4 » de 'EHT0202.

Des signes encourageants concernant I'amélioration des fonctions cognitives ont été

observés chez les patients traités par EHT0202. Une tendance a une meilleure réponse au
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traitement a été observée dans une population des patients ApoE4 positifs, avec un risque
accru de développer la maladie d’Alzheimer, par rapport aux patients non-porteurs de l'alléle
ApoE4 (Vellas et al., 2011). Ces résultats cliniques permettront le passage d’EHT0202 en
phase IIB pour le traitement de la maladie d’Alzheimer, afin de déterminer ses bénéfices au
niveau de la cognition, ainsi que le dosage thérapeutique optimal sur une plus grande

échelle de patients.
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BuT bu TRAVAIL

Le TC induit une réponse neuro-inflammatoire intense qui est associée a la
chute du neuroprotecteur endogéne sAPPa, issu de l'action des enzymes
o-sécrétases, et qui semble participer vivement a l'aggravation des lésions
secondaires et a la survenue des dysfonctionnements moteurs, sensoriels, cognitifs,

et voire psychologiques post-TC.

Dans ce contexte, I'objectif de ce travail de thése a été d’étudier I'intérét
thérapeutique des composés pharmacologiques qui restaurent le niveau post-TC de
la sAPPa, sur les conséquences biochimiques, histologiques et fonctionnelles a long
terme post-TC. Parmi les différents composés susceptibles d’atténuer la chute de la
sAPPa, nous avons choisi la minocycline, un antibiotique aux propriétés anti-
inflammatoires, et I'étazolate, un activateur des o-sécrétases. Au moment ou ce
travail de thése a été initié, une seule publication avait mis en évidence ['effet
neuroprotecteur de I'administration i.c.v. de la sAPPa sur les conséquences post-TBI
(Thornton et al., 2007).

Au laboratoire nous avons montré qu’une stratégie pharmacologique, par la
minocycline, qui inhibe l'activation microgliale dans la phase précoce de TC, est
associée aux effets anti-inflammatoire, anti-oedémateux et neuroprotecteur dans un
modele de TC chez la souris (Homsi et al., 2009, 2010). Ainsi, dans un premier
temps, nous avons étudié I'effet d’un traitement par la minocycline sur le niveau de la
sAPPa, les conséquences histologiques des Iésions tardives, la gliose réactive et les
conséquences fonctionnelles olfactive et cognitive a long terme post-TC. Pour cela, il
a fallu introduire et mettre au point de nouveaux tests fonctionnels permettant de
déceler des déficits a long terme post-TC. Il s’agit d’'un test d’aversion olfactive
réalisé pour la premiéere fois dans un modéle de TC et d’'un test de reconnaissance

de nouvel objet (NORT) pour étudier la fonction cognitive post-TC.

Dans un second temps, nous avons évalué les effets d’'un traitement par
I'étazolate sur les conséquences biochimiques, histologiques et fonctionnelles a
court et a long terme post-TC. Tout d’abord, nous avons établi un protocole
d’administration qui a permis la restauration du taux de la sAPPa. Par la suite, nous
avons examiné l'effet de I'étazolate sur l'activation microgliale, le niveau d’IL-1,

I'cedéme cérébral, ainsi que sur les lésions précoces et tardives. En ce qui concerne
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les études fonctionnelles, nous avons évalué l'effet d’étazolate sur le score
neurologique a court terme ainsi que sur I'’hyperactivité locomotrice et le déficit
cognitif a long terme. Ce travail a permis d’étudier pour la premiére fois l'intérét
thérapeutique d’'un activateur des a-sécrétases, |'étazolate, dans le contexte d’une

Iésion cérébrale aigué telle que le TC.
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MATERIELS ET METHODES

1. ANIMAUX

Toutes les expériences ont été réalisées sur des souris males Swiss (Elevage
Janvier, Le Genest Saint-Isle, France) agées de 7 a 8 semaines, dont le poids était compris
entre 28 et 30 grammes. Les animaux étaient mis dans des cages avec de l'eau et de la
nourriture ad libitum dans un environnement a température contrélée (22 + 2°C) en
alternance jour/nuit par cycle de 12 heures. Les expériences sur les animaux ont été
approuvées par le comité d’éthique de I'Université Paris Descartes (P2.MJT.049.08), les
réglementations francaises et la directive du Conseil de la Communauté Européenne du

24 novembre, 1986 (86/609/EEC) sur la protection des animaux utilisés en expérimentation.

2. MODELE DE TRAUMATISME CRANIEN PAR PERCUSSION MECANIQUE

Nous avons utilisé le modéle de TC par percussion mécanique a crane fermé décrit
initialement par Hall et collaborateurs (1985) puis modifié par notre laboratoire (Hellal et al.,
2003, 2004). Selon le protocole, la souris est maintenue fermement en contention par le dos.
Elle est brievement anesthésiée en présence d’halothane a 2%. La téte est introduite sous
un dispositif de percussion sur un moulage en résine. La tige de percussion est placée en
position médiane vers le c6té droit de la boite cranienne de la souris entre les oreilles et les
yeux. Un poids de 50 grammes est laché le long de cette tige d’'une hauteur de 36 cm. Une
mortalité de 5-15% est observée dans les 5 premiéres minutes qui suivent I'impact, et il n'y a
pas de mortalité tardive. Les animaux sont ensuite remis dans leurs cages et maintenus en

normothermie avec un libre accés a I'eau et a la nourriture.

3. PROTOCOLES DE TRAITEMENT

Le protocole d’administration de la minocycline est celui qui a été déja démontré anti-
inflammatoire et anti-oedémateux dans notre modéle (Homsi et al., 2009; 2010). Les souris
ont été réparties en trois groupes, un groupe des souris naives (N) et deux groupes des
souris traumatisées qui ont regu soit la minocycline soit son solvant (PBS 0,01 M, i.p.). La
minocycline (Sigma) a été dissoute extemporanément dans un tampon phosphate (PBS 0,01
M ; pH 7,4) et administrée 5 min aprés le TC a la dose de 90 mg/kg par voie intra-péritonéale
(i.p.). Deux administrations supplémentaires (45 mg/kg, i.p.) ont été réalisées a 3 h et 9 h
aprés le TC. Le groupe solvant (S) a regu le tampon phosphate (PBS 0,01 M, i.p.) 5 min, 3h
et 9h aprés le TC.
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L’étazolate (TOCRIS Bioscience, Bristol, UK) a été dissous extemporanément dans
un tampon phosphate (PBS 0,01 M ; pH 7,4) le jour de la manipulation. Pour nos études
d’effet-dose, I'étazolate ou son solvant (PBS 0,01 M ; pH 7,4) ont été administrés 2 h aprés
le TC a la dose de 1, 3 ou de 10 mg/kg par voie intra-péritonéale (i.p.). Pour I'étude de la
fenétre d’opportunité, I'étazolate ou son solvant ont été administrés a la dose de 10 mg/kg a
5 min ou 2 h post-TC.

4. EVALUATION DE L’CEDEME CEREBRAL

L’cedéme cérébral est évalué par la mesure de la teneur en eau obtenue par la
différence entre le poids humide et le poids sec selon la technique précédemment décrite
(Hellal et al., 2004).

Les animaux ont été décapités et leurs cerveaux ont été disséqués. Une carotte de
tissu de 4 mm de diamétre a été prélevée au niveau de la zone de lésion a l'aide d’un
emporte-piéce. La carotte de tissue a été immédiatement pesée dans une coupelle en
aluminium. Afin d’obtenir le poids humide, I'échantillon de tissu a été mis a sécher dans une
étuve maintenue a 100°C pendant 24 heures. A lissue des 24 h, les échantillons ont été a
nouveau pesés pour obtenir le poids sec.

Le pourcentage en eau contenue dans I'échantillon de cerveau a été calculé selon la
formule ci-dessous:

% en eau = (poids humide — poids sec) x 100 / poids humide

5. EVALUATIONS BIOCHIMIQUES

5.1. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales a été réalisé par la méthode de Bradford a I'aide du
kit « Bio-Rad Protein assay » (Bio-Rad 500-0006, Marnes la Coquette, France). Cette
méthode est appuyée sur le changement de I'absorbance maximale de 465 a 595 nm d’'une
solution acide de bleu brillant de Coomassie G250 lorsque celui-ci est fixé a une protéine.
Une gamme d’étalonnage de 100 a 1200 ug/ml a été réalisée a partir d’albumine
plasmatique bovine a 20% (Sigma A9085). Un millilitre de réactif Bio-Rad® dilué au 1/5éme
a été ajouté a 20 ul de chaque point de gamme d’étalon et 2,5 ml de réactif Bio-Rad® dilué
au 1/5éme a été ajouté a 5 pl de chaque échantillon. Aprés 5 minutes de réaction, l'intensité
de la coloration produite a été mesurée par spectrophotométrie a une longueur d’'onde de
595 nm (Dynex technologies, MRX microplaques reader®). Les mesures ont été effectuées
en duplicata et la concentration en protéines est exprimée en milligrammes par millilitre

(mg/ml).
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5.2. Dosage de la sAPPa par ELISA

Le dosage de la sAPPa a été effectué grace a la méthode ELISA, en utilisant un kit
commercialisé selon les instructions du fournisseur (94-0015, AbCys). Le kit comprend deux
types d’anticorps : I'anticorps de capture reconnaissant le domaine N-terminal du APP, et
'anticorps de détection reconnaissant le domaine N-terminal du peptide Ap présent
uniquement dans la forme soluble sAPPa. Ainsi, le kit peut détecter les différentes isoformes
du BAPP et la forme soluble sAPPa, mais il ne peut pas détecter la forme soluble sAPPR

produite par R-sécrétase (Fig. 19).

Préparation des échantillons

Les échantillons ont été homogénéisés a 4°C dans un tampon approprié (w/v : 1/6)
en absence de détergent (50 mM Tris-HCI pH 7,6 ; 150 mM NaCl ; 2 mM EDTA ; 1 comprimé
d’inhibiteurs de protéases Complete mini EDTA-free -Roche- pour 7 mL de tampon) afin de
n’extraire que la forme soluble des protéines. L’homogénéisation a été faite a I'aide d’un
potter. Les homogénats ont été ensuite centrifugés a 10000 g pendant 15 minutes (4°C) et

les surnageants ont été récupérés, aliquotés et conservés a -40°C.

M terrinal C terminal
aal : ;
T Ag détection T
Partie extracellulaire Partis transmembranaire Partie cytoplasmigue

(T™)

Figure 19 : Les sites de liaison des anticorps de capture et de détection dans le kit ELISA

pour la détection de la sAPPa.

Mesure de la SAPPa

Le jour du dosage, tous les réactifs et les échantillons ont été ramenés a température
ambiante. La gamme de sAPPa (entre 0,78 et 50 ng/mL) a été préparée par des dilutions
successives a partir du standard du kit. Les surnageants (35 uL/puit) et la gamme d’étalon
(100 uL) ont été déposés en duplicate dans les puits de la microplaque contenant I'anticorps

de capture, et ont été laissés incuber a température ambiante pendant 2 heures.
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Aprés lavage de la microplaque, l'anticorps de détection biotinylé a été ajouté et
incubation a duré 1 h. Ensuite, 'enzyme Streptavidine-Peroxydase, qui se lie a I'anticorps
de détection formant un « sandwich », a été ajoutée. La présence de la sAPPa a été
détectée par 'ajout du chromogéne, la tétraméthylbenzidine (TMB), qui donne une coloration
bleue dont lintensité est mesurée a laide d'un spectrophotomeétre a 450 nm. Les
concentrations ont ensuite été calculées a partir de la gamme d’étalonnage, rapportées a la

concentration des protéines totales, et exprimées en ng de sAPPa. par mg de protéine.

5.3. Dosage de I'lL-1R par ELISA

Le dosage de I'lL-1R a été réalisé a I'aide d’un kit de dosage ELISA Douset (DY 401,
R&D systems). Cette méthode de dosage permet de mesurer I'lL-13 par la formation des
sandwichs contenant I'lL-13 et deux anticorps spécifiques : anticorps de capture (anti-IL-113)
et anticorps de détection (anti- IL-1R) biotinylé. L’amplification se fait grdce au complexe
streptavidin-HRP (peroxydase de Raifort). La révélation se fait par une réaction

colorimétrique en présence d’un substrat (H,0O,) et d’'un chromogéne (Tétraméthylbenzidine).

