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Résumé

La pratique réguliére d’une activité physique (AP) est un important message de santé
publique. L’AP améliore non seulement la santé cardiovasculaire via 1’augmentation de la
production de NO (nitric oxide) par I’endothélium vasculaire mais aussi la santé cérébrale via
I’augmentation des taux de BDNF (brain-derived neurotrophic factor) dans le cerveau.
Comme la synthése et la sécrétion de BDNF sont proportionnelles a I’activité neuronale, il est
généralement admis que ’élévation des taux cérébraux de BDNF induite par I’AP est a relier
a I’hyperactivité neuronale. Nous avons testé 1’hypothése selon laquelle 1’élévation du flux
sanguin dans les vaisseaux de la circulation cérébrale pendant la réalisation de I’AP contribue
a augmenter les taux cérébraux de BDNF.

Les expeériences ont été menées chez des rats soumis ou non a I’AP (tapis roulant). Nos
résultats montrent : 1) que I’augmentation des taux de BDNF induite par 1I’AP (tapis roulant,
18m/min, 30 min/j, 7j consécutifs) est moindre lorsque 1’augmentation du flux sanguin
pendant la réalisation de 1I’AP, est prévenue par un clampage mono- ou bi- carotidien, 2) que
I’effet de I’AP sur les taux de BDNF dépend de I’intensité de I’AP ( tapis horizontal versus
déclive descendant), 3) que la dysfonction endothéliale (modéle de rat spontanément
hypertendu) et le traitement par un inhibiteur de NO synthase diminuent les effets de I’AP sur
les taux cérébraux de BDNF et 4) qu’il existe une association positive entre les taux cérébraux
de BDNF et la production de NO par I’endothélium vasculaire.

L’ensemble de nos résultats suggére que I’augmentation des taux cérébraux de BDNF induite
par ’AP met en jeu ’augmentation du flux sanguin dans les vaisseaux de la circulation
cérébrale et, plus précisément, I’augmentation de la production endothéliale de NO qui en
résulte. Ils fournissent de nouvelles données pour comprendre le lien existant entre fonction
endothéliale et performances cognitives, soulevant I’idée selon laquelle les modalités d’AP
pour améliorer la santé cérébrale doivent étre différentes en cas de pathologies associées a une
dysfonction endothéliale.

Mots clés : BDNF, Activité physique, Hémodynamique cérébrale, Endothélium



Abstract

The regular practice of physical activity (PA) is an important public health message. PA not
only improves cardiovascular health through the increase in NO (nitric oxide) production by
the vascular endothelium but also through the increase levels in brain BDNF (brain-derived
neurotrophic factor) levels. As the synthesis and secretion of BDNF are proportional to
neuronal activity, it is generally accepted that PA-induced brain BDNF levels elevation is
linked to neuronal hyperactivity. We tested the hypothesis that the increase in blood flow in
cerebrovasculature during PA contributes to increase brain BDNF levels.

The experiments were carried out in sedentary and trained rats (treadmill). Our results show
that: 1) brain BDNF levels elevation induced by PA (treadmill, 18m /min, 30 min /day, 7
consecutive days) is lower when the normal rise of cerebral blood flow during the PA is
prevented by occluding one or both common carotid arteries, 2) the effect of PA on brain
BDNF levels is dependent on PA intensity (horizontal versus downhill), 3) the presence of
endothelial dysfunction (spontaneously hypertensive rat model) as well as NO synthase
inhibition decrease the effects of PA on brain BDNF levels and 4) there is a positive
association between brain BDNF levels and vascular endothelium NO production .
Collectively, our results suggest that increase in brain BDNF levels, induced by PA, involves
increase in cerebrovasculature blood flow and more precisely elevation in endothelium NO
production. They provide new data for understanding the relationship between endothelial
function and cognitive performance, raising the idea that PA modalities to improve brain

health might be different in pathologies diseases with endothelial dysfunction.

Keywords: BDNF, Physical Activity, cerebral hemodynamics, endothelium
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Introduction

Introduction

Il'y a plus de 2400 ans, Hippocrate écrivait «en cas de déficience en nourriture et en
exercice, le corps tombera malade ». Désormais, les effets salutaires, sur la santé, de la
pratique réguliére d’une activité physique (AP) sont unanimement reconnus. Cependant, la
démonstration des bénéfices cardiovasculaires de I’AP ne date que depuis plus d’un siécle et
celle des bénéfices sur la santé cerébrale que depuis deux décennies: réduction du déclin
cognitif associée a 1’age, effets antidépresseur, antipsychotique, anxiolytique, prévention des
maladies neurodégératives, réduction du déficit fonctionnel associé a 1’accident vasculaire
cérébral etc... Les travaux chez 1’animal ont fourni des arguments forts en faveur du role
incontournable de 1’augmentation des taux cérébraux de BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) dans I’impact positif de I’ AP sur la fonction cérébrale. Le BDNF est une neurotrophine
fortement impliquée dans la synaptogenése, la neurogenése, la vasculogenese qui exerce un
role essentiel dans I’apprentissage, la mémoire et les capacités cognitives. Cependant, un
point qui n’est pas travaillé concerne les mécanismes par lesquels 1’ AP augmente les taux de
BDNF dans le cerveau. Or, I’identification de ces mécanismes est un prérequis a 1’élaboration
de recommandations concernant la posologie de I’AP (durée, intensité, fréquence des
exercices). En effet, les recommandations actuelles restent vagues et ne prennent pas en
considération 1’état initial de la personne alors méme que notre gouvernement envisage 1’AP
comme un médicament a part entiere. Un amendement de la loi de santé permettant le
remboursement des prescriptions de [’activit¢é physique adaptée dans les pathologies
chroniques a été voté en mars 2015 par les députés. Cependant, il a été rejeté par les sénateurs
mais doit repasser en lecture devant 1’assemblée nationale. De plus, ’identification des
mécanismes qui sous-tendent 1’effet procognitif de I’AP est une étape obligatoire dans la
démarche visant a trouver des mimétiques de 1’ AP chez les patients présentant des incapacités

motrices ou une insuffisance cardiaque.

La réalisation d’une AP s’accompagne d’une réponse cardiovasculaire caractéristique
dominée par une augmentation du débit cardiaque et un détournement du sang vers les
organes en hyperactivité que sont les muscles actifs, le ceeur et le cerveau. Il est bien connu
que I’augmentation du flux sanguin s’accompagne d’une surproduction de monoxyde d’azote
(NO) par I’endothélium et que cette réponse de 1’endothélium au flux est moindre en cas de
dysfonction endothéliale. Par ailleurs, il existe un nombre croissant de travaux montrant un
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Introduction

lien entre endothélium et cognition. Ainsi, les capacités cognitives sont moindres en cas de

situations associées a une dysfonction endothéliale comme I’hypertension, le diabéte, le

vieillissement, la polyarthrite rhumatoide etc... De plus, la pratique réguliére d’une AP

améliore a la fois la fonction endothéliale et les capacités cognitives. L’ensemble de ces

données nous a conduits a tester I’hypothése selon laquelle I’augmentation des taux de BDNF

dans le cerveau induite par I’AP impliquait I’augmentation du flux sanguin dans les vaisseaux

de la circulation cérébrale, augmentation observée pendant la réalisation de chaque séance

d’exercice.

Le document comprend 4 grandes parties :

Etat de ’art et Objectifs

Présentation de la 1™ publication

Présentation de la 2™ publication

Discussion générale et perspectives

18
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Etat de ’art

|. Vascularisation du cerveau

1. Apport artériel

Le cerveau est le seul organe qui soit irrigué par 4 arteres soulignant la dépendance
majeure de la fonction du cerveau a son apport sanguin. Ces 4 arteres, de localisation extra-
cranienne, sont les 2 artéres carotides internes (ACI) et les 2 arteres vertébrales (AV). Il est a
noter que chaque ACI et AV assure respectivement 40% et 10% de la perfusion totale du
cerveau (Zauner & Muizelaar, 1997).