Préparation des échantillons

Les animaux ont été décapités et leurs cerveaux ont été rapidement prélevés sur la
glace. L’échantillon du cété ipsilatéral de cerveau a été prélevé a I'aide d’'un emporte-piéce.
Les échantillons ont été homogénéisés a l'aide d'un Ultraturrax (Ultraturrax T8, IKA,
Labortechnik) pendant 1 minute a 4°C dans un tampon d’homogénéisation 1:6 w/v ; Tris-HCI
50 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, Triton® X-100 1%, protease inhibitor cocktail (Complete mini,
Roche) comme précédemment décrit (Bye et al.,, 2007). Les homogénats ont ensuite été
centrifugés pendant 15 minutes a 12000 g a 4°C. Les surnageants ont été récupérés et

congelés a -40°C jusqu’au jour du dosage.

Mesure de I'lL-13

Le jour du dosage, tous les réactifs et les échantillons ont été ramenés a température
ambiante. Les puits de la microplague (Nunc-immuno plate MaxiSorp, InterMed) ont été
recouverts avec I'anticorps de capture (rat anti-IL-13 de souris) et laissés incuber toute la
nuit & température ambiante. La microplaque a été ensuite lavée (PBS, Tween a 0,05%,
pH 7,2-7,4) et les sites non spécifiques ont été bloqués avec du tampon de blocage (PBS,
BSA a 1%) a température ambiante. Une gamme d’étalonnage de 7,8 pg /ml a 1000 pg /ml a
été préparée a partir d’'un standard contenant de I'lL-13 recombinante de souris. Aprés une
autre étape de lavage de la microplaque, la gamme d’étalonnage (50 pl) ainsi que les

échantillons (50 ul) ont été déposés en duplicata et incubés a température ambiante.
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Ensuite, les puits ont été lavés et incubés avec I'anticorps de détection (chévre anti-IL-13 de
souris) a température ambiante. L’amplification du signal a été effectuée grace au complexe
stréptavidin-HRP (peroxydase de Raifort) a I'abri de la lumiére directe. La révélation a été
faite par une réaction colorimétrique en présence d’un substrat (H.O,) et d’'un chromogéne
(Tétraméthylbenzidine). Aprés I'arrét de la réaction par une solution H,SO, (2N), la densité
optique a été immédiatement déterminée par la spectrophotométrie (Dynex technologies,
MRX microplaques reader®) & une longueur d’onde de 450 nm. Les résultats sont exprimés

en pg/mg de protéine totale.

6. EVALUATIONS HISTOLOGIQUES

6.1. Préléevement et coupe des cerveaux

Pour les études a court terme (24h post-TC), les animaux ont été euthanasiés puis
décapités, et leurs cerveaux ont été rapidement prélevés sur une plaque de verre réfrigéré et
congelés dans l'isopentane a -40 °C. Par la suite, ils ont été conservés au congélateur a
-40 °C.

Pour les études a long terme, les animaux ont été anesthésiés par le pentobarbital de
sodium (60 mg/kg, i.p.). Une perfusion transcardiaque de solution de saline héparinée
(30 ml/ souris) a été réalisée, suivie d’'une solution de paraformaldehyde (PFA) a 4%
(50 ml/ souris). Les animaux ont été ensuite décapités et leurs cerveaux ont été rapidement
prélevés et laissés incuber dans la solution de PFA a 4 % pendant la nuit. Aprés incubation
pendant deux jours de suite dans une solution de sucrose (10%), renouvelée chaque jour,
leurs cerveaux ont été congelés dans l'isopentane a -40 °C et puis conservés au congélateur
a-40 °C.

Des coupes de 20 um d’épaisseur ont été réalisées a I'aide d’un cryostat (Jung CM
3000, Lecia, Germany) a -20 °C. Les coupes ont été déposées de maniére sériée sur des
lames gélatinées et conservées a -20 °C jusqu’au jour de la manipulation, afin de réaliser la

coloration au violet de crésyl et 'immunohistochimie (IHC).

6.2. Evaluation du volume de Iésion focale et de I’expansion du ventricule ipsilatéral

par la coloration au violet de Crésyl

Le violet de Crésyl est un colorant de nature basique qui présente une forte affinité
pour les acides ribonucléiques et les corps de Nissl. La coloration au violet de Crésyl permet
de distinguer les zones de nécrose (qui apparaissent blanches) des zones de tissu sain
(colorées en violet). Dans un premier temps, les coupes ont été fixées a l'aide du liquide de

Carmoy (chloroforme 30%, acide acétique 10%, éthanol absolu 60%) pendant 5 minutes,
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puis colorées avec une solution de violet de Crésyl (violet de Crésyl 0,4%, acétate de sodium
0,2 M a 45%, acide acétique 0,2 M a 55%, pH 3,5) pendant 3 minutes, suivi d’'un passage a
l'eau distillé. Les coupes ont été ensuite déshydratées dans des bains d’alcool croissants
(70°, 95° et 100°) puis de toluéne, et elles sont montées entre lames et lamelles a 'aide de
baume synthétique Eukitt® (Lecia).

La surface de la lésion de chaque niveau de coupe a été mesurée a l'aide d’'un
microscope (Axioskop, Zeiss; Allemagne) et du logiciel Image J (NIH, Bethesda, USA). Les
surfaces des hémisphéres droit et gauche ont été mesurées afin de corriger I'cedéme
cérébral pour chacune de ces coupes.

Pour I'évaluation de la lésion focale a 24h nous avons utilisé 12 coupes (ligne
interaurale A6,26 a A2,96 mm) et pour la mesure de I'expansion ventriculaire nous avons
utilisé quatre coupes antérieures a la ligne interaurale de A4,39 a A3,80 mm. Chaque
surface de lésion mesurée a été ensuite corrigée pour tenir compte de l'cedéme, en la
multipliant par le rapport de la surface de I'hémisphére controlatéral et celle de 'hémisphére
ipsilatéral. Le volume de la I&sion, exprimé en mm?, a été calculé en multipliant ces surfaces
corrigées par la distance séparant chacun des niveaux de coupes (0,3 mm).

Pour nos études histologiques a long terme (12 semaines post-TC), quatre coupes
ont été utilisés pour chaque cerveau, situées entre A4,78 mm et A3,88 mm antérieur a la
ligne interaurale, et le ratio des volumes de chaque structure (ipsilatéral/controlatéral) a été

calculé.

6.3. Evaluation de la surface des bulbes olfactifs

Afin de mesurer la perte tissulaire au niveau des bulbes olfactifs, les animaux sont
perfusés au PFA 4% (cf Matériels et Méthodes, § 6.1), les cerveaux sont ensuite incubés
dans du PFA 4% pendant une nuit entiére. Le lendemain, a l'aide d’un systéme d’analyseur
d’images (Motic Imageo Plus 2.0.10, Motic China Group Co, Ltd), la vue supérieure de
chaque cerveau a été photographiée sur un papier millimétré. La surface des bulbes
olfactifs, cété ipsilatéral et controlatéral, a été mesuré a l'aide du logiciel ImagedJ software
(NIH, Bethesda, USA).

6.4. Evaluation de [Iactivation microgliale et astrocytaire par la technique de

'immunohistochimie (IHC)

Principe

L'immunomarquage, réalisé sur des coupes histologiques, utilise la fixation d'un
premier anticorps dirigé contre I'antigéne que I'on cherche a mettre en évidence. Cette étape

est suivie par la fixation d'un deuxiéme anticorps couplé a la biotine et dirigé contre le
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premier anticorps. La troisieme étape consiste a amplifier la réaction en fixant plusieurs
complexes streptavidine-peroxydase sur la biotine du second anticorps. La révélation se fait
grace a l'oxydation du tétrachlorhydrate de 3,3'-diaminobenzidine (DAB) par I'oxygéne issu
de la dégradation par la peroxydase de son substrat, le peroxyde d'hydrogéne, entrainant

I'apparition d’'une coloration brune.
6.4.1. Immunomarquage de CD11b (activation microgliale)

Cette technique permet I'évaluation de I'expression du CD11b (un récepteur de
surface des cellules microgliales et des macrophages; une intégrine-o. M qui fait partie des
récepteurs de complément 3, ou CR3).

Le jour de 'immunomarquage, les lames ont été sorties du congélateur et ont été
séchées a lair libre pendant 15 minutes. Pour réhydrater les tissus, quelques gouttes de
PBS 0,01M (pH 7,4) ont été déposées sur les coupes. Puis, celles-ci ont été incubées dans
une solution de PBS contenant 0,3% de peroxyde d’hydrogéne H,0O, (H-6520, Sigma) et
10% d’éthanol, a température ambiante pendant 10 minutes, pour éliminer les réactions non
spécifiques dues aux peroxydases endogenes. Cette étape a été suivie de 3 lavages avec
du PBS, de 10 minutes chacun sous agitation. Ensuite, afin de bloquer les sites antigéniques
non spécifiques, les coupes ont été incubées avec une solution de blocage (PBS; sérum de
chévre 1%, G9023, Sigma) pendant 30 minutes dans des chambres humides. Les coupes
ont été mises en présence de la solution de blocage contenant I'anticorps primaire (anticorps
monoclonal de rat anti-CD11b de souris; MCA711; Serotec, Royaume-Uni; dilution 1/800éme)
pendant 2 heures a température ambiante dans des chambres humides. Pour vérifier la
spécificité de 'immunomarquage, quelques lames ont été incubées en I'absence d’anticorps
primaire. Les lames ont été ensuite lavées 3 fois dans du PBS-Tween 0,1% (PBS-T) sous
agitation, a température ambiante. Elles ont été ensuite incubées dans la solution de blocage
contenant lanticorps secondaire (anticorps de chévre anti-immunoglobuline de rat;
STARS80B; Serotec, Royaume-Uni; dilution 1/400é’“9) pour 1 heure dans des chambres
humides. Les lames ont été ensuite lavées 3 fois dans du PBS-T, avant d’étre incubées en
présence du complexe streptavidine-peroxydase (Vectastain ABC kit, Elite PK6100 standard,
Abcys, France) pendant 30 minutes en chambre humide, puis a nouveau lavées par
immersion dans du PBS-T.

Afin de procéder a la révélation du marquage par la diaminobenzidine (DAB) une
pastille de DAB (DAB Tablet set, D5905 ; Sigma-Aldrich) a été dissoute extemporanément
dans 15 ml de TBS avec de peroxyde d’hydrogéne a 0,3%. Les coupes ont été ensuite
mises en incubation avec cette solution pendant environ 2-3 minutes a I'abri de la lumiére.

Par la suite, les lames ont été lavées par immersion dans I'eau distillée (2 fois pour
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5 minutes), déshydratées par des passages successifs dans des bains d’éthanol de
concentrations croissantes (70°-95°-100°), puis plongées dans un bain de toluéne. Enfin, les
coupes ont été montées entre lames et lamelles a 'aide de la baume synthétique Eukitt®

(Leica).
6.4.2. Immunomarquage de GFAP (astrogliose)

Cette technique permet d’évaluer I'expression de la GFAP (Glial Fibrillary Acidic
Protein), qui est un filament intermédiaire présent dans certaines cellules gliales du systéme
nerveux central, les astrocytes.

Les mémes étapes utilisées pour I'immunomarquage du CD11b (cf. Matériels et
Méthodes, §6.4.1) ont été appliquées pour la GFAP, mais en utilisant une solution de
blocage différente (PBS pH 7,4 ; sérum d’ane 1%, D9663 ; Sigma), un anticorps primaire
polyclonal de lapin anti-GFAP bovine (AB5804; Chemicon; dilution 1/1000°™) et un anticorps
secondaire de I'dne anti-immunoglobuline de lapin (RNP1004; Amersham biosciences;
dilution 1/400°™).

6.4.3. La méthode de quantification

La quantification de 'immunomarquage a été effectuée a I'aide d’'un microscope
optique (Axioskop, Zeiss, Germany).

Pour I'étude histologique de lésions précoces, a 24h, les cellules immunomarquées
pour le CD11b ont été quantifiées en utilisant trois niveaux de coupes, de A5,78 a A5,12 mm
antérieur a la ligne interaurale. Une surface de 1,2 mm? dans le striatum a été utilisée pour le
comptage de cellules et les résultats ont été exprimés en nombre total des cellules
immunomarquées par cerveau sur trois niveaux, obtenus en additionnant le nombre de
cellules présentes dans cette surface de chaque coupe.

Pour I'étude histologique a long terme, les cellules immunomarquées ont été
quantifiées dans le corps calleux ipsilatéral pour le CD11b, et dans le striatum ipsilatéral pour
le GFAP. La quantification a été réalisée sur 4 coupes de cerveau pour chaque animal (de
A4,78 a A3,88 mm antérieur a la ligne interaurale) et les résultats ont été exprimés en

nombre total de cellules immunomarquées.

7. EVALUATION DU SCORE NEUROLOGIQUE PAR LE SCORE IRWIN-SORTIE DU CERCLE

Ce test qui a été adapté du protocole de Flierl et al. (2009) et a été introduit au
laboratoire par le doctorant Haymen Girgis et Mathieu Soustrat. C’est un score sur 8 points

qui refléte I'état général de la souris post-TC en évaluant sa capacité de sortir d’'un cercle en

118



moins de 2 minutes, son état de désinhibition ainsi que quelques caractéristiques
phénotypiques.

Pour le test de la Sortie du cercle, la souris est déposée au milieu d’'un dispositif sous
forme de platforme circulaire (30 cm de diameétre, 16 cm d’hauteur) contenant une petite
sortie (2 x 2,5 cm). On note la fagon ainsi que le temps pris par la souris pour sortir du
cercle. Selon le comportement normal, la souris doit sortir du cercle dans une période
maximale de 2 minutes, aprés quelques tentatives reflétant son état de méfiance et
d’appréhension envers linconnu. Dans ce cas, elle aura une cotation de 3 points
(Tableau 13).

Description Jugement Score / 3 points
succes précédeé par plusieurs 3
essais
Initiative et capacité de sortir d’'un cerclg échec malgré plusieurs essais de 2
de sortie
30 cm de diamétre dans 2 minutes SUCCRS SANS essai
échec sans essai 0

Tableau 13: Cotation de la sortie du cercle sur 3 points.

Le score Irwin (sur 5 points) est une grille d’évaluation comprenant plusieurs
parameétres indépendants y compris lI'état de vigilance ou du comportement normal
(Tableau 14). A Iissu de ces différentes cotations, la somme totale des points représente le
score neurologique. Ce score doit donc étre entre 0 et 8. Une souris naive doit normalement

avoir un score de 8 points, et plus le score est petit plus le déficit est important.

Parameétre testé Description Jugement Score

Etat d’alerte et de Tendance a fuir la main venant

vigilance d’attraper la souris dans la cage absent / présent 0/1

Aspect général de I'animal au repos

. . anormal / normal 0N
(dos cassé, prostration,...)

Posture dans la cage

Initiative et capacité motrice
d’exploration (renifler, flairer, se
Curiosité intrinseque et | redresser,... etc.), reflétant la curiosité
exploration spontanée ainsi que I'intérét de I'animal pour son
entourage tout en montrant une
démarche normale et droite

absent / présent 0/1

Signe d’un mouvement anormalement

Stéréotypie répétitif présent / absent 0/1

Chute anormale de la paupiére

supérieure d’un ou des deux cbtés present / absent 071

PtOsis palpébral

Tableau 14: cotation des critéres choisis dans la grille d’évaluation d’Irwin sur 5 points.
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8. EVALUATION DE LA FONCTION OLFACTIVE POST-TC

Les atteintes du systéme olfactif sont peu fréquentes dans les TC mineurs, mais leur
fréquence augmente considérablement dans les TC séveres (Biacabe et al., 2000). Les
mécanismes qui peuvent conduire a des lésions du systéme olfactif sont multiples : les
|[ésions des filets nerveux olfactifs, les |ésions naso-sinusiennes ou les lésions des centres
cérébraux olfactifs (Fujii et al., 2002). Puisque notre modeéle de TC entraine une lésion
frontale et une lésion de contre-coup qui pourraient étre a I'origine d’'une lésion éventuelle au
niveau des bulbes olfactifs, nous avons décidé d’étudier le fonctionnement olfactif dans notre
modele de TC chez la souris. Pour cela, avec la participation de I'étudiante ERASMUS Silvia
Calabria, nous avons introduit, pour la premiére fois, un test permettant I'évaluation de la
fonction olfactive chez la souris traumatisée. Avant d’établir ce protocole, nous avons

d’abord effectué un test de préférence olfactive.

8.1. Test de préférence olfactive

Selon ce protocole, adapté de Witt et collaborateurs (Witt et al., 2009), nous avons
utilisé une cage propre comme aréne du test (hauteur/largeur/longueur: 14 cm x 19 cm x 35
cm), dont le fond et le c6té face a la caméra ont été couverts avec une planche noire afin
d’améliorer la qualité des vidéos enregistrés. Le haut de la cage a été couvert par une
surface filtrante permettant I'aération dans la cage. Une caméra a été située devant le coté
transparent de la cage afin de permettre I'enregistrement du comportement des souris
(Fig. 20). Tout le matériel a été préparé a l'avance:

- Une solution de vanille 10% (arébme naturel de vanille, Vahiné®)
- Une solution de beurre de cacahuétes 10% (beurre de cacahuétes cremeux,

Skippy®)

- Une solution d’acide acétique 2,5% (acide acétique glacial, Rotipuran®, Roth)
- De l'eau bidistillée
- Des papiers-filtres d’'une dimension 5 cm x 5 cm (3 papiers par souris)

Le beurre de cacahuétes a été dilué dans de 'huile de mais, alors que la vanille et
I'acide acétique on été dilués dans de I'eau bidistillée.

Dans un premier temps, la souris a été introduite dans la cage-aréne ou elle a été
laissée s’habituer pendant 10 minutes (Fig. 20). Trois minutes avant la fin de I'habituation,
un papier-filtre sec a été déposé dans la cage pour 3 minutes. Ensuite, le papier sec a été
retiré et, 1 minute plus tard, un papier-filtre imprégné de I'eau (600 uL) a été introduit dans la
cage. Le comportement de la souris a été enregistré pendant 3 minutes. La méme procédure

a été ensuite appliquée pour la solution de vanille, de beurre de cacahuétes et de I'acide
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acétique. Avant d’introduire une autre souris dans la cage-aréne, celle-ci a été
soigneusement nettoyée avec de 'eau.

A la fin du test, les enregistrements ont été analysés a 'aveugle afin de calculer deux
parameétres pour chaque essai-odeur:

1) Le temps total que la souris passe en reniflant le papier-filtre. Nous n’avons pas
pris en compte le temps pendant lequel l'animal reste sur le papier sans le renifler.
L’investigation est évaluée lorsque la souris considére le papier en le reniflant a une distance
< 1cm. Pour compter le temps de reniflement avec précision, nous avons utilisé un
chronométre professionnel (Oregon scientific).

2) Le nombre de reniflements sur le papier-filtre.

Figure 20 : Le dispositif du test olfactif.
8.2. Test d’aversion olfactive

Pour réaliser ce test, nous avons suivi exactement le méme protocole utilisé pour le
test de préférence olfactive, sauf que deux composés ont été utilisés : I'eau, qui a été utilisée
comme contrdle et 'acide acétique, qui a été utilisé comme odeur désagréable. A la fin du
test (3 min / papier), les enregistrements ont été analysés a 'aveugle et deux parameétres ont
été calculés pour chaque essai-odeur:

1) Le temps total que la souris passe en reniflant le papier-filtre

2) Le nombre de reniflements sur le papier-filtre.

9. EVALUATION DE LA FONCTION LOCOMOTRICE PAR L’ACTIMETRIE

L’activité locomotrice spontanée horizontale (va et vient, avant et arriére) et verticale
(redressements) de la souris ont été évaluées a l'aide d’un actimétre a 'abri du bruit, sous
une intensité de lumiére de 5 lux. L’actimeétre utilisé est un rack (1 m 80 x 1 m x 0,6 m) relié a
un ordinateur et composé de huit cellules transparentes (Imetronic, Bordeaux, France).
Chaque cellule (H 16.5 x L 11 x L 20.5 cm) est équipée d’un plancher coulissant, d’'une cage
amovible et de capteurs infrarouges pour détecter les mouvements horizontaux et verticaux
de 'animal pendant un temps précis. Dans nos expériences, ces activités ont été mesurées
par le nombre de déplacements pendant 60 minutes et les mesures sont réalisées par

tranche de 10 minutes.
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10. EVALUATION DE LA MEMOIRE PAR LE TEST DE RECONNAISSANCE DE NOUVEL OBJET (NORT)

Avec l'étudiante ERASMUS Gemma Llufriu-Dabén, nous avons mis en place pour la
premiere fois au sein du laboratoire, un protocole pertinent pour évaluer la mémoire de
reconnaissance chez les souris traumatisées, adapté a partir du protocole décrit par
Ennanceur et Delacour (1988) et Bevins et collaborateurs (2006). Ce test s’appuie sur le fait
que la souris est attirée par la nouveauté, de sorte que face a deux objets, elle passera plus
de temps a explorer un nouvel objet plutdét qu’un familier.

Ce protocole contient une longue phase d’habituation des animaux aux conditions du
test (manipulateurs, transport, enceinte et piece du comportement) afin de diminuer le stress
(Fig. 21). Dans un premier temps, les animaux ont été habitués aux manipulateurs
(handling) et au transport pendant 5 jours consécutifs. Par la suite, les souris ont été
habituées a I'enceinte, par lot de 6 puis individuellement, pendant 5 jours. Cette étape est
indispensable pour la réduction du stress et le bon déroulement de I'expérience NORT,

puisqu’elle permet aux animaux d’imprégner I'enceinte de leur odeur avant le test.

£

J-7 J -6 J-5 J-2 J -1 NORT
Les souris de Les souris de Les souris de Les souris de Les souris de Les souris de
chaque cage chaque cage chaque cage chaque cage chaque cage chaque cage
ensemble ensemble et ensemble et ensemble et ensembie et ensemble
pendant 5 chaque souris chaque souris chaque souris chaque souris pendant 2 min
min individuellement individuellement individuellement individuellement (avant le test)

pendant 5 min pendant 5 min pendant 2 min pendant 2 min,
en présence
d'un objet pas
utilisé dans le
test NOR

Figure 21 : Le protocole des habituations dans I’enceinte du NORT.

Le test a été réalisé dans une piéce isolée du bruit ou se trouve I'enceinte en PVC
noir (30 x 30 x 30 cm, 1668963 BHV®), avec un éclairage atténué a 36 lux (lampe halogéne,
avec variateur) pour favoriser I'exploration. Les objets plastiques utilisés pour le test
(Lego DUPLO®) ont été mis a une distance de 5 cm de chaque paroi au coin gauche et droit
de I'enceinte, et leur taille était assez importante pour attirer I'attention des animaux (hauteur
de 8-9 cm et base cubique de 3 cm). lls ont été fixés au fond de I'enceinte avec de la colle
(Roll & Glue, ERELS®). Les objets choisis devaient remplir une attractivité équivalente
(temps d’exploration de 30 a 60s minimum) sans produire une forte variabilité. C’est pour
cela qu’avant le NORT, plusieurs tests de préférence ont été réalisés afin de choisir les

couples d’objets les plus pertinents. Puisque l'acuité olfactive pourrait biaiser la performance
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de la mémoire, on a utilisé plusieurs copies du méme objet et, également, les objets ont été

nettoyés avec une solution savonneuse (Stradol 0,5%) aprés chaque essai.

10.1. Tests de Préférence

Les animaux utilisés pour réaliser les tests de préférence ont été des souris naives,
habituées aux conditions de I'expérience selon notre protocole d’habituation, de manipulation
et de transport déja présentés ci-dessus. Avant de démarrer le test, tous les animaux ont été
stabulés pendant 30 minutes, sans restriction de I'eau et de nourriture. Pendant le test, la
souris était libre d’explorer deux objets différents pendant 5 minutes, I'un fixé au coin gauche
et l'autre au coin droit de I'enceinte. Afin de conclure qu’il n’y avait pas de préférence pour
'un de deux objets, il faut que les temps d’investigation des ces objets ne soient pas

statistiquement différents.

Figure 22 : Les deux couples d’objets utilisés pour le NORT.

10.2. Test NORT (Novel Object Recognition Test)

Chaque souris a été placée dans I'enceinte du c6té opposé a I'objet et la téte vers la
paroi (Fig. 23). La phase d'acquisition de 5 min s’est réalisée en présence de deux objets
identiques. Aprés une phase de rétention de 1h ou la souris retourne dans sa cage, il y a une
phase de rappel (5 min). La souris est remise dans la méme enceinte ou les objets ont été
au préalable remplacés par un autre objet identique et un objet nouveau.