Chaque ACI nait de Iartére carotide commune au niveau de la 4°™ vertébre cervicale.
A ce niveau, la commune donne en fait 2 branches : I’ACI qui irrigue le cerveau et ’artére
carotide externe qui assure 1’apport sanguin au tissu cutané de la téte. Les 2 ACI et les 2 AV
vont se connecter au niveau du cercle ou polygone de Willis, un réseau vasculaire
anastomosique qui permet la perfusion croisée des 2 hémi-cerveaux. De facon plus précise,
les 2 AV fusionnent au niveau du tronc cérébral pour donner une artere unique de localisation
intracranienne, 1’artére basilaire. Celle-ci donne naissance aux arteres cérébrales postérieures
(ACP) droite et gauche tandis que chaque ACI donne naissance & une artére cérébrale
moyenne (ACM) et une artére cérébrale antérieure (ACA). Le polygone de Willis met en lien
la perfusion sanguine des 2 hémicerveaux grace a l’existence des petits vaisseaux appelés
artéres communicantes. Il s’agit des 2 artéres communicantes postérieures reliant chacune
ACP et ACI homolatérales et I’artére communicante antérieure reliant les 2 ACA. Il est
important de noter qu’il existe une forte analogie de la circulation artérielle cérébrale entre

I’Homme et le rat comme illustré dans la figure 1.
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Etat de ’art

Polygone de Willis
A. communicante /
antérieure

A. cérébrale antérieure

A. ophtalmique A. Cérébrale moyenne

A. Carotide interne
A. choroide antérieure A. communicante postérieure

A. cérébrale postérieure

A. cérébelleuse supérieure

A. basilaire

A. vertébrale H \

A B

A. cérébelleuse
antérieure inférieure \

Figure 1 : Organisation des arteres cérébrales avec le polygone de Willis chez I’Homme (A) et
chez le rat (B) (Lee, 1995).

Le polygone de Willis permet évidemment de maintenir la perfusion du cerveau en cas
d’occlusion des artéres en amont du polygone de Willis. Cependant, il a été récemment
proposé que le polygone pourrait également prévenir les dommages de la micro-
vascularisation cérébrale et de la barriere hémato-encéphalique (BHE) induits par une
élévation excessive de la pression artérielle (réle tampon) (Vrselja et al., 2014).

Les artéres cérébrales se branchent aux artéres piales (= arteres leptoméningées). Ces
derniéres courent a la surface du cerveau et forment un important réseau vasculaire
anastomosé qui permet de réduire la sévérité de 1’ischémie de la portion corticale du cerveau
en cas d’occlusion d’une artére située en aval du polygone de Willis. Les arteres piales
s’enfoncent dans le cerveau et prennent alors le nom d’arteres perforantes. Ces perforantes
sont situées dans I’espace de Virchow-Robin et s’engagent dans le parenchyme ou elles
donnent naissance aux artérioles intracérébrales (ladecola, 2004). L’espace de Virchow-Robin
est en fait I’espace virtuel rempli de liquide céphalorachidien situé entre la pie-mere (méninge
qui épouse étroitement la surface du systéme nerveux cérébral) et la paroi de I’artére
perforante (Drake & ladecola, 2007) comme illustré dans la figure 2.

Chaque artériole intracérébrale donne naissance a un reseau capillaire. Les artérioles et les
capillaires sont recouverts par les pieds astrocytaires. Au niveau des capillaires, les cellules

endothéliales sont trés proches des péricytes. Ces cellules sont capables de se contracter, et en
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Etat de ’art

conséquence, de modifier le diameétre des capillaires, pourtant dépourvus de cellules
musculaires lisses. Le couplage anatomique et fonctionnel existant entre les neurones, les
cellules endothéliales et les astrocytes est a la base du concept d’unité neurogliovasculaire

(del Zoppo & Mabuchi, 2003).

dure-mére .
/adventlce

~__endothélium

espace sous-arachnoidien —= ) ——==
arachnoide — 1
pie-mére — ]
limitante gliale

astrocyte — ‘

espace de Virchow-Robin /GR
neurone — A v [ C, 7 X SN
cellule microgliale ——> ' ; ‘ )\0> O/.Lpéricyte
: X
Parenchyme ; s Z~9“endothélium
__cérébral ‘ "
—astrocyte

Figure 2 : De ’artére piale aux capillaires sanguins cérébraux (Zlokovic, 2011) .

Les arteéres piales courent a la surface du crine dans espace sous-arachnoidien avant de s’enfoncer dans le
parenchyme cérébral entourées de I’espace de Virchow-Robin. Les artéres intracérébrales sont entourées de
pieds astrocytaires, tout comme les capillaires. CMLV: cellule musculaire lisse vasculaire; GR: globules

rouges; MB: membrane basale.

2. Retour veineux

Le réseau veineux céerébral comporte un réseau veineux superficiel (veines corticales
superficielles) et un réseau veineux profond (veines centrales). Les 2 réseaux collectent le
sang dans les veines jugulaires internes aprés un relais dans les sinus veineux de la dure-mere.
Le sang d’une jugulaire interne provient pour 70% de I’hémisphére ispilatéral au vaisseau et
pour 30% de I’hémisphére controlatéral (Zauner & Muizelaar, 1997). Le drainage veineux du
cerveau est donc asymétrique. Le débit sanguin dans la veine jugulaire droite est estimé a
400 ml/min et celui dans la veine jugulaire gauche a 160 ml/min (Mehta et al., 2000;
Stoquart-Elsankari et al., 2009).
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Etat de ’art

1. L’innervation des vaisseaux cérébraux

Les vaisseaux de la circulation cérébrale sont innerveés par le systeme nerveux

extrinséque et le systéme nerveux intrinseque comme illustrés dans la figure 3.

1. Le systéme nerveux extrinseque

Le systeme nerveux extrinseque comprend le systeme nerveux autonome
(sympathique et parasympathique) et le contingent sensitif du nerf cranien V. Il assure
I’innervation des artéres cérébrales, des artéres piales et des artéres pénétrantes mais la densité
de I’innervation décroit avec le calibre du vaisseau.

Les corps cellulaires des neurones postganglionnaires du sympathique, dont le
neuromediateur est la noradrénaline, sont localisés dans le ganglion cervical supérieur et ceux
du parasympathique, dont le neuromédiateur est 1’acétylcholine, dans le ganglion sphéno-
palatin. Il a été¢ montré que 1’innervation sympathique était plus dense pour les vaisseaux de la
circulation carotidienne que ceux de la circulation vertébrale (Kobayashi et al., 1981).
Concernant I’innervation par le nerf cranien V (nerf trijumeau) des vaisseaux extracérébraux,
il s’agit d’une innervation par des nerfs sensitifs qui libérent, par un réflexe d’axone, la
substance P et le CGRP (Calcitonin-Gene-Related Peptide) dans la paroi vasculaire (voir

figure 3).

2. Le systeme nerveux intrinséque

Contrairement au systeme précédent, les corps cellulaires des neurones du systéme
nerveux intrinséque sont situés dans le tronc cérébral et leurs axones projettent sur les
artérioles intracérébrales et plus exactement sur les pieds astrocytaires. Il s’agit de neurones
cholinergiques dont les corps cellulaires sont situés dans le noyau basal de Meynert, de
neurones noradrénergiques dont les corps cellulaires sont situés dans le locus coeruleus et de
neurones sérotoninergiques dont les corps cellulaires sont situes dans le nucleus raphé. Ces
neurones semblent projeter exclusivement sur les artérioles du cortex cérébral. A cette
innervation originaire du tronc cérébral, il faut ajouter celle dévolue a des interneurones
GABAergiques et glutamatergiques qui innervent les artérioles intracérébrales (Drake &

ladecola, 2007) comme illustré dans la figure 3.
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Figure 3: Représentation schématique de I’innervation des vaisseaux cérébraux. Adapté de (Hamel,

2006).