Les phases d'acquisition et de rappel ont été enregistrées a l'aide d'une caméra
placée au-dessus de I'enceinte (Logitech Quickcam, Vision Pro for Mac). Les vidéos ont été
ensuite analysées en aveugle, et le temps d’exploration a été mesuré pour chaque objet a
l'aide du logiciel CHRONO. Nous avons considéré comme exploration le contact direct
nez/bouche-objet a moins d'un cm de distance. A la fin, nous avons calculé l'index de
reconnaissance en pourcentage (temps passé sur objet nouveau*100 / temps passé sur

objet nouveau+familier).
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On a également mesuré l'index de temps d'investigation (temps passé sur objet
gauche*100 / temps passé sur objet gauche+droit) afin d’exclure une éventuelle préférence

gauche-droite.

Objet A Obijet A Obijet A Obijet B

Phase d’acquisition Phase de rappel
Durée: 5 min WDurée: 5 min
1h

Phase de rétention

Figure 23 : Les différentes étapes du Test de NORT.

11. EVALUATION DE L’ANXIETE

11.1. Test de la «Elevated Plus Maze (EPM)»

A 3,5 semaines post-TC, avec la participation de I'étudiante ERASMUS Francesca
Fanucchi, nous avons évalué le niveau d’anxiété des souris par le test de Elevated Plus
Maze (EPM). Ce test est fréequemment utilisé pour I'évaluation du comportement de stress
chez les rongeurs (Walf & Fryce, 2007). L'EPM est basé sur le principe de la préférence
naturelle des rongeurs pour les espaces fermés. Moins I'animal passe du temps dans
'espace ouvert, plus son niveau de stress est élevé.

L’appareil a été composé de deux bras ouverts (14 x 6 cm), deux bras fermés
(15 x 6 cm) et une plateforme centrale, et le tout situé sur une hauteur de 58 cm (Fig. 24). Le
test dure 5 min par souris, et au début du test, 'animal est placé dans la plateforme centrale
face au mur du bras fermé. Tous les tests sont enregistrés par une caméra (la méme décrite
pour le test NORT) et ensuite les vidéos sont analysées a I'aveugle avec l'aide du logiciel
Chrono.

Les paramétres mesurés ont été le nombre d’entrées dans les bras ouverts, ainsi que
le temps dinvestigation dans les bras ouverts et fermés. Un autre parameétre
complémentaire mesuré est le nombre de head-dippings sur les bras ouverts. On estime que
la souris réalise un head-dipping lorsqu’elle introduit ou penche sa téte sous le plan

horizontal de I'appareil.
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11.2. Test de la «Elevated Zero Maze (0-maze)»

A 7 semaines post-TC, le niveau de stress de nos souris a été évalué par le 0-maze.
L’appareil est une variante de la EPM, ou la plateforme centrale a été supprimée afin
d’éliminer les ambiguités créées pendant I'analyse des résultats et pour permettre a I'animal
d’explorer le dispositif de fagon circulaire. C’est pour cela que I'O-maze est considéré
comme un test moins anxiogéne que la EPM (Shepherd et al., 1994).

L’appareil consiste en plateforme circulaire (8 cm en largeur x 46 cm en diamétre) qui
est placée sur une hauteur de 58 cm et qui est divisée en quatre quadrants, deux fermés par
des murs de 17 cm de hauteur et deux ouverts (Fig. 24). Le principe du test est exactement
le méme que celui de la EPM. Aprés analyse des vidéos a l'aveugle, les parameétres
mesurés ont été le nombre d’entrées dans les bras ouverts, le temps d’investigation dans les
bras ouverts et fermés, le nombre de head-dippings ainsi que le nombre de U-turns. On

estime que la souris réalise un U-turn quand elle change de direction sur les bras ouverts.

A B

Figure 24 : les appareils d’Elevated Plus Maze (A) et d’Elevated Zero Maze (B).

12. ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

L'analyse statistique des résultats a été effectuée a l'aide du logiciel de statistiques
Statview 5.0 (Abacus Concept Inc., France). Les données sont exprimées en valeur
moyenne + écart standard a la moyenne (e.s.m.). Une différence a été considérée

significative pour une valeur de P < 0,05.

Les tests statistiques utilisés sont les suivants:
Pour une variable continue
Comparaison de 2 groupes: test student (test t).
Comparaison de 3 groupes et plus: analyse de variance (ANOVA) a un facteur selon 'étude

réalisée suivie d’un test Bonferroni.

125



Comparaison de mesures répétées: ANOVA pour mesure répétée suivie d'une ANOVA pour
mesure simple. Les différences inter-groupes ont été analysées en utilisant un test ANOVA
suivie d’un test Bonferroni a chaque temps.
Pour une variable discontinue
Comparaison de 2 groupes: test U de Mann-Whitney.
Comparaison de 3 groupes et plus: test de Kruskal-Wallis suivi d’'un test U de Mann-Whitney.
Enfin, afin d’examiner s’il existe une corrélation entre les résultats d’analyse de la
surface de BO et les résultats du test olfactive, nous avons réalisé le test de corrélation de

Pearson.
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RESULTATS

PREMIERE PARTIE

ETUDE DE L’EFFET DE LA MINOCYCLINE SUR LE NIVEAU POST-TC DE LA SAPPa ET SUR

LES CONSEQUENCES HISTOLOGIQUES ET FONCTIONNELLES TARDIVES DU TC

Dans cette premiere partie du travail, nous avons utilisé un protocole de
traitement aigu par la minocycline, déja décrit comme anti-inflammatoire et anti-
cedémateux dans notre modéle de TC par percussion mécanique chez la souris
(Homsi et al., 2009), afin d’évaluer son effet sur les conséquences histologiques et
fonctionnelles a long terme post-TC.

Pour cela, nous avons tout d’abord évalué I'effet de la minocycline sur le taux
de la sAPPa a court terme post-TC, ainsi que sur les lésions tardives et la gliose
réactive a long terme post-TC (Article 1). Par la suite, il a été indispensable
d’introduire au laboratoire des tests comportementaux pour mettre en évidence des
déficits tardifs post-TC (Articles 2 et 3). Nous avons donc développé le test de
préférence olfactive ainsi que le test d’aversion a 'acide acétique, mis au point pour
la premiéere fois dans un modéle expérimental de TC. Nous avons également mis en
place le test de reconnaissance de nouvel objet (NORT), et différents tests d’anxiété,
tels que le test Elevated Zero-Maze (0-Maze) et Elevated Plus Maze (EPM). Ainsi,
nous avons pu examiner 'effet de la minocycline sur des déficits post-traumatiques
persistants, en particulier les déficits olfactif et cognitif, ainsi que sur la Iésion des
bulbes olfactifs (Articles 2 et 3).
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1. La minocycline en traitement aigu rétablit le niveau post-traumatique de
la sAPPa et diminue les lésions cérébrales et la gliose réactive a long

terme post-TC

Article 1 : Siopi E, Cho AH, Homsi S, Croci N, Plotkine M, Marchand-Leroux C,
Jafarian-Tehrani M (2011). Minocycline restores sAPPa levels and reduces the late

histopathological = consequences of traumatic brain  injury in  mice.
J Neurotrauma, 28: 2135-2143.
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2 La minocycline en traitement aigu améliore la fonction olfactive et

diminue la Iésion des bulbes olfactifs post-TC

21. Test de préférence olfactive

A 10 jours post-TC nous avons réalisé le test de préférence olfactive en
utilisant 'eau comme contrdle et trois odeurs différentes, le beurre de cacahuétes
(10%), la vanille (10%) et I'acide acétique (2,5%) (Fig. 25). Les résultats ont confirmeé
que les souris naives et traumatisées ont un comportement similaire vis-a-vis de
'eau en terme de temps d’investigation (15,9 £ 4,7 vs 16,0 + 4,4 s). Cependant, en
présence d’acide acétique, les souris traumatisées présentent un temps
d’investigation supérieur a celui des souris naives (TC vs N: 15,6 £+ 6 vs 3 £ 0,7 s;
P<0.05), démontrant ainsi une diminution de I'aversion a cette odeur désagréable.
En ce qui concerne le beurre de cacahuétes et la vanille, on observe une variabilité
et une différence non significative entre la réponse de souris naives et traumatisées
(TCvsN:429+185vs10,2+19set4,4+1,2vs 16,2 £ 9,3 s respectivement).

Les résultats de cette expérience ont servi a choisir 'acide acétique comme
odeur désagréable pour notre test d’aversion olfactive (cf. résultats, premiéere partie,
2.2).
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Figure 25 : Le test de préférence olfactive évalué chez des souris naives (N) et
traumatisées a 10 jours post-TC. Les résultats sont exprimés en moyenne * e.s.m. (n=10 par

groupe ; * P<0,05 vs N).
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2.2. Article 2 :

Siopi E, Calabria S, Plotkine M, Marchand-Leroux C, Jafarian-Tehrani M (2012).
Minocycline improves olfactory bulb volume and olfactory behavior after traumatic
brain injury in mice. J Neurotrauma, 29: 354-361.
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3. La minocycline en traitement aigu améliore la fonction cognitive a long

terme post-TC

3.1. Mise au point du test de reconnaissance de nouvel objet (NORT) chez la

souris : tests de préférence pour le choix des objets

Plusieurs tests de préférence ont été réalisés afin d’identifier des couples
d’objets a utiliser dans le test NORT. Parmi ceux-ci, deux couples d’objets ont été
sélectionnés (Fig. 26B, D). Le temps d’investigation des objets de chaque couple ne
doit pas étre statistiquement différent. Ainsi, pour le couple « poule-fleur » les temps
d’investigation sont 19,77 + 2,34 vs 20,79 £+ 1,84 s (Fig. 26A) et pour le couple
« tigre-homme » les temps d’investigation sont 32,5 + 3,04 vs 27,77 + 2,06 s

respectivement (Fig. 26C).
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Figure 26 : Les tests de préférence pour le choix des objets NORT, évalué chez des
souris naives (durée du test : 5 min). Les résultats sont exprimés en moyenne + e.s.m. (n=12
par groupe).
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3.2. Article 3 :

Siopi E, Llufriu-Dabén G, Fanucci F, Plotkine M, Marchand-Leroux C, Jafarian-
Tehrani M (2012). Evaluation of late cognitive impairment and anxiety states
following traumatic brain injury in mice: The effect of minocycline. Neurosci Lett, 511:
110-115.
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4, Discussion

Les résultats de cette premiére partie nous ont permis de mettre en évidence
des conséquences histologiques et fonctionnelles tardives dans notre modéle de TC
par percussion mécanique chez la souris. Nous avons également confirmé la chute
de la protéine neuroprotectrice sSAPPa pendant la phase précoce, a 24 h post-TC, en
accord avec une étude précédente du laboratoire (Lesné et al., 2005). Ainsi, nous
avons pu montrer l'intérét thérapeutique a long terme d’un traitement aigu par la
minocycline, ayant la capacité de rétablir le taux post-TC du neuroprotecteur

endogeéne sAPPa.

Notre premiére étude nous a permis de mettre en évidence une atrophie du
corps calleux et du striatum ainsi qu'une ventriculomégalie a 12 semaines post-TC. Il
est important de souligner que ce sont les mémes souris qui ont d’abord servi a une
étude de I'activité locomotrice, de 48 h jusqu’a 12 semaines post-TC (Homsi et al.,
2010), puis aux études histologiques. Les résultats de cette étude comportementale
avaient montré que le TC induit une hyperactivité locomotrice persistante dans nos
conditions (Homsi et al., 2010). En effet, laugmentation de I'activité locomotrice a été
déja associée a la présence des lésions des différentes structures du cerveau, dont
le striatum, le corps calleux et les bulbes olfactifs chez les rongeurs (Kostrzewa et
al., 1994 ; Magara et al., 2000 ; Viggiano, 2008). L’atrophie de ces structures dans
notre modéle pourrait donc étre a l'origine de I'hyperactivité locomotrice observée
(Homsi et al., 2010).

Des études précédentes, réalisées sur des modéles murins de TC, ont
démontré la survenue des atrophies de la substance blanche bien aprés I'apparition
des LADs (Smith et al., 1997 ; Bramlett et al., 2002). La formation des lésions focales
et diffuses (LADs) dans notre modéle de TC (Homsi et al., 2010), accompagnées
d’'une neuro-inflammation intense (Homsi et al., 2009, 2010), pourrait étre a 'origine
de cette éventuelle atrophie cérébrale. En effet, 'aggravation des LADs dans les
jours et les mois qui suivent le trauma, entraine une dégénérescence secondaire des
axones (dégénérescence Wallérienne) qui peut conduire, plus tardivement, a une
atrophie de la substance blanche, avec notamment une atrophie du corps calleux et
du striatum (Levin et al., 1990 ; Mamere et al., 2009). La neuro-inflammation,
caractérisée par I'activation microgliale, est considérée comme un acteur principal
dans [l'aggravation des Iésions cérébrales post-TC (Cullheim et al., 2007 ;

Venkatesan et al., 2010) et constitue une cible pharmacologique ayant une bonne
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fenétre d’opportunité thérapeutique (Ziebell et Morganti-Kossmann, 2010 ; Hailer et
al., 2008). Or, nos résultats montrent la présence d’une gliose réactive, reflétée par
une forte activation des microglies/macrophages et des astrocytes dans la zone de
Iésion, a 12 semaines post-TC. La gliose réactive pourrait étre un indicateur de
l'intensité de la réponse neuro-inflammatoire pendant la phase précoce post-TC. Elle
est typiqguement suivie d’une cicatrice gliale, formée par les astrocytes, qui constitue
une barriere physique empéchant la remyélinisation des axones (Carmen et al.,
2007).

Nous avons également montré que le contréle de la réponse neuro-
inflammatoire grace a un traitement aigu par la minocycline est associé a une
augmentation du taux de la sAPPa a 24 h post-TC et a une réduction de 'atrophie du
striatum et du corps calleux, de la ventriculomégalie et de la gliose réactive a
12 semaines post-TC. Cela suggére que l'inhibition précoce de la neuro-inflammation
post-TC par la minocycline pourrait étre en mesure d’atténuer la chute du
neuroprotecteur sAPPa, de freiner des processus lésionnels déclenchés par le TC
comme par exemple I'apoptose (Stirling et al., 2005) et d’éviter, dans la phase
tardive, les conséquences histopathologiques. Des études précédentes, réalisées
sur différents modéles des Iésions cérébrales aigués et des maladies
neurodégénératives, ont démontré une association entre I'effet anti-inflammatoire de
la minocycline et la protection du tissu cérébral (Sanchez-Mejia et al., 2001 ; Stirling
et al., 2005 ; Bye et al., 2007 ; Choi et al., 2007 ; Carty et al., 2008 ; Lechpammer et
al., 2008 ; Cai et al., 2010). Les travaux antérieurs réalisés au laboratoire par le
doctorant Shadi Homsi ont permis de montrer que la minocycline en traitement aigu
conduit a une neuroprotection associée a une inhibition de I'activation microgliale
dans la phase précoce et une amélioration fonctionnelle a long terme, a savoir une

diminution de 'hyperactivité locomotrice (Homsi et al., 2010).

C’est a la suite de ces analyses que nous avons montré, et c’est pour la
premiere fois, que notre modele de TC chez la souris induit également une Iésion au
niveau des bulbes olfactifs (BO) a 12 semaines post-TC, qui est fortement corrélée a
un déficit olfactif persistant, a savoir une diminution de I'aversion a I'acide acétique.
Cette étude nous a permis de proposer un nouveau test sensoriel, le test d’aversion
a l'acide acétique, pour évaluer la fonction olfactive a court et a long terme aprés un
TC. Il est important de souligner qu’a ce jour il n’existe aucun autre test qui permet

I'étude de déficits olfactifs dans des modéles expérimentaux de TC.

Les conclusions principales de cette étude histologique sont cohérentes avec
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de nombreuses données cliniques suggérant que les lésions des BO, et les
dysfonctionnements olfactifs adjacents, sont fréquents a la suite de traumatismes
craniens frontaux et occipitaux de différents degrés de sévérité (Callahan et al.,
2002; Fuji et al., 2002; Haxel et al., 2008; Wu et al., 2009a; Fortin et al., 2010). Cette
prévalence élevée semble justifiée, puisque la localisation des BO et du cortex
olfactif dans la partie rostrale du cerveau rend ces derniers particulierement
vulnérables en cas d’impacts frontaux (Doty et al., 2001). Il peut alors étre suggéré
que le site et la force de I'impact mécanique expliquent I'apparition des Iésions au
niveau des bulbes olfactifs dans nos conditions expérimentales. De nombreuses
études expérimentales ont, de maniére intéressante, démontré que les Iésions des
BO engendrent de I'hyperactivité chez la souris et le rat (Zueger et al., 2005;
Mucignat-Caretta et al., 2006; Viggiano et al., 2008; Kang et al., 2010). En outre,
lintensité de la réponse neuro-inflammatoire post-TC semble jouer aussi un role
important. En effet, il a été décrit que le traumatisme de nerfs olfactifs conduit a une
réaction inflammatoire intense qui compromet la récupération olfactive (Kobayashi et
al., 2009). Un grand nombre d’études a également montré que la neuro-inflammation
est défavorable pour la neurogenése et que les microglies entrainent la mort de
nouveaux neurones (Ekdahl et al., 2003 ; 2009 ; Lazarini et al., 2012).

Nos résultats ont montré que la minocycline entraine une neuroprotection
durable, traduite par une diminution du déficit olfactif a court et a long terme, et par
une réduction des lésions des BO a 13 semaines post-TC. Ces données suggérent
que l'inhibition de la neuro-inflammation pourrait étre associée a la protection du
tissu olfactif et de la fonction olfactive. Des études expérimentales ont montré les
effets bénéfiques des stéroides suite au traumatisme des nerfs olfactifs et des BO
(Kobayashi et al., 2009). En clinique, la prise des stéroides a été associée a une
amélioration de la fonction olfactive chez les patients anosmiques (Fuiji et al., 2002 ;
Jiang et al., 2010). On peut donc suggérer que les propriétés anti-inflammatoires
des traitements stéroidiens pourraient avoir un roéle thérapeutique dans le traitement
des troubles olfactifs post-TC. Néanmoins, leur efficacité partielle, ainsi que leurs
effets indésirables non-négligeables compromettent leur utilisation et soulignent le

besoin en thérapies alternatives (Holbrook et Leopold, 2006).

Enfin, la derniére étape de cette étude a consisté en I'examen de I'état
cognitif de nos animaux et de leur niveau d’anxiété a long terme post-TC. Il est
important de noter que c’est pour la premiére fois que de tels examens a long terme
ont été réalisés dans un modéle de TC. Il ressort de nos résultats que le TC induit

un déficit de la mémoire de reconnaissance qui est significatif jusqu’au moins
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13 semaines post-TC. Un ensemble toujours croissant de constatations
expérimentales montre la prévalence des déficits cognitifs, suite a un TC, modéré ou
sévere, affectant les systémes frontal et subcortical chez 'humain (Emilien et al.,
1996; Stuss and Levine, 2002) et chez les rongeurs (Yaka et al., 2007; Fleminger et
al., 2008 ; Baratz et al., 2011; Han et al., 2011). En outre, la dégénérescence des
structures de la substance blanche, telles que le corps calleux, a été aussi associée
a la survenue des déficits de mémoire (Kraus et al., 2007 ; Chauhan et al., 2010 ;
Kondo et al., 2010 ; Kinnunen et al., 2011).

Nos résultats n’ont pas montré de changement au niveau de 'anxiété a 3,5 et
7 semaines post-TC. Cependant, nous avons observé que le TC induit une légére
désinhibition, associée a une tendance de prise de risque dans un milieu anxiogéne.
Plus précisément, nous avons montré que, comparativement aux souris naives, les
souris traumatisées effectuent plus de head-dippings (le fait de pencher la téte vers
le sol) dans les bras ouverts du dispositif EPM et plus de U-turns (changement de
direction) sur les bras ouverts du dispositif 0-maze. En effet, il a été récemment
décrit que le TC sévére conduit a une hyperactivité locomotrice et a un déficit cognitif
sans aucune modification de I'état anxieux des souris (Schwarzbold et al., 2010). II
est intéressant de noter que I'état anxieux a été mis en évidence dans des modéles
de TC léger ou il n'y a pas de déficit cognitif. Ainsi, ces données suggérent que le
site ainsi que la sévérité du TC modifient difféeremment les comportements moteur,

anxieux et cognitif.

De maniére intéressante, nos données ont montré que le traitement par la
minocycline entraine une amélioration cognitive post-TC de maniére significative et
durable. En effet, la seule étude expérimentale qui a évalué I'effet de la minocycline
sur la mémoire post-TC a été réalisée sur un model de TC par impact cortical
contrélé chez le rat, et elle n’a pas montré d’effet thérapeutique (Kelso et al., 2011).
Ces divergences pourraient étre expliquées par les différences de protocoles
pharmacologiques utilisés. Plus précisément, cette équipe a utilisé une dose de
minocycline moins forte, administrée plus tardivement post-TC. En outre, Abdel Baki
et ses collaborateurs (2010) ont récemment montré que la co-administration de la
minocycline, en dose moins forte que la notre, et de la N-acétylcystéine entraine une
amélioration cognitive chez le rat post-TC, sans que cet effet soit reproduit par la

minocycline seule.

La multiplicité des propriétés attribuées a la minocycline (revue de Plane et

al., 2010) laisse penser que plusieurs mécanismes, interdépendants ou non, seraient
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a l'origine de ses effets neuroprotecteurs. Bien que ces mécanismes ne soient pas

élucidés dans ce travail de thése, certaines hypothéses pourraient étre proposees.

Tout d’abord, linhibition de I'activation microgliale et de la suppression de la
réponse immunitaire dans le TC et le traumatisme médullaire a été déja proposée
comme stratégie neuroprotectrice prometteuse (Carlson et al., 1998 ; Kamiska et al.,
2004 ; Sosa et al., 2005 ; Ibarra et Diaz-Ruiz, 2006, Bye et al., 2007 ; Hailer et al.,
2008 ; Lloyd et al., 2008 ; Homsi et al., 2010). Il est bien connu que la minocycline
est un inhibiteur de l'activation microgliale qui diminue la libération excessive des
médiateurs inflammatoires, tels que I'lL-13 et la MMP-9 (Sanchez et al., 2001 ; Bye
et al., 2007 ; Homsi et al., 2009). Notre équipe a récemment montré que cet effet
anti-inflammatoire est également associé a une diminution de 'oedéme cérébral et du
volume de Iésion a 24 h post-TC (Homsi et al., 2009, 2010).

Nos résultats ont montré que les effets anti-inflammatoires de la minocycline
sont accompagneés par I'augmentation du taux du neuroprotecteur endogéne sAPPa,
dont le niveau chute aprés le TC. Effectivement, une étude précédente, réalisée par
Lesné et collaborateurs (2005), a montré que pendant la phase neuro-inflammatoire
post-TC, la perturbation de la protéolyse du BAPP est en défaveur de la production
de la sAPPaet en faveur de la production du peptide neurotoxique Af. La
restauration du taux de la sAPPa pourrait étre un effet direct de la minocycline, via
I’'activation des a-sécrétases, ou indirect, via l'inhibition de la neuro-inflammation. De
nombreuses études ont montré que la sAPPa. exerce des effets bénéfiques par son
effet neuroprotecteur (Kogel et al., 2011), la modulation de I'excitabilit¢é neuronale
(Mattson et al., 1993 ; Mattson and Furukawa, 1998), la plasticité neuronale (Turner
et al., 2003 ; Ring et al., 2007), la croissance et la ramification des axones (lkin et al.,
2007), la croissance des dendrites (Mattson, 1997) et la synaptogenése (Moya et al.,
1994 ). En ce qui concerne le TC, il a été montré que 'administration (i.c.v.) de la
sAPPa post-TC, diminue les lésions focales, les LADs et les déficits moteur et
cognitif (Thornton et al., 2006 ; Corrigan et al., 2011 ; 2012). Ainsi, un des
mécanismes neuroprotecteurs de la minocycline dans le TC pourrait étre associé a la
sAPPa.