L’innervation extrinséque des vaisseaux cérébraux qui courent a la surface de la pie-mére a pour origine le

ganglion cervical supérieur (neurones libérant de la noradrénaline (NA); le ganglion sphénopalatin

(neurones libérant de ’acétylcholine (Ach) et le ganglion trigéminal (neurones libérant la substance P (SP) et

le calcitonin gene-related peptide (CGRP)). Les microvaisseaux corticaux sont innervés par le systeme

nerveux intrinseque qui a son origine dans le tronc cérébral (corps cellulaires des neurones cholinergiques,

noradrénergiques et sérotoninergiques). On note également la présence d’interneurones GABAergiques et

glutamatergiques a projection vasculaire. A gauche est représentée ’unité neurovasculaire, avec la cellule

endothéliale (en orange) entourée des pieds astrocytaires (en beige) et d’un péricyte (en rouge), ainsi que des

neurones.
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I11. Le débit sanguin cérébral

Alors que le cerveau humain ne représente que 2% de la masse du corps, il
consomme au repos environ 20% de 1’oxygéne total utilisé par I’organisme soit 50 ml/min,
ce qui fait de lui I’'un des organes ayant le plus fort métabolisme. Comme les réserves
énergétiques sont quasi inexistantes dans le cerveau, le débit sanguin cérébral (DSC) doit en
permanence s’adapter a la demande métabolique, c’est-a-dire a I’activité neuronale. Au
repos, le DSC est d’environ 700 ml/min soit 50 ml/min/100g de tissu cérébral, avec des

valeurs plus élevées pour la substance grise que pour la substance blanche.

1. Les déterminants du débit sanguin cérébral

Le débit sanguin cérébral se définit par la formule :

DSC = pression de perfusion cérébrale / résistances vasculaires cérébrales

La pression de perfusion cérébrale est égale a la pression artérielle moyenne (PAM) auquel il
faut retrancher la somme « pression veineuse + pression intracranienne (pression exercée par
les composants liquidiens sur la dure-mere) ». Sachant que la PAM est égale au produit du
débit cardiaque par les résistances vasculaires périphériques totales (RVPt), il est évident que
le DSC dépend du débit cardiaque. Au repos, le DSC est égale a 15% du débit cardiaque. Si
I’on néglige les pressions veineuse et intracranienne, le DSC devient égal au rapport PAM /
RVC (résistances vasculaires cérébrales). Les RVC sont proportionnelles a la viscosité du
sang et au diameétre interne des vaisseaux de résistance. A viscosité sanguine constante, les
déterminants du DSC sont donc la PAM et le diamétre interne des vaisseaux de résistance. Il
s’agit de I’ensemble des vaisseaux intracraniens (capillaires sanguins cérébraux exclus). En
effet, contrairement aux autres organes, ou les vaisseaux en dehors de 1’organe sont des
vaisseaux de conductance, les vaisseaux situés a 1’extérieur du cerveau mais intracraniens
(artéres cérébrales, artéres piales et pénétrantes, artérioles) sont des vaisseaux de résistance et

donc impliqués dans le contréle de I’apport sanguin au parenchyme cérébral.
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2. Le contrdle des résistances vasculaires cérébrales

Les RVC sont influencées par les 4 mémes facteurs que ceux qui controlent les
résistances vasculaires périphériques totales. Il s’agit des facteurs : métabolique, nerveux,

myogene et humoral. Cependant, pour les RVC, le facteur métabolique joue un réle majeur.
a. Le facteur métabolique

Le facteur métabolique correspond au contréle du DSC par I’activité neuronale. Il
explique la relation linéaire existant entre le DSC local et la consommation en glucose ou la
consommation en dioxygene (O,) de la région considérée comme illustré dans la figure 4. Ce
couplage débit/métabolisme inclut 3 processus: le couplage neurovasculaire, la vasodilatation

dépendante du flux et la vasodilatation rétrograde propagée (ladecola, 2004).
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Figure 4: Relation entre la consommation régionale en O, (CMRO,) et le DSC (CBF) régional chez

le rat. (Zhu et al., 2007).
i. le couplage neurovasculaire

Le couplage neurovasculaire, encore appelé hyperhémie fonctionnelle, met en lien
I’activité des neurones et le DSC régional. En d’autres termes, c’est I’activité des neurones
c’est-a-dire leurs besoins en nutriments (glucose, dioxygene...) qui controle instantanément le

diametre des artérioles cérébrales (Girouard & ladecola, 2006). Les mécanismes qui Sous-
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tendent le couplage neurovasculaire sont mal connus. Cependant, il est généralement admis
que I’activité neuronale produit des métabolites vasodilatateurs dont 1’adénosine, le NO
(origine neuronale) et le dioxyde de carbone (CO,). Cependant, comme les pieds astrocytaires
sont a I’interface entre les neurones et les artérioles, différents travaux se sont intéressés au
rle des astrocytes dans le couplage neurovasculaire et ont fait 1’objet de 2 revues récentes
(Dunn & Nelson, 2014; Howarth, 2014) que nous nous proposons de résumer.

Pour comprendre I’implication potentielle des astrocytes dans le couplage neurovasculaire, il

faut rappeler les 2 grandes localisations des astrocytes.

> Les astrocytes du parenchyme cérébral qui sont en contact non seulement avec
I’endothélium des artérioles intra-parenchymateuses et des capillaires cérébraux mais
aussi avec les neurones et les astrocytes environnants. La figure 5 montre qu’un seul
astrocyte est capable de communiquer avec de nombreux types cellulaires, la

communication étant assurée par des jonctions communicantes.
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Figure 5 : Communication des astrocytes avec les cellules qui les avoisinent dans le parenchyme

cérébral.
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» Les astrocytes qui tapissent la surface piale du cerveau et forment la membrane gliale
limitante. Ils sont situés a I’interface avec les artérioles piales et les neurones corticaux
comme le montre la figure 6.

dure-mere

arachnoide
espace

o veine
sous-arachnoidien
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tissu

conjonctif

Figure 6 : Localisation de la membrane gliale limitante (=glia limitans).

Quelle que soit leur localisation, il est admis que les astrocytes répondent a
I’hyperactivité neuronale par une augmentation de leur concentration cytosolique en calcium
(Ca?") et que ce Ca?* est a Iorigine de la vasodilatation. Le Ca®" active la phospholipase A;
d’ou la production de différents médiateurs vasorelaxants a partir de I’acide arachidonique
(prostaglandine E2, les acides epoxyeicosatriénoiques). Ces mediateurs sont sécrétés par les
pieds astrocytaires et diffusent en direction du muscle lisse artériolaire. 1l en résulte une
activation des canaux potassiques des cellules musculaires lisses, d’ou leur hyperpolarisation
et leur relaxation (via ’activation des canaux Kir). Le Ca?* peut également activer des canaux
potassiques dépendants du Ca?* de I’astrocyte et induire, via une augmentation de la
concentration extracellulaire du potassium, une hyperpolarisation des cellules musculaires
lisses et donc leur relaxation. L’acide arachidonique peut également étre secrété par
I’astrocyte et transformé par les cellules musculaires lisses en acide 20-
hydroxyeicosatetraeonique (20-HETE), un composé qui inhibe leurs flux potassiques et
exerce un effet vasoconstricteur. En conséquence, 1’élévation de la concentration en Ca?t
peut conduire a un effet vasodilatateur ou vasoconstricteur en fonction de la voie de
signalisation dominante. Cependant la contribution des astrocytes a la régulation du DSC in
Vivo est largement controversée. En effet, il n’est pas certain que la réponse calcique des
astrocytes soit suffisamment rapide pour étre impliquée dans le couplage neurovasculaire. On
peut mentionner ici que les 2 principaux médiateurs, d’origine neuronale, reconnus capables
d’induire 1’élévation de la concentration astrocytaire en calcium, sont I’ATP (adénosine tri-

phosphate) et le glutamate.
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Des travaux récents (Kim et al., 2015), conduits sur un modéle ou les artérioles
intracérébrales sont perfusées et pressurisées directement sur des coupes de cerveau viennent
de montrer que I’augmentation du flux intravasculaire induisait une vasoconstriction. Ainsi
les astrocytes sont capables non seulement de contréler la vasomotricité (communication dans
le sens astrocytes vers artérioles) mais aussi de répondre aux changements hémodynamiques
(communication dans le sens artérioles-astrocytes). La encore, les mécanismes impliqués
restent & confirmer : augmentation de la concentration calcique et ATP astrocytaire, activation
des récepteurs TRPV4 (transient receptor potential vanilloide 4).