L’activité anti-inflammatoire de la minocycline a été également associée a sa
capacité de chélater des ions bivalents, tels que le Ca®* (Antonenko et al., 2010). Le
TC induit une accumulation intracellulaire excessive des ions de Ca?, ce qui conduit
a une augmentation de la perméabilité mitochondriale et a une activation des

protéases Ca?*-dépendantes, telles que les calpaines. Ces conséquences favorisent
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la mort neuronale et 'aggravation des lésions secondaires (Czeiter et al., 2009). La
chélation de Ca** excédentaire par la minocycline pourrait donc étre a l'origine de
ses effets neuroprotecteurs. Par ailleurs, la sAPPa peut également normaliser la
concentration intracellulaire en Ca®* et protéger les neurones contre I'excitotoxicité.
De plus, il a été montré que la sAPPa inhibe les récepteurs NMDA et diminue ainsi la
concentration intracellulaire en Ca®* et les dommages neuronaux liés a

I'excitotoxicité (Furukawa et al., 1996 ; Furukawa et Mattson, 1998).

Par ailleurs, I'effet anti-inflammatoire de la minocycline pourrait étre aussi di
a l'inhibition de la PARP (Graziani et al., 2005 ; Alano et al., 2006). En effet, cette
derniére est fortement corrélée a I'activité neuroprotectrice de la minocycline dans
des cultures de neurones (Alano et al., 2006). En outre, linhibition de la PARP
conduit aux effets neuroprotecteurs suite a un TC (Besson et al., 2003, 2005 ;
Kovesdi et al., 2010 ; Lescot 2010).

Enfin, I'effet neuroprotecteur de la minocycline semble étre aussi associé a
l'inhibition de la p38 mitogen-activated protein kinase, qui conduit a linhibition de
l'activation microgliale et a la diminution de la mort neuronale (Guo et al., 2007). Il est
important de noter que la sAPPa exerce aussi une activité anti-apoptotique,
principalement via sa participation dans diverses voies de signalisation cellulaire,
notamment celles du NF-kB (Guo et al., 1998 ; Cheng et al., 2002) et de la ERK-
MAP kinase (Greenberg et al., 1995 ; Venezia et al., 2006). La signalisation anti-
apoptotique engendrée par la sAPPa pourrait également impliquer la voie p38-MAP
kinase (Burton et al., 2002).

Pour conclure, notre travail confirme la chute du neuroprotecteur sAPPa dans
la phase précoce post-TC et met en évidence des Iésions tardives, accompagnés
des déficits fonctionnels a court et a long terme dans notre modéle de TC a crane
fermé. La minocycline en traitement aigu est en mesure non seulement de rétablir le
taux de la sAPPa, mais également d'exercer des effets neuroprotecteurs a long
terme en atténuant le déficit olfactif et cognitif et en corrigeant les atteintes
histologiques induites par le TC. Ainsi, dans nos conditions expérimentales,
l'inhibition de la phase précoce de la neuro-inflammation induit une récupération a
long terme, a la fois fonctionnelle et histologique. La restauration du niveau de la
sAPPo pourrait expliquer cet effet neuroprotecteur, cependant des études

supplémentaires sont nécessaires afin d’élucider le(s) mécanisme(s) d’action de la
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minocycline dans notre modéle de TC.

A cet égard, il est important de rappeler que la minocycline est entrée en
essai clinique chez les traumatisés craniens aux Etats-Unis (www.clinicaltrials.com),

avec un espoir d’'observer des effets thérapeutiques chez les patients.
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE DE L’EFFET D’UN_ACTIVATEUR DES «-SECRETASES, L’ETAZOLATE, SUR LES

CONSEQUENCES BIOCHIMIQUES, HISTOLOGIQUES ET FONCTIONNELLES DU TC, A COURT

ET A LONG TERME

Nous avons montré dans la premiére partie I'effet neuroprotecteur durable
d'un traitement aigu par la minocycline dans un modéle murin du TC a crane fermé
(cf. résultats, premiere partie). Afin d’étayer notre hypothése de travail, la présente
étude fournit des données supplémentaires quant a l'intérét thérapeutique dans le

TC des composés qui restaurent le taux de sAPPa.

Dans cette partie du travail, nous avons évalué les effets de 'étazolate, une
pyrazolopyridine qui a été récemment décrite comme ‘activateur des a-sécrétases’,
sur les conséquences biochimiques, histologiques et fonctionnelles, a court et a long
terme post-TC. Dans un premier temps, nous avons établi un protocole
d’administration qui permet la restauration du taux de la sAPPaq, suite a une étude de
fenétre d’opportunité thérapeutique. Ensuite, nous avons réalisé une étude d’effet-
dose avec I'étazolate, sur le score neurologique, I'activation microgliale, le niveau
d’'IL-1B, 'cedéme cérébral, ainsi que sur les |ésions précoces et tardives. Nous avons
également évalué I'effet d’étazolate sur I'hyperactivité locomotrice et le déficit cognitif

a long terme.

Ce travail constitue la premiére tentative d’évaluation de [intérét
thérapeutique d’'un activateur des a-sécrétases dans un modéle de lésion cérébrale

aigué.
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1. Un activateur des a-sécrétases, I’étazolate, réduit la neuro-inflammation et

entraine une neuroprotection a court et a long terme post-TC chez la souris

1.1. Evolution post-TC du taux de I'IL-1p

Le TC entraine une augmentation significative du taux d’'IL-1p dans le cerveau
a partir de 3h (7,1 £ 2,1 vs 2,5 + 0,3 pg/mg de protéine; P<0,05 vs N) qui devient
maximal a 6 h (17,1 £ 2,1 vs 2,5 + 0,3 pg/mg de protéine; P<0,001 vs N) et atteint le
niveau basal a 24h post-TC (Fig. 27). L’ensemble de ces résultats confirment nos
données antérieures (Homsi et al., 2009), montrant une augmentation précoce et
transitoire d’IL-1B dans nos conditions expérimentales. Le temps de 6h post-TC a été

ensuite choisi pour I'étude de l'effet de I'étazolate sur le taux de I'IL-1p.
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Figure 27 : Evolution du taux cérébral de PIL-1f chez des souris naives (N) et
traumatisées a 1h, 3h, 6h et 24h post-TC. Les résultats sont exprimés en moyenne + e.s.m.
(n=8 par groupe). * P<0,05; *** P<0,001 vs N.

1.2. Evolution post-TC de I'cedéme cérébral

Comme on peut le voir dans la Fig. 28, le TC entraine une augmentation
significative du pourcentage de contenu cérébral en eau, ce qui témoigne la
présence d'un cedéme cérébral qui devient significatif a 24 h (81,3 £ 0,5 vs
79,3 £ 0,4 % ; P<0,001 vs N) et qui persiste jusqu’au moins 48 h post-TC (81,1 £ 0,5
vs 79,3 £ 0,4 % ; P<0,01 vs N). Ces résultats confirment des données antérieures
obtenues au sein de notre laboratoire (Homsi et al., 2009). Le temps de 24h post-TBI

a été ensuite choisi pour I'étude de I'effet de I'étazolate sur 'cedéme cérébral.
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Fiqure 28 : Evolution de I'cedéme cérébral chez des souris naives (N) et des souris
traumatisées a 3h, 6h, 24h et 48h post-TC. Les résultats sont exprimés en moyenne + e.s.m.
(n=10 par groupe). ** P<0,01; *** P<0,001 vs N.
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1.3. Article 4:

Siopi E, Llufriu-Dabén G, Cho AH, Vidal-Lletjés S, Plotkine M, Marchand-Leroux C,
Jafarian-Tehrani M. (2012). Etazolate, a phosphodiesterase-4 inhibitor and
oa-secretase activator, reduces neuroinflammation and offers persistent

neuroprotection following traumatic brain injury in mice. (soumis)
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1.4. Effet de I’étazolate sur la température rectale post-TC

Nous avons évalué I'effet de 3 doses d’étazolate (E1 : 1 mg/kg, E3 : 3 mg/kg,
E10: 10 mg/kg) sur la température rectale a 2, 6 et 24h post-TC (Fig. 29). Les
résultats ont montré que le TC induit une légére baisse de la température rectale a
2h (36,9 +0,2vs 38 +0,3 °'C; P<0,01 vs N), 6h (37,4 + 0,2 vs 38,2+ 0,1 °C ; P<0,01
vs N) et a 24h post-TC (37,7 £ 0,2 vs 38,7 £ 0,1 ; P<0,001), sans que cette baisse
soit interprétée comme une hypothermie. Le traitement avec I'étazolate ne modifie

pas la température rectale aux différents temps étudiés.

1.5. Effet propre de I'étazolate sur I’activité locomotrice spontanée et le

score neurologique chez les souris naives

L'effet propre de I'étazolate a été évalué sur I'activité locomotrice a 30 min,
24h, 48h et 6 jours aprés linjection chez les souris naives (Fig. 30). En outre, nous
avons évalué l'effet de deux doses (E3 et E10) utilisées pour les études a long terme
sur le score neurologique a 4h et 24h post-injection (Fig. 31). Seule I'administration
de 10 mg/kg d’étazolate a entrainé une diminution significative de I'activité a 30 min
post-injection (Fig. 30). Plus précisément, il y a une différence significative de
I'activité horizontale entre le groupe ayant regu I'étazolate a 10 mg/kg et les souris
ayant regu le solvant (E10 vs S: 471 £ 60 vs 834 + 89 ; P<0,01). L’étazolate a 10
mg/kg induit aussi une baisse significative de I'activité verticale (E10 vs S: 101 + 19
vs 273 + 30 ; P<0,05). A partir de 24h et jusqu’a 6 j post-TC, aucune différence n'a
été constatée sur l'activité locomotrice entre les différents groupes. En ce qui
concerne le score neurologique, les résultats ont montré que I'étazolate aux doses
utilisées (E3, E10) n’exerce pas d’effet propre a 4 et 24 h post-injection chez les

souris naives (Fig. 31).
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Figure 29 : L’effet de I’étazolate sur la température rectale a t0 (A), 2h (B), 6h (C) et 24 h
(D) post-TC, évalué chez des souris traumatisées ayant recu le solvant (S), ou I'étazolate a la
dose de 1 (E1), 3 (E3) ou 10 mg/kg (E10) a 2h post-TC. Les résultats sont exprimés en
moyenne * e.s.m. (n=12 par groupe). ** P<0,01 ; *** P<0,001 vs souris naives (N).
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Figure 30 : Effet propre d’étazolate sur I’activité locomotrice horizontale (A) et verticale
(B), évalué a 30 min, 24h, 48h et 6j aprés l'injection chez des souris naives (N). Quatre
groupes de souris ont été utilisés, des souris naives ayant recu soit le solvant (S), soit
I'étazolate a la dose de 1 (E1), 3 (E3) ou 10 mg/kg (E10). Les résultats sont exprimés en
nombre d’interruptions de rayons infrarouge/60 min (moyenne + e.s.m.; n=12 par groupe).
* P<0,05; **P<0,01 vs solvant.
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Fiqure 31 : L’effet propre de I’étazolate sur le score neurologique évalué a 4h (A) et
24h (B) apres l'injection chez des souris naives. Trois groupes de souris ont été utilisés,
des souris naives ayant regu soit le solvant (N+S), soit I'étazolate a la dose de 3 (N+E3) ou
10 mg/kg (N+E10). Les résultats sont exprimés en moyenne  e.s.m. (n=8 par groupe).
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2. Discussion

Les résultants de cette deuxieme partie du travail mettent en lumiére les
effets thérapeutiques, a court et a long terme post-TC, d’un traitement par I'étazolate,
ayant la capacité de s’opposer a la chute post-traumatique de la sAPPa. Nos
données ont montré que I'étazolate diminue l'activation microgliale, 'augmentation
du niveau d’IL-1B, 'cedéme cérébral, la Iésion focale et le déficit neurologique, avec
une fenétre d’opportunité thérapeutique d’au moins de 2 h. De maniére intéressante,
ce méme traitement est capable d’atténuer les Iésions tardives et de réduire

I'hyperactivité locomotrice et le déficit cognitif a long terme post-TC.

L’étazolate a été sélectionné sur la base d’une étude réalisée par Marcade et
collaborateurs (2008), qui avait montré que celui-ci stimule I'activité des a-sécrétases
en libérant la sAPPa in vitro et in vivo, et protége ainsi les neurones en culture de la
neurotoxicité induite par le peptide ApB. Nous avons réalisé une étude de fenétre
d’opportunité thérapeutique, en utilisant la dose de 10 mg/kg d’étazolate, qui a été
décrite comme la dose qui entraine une production maximale de sAPPa (Marcade et
al.,, 2008). Les résultats de cette étude ont montré que I'étazolate s’oppose
significativement a la chute de sAPPa, a l'augmentation du niveau d’IL-1B et a
'cedéme cérébral quand il est administré jusqu’au moins 2 h post-TC. Récemment
dans ce méme modéle, nous avons montré que la réduction de 'oedéme cérébral et
des marqueurs de linflammation tels que [I'lL-1}3 était associée a un effet
neuroprotecteur (Homsi et al., 2009, 2010) et permet la restauration du niveau de

sAPPa aprés le TC (cf. Premiére Partie des résultats ; Siopi et al., 2011).