Enfin, méme si les médiateurs biochimiques et cellulaires du couplage neurovasculaire
restent & définir de facon plus précise, il faut retenir que ce couplage ne fait pas intervenir les
cellules endothéliales. En revanche, I’hyperhémie induite par I’activité neuronale va induire
de «facon automatique » une vasodilatation supplémentaire via 2 processus qui sont la
vasodilatation dépendante du flux et la vasodilatation rétrograde propagée. Ces 2 processus
sont nécessaires pour satisfaire 1’augmentation des besoins métaboliques. En d’autres termes,
il existe une réponse coordonnée de la vasomotricité entre les microvaisseaux (artérioles

intracérébrales) et les artéres nourricieres (Zonta et al., 2003; Mulligan & MacVicar, 2004).

ii. la vasodilatation dépendante du flux

Il s’agit de la vasodilatation induite par une augmentation du débit sanguin dans le
vaisseau lui-méme et, plus précisément, de la vasodilatation induite par 1’augmentation des
forces de cisaillement exercées par le sang sur I’endothélium (shear stress en anglais, SS). Il
s’agit de la force tangentielle provenant du frottement du sang qui se déplace sur la surface
endothéliale et dont I’importance des effets a ¢été identifiée pour la premiere fois par Caro et
coll. (Caro et al., 1969). Le SS (exprimé en dynes par unité de surface) est proportionnel a la
viscosité du sang et au débit sanguin dans le vaisseau et inversement proportionnel au rayon

vasculaire selon la formule suivante :

SS = 4r1Q/
Trs

n = viscosité du sang, Q = débit sanguin dans le vaisseau, r = rayon du vaisseau
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La vasodilatation dépendante du flux nécessite d’abord la détection par 1’endothélium
des modifications hémodynamiques puis la réponse de ’endothélium a ses modifications
notamment la sécrétion de NO (Rees et al., 1989) et, a moindre mesure, de la prostacycline
(PGI2) (Grabowski et al., 1985) et de I’activateur tissulaire du plasminogéne (t-Pa) (Diamond
et al., 1990). Les mécanismes par lesquels les forces mécaniques sont converties en signaux
biochimiques a I’intérieur des cellules endothéliales ne sont pas vraiment connus mais
probablement multiples incluant des canaux ioniques, des récepteurs a activité tyrosine
kinase, des récepteurs couplés a une protéine G, les caveoles, des protéines d’adhérence, le
glycocalyx (Lansman, 1988; Ando & Yamamoto, 2009). En tout cas, la vasodilatation
dépendante du flux est un processus qui nécessite I’intégrité physique et fonctionnelle de
I’endothélium. Ainsi, la vasodilatation dépendante du flux est altérée dans les pathologies
associées a une dysfonction endothéliale comme 1’hypertension artérielle, le diabéte de type 2
et I’age aussi bien chez ’Homme que chez I’animal et aussi bien a 1’étage périphérique que
cérébral. Dans ces situations, 1’augmentation du DSC en réponse a I’hyperactivité neuronale
sera moindre (Paniagua et al., 2001; Henry et al., 2004; de la Torre & Aliev, 2005; Guo et al.,
2010; Viboolvorakul & Patumraj, 2014).

In vivo, le débit sanguin dans un vaisseau diminue avec le calibre vasculaire mais le
rayon chute plus vite que le débit. Aussi, ¢’est au niveau des artérioles et des capillaires
sanguins que le SS est le plus élevé dans I’arbre vasculaire comme le montre la figure 7
(Rocca A et al., 2007). Il est également plus élevé dans 1’aorte que la veine cave. De fagon
importante, la vasodilatation dépendante du flux est une réponse quasi immédiate a 1’élévation
du SS (Lehoux et al., 2006).

Veine cave
Grosses veines
Veinules
Capillaires
Artérioles
Greffons artériels

Aorte descendante

Aorte ascendante
T T T T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Force de cisaillement (dyn/cm?)

Figure 7 : Valeurs des forces de cisaillement exercées par le sang sur ’endothélium vasculaire.

(Rocca et al., 2007).
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L’hypersécrétion de NO, en réponse au stimulus mécanique que représente le SS, est
le résultat d’une activation de la NO synthase endothéliale (eNOS) d’une part et une induction
de la synthése de cette enzyme par I’endothélium d’autre part. L’activation de la eNOS est
induite par la phosphorylation de I’enzyme Akt (serine/threonine kinase/protein kinase B) qui
a son tour phosphoryle la eNOS sur la sérine en position 1177 (Dimmeler et al., 1999). La
eNOS phosphorylée sur la serine en position 1177 produit 10 fois plus de NO que la forme
non phosphorylée (Corson et al., 1996). Sur le plan mécanistique, la phosphorylation
augmente la sensibilité de ’enzyme au Ca®" mais ne conduira & une augmentation de la
production de NO que si I’enzyme est également déphosphorylée sur la thréonine en position
495. En effet, phosphorylée sur la thréonine 495, la calmoduline (protéine qui fixe le Ca®*) ne
peut pas se fixer a I’enzyme (Davies et al., 2013). Le NO d’origine endothéliale, diffuse dans
les cellules musculaires lisses sous-jacentes ou il active la guanylate cyclase soluble qui
transforme la guanosine triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate cyclique (GMP¢),
un second messager qui induit un relaichement musculaire via I’activation de canaux
potassiques (hyperpolarisation) suivi d’une inhibition des canaux calciques dépendants du

potentiel.

Replacée dans le contexte du couplage DSC/métabolisme cérébral, la vasodilatation
dépendante du flux a pour élément déclencheur I’augmentation du flux dans les artérioles
cérebrales qui a été induite par I’hyperactivité neuronale. Cette vasodilatation supplémentaire
qui fait suite au couplage neurovasculaire se manifeste en amont des artérioles cérébrales car,

en aval, les vaisseaux sont des capillaires et ne peuvent pas se relacher en réponse au NO.

Cependant, il faut souligner que les expériences sur vaisseaux cérébraux isolés (ACM,
carotide) ont montré que la réponse vasculaire a une élévation du SS était tres variable, une
vasodilatation dépendante de 1’endothélium (You et al., 1997), une vasoconstriction
indépendante de I’endothélium (Bryan et al., 2001b) ou les 2 ayant été reportées (Shimoda et
al., 1996; Bryan et al., 2001a). Toutefois, 1’origine de la variabilité de la réponse n’est, a notre

connaissance, pas comprise.

31



Etat de ’art

iii. la vasodilatation rétrograde propagée

La vasodilatation rétrograde propagée (VRP) est I’'un des éléments de la réponse
vasculaire propagée. Par définition, la réponse vasculaire propagée est un phénomene initié
par un stimulus local induisant une vasodilatation ou une vasoconstriction et qui se propage
rapidement de fagon bidirectionnelle de facon indépendante du flux et de I’innervation
vasculaire. Ce phénomene, décrit par Segal et Duling en 1986, s’observe aussi bien au niveau
des artérioles périphériques qu’au niveau de celles du cerveau et peut étre étudié soit sur

vaisseau isolé soit in vivo chez 1’animal anesthésié (Segal & Duling, 1986).