Dans un deuxiéme temps, lors de notre étude d’effet-dose (1, 3, 10 mg/kg, en
simple administration a 2h post-TC), un déficit neurologique précoce a été mise en
évidence a 6 et 24h aprés le TC, se manifestant par la stéréotypie, la désinhibition et
lincapacité de I'animal a sortir d’'un cercle en un temps déterminé. De maniére
intéressante, dans la premiére partie de nos résultats, nous avons montré que notre
modeéle expérimental provoque une légeére désinhibition, qui est reflétée par une
augmentation de la prise de risque dans un contexte anxiogéne, et qui est détectable
jusqu’a 7 semaines post-TC (Article 3, Siopi et al., 2012b). L’étazolate a atténué avec
succés ce déficit précoce de maniére dose-dépendante, a 6 et 24h. En ce qui
concerne l'effet de I'étazolate sur les conséquences biochimique et cedémateuse, la
dose la plus forte (10 mg/kg) a été la plus efficace, avec des effets anti-

inflammatoires et anti-oedémateux. En effet, les doses de 1 et 3 mg/kg n'ont montré
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aucun effet significatif contre 'augmentation d’IL-1B, ni contre 'cedéme cérébral,

malgré une certaine tendance a la baisse constatée.

De plus, nos résultats ont révélé la présence d’'une lésion focale de contre-
coup et d'un élargissement du ventricule ipsilateral a 24h, accompagnés d’'une
activation microgliale intense autour de la lésion. Comme il a été déja mentionné
dans la premiére partie des résultats, la neuro-inflammation a été décrite comme un
événement physiopathologique qui participe a I'aggravation des Iésions secondaires
et a la survenue des déficits fonctionnels post-TC (Lloyd et al., 2008; Clausen et al.,
2011). L’activation persistante et excessive de cellules microgliales et
macrophagiques peut favoriser la mort neuronale et, donc I'atrophie cérébrale
(Gentleman et al., 2004; Perry, 2010). En outre, 'augmentation d’IL-1p3 post-TC est
associée au dysfonctionnement de la BHE et a la formation d’'un cedéme cérébral
(Holmin and Mathiesen, 2000; Vecil et al., 2000; Clausen et al., 2011). La variabilité
dans la mesure de la taille de la Iésion n’a pas permis d’obtenir d’effet thérapeutique
statistiquement significatif contre le volume de lésion, malgré une tendance a la
baisse. A linverse, la dose la plus élevée d’étazolate a diminué de maniére

importante I'élargissement ventriculaire et I'activation microgliale.

A plus long terme, nous avons reproduit le déficit de la mémoire de
reconnaissance a 5 semaines post-TC, accompagné par une hyperactivité
locomotrice, dés 48h et jusqu’a 12 semaines post-TC. Enfin, nos études
histologiques a long terme ont confirmé la présence d’'une lésion au niveau des
bulbes olfactifs (BO) a 13 semaines post-TC. Les données de cette étude sont
cohérentes avec celles de la premiére partie de nos résultats (Siopi et al. 2012a, b),
ainsi qu’avec une étude précédente de notre équipe sur I'activité locomotrice post-TC
(Homsi et al., 2010). De nombreuses études expérimentales ont démontré que les
lésions des BO engendrent de I'hyperactivité locomotrice chez la souris et le rat
(Zueger et al., 2005; Mucignat-Caretta et al., 2006; Viggiano et al., 2008; Kang et al.,
2010). Nos résultats ont aussi montré que I'étazolate, a la dose de 3 et 10 mg/kg,
atténue significativement I'hyperactivité locomotrice, le déficit cognitif et les Iésions
des BO. L’effet pro-cognitif de I'étazolate a été déja mis en évidence chez les rats
agés (Drott et al., 2010).

Enfin, notre étude sur l'effet propre de I'étazolate a révélée que ce dernier
diminue l'activité locomotrice @ 30 min post-injection et que cet effet est absent a
partir de 24h post-injection. Cette baisse d’activité remarquée précocement avec la

dose la plus forte pourrait étre due a un effet anxiolytique, issu du renforcement de la
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voie GABAérgique (Beer et al., 1972 ; 1978). En outre, I'étazolate n’induit pas de
modifications au niveau du score neurologique a 4h et 24h post-injection. Ces
données montrent que l'effet du traitement dans nos études comportementales n’a

pas été biaisé par un effet propre du composé.

Plusieurs mécanismes distincts sont susceptibles d’étre a l'origine de I'effet
neuroprotecteur de I'étazolate. Tout d’abord, la restauration du taux de la sAPPa
pourrait participer a cette activité neuroprotective. En effet, il a été déja montré que la
neutralisation de la sAPPa, par 'Ac 22C11, s’oppose a I'effet neuroprotecteur de
'étazolate en culture, impliquant un rbéle essentiel de la sAPPadans la
neuroprotection induite par I'étazolate (Marcade et al., 2008). En plus d’étre
neuroprotecteur (Thompson et al., 2006 ; Corrigan et al., 2011 ; 2012), la sAPPa est
capable d’exercer des effets anti-apoptotiques contre les Iésions excitotoxiques
(Mattson et al., 1993; Postina et al., 2004). Par ailleurs, de nombreux composés qui
exercent des effets neuroprotecteurs dans le TC, tels que les médicaments anti-
inflammatoires non-stéroidiens, les inhibiteurs des cholinestérases et les agonistes
muscariniques, les hypolipidémiants ou encore les hormones stéroidiennes (Pike
and Hamm, 1997; Tenovuo, 2005; Kasturi and Stein, 2009; Li et al., 2009; Mahmood
et al., 2009) ont en commun de favoriser la production de la sAPPa (Jaffe et al.,
1994; Nitsch et al., 1992; Kojro et al., 2001; Avramovich et al., 2002).

De plus, I'étazolate exerce une activité inhibitrice de phosphodiesterase-4
(Wang et al., 1997). Il a été décrit que le rolipram, inhibiteur de PDE4, diminue le
déficit cognitif post-TC via une augmentation du taux de ’AMPc (Gong et al., 2004;
Shrestha et al.,, 2006). Le rolipram réduit également la neuro-inflammation en
favorisant la régénération axonale et la récupération fonctionnelle, suite au
traumatisme médullaire (Pearse et al., 2004; Nikulina et al., 2004; Atkins et al., 2007;
Hannila et al., 2008; Whitaker et al., 2008). De maniére intéressante, nous ne
pouvons pas exclure une convergence des voies des a-sécrétases et de 'AMPc,
puisqu’il a été décrit que la PKA, qui est connue comme la protéine kinase AMPc-
dépendante, favorise I'activité des ADAMs (Marambaud et al., 1996 ; Maillet et al.,
2003). Les effets anti-inflammatoire et neuroprotecteur de I'étazolate pourraient donc
étre interdépendants, issus de la diminution de la mort neuronale par I'activation des

a—sécrétases et par l'inhibition des PDEA4.

En outre, il a été montré que ['étazolate est un modulateur des
Rc GABA, qui potentialise I'action des benzodiazépines (Supavilai et al., 1979).

L’effet neuroprotecteur de I'étazolate pourrait donc étre également médié par la
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modulation des RcGABA, En effet, dans la méme étude par Marcade et
collaborateurs (2008), la neuroprotection contre la neurotoxicité de I'AB a été
prévenue par l'ajout des antagonistes des RcGABA,, démontrant I'implication des
RcGABA, dans leffet neuroprotecteur de [I'étazolate. Etant donnée que la
neurotoxicité du peptide AB est induite, entre autres, par l'augmentation de
I'excitabilité neuronale (Lee et al., 2005), I'effet neuroprotecteur de I'étazolate
pourrait alors étre associé a une normalisation du flux de CI via la stimulation des
RcGABAA,. Des études supplémentaires sont nécessaires afin d’examiner s’il y a un

meécanisme associant la stimulation des RcGABA, et la production de la sAPPa.

En conclusion, cette étude est la premiere de mettre en évidence les effets
thérapeutiques d’'un activateur des o-sécrétases, I'étazolate, dans un modéle de
Iésion cérébrale aigué. Nos données ont révélé les propriétés anti-inflammatoire et
anti-oedémateuse de I'étazolate, en administration unique, accompagnées d’'un effet
neuroprotecteur durable et une fenétre d’opportunité thérapeutique d’au moins de 2h.
De maniére intéressante, nous avons retrouvé I'efficacité durable obtenue avec le

traitement par la minocycline (Cf. Résultats, premiére partie).

Bien qu'il y ait trés peu de données expérimentales avec I'étazolate dans les
modeéles expérimentaux de maladies neurodégénératives et de Iésions cérébrales
aigués, ce composé (EHT-0202) a fait son chemin en essai clinique de phase IIA
pour le traitement de la maladie dAlzheimer avec les premiers résultats
encourageants (Vellas et al., 2011), ce qui donne un espoir pour le traitement des

patients traumatisés craniens.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif principal de ce travail a été d’évaluer le potentiel thérapeutique des
stratégies qui rétablissent la protéolyse physiologique du BAPP par les a-sécrétases,
sur les conséquences précoces et tardives d’'un TC par percussion mécanique chez
la souris. Afin d’étudier une telle stratégie, nous avons choisi la minocycline et
I'étazolate, deux composés pharmacologiques susceptibles d’augmenter le taux de

la sAPPq, issue du clivage non-amyloidogénique des a-sécrétases.

Pour mener une telle étude, nous avons tout d’abord reproduit des
conséquences précoces qui caractérisent notre modéle de TC, telles que la baisse
du taux de sAPPa, 'augmentation du niveau d’IL-1f, 'cedéme cérébral et la |ésion
focale. Nous avons ainsi montré que ces conséquences sont associées a un déficit
neurologique précoce. Nous avons également caractérisé notre modele de TC sur le
plan histologique et fonctionnel a long terme post-TC. Ainsi, nos études histologiques
a 12 semaines post-TC ont mis en évidence des lésions au niveau du corps calleux,
du striatum, des ventricules et des bulbes olfactifs, accompagnés d’'une gliose
réactive. Nous avons également développé et appliqué différents tests
comportementaux dans le but de mettre en évidence des troubles sensoriels et
cognitifs a long terme post-TC. Ces tests nous ont permis de révéler un trouble
d’odorat persistant qui se trouve fortement corrélé avec les lésions des bulbes
olfactifs, ainsi qu’un trouble cognitif durable, a savoir un déficit de mémoire de
reconnaissance, accompagné d’une légere désinhibition. Nous avons également
reproduit I'hyperactivité locomotrice, un déficit persistant qui a été déja décrit dans
nos conditions expérimentales. Ainsi, notre modéle de TC est adapté pour étudier les
conséquences fonctionnelles et histologiques tardives qui préoccupent

essentiellement les cliniciens.

Dans un deuxieme temps, les résultats de nos études pharmacologiques
vont, de maniére intéressante, dans le sens de notre hypothése et montrent que les
conséquences précoces et tardives de notre modéle de TC par percussion
mécanique sont réduites a la fois par la minocycline et par I'étazolate, deux
composés qui restaurent le taux du neuroprotecteur sAPPa suite a un TC.
L’originalité de ce travail concerne l'effet neuroprotecteur durable d’un traitement
anti-inflammatoire et anti-oedémateux de la minocycline, ainsi que [leffet
neuroprotecteur et anti-inflammatoire de I'étazolate, mis en évidence pour la

premiere fois dans un modéle de Iésion aigué. Ces résultats sont d’autant plus
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intéressants que la fenétre d’opportunité thérapeutique de I'étazolate est au moins de
2h, et que la méme fenétre est obtenue avec l'effet anti-oedémateux de la

minocycline (les résultats non publiés; Homsi, 2009)

Les résultats de cette thése permettent de considérer la restauration du
niveau de la sAPPa comme un des mécanismes a [lorigine des effets
neuroprotecteurs obtenus avec les composés étudiés. Néanmoins, afin d’étayer cette
hypothése, il conviendrait de poursuivre notre étude par des analyses
supplémentaires. |l serait essentiel de compléter ce travail par I'étude d’effet-dose de
I'étazolate sur le niveau post-TC de la sAPPa, étude qui n'a pu étre réalisée au cours
de cette thése, suite a des problemes techniques. Par ailleurs, il sera crucial de
tester le méme protocole de traitement par I'étazolate dans d’autres modéles de TC
et chez d’autres espéces afin de confirmer les bénéfices thérapeutiques du composé

dans le TC expérimental au sens large.