La VRP est une vasodilatation qui se propage comme son nom I’indique dans le sens
opposé au flux sanguin et qui en conséquence affecte les vaisseaux en amont du site
d’initiation de la vasodilatation donc a distance du site de I’activation neuronale. Ce
phénoméne a été mis en évidence pour la premiere fois par Hilton qui a montré que la
contraction du muscle soléaire s’accompagnait d’une augmentation de calibre de 1’artére
fémorale (Hilton, 1959). Plus tard, il a ét¢ montré que ce phénoméne s’appliquait aux
vaisseaux de la circulation cérébrale. Ainsi, la stimulation des vibrisses du rat conduit & une
vasodilatation des artérioles piales situées bien en amont des artérioles présentes dans les aires
corticales activées (Cox et al., 1993; Erinjeri & Woolsey, 2002).

Les mécanismes qui sous-tendent la réponse vasculaire propagée sont de mieux en mieux
compris pour les vaisseaux périphériques mais font encore 1’objet de larges débats pour les
vaisseaux cérébraux (Jensen & Holstein-Rathlou, 2013). La VRP est initiée par la
vasodilatation induite par I’hyperactivité neuronale. L.’augmentation du flux induit un courant
hyperpolarisant longitudinal qui se propage des artérioles intracérébrales aux arteres piales et
méme aux arteres cérébrales. 1l en résulte une chute des résistances vasculaires cérébrales
d’ou une augmentation du flux sanguin et une activation de la vasodilatation dépendante de
I’endothélium. 1l vient d’étre élégamment démontré que 1’endothélium était indispensable a la
VRP (Chen et al., 2015). En effet, les auteurs ont montré que la perturbation de I’endothélium
cérébral (induite par une réaction photochimique localisée) annulait la VRP des artéres piales
pendant I’application d’un stimulus évoquant une hyperhémie fonctionnelle. Les mécanismes
qui sous-tendent le courant hyperpolarisant associés a la VRP restent cependant flous. La
communication intercellulaire mediée par les jonctions communicantes reliant les cellules
endothéliales adjacentes d’une part et reliant les cellules endothéliales et les cellules
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musculaires sous-jacentes (jonctions endothéliaux-musculaires) d’autre part semble étre
impliquée. Quelles que soient les voies de signalisation impliquées, la VRP pourrait expliquer
pourquoi I’hyperactivit¢ d’une région circonscrite du cerveau ne conduit pas a une

hypoperfusion des régions non hyperactives, évitant ainsi leur souffrance neuronale.

En résumé, I’hyperactivité neuronale va conduire a une vasodilatation non seulement
des artérioles (couplage neurovasculaire — endothélium indépendant) mais aussi des vaisseaux
de résistances situées en amont (vasodilatation dépendante du flux et vasodilatation rétrograde

propagée — dépendante de 1’endothélium).

b. Le facteur humoral

Le contréle du DSC par le facteur humoral correspond a I’'impact des substances
circulantes sur le DSC. Parmi celles-ci, on peut citer les gaz du sang (CO; et O,), I’adrénaline,
I’angiotensine II et 1’aldostérone. Cependant, ce sont aux variations de la pression partielle du

sang artériel en CO, (paCOy) que le DSC est le plus sensible.

i. paCO;,

La tres forte sensibilitt au CO, de la vasomotricité est une caractéristique de
I’ensemble des vaisseaux de la circulation cérébrale (des grosses arteres extra-craniennes
jusqu’aux artérioles intra-parenchymateuses) et explique pourquoi la paCO, est toujours
controlée dans les études qui s’intéressent a la régulation du DSC.

La paCO; est une constante physiologique dont la valeur normale est comprise entre 35 et
45 mmHg chez I’Homme. Il a ét¢ montré qu’une variation de 1 mmHg de la PaCO, induisait
une variation dans le méme sens du DSC global de 1 a 2 ml/min/100g (Brian, 1998). Ainsi,
une hypercapnie augmente le DSC et une hypocapnie le diminue. De fagcon importante, la
réponse du DSC aux changements de paCO, se manifeste en 30 secondes et est maximale en
2 minutes. Cependant, alors que la réponse a I’hypercapnie est indépendante du vaisseau, la
réponse a I’hypocapnie est, quant a elle, plus marquée pour I’AV que pour I’ACIL, ’ACM et
I’ACA (Willie et al., 2012).
L’effet vasodilatateur du CO,, présent dans le sang est indépendant de son effet sur le pH
sanguin (acidose) mais est a relier a la diffusion du CO; dans la paroi des artéres et a travers la
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BHE. Le CO; est ensuite hydraté en acide carbonique qui se decompose rapidement, grace a
la présence d’une anhydrase carbonique en ions H® et HCOs;. L’acidose du secteur
extracellulaire induit via une hyperpolarisation (activation de canaux potassiques) des cellules
musculaires lisses d’ou une réduction du flux calcique entrant a I’origine de la relaxation du
vaisseau (Nelson & Quayle, 1995; Kitazono et al., 1997; Battisti-Charbonney et al., 2011).
Ainsi, I’application de solutions hyper- et hypo-capniques non tamponnées sur le cerveau
aprés réalisation d’une fenétre cranienne induit respectivement une augmentation et une
réduction du diameétre des arteres piales (Kontos et al., 1978). A I’inverse, si le pH est
neutralisé, ces solutions sont dépourvues d’effet vasomoteur. Evidemment, 1’effet
vasodilatateur du CO, va s’accompagner d’une vasodilatation dépendante du flux (dépendante
de I’endothélium, dépendante du NO) expliquant pourquoi le NO a été impliqué dans
I’augmentation du DSC global induit par I’hypercapnie.

ii. paO,

Les vaisseaux de la circulation cérébrale sont moins sensibles a la paO, qu’a la paCO,
et les vaisseaux de la circulation carotidienne sont plus sensibles aux variations de p,O, que
les vaisseaux de la circulation vertébrale (Willie et al., 2012). Ainsi, une diminution de 1% de
la saturation du sang en O, (en isocapnie) entraine une augmentation du DSC global de 0,5 a
2,5%. L’effet de I’hypoxémie sur le DSC se manifeste pour des valeurs de paO, inférieures a
60 mmHg (c’est également le seuil qui déclenche ’hyperventilation). En revanche, le DSC

est relativement insensible a I’hyperoxémie.

iii. adrénaline

Un autre facteur humoral qui pourrait controler le DSC est 1’adrénaline (Bolduc et al.,
2013). Cette hormone pourrait agir sur la face luminale des cellules endothéliales de 1’arbre
vasculaire cérébral et induire une vasodilatation via I’activation de récepteurs B-adrénergiques
endothéliaux (récepteurs couplés a une protéine Gs) et la stimulation de la production de NO
(phosphorylation de eNOS) qui en découle. Ainsi, I’hyperactivit¢ sympathique qui
accompagne la réalisation d’une AP pourrait exercer un effet vasodilatateur cérebral via la

libération d’adrénaline par les médullosurrénales.
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c. Le facteur myogene

Le facteur myogene, connu aussi sous le nom d’effet Bayliss (Bayliss et al., 1895)
correspond a la réponse du muscle lisse vasculaire en réponse a un changement de pression
intravasculaire. Selon cet effet, une augmentation de pression intravasculaire induit une
vasoconstriction alors qu’une réduction exerce 1’effet opposé. Ainsi, le débit sanguin d’un
organe est relativement indépendant de la pression artérielle. Les mécanismes impliqués dans
la réponse musculaire aux variations de pression intravasculaire sont relativement méconnus.
L’augmentation de la pression intravasculaire serait détectée par des canaux TRP (transient
receptor potential channel) des cellules musculaires lisses dont ’activation induirait une
dépolarisation d’ou I’ouverture des canaux calciques dépendant du potentiel et une
augmentation de la concentration en Ca?* a I’intérieur des cellules musculaires suffisante pour

induire leur contraction (Earley et al., 2004; Reading & Brayden, 2007).
d. Le facteur nerveux
i. innervation extrinseque

La régulation du DSC par le sympathique semble négligeable en conditions
physiologiques (Harper et al., 1972; Alm & Bill, 1973). En revanche, en cas d’hypertension
artérielle, le sympathique (ganglion cervical supérieur) pourrait via 1’activation des
récepteurs a1 vasculaires induire une vasoconstriction et protéger ainsi les vaisseaux intra-
parenchymateux. En effet, la résection unilatérale du ganglion cervical supérieur pendant
I’induction d’une hypertension conduit a une 1ésion des vaisseaux corticaux (ter Laan et al.;
Heistad et al., 1978; ter Laan et al., 2013).

Les données concernant le contréle du DSC par le parasympathigue sont tres limitées

et les résultats dépendent de I’espéce considérée. Alors que le parasympathique induit une
vasodilatation dépendante de I’acétylcholine chez le porc (activation de récepteurs
muscariniques endothéliaux), la stimulation du parasympathique ou son inhibition est sans
effet sur le DSC basal chez le rat (Pinard et al., 1979). Chez I’Homme, le blocage systémique

du parasympathique potentialise les effets de 1’autorégulation cérébrale (Hamner et al., 2012).
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Enfin, concernant I’innervation vasculaire par le nerf cranien V, I’activation des fibres

sensitives libére, par réflexe d’axone, au niveau de la paroi du vaisseau innervé la substance P
et le CGRP. Il s’agit de neuropeptides vasodilatateurs impliqués dans la céphalée

migraineuse. Leur effet sur DSC en 1’absence de migraine n’est pas connu.

ii. innervation intrinséque

A notre connaissance, I’impact réel des interneurones glutamatergiques et

GABAergiques sur le DSC reste a définir.

e. L'autorégulation cérébrale

On entend par autorégulation cérébrale le fait que le DSC global est relativement
indépendant de la PAM tant qu’elle reste comprise entre 50 et 160 mmHg. Cette notion a été
proposée par Lassen en 1959 et est illustrée dans la figure 8A (Lassen, 1959). Cette figure a
été construite a partir de 7 études incluant des patients dont la PAM était modifiée par un
traitement pharmacologique ou une pathologie. Elle montre qu’en dessous de 50 mmHg
et au-dessus de 160 mmHg, le DSC suit les valeurs de la PAM d’ou, respectivement, un
risque de souffrance neuronale et d’hémorragie cérébrale. En revanche, entre ces 2 bornes, le
DSC global reste constant. Chez le rat, il a ét¢é montré qu’une augmentation de pression
artérielle de 1 mmHg augmentait le DSC de 0,37% en tout cas pour des valeurs de PAM
comprises entre 81 et 172 mmHg (Kontos et al., 1978). Dans la méme étude, les auteurs
rapportent que les artéres piales (diamétre de 37 a 59 um) se dilatent quand la pression
artérielle dépasse 170 mmHg et que les artéres plus larges (diametre de 117 a 174 um) ne

changent pas de calibre (méme quand la pression artérielle atteint 190 mmHg).

Les mécanismes qui sous-tendent I’autorégulation cérébrale ont fait 1’objet de
nombreux travaux (Ogoh, 2008; Ainslie & Brassard, 2014) dont de belles revues (lde &
Secher, 2000; Querido & Sheel, 2007; Secher et al., 2008; Ogoh & Ainslie, 2009; Seifert &
Secher, 2011) et font encore débat. Il est cependant admis que le facteur myogeéne et le
facteur nerveux extrinséque (sympathique et parasympathique) contribuent a 1’autorégulation
avec une importance relative de ces facteurs qui differe entre les especes animales et le
vaisseau considéré (Ainslie & Brassard, 2014). Chez I’Homme, il vient d’étre montré que le
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facteur myogene et le facteur nerveux extrinseque (sympathique et parasympathique)
expliquaient a eux deux 62% de la relation existant entre la pression artérielle et le flux
sanguin dans ’ACM (Hamner & Tan, 2014).

Toutefois, la relative indépendance du DSC global aux changements de PAM a été
récemment remise en cause par Willie et al. (2014). Les auteurs, qui ont analysé 41 études
conduites chez des patients sains, montrent que la pente de la relation existant entre les
variations de DSC et les variations de PAM (exprimées en pourcentage) était de 0,81 pour
I’hypertension et seulement 0,2 pour 1’hypotension. Ces données indiquent que le DSC est
bien plus sensible aux variations de PAM que ce qui est généralement indiqué dans les livres
de physiologie (Willie et al., 2014). La Figure 8B montre que le DSC change dés que la PAM
passe sous 90 mmHg et au-dessus de 110 mmHg.

Débit Sanguin Cérébral
Résistances vasculaires
cérébrales

v

» t

50 150 50 150

Pression de perfusion Pression de perfusion
(mmHg) (mmHg)

Figure 8: Influence de la pression de perfusion cérébrale sur le débit sanguin cérébral et les

résistances vasculaires cérébrales. A)données classiques, B) nouvelles données (Willie et al., 2014).

En fait, I’autorégulation cérébrale serait sensible non pas uniquement aux valeurs de
PAM mais surtout a la vitesse du changement de ces valeurs (Tan, 2012) d’ou la notion
d’autorégulation cérébrale statique (modification durable de la PA) et d’autorégulation

cérébrale dynamique (modification transitoire de la PA).
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V. Effets de I’activité physique sur le débit sanguin cérébral

Il faut différencier les modifications du DSC de repos, induites par un entrainement
physique (répétitions réguli¢res de sessions d’exercice) des modifications du DSC observées

pendant la réalisation de chaque exercice.

Concernant ’effet de I’entrainement physique, les études précliniques (Swain et al., 2003;
Ding et al., 2006; Rhyu et al., 2010; Viboolvorakul & Patumraj, 2014) et cliniques (Murrell et
al., 2013) s’accordent a montrer que 1’entrainement physique d’une durée suffisante (3 a 10
semaines) conduit a une élévation du DSC de repos. Cette amélioration de 1’apport sanguin au
cerveau a I’¢tat basal s’explique pour I’essentiel par une stimulation de l’angiogenése
(formation de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants). Dans notre
travail, la durée du protocole d’AP a été limitée a 7 jours. Aussi, nous ne développerons que
les études s’intéressant aux modifications du DSC observées pendant la réalisation d’un

exercice.

1. Elévation du DSC pendant P’activité physique

a. Etudes chez ’Homme

Les premiéres études consacrées a la mesure du DSC global pendant la réalisation
d’un exercice utilisaient des mesures s’appuyant sur le principe de Kety et Schmidt qui fait
appel a des dosages dans le sang artériel et dans le sang de la jugulaire (Kety & Schmidt,
1948). Elles ont unanimement concluent que le DSC global n’augmentait pas pendant la
réalisation de I’AP (Scheinberg et al., 1954; Madsen et al., 1993; Ide & Secher, 2000;
Querido & Sheel, 2007; Sato & Sadamoto, 2010), idée actuellement largement répandue.
Cependant, les résultats se basant sur le principe de Kety et Schmidt étaient entachés d’erreurs
pour trois raisons :

- la veine jugulaire interne est collapsée pendant les exercices réalisés en position debout
- le retour veineux met également en jeu les veines spinales
- le drainage du cerveau par les veines jugulaires est asymétrique, or le sang est prélevé au

niveau d’une seule jugulaire.
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Actuellement, les spécialistes du sujet s’accordent a penser que le DSC global augmente
pendant la réalisation d’une AP a la condition que celle-ci sollicite une masse musculaire

suffisante ou qu’elle soit d’intensité suffisante (Ide et al., 1998).