En outre, il serait intéressant d’étudier si I'effet de la minocycline sur le niveau
post-TC de la sAPPa est un effet direct, issu d’'une activation des a-sécrétases, ou
bien un effet indirect, issu de [linhibition des différents processus neuro-
inflammatoires qui semblent perturber la protéolyse physiologique du APP. L'effet
‘chélateur des ions bivalents’ de la minocycline nous incite a suggérer que cette
derniére agirait plutdt comme inhibiteur des métalloprotéases zinc-dépendantes,
telles que les a-sécrétases. Ainsi, I'effet observé par la minocycline dans notre étude
proviendrait plutét d'un effet indirect sur les «-sécrétases, conduisant a la
restauration du taux de la sAPPa aprés le TC. Néanmoins, afin d’élucider cette
question, il faudrait réaliser des études in vitro et examiner l'effet propre de la
minocycline sur l'activité des ADAMs, particulierement de 'ADAM 10, I'enzyme qui

participe majoritairement au clivage non-amyloidogénique du SAPP dans le cerveau.

Par ailleurs, étant donné que la minocycline et I'étazolate sont des molécules
aux effets pléiotropes, nous pouvons nous interroger sur leur(s) mécanisme(s)
d’action neuroprotecteur(s) outre que leur action sur la sAPPa. Plusieurs cibles
moléculaires ont été proposées pour expliquer les effets thérapeutiques de la
minocycline. Parmi ces cibles, la PARP a attiré notre attention, puisqu’il a été montré
que la minocycline est un inhibiteur puissant de la PARP (Alano et al., 2006). Or, les
travaux antérieurs du laboratoire ont largement mis en évidence les effets anti-
inflammatoires, anti-oedémateux et neuroprotecteurs des inhibiteurs de PARP dans
des modeéles de TC (Besson et al., 2003, 2005, 2009; Lescot et al., 2010b).

Parallelement, une étude récente a montré que l'inhibition de la PARP conduit a une
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réduction de I'accumulation axonale de R-APP dans la phase aigué du TC (Kovesdi
et al., 2010). En outre, I'activation de la PARP a été associée a une perturbation de
la protéolyse du BAPP en faveur de la voie amyloidogénique (Love et al., 1999).
Enfin, I'activation de la PARP au sein des microglies contribue a leur migration, a la
neuro-inflammation, a la démyélinisation et au dommage neuronal (Diestel et al.,
2003). Compte tenu de ces données, nous pouvons formuler I'hypothése selon
laquelle la PARP pourrait étre un lien entre l'activation microgliale, la chute de
sAPPa et les lésions cérébrales post-TC, et que linhibition de la PARP par la
minocycline conduirait ainsi aux effets thérapeutiques observés au cours de cette
présente thése. Il reste néanmoins a établir si la PARP est activée dans notre
modele et si elle est inhibée lors du traitement aigu par la minocycline dans nos

conditions expérimentales.

De plus, d’aprés nos résultats issus de notre collaboration avec I'équipe du
Pr. Paz Viveros (Universit¢é Complutense, Madrid) et du Dr. Dave Finn (National
University of Ireland, Galway), les récepteurs aux cannabinoides, CB1 et CB2
pourraient aussi participer a I'action thérapeutique de la minocycline. En effet, il est
bien connu que le systéme endocannabinoide (ECS) joue un rble réparateur et
compensateur en condition neuropathologique, en atténuant le taux de Ca*,
l'activation de p38-MAPK, I'expression de la caspase-3 et la production de NO
(Sanchez et al., 2012). Ces effets bénéfiques sont également attribués a la
minocycline et semblent étre associés a son effet neuroprotecteur (Zemke et Majid,
2004). Nos données ont montré que dans le méme modele de TC, l'effet anti-
cedémateux et neuroprotecteur de la minocycline ainsi que son effet inhibiteur de
l'activation microgliale, sont bloqués par l'administration des antagonistes des
récepteurs CB1 et CB2 (Lopez-Rodriguez et al., manuscrit en préparation). Ces
résultats montrent une implication de ces derniers dans I'effet neuroprotecteur de la

minocycline.

En ce qui concerne I'étazolate, un autre composé au profil pléiotrope, de
nombreuses voies de recherche pourraient s’ouvrir afin d’examiner les mécanismes
précis a lorigine de son effet neuroprotecteur dans le TC. Pour cela, il est
indispensable d’intégrer I'approche in vitro dans ce travail, qui permettra d’examiner
limplication d’autres voies, telles que la voie GABA,, dans l'effet neuroprotecteur
de I'étazolate. Par ailleurs, les études expérimentales sur les |ésions cérébrales
aigies ont montré une inhibition aigle et chronique post-lésionnelle de la
neurotransmission GABAaérgique, et une stimulation des voies excitatrices, qui

pourraient étre a l'origine d’'une augmentation de I'excitabilité neuronale et de
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I'épileptogenése (O’Dell et al., 2000 ; Imbrosci et al., 2011). En outre, la stimulation
des RcGABA, a été décrite comme stratégie neuroprotectrice dans des modeéles
expérimentaux de TC et d’'ischémie cérébrale (Pavlov et al., 2011 ; Rudolph et al.,
2011). Dans cette optique, il serait aussi intéressant d’examiner I'impact de notre
modele de TC sur le seuil épileptogene, afin d’étudier I'effet d’étazolate sur ce

dernier.

Outre son effet thérapeutique dans le TC, I'étazolate pourrait avoir un intérét
dans d’autres pathologies du SNC, telles que I'lC. Etant donné que 'augmentation
intracellulaire d’AMPc représente l'une des principales causes d’inhibition de
'agrégation plaquettaire, les stratégies qui favorisent la production d’AMPc
pourraient s’opposer aux phénomeénes thrombotiques rencontrés dans [I'IC.
L’étazolate pourrait donc exercer des effets anti-thrombotiques via son activité
inhibitrice des PDE4, qui conduit a une élévation du taux dAMPc (Smith et al., 1972).
Dans ce contexte, une étude récente, menée par Ok et coll. (2012), a montré que
I'epigallocatechin-3-gallate, un composé qui augmente le taux d’AMPc et qui est bien
connu pour ses effet anti-oxydants et anti-inflammatoires, exerce des effets anti-
agrégants plaquettaires de maniére AMPc-dépendante in vitro. De maniere
intéressante, ce méme composé est actuellement en essai clinique pour le traitement
de la maladie d’Alzheimer (www.clinicaltrials.gov), grace a sa capacité de favoriser
l'activité de 'ADAM 10 et de réduire la production d’AB (Oregon et al., 2006). Ces
données renforcent non seulement le potentiel pléiotrope de ['étazolate mais
également suggerent l'intérét thérapeutique de [I'étazolate pour les troubles

thrombotiques, tels que I'lC.

Enfin, il est trés important d’'intégrer dans nos études I'approche d’'imagerie
cérébrale afin d’améliorer la détection et le suivi de 'oedéme cérébral et des lésions
focales et diffuses. Les techniques de l'imagerie cérébrale du petit animal nous sont
devenus accessibles (Lescot et al., 2010a) et permettent entre autres, grace au
développement de séquences de diffusion, d’étudier la nature et I'’évolution de
'cedeme cérébral post-TC chez un méme animal, parallelement a I'évaluation des
déficits fonctionnels a court et a long terme. |l est a rappeler que I'imagerie cérébrale
constitue une avancée majeure dans la prise en charge des patients victimes de TC
grave (Betz et al., 2012) et que ce nouvel outil permet d’accéder a un bilan Iésionnel
exhaustif, et permet grace au développement de séquences métaboliques et de
diffusion, d’étudier la capacité de récupération cérébrale (cf. Rappels
bibliographiques, Le traumatisme cranien, § 1.2). Ainsi, nous pouvons renforcer

'évaluation préclinique de nos stratégies neuroprotectrices a I'aide d’outils
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transposables a la clinique humaine, afin d’évaluer la Iésion cérébrale et le pronostic
et ainsi de limiter 'échec en phase clinique de nos stratégies neuroprotectrices

prometteuses.

En conclusion, 'ensemble de ces travaux a permis d’évaluer l'intérét et les
bénéfices dans le TC de deux stratégies thérapeutiques, par la minocycline et
I'etazolate, qui favorisent la neuroprotection endogéne en rétablissant le niveau post-
TC de la sAPPa. Ces traitements conduisent individuellement a un effet anti-
cedémateux avec une réduction des marqueurs de linflammation, de I'activation
microgliale et de la lésion focale post-TC, mais surtout a une neuroprotection
durable, a la fois histologique et fonctionnelle. Ces données montrent que la
minocycline et I'étazolate constituent des stratégies neuroprotectrices prometteuses
pour le traitement du TC. A cet égard, la minocycline est entrée en essai clinique

chez les traumatisés craniens aux Etats-Unis (www.clinicaltrials.com). L’étazolate est

récemment entré en essai clinique pour la maladie d’Alzheimer et il devrait susciter
un intérét croissant en clinique, et la mise en place de nouveaux essais

thérapeutiques dans les années a venir.
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RESUME

La gravité du traumatisme cranien (TC) dépend de la sévérité immédiate des Iésions primaires mais
également de leur aggravation dans les heures et les jours qui suivent le TC, avec l'apparition de
lésions secondaires. La neuro-inflammation constitue 'une des cascades physiopathologiques post-
TC dont le contrble a été décrit comme une stratégie neuroprotectice potentielle. Elle compromet le
taux de la forme soluble o du précurseur du peptide R amyloide, sAPPa, un neuroprotecteur
endogéne issu de l'action des enzymes a-sécrétases (ADAMs). Dans ce contexte, mon travail de
thése a eu pour but d’étudier l'intérét thérapeutique des composés pharmacologiques modulant le
taux de sAPPa post-TC sur les conséquences biochimiques, histopathologiques et fonctionnelles, a
court et a long terme, dans un modele de TC par percussion mécanique chez la souris. Parmi les
différents composés, la minocycline, une tetracycline de 2° génération aux effets anti-inflammatoires,
et I'étazolate, une pyrazolopyridine récemment décrite comme activateur des a-sécrétases, ont été
sélectionnés. Le traitement anti-inflammatoire par la minocycline permet de restaurer le taux de la
sAPPa, et cet effet dans la phase précoce est accompagné d'une réduction des conséquences
histopathologiques (atrophie callosale et striatale, Iésion des bulbes olfactifs et ventriculomégalie) a
3 mois post-TC. Sur le plan fonctionnel, le test d’aversion olfactive a été pour la premiere fois mis au
point sur un modeéle expérimental de TC et a permis de révéler un déficit olfactif persistant dans notre
modele. De plus, un déficit cognitif persistant a été également mis en évidence par le test NORT
« Novel Object Recognition Test ». Le méme traitement par la minocycline a permis de corriger ces
déficits olfactif et cognitif a court et a long terme (3 mois) post-TC. Les résultats obtenus sur
I'étazolate (étude de fenétre thérapeutique, étude d’effet-dose) ont montré, pour la premiéere fois dans
un modéle de Iésion cérébrale, son potentiel anti-inflammatoire et anti-oedémateux, associé a la
restauration du taux de la sAPPa, avec une fenétre thérapeutique d’au moins de 2h. Le méme
traitement réduit les conséquences histopathologiques (activation microgliale, ventriculomégalie,
Iésion des bulbes olfactives) et fonctionnelles (hyperactivité locomotrice, déficit cognitif), a court a long
terme (3 mois) post-TC. En conclusion, 'ensemble de ce travail a permis d’établir les bénéfices d’'une
stratégie pharmacologique s’opposant a la fois a la neuro-inflammation et a la chute du taux de la
sAPPa dans la phase précoce de TC avec une amélioration histologique et fonctionnelle a long terme,
soulignant son intérét thérapeutique. Il est important de souligner que la minocycline est déja entrée
en essai clinique pour le traitement de TC, et que malgré le peu de données précliniques, I'étazolate

(EHT-0202) est tout récemment entré en phase Il pour le traitement de la maladie d’Alzheimer.
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