La mesure du DSC pendant la réalisation d’une AP fait souvent appel aujourd’hui, au
couplage de la débimétrie doppler et de 1’échographie. La premiére mesure la vitesse du sang
dans le vaisseau et la seconde le diametre du vaisseau « sondé ». Ces 2 parameétres permettent
la mesure du débit sanguin qui est égal au produit (vitesse du sang dans le vaisseau) x
(surface de section du vaisseau). Pendant la contraction volontaire maximale de la main
(activite de serrage), le flux augmente dans I’ACM controlatérale a la main active, effet
associé a une augmentation du DSC global de 12,5% et a une augmentation de la saturation
du sang veineux jugulaire en O, (Fisher et al., 2013) indiquant que 1’apport sanguin dépasse
les besoins métaboliques. Pendant une activité de pédalage, le débit sanguin augmente de
facon bilatérale dans les vaisseaux de la circulation vertébrale (arteres vertébra les, basilaire
et cérébrale postérieure) et dans ceux de la circulation carotidienne (artéres carotides
communes et internes, cérébrales antérieures et moyennes), indiquant que le DSC augmente
de facon globale pendant I’AP. Il est important de préciser que pour des AP dynamiques de
30, 50 et 70% de la consommation maximale en O,, Iaugmentation du débit dans les
vaisseaux de la circulation cérébrale est proportionnelle a I’intensité de I’AP. En revanche
pour des AP plus intenses, il n’y a pas d’augmentation supplémentaire du DSC global voire

une diminution. Les raisons sont présentées plus loin.

Enfin, la circulation vertébrale répond plus que la circulation carotidienne a 1’AP.

Ainsi, ’augmentation du flux sanguin induite par une activité de pédalage (sur cyclo-
ergomeétre) a 70% de la consommation maximale en O, est plus élevée dans les arteres
vertébrales (AV) que les arteres carotides internes (ACI) (+40% vs + 15%) (Sato et al.,
2011). Les mécanismes a ’origine de cette réponse différentielle entre les circulations
carotidienne et vertébrale restent hypothétiques. Il est possible que les besoins métaboliques
des régions irriguées par la circulation vertébrale (cervelet, tronc cérébral, moelle épiniére)
soient supérieurs aux besoins des régions irriguées par la circulation carotidienne. Une autre
explication est une différence de réponse aux mécanismes d’autorégulation cérébrale et/ou
aux agents vasomoteurs entre I’AV et I’ACI. En effet, I’AV est plus sensible a I’hypoxie et a
I’hypocapnie que I’ACIL, ’ACM et I’ACP (Willie et al., 2012). Ainsi, aux exercices intenses,
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I’augmentation de débit dans 1’ACI impliquerait uniquement une élévation de la vitesse du
sang alors que I’augmentation de débit dans I’AV mettrait également en jeu une augmentation

de son diametre.

L’utilisation de la technique de tomographie par émission de positons (H2015) pour
mesurer les DSC global et régional a également conclu & une augmentation du DSC global
pendant la réalisation d’une activité de pédalage (Hiura et al., 2014). Les auteurs rapportent
une augmentation du DSC global (+28%) & la 5°™ min mais pas a la 15°™ min alors que la
réponse cardiovasculaire a I’AP (pression artérielle, débit cardiaque, consommation en O,) est
la méme aux 2 temps. Cette discordance suggére I’absence de lien entre DSC global et
réponse cardiovasculaire a I’exercice. En revanche, aux 2 temps le débit est augmenté dans le
cortex sensorimoteur représentatif des membres inférieurs et le cervelet alors que le débit
n’est augmenté qu’au temps précoce dans ’aire motrice supplémentaire et le cortex insulaire
droit. 1l a également été montré que le DSC global évalué par la consommation du cerveau en
O, augmentait de 12% pendant un exercice de serrage d’une main et de 21% lors d’une

activité de pédalage (Fisher et al., 2013).
b. Etudes chez I'animal

Les études consacrées a la mesure du DSC pendant la réalisation de I’AP chez
I’animal sont peu nombreuses et résumeées dans le tableau 1. Dans ces études, le DSC est
mesuré par différentes techniques: la technique des microsphéres qui consiste a injecter par
voie systémique des microsphéres radiomarquées et a faire le rapport entre radioactivité du
sang artériel et radioactivit¢ du parenchyme cérébral, la technique a I’iodoantipyrine
radiomarquée de principe similaire a la précédente et la débimétrie doppler laser, la sonde
étant implantée dans la structure cérébrale d’intérét. Seule la derniére technique permet
évidemment une mesure en continue du DSC régional, les 2 premieres permettant quant a
elles a la fois de mesurer le DSC régional et le DSC global. Concernant les modalités d’AP, il
s’agit le plus souvent d’une activité sur tapis roulant qui présente 1’intérét de pouvoir maitriser
I’intensité et la durée de I’AP. Cependant, les publications sur le sujet ne précisent que trés
rarement 1’intensité de I’ AP en terme de consommation en O,.

Le premier point a souligner est que peu d’études se sont intéressées a 1’effet de I’AP sur le
DSC global (Foreman et al., 1976; Gross et al., 1980; Parks & Manohar, 1983; Manohar,
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1986) mais que toutes concluent a 1’absence de modifications du DSC global. La majorité des
études se sont focalisées sur les variations du débit sanguin régional. Elles rapportent une
augmentation du DSC régional soit dans le cortex uniquement (Gross et al., 1980; Kimura et
al., 1994), soit dans le cervelet uniquement (Foreman et al., 1976; Pannier & Leusen, 1977;
Parks & Manohar, 1983; Manohar, 1986), soit dans une multitudes de régions cerébrales
(Holschneider et al., 2003).

uniquement dans les régions impliquées dans la motricité. Cependant, trois études ont

Ainsi, il est souvent considéré que I’AP augmente le DSC

rapporté grace a la technique de débitmétrie doppler laser, une augmentation du debit sanguin
dans I’hippocampe, lors d’une course sur tapis roulant chez le rat (Nakajima et al., 2003;
Nishijima & Soya, 2006; Nishijima et al., 2012).

130a 260cm/s
Foreman DL ef al., Porc Tapis 30min . N -
: -
1976 miniature roulant 0-10% Microsphéres cortex cérébelleux
inclinaison
Pannier JL et al., . Tapis Intensité . N -
: '
1977 chien roulant modérée Microsphéres cortex cérébelleux
. Tapis Intensité . N
Gross PM et al., 1980 chien L Microsphéres /7 cortex moteur
roulant modérée
Parks CM et al., 1983 poney Tapis Intensité Microsphéres 7 cortex cérébelleux de 30%
roulant graduelle
Tapis . e . N .
Manohar M, 1986 poney roulant Forte intensité Microsphéres 7 substance grise cervelet
570 cm/s,
Sikkes BP et al., one Tapis 5,15,26 min microsphéres ‘v (toutes les régions)
1992 poney roulant inclinaison P pour EX de 26 min
7%
Kimura ef al., 1994 rat Tapis 4 cm/s, 30 sec Debitmétrie Doppler- 7 cortex
roulant Laser
Ollenberger et al., Nage He-isopropyl-p-
1998 rat volontaire ! iodoamphétamine Aucun changement
Manoh?;é\é{ eal., cheval ri:ll::il]slt 800;;15300 microspheres v dans substance blanche
Porc Tapis 70 et 100% . N 7 25% a4 70 % VO,max
Delp MD et al.. 2001 miniature roulant VO,max microsphéres dans aires subcorticales
Holschneider et al., Tapis . s A .
: . . - ' . 5
2003 rat roulant 3.1 cm/s, 45 min C-iodoantipyrine cortex, striatum, thalamus
" Tapis 2.4.8cm/s, 30s e a .
. i ; - ”
Nakajima et al., 2003 rat roulant ou 3 min Débitmétrie Doppler-laser hippocampe
Nishijima & Soya, Tapis e .
: - s
2006 at roulant 16 cjs, 2h Débitmétrie Doppler-laser hippocampe
L Tapis . PP .
Nishijima et al., 2012 rat roulant 16 cm/s, 80 min  Débitmétrie Doppler-laser 7 hippocampe

Tableau 1 : DSC pendant la réalisation d’une activité physique chez I’animal.
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2. Hyperactivité sympathique pendant ’activité physique

Pendant la réalisation de 1I’AP, I’impératif est que 1’organisme assure un apport
sanguin approprié aux muscles qui se contractent afin de satisfaire leurs besoins métaboliques.
L’augmentation du débit sanguin aux muscles en activité s’explique par la vasodilatation des
artérioles du tissu musculaire (vasodilatation induite par les métabolites vasodilatateurs),
I’augmentation du débit cardiaque et la réduction de I’apport sanguin aux organes non
impliqués dans la réalisation de 1’AP notamment le tube digestif et ses annexes, le rein et la
peau. Les 2 derniers processus sont le résultat d’une hyperactivité sympathique via
I’activation par la noradrénaline respectivement des récepteurs 1 cardiaques (effet inotrope et
chronotrope positif) et al vasculaires (effet vasoconstricteur). L’augmentation du débit
cardiaque explique également pourquoi la pression artérielle s’éléve pendant I’ AP en dépit de
la réduction des résistances vasculaires périphériques totales (dont 1’origine est la
vasodilatation au niveau des muscles actifs).

L’hyperactivité sympathique est le résultat de 1’activation des centres bulbaires
sympathiques (cardioaccélérateur, vasomoteur et adrénalinosécréteur) par 3 mécanismes (voir

figure 9) qui sont : la commande centrale (ce sont les voies nerveuses activées avant méme la

réalisation de 1’exercice et qui prennent naissance dans le cortex préfrontal), le réflexe de
pression (ce sont les voies nerveuses sensitives qui ont leur origine dans les muscles
squelettiques et qui sont activées par les produits du métabolisme musculaire, le baroréflexe
(ce sont les voies nerveuses sensitives qui ont leur origine dans le sinus carotidien et la crosse

de I’aorte qui sont activées au début de I’exercice par I’hypotension artérielle).

centres bulbaires
sympathiques
? corps cellulaire du
neurone sensitif

commande
centrale .

activation
des centres sympathiques

& rosse aortique m

vasomoteur cardio- adrénalino-
accélérateur  sécréteur

sinus . ;.
carotidien

réflexe de
pression

Figure 9 : Mécanismes conduisant a I’hyperactivité

sympathique pendant la réalisation d’une activité physique. 42
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3. Mécanismes impliqués dans 1’élévation du débit sanguin cérebral

La figure 10 résume les mécanismes impliqués dans 1’élévation du DSC observée
pendant la réalisation de I’AP. L’augmentation du DSC met en jeu:
- la diminution des résistances vasculaires cerébrales en réponse a I’hyperactivité
neuronale (couplage neurovasculaire et vasodilatations dépendante du flux et propagée
rétrograde) et a 1I’hypercapnie (contréle humoral) associées a I’AP

- une élévation du débit cardiaque

v

N Hyperactivité Hypercapnie

neuronale \l /

v Résistances

vasculaires cérébrales \
]

7 DSC

N

7 Débit cardiaque

Figure 10: Mécanismes impliqués dans I’augmentation du débit sanguin cérébral (DSC) lors de la

réalisation d’une activité physique (AP).

Les données les plus récentes suggerent méme que 1’augmentation de la pression
artérielle pourrait également contribuer a augmenter le DSC pendant la réalisation de 1’AP
(Willie et al., 2014) On notera que le DSC augmente pendant I’AP en dépit de I’effet
vasoconstricteur du sympathique sur les artéres cérébrales et piales, qui pourrait alors étre

masqué par I’effet vasodilatateur de I’adrénaline.
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a. Augmentation de I’activité neuronale

Pendant la réalisation de I’AP, I’activité neuronale augmente de fagon proportionnelle
a I’intensité de I’AP (Czurko et al., 1999; Querido & Sheel, 2007). L’hyperactivité neuronale,
en tout cas celle observée dans le cortex cérebral, est a relier a I’activation des aires motrices
(Orgogozo & Larsen, 1979) impliquées dans la contraction volontaire des muscles et a
I’activation des aires somesthésiques par les voies nerveuses sensitives d’origine musculaire
(voies métabotropes, voie de la proprioception consciente). En cas d’activité locomotrice sur
tapis roulant, I’hyperactivité neuronale s’observe également dans les régions sous-corticales,

notamment les ganglions de la base (Shi et al., 2004) et I’hippocampe (Nishijima et al., 2012).

b. Augmentation de la paCO,

Il est bien connu que I’AP s’accompagne d’une élévation de la paCO, qui est
proportionnelle a I’intensité de I’AP du moins tant que 1’intensité reste inférieure a 60% de la
VO,max (Secher et al., 2008). En effet, au-dela de cette intensité, la réduction de la paO,
déclenche une hyperventilation a 1’origine d’une hypocapnie. Or, contrairement a
I’hypercapnie qui induit une élévation du diameétre vasculaire, I’hypocapnie induit une
vasoconstriction.

Il est intéressant de noter que la réactivité cérébrovasculaire au CO, augmente pendant
I’AP d’autant plus qu’elle s’accompagne d’une élévation de la température corporelle. Le
maintien de la température de la peau du crane, pendant les AP intenses, nécessite une
augmentation de I’irrigation cutanée afin de favoriser les échanges thermiques avec
I’extérieur. Aussi, aux activités intenses, le sang de la carotide commune est détourné vers la
carotide externe (qui irrigue la peau de la téte) au détriment de I’ACI (Sato et al., 2011). En
d’autres termes, ’irrigation de la peau se ferait au détriment de celle du cerveau aux AP

intenses.

c. Augmentation du débit cardiaque

L’augmentation du débit cardiaque, observée pendant la réalisation de 1’ AP, contribue
a I’¢élévation du DSC global observé pendant sa réalisation. Ainsi, I’augmentation du flux

sanguin dans ’ACM, observée pendant I’AP, est réduite par 1’administration de propanolol
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(un antagoniste des récepteurs -adrénergiques) (Seifert et al., 2009) et est moindre chez les
patients insuffisants cardiaques (Hellstrom et al., 1996b) ou souffrant de fibrillation
ventriculaire (Ide et al., 1998). De plus, pendant la réalisation de 1I’AP, il existe une relation
linéaire entre le débit cardiaque et flux sanguin dans I’ACM (Hellstrom et al., 1996a; Ogoh et
al., 2005). Cependant, a partir d’une intensité supérieure a 60% de la consommation en O,, le
débit cardiaque plafonne car la tachycardie diminue le remplissage du cceur et donc le volume
d’éjection systolique expliquant en partie pourquoi 1’augmentation du DSC n’est pas

proportionnelle a I’intensité de I’ AP.

En conclusion, pendant I’AP, le DSC augmente de fagon proportionnelle a 1’intensité
de I’AP sauf aux exercices intenses. Dans ce cas, le DSC plafonne voire diminue car
I’augmentation du débit cardiaque est restreinte, la paCO, diminue et la thermorégulation est
privilégiée. C’est alors 1’augmentation de I’extraction du cerveau en O, qui permet de

satisfaire au mieux ses besoins en O,

V. Mécanismes impliqués dans les effets positifs de I’activité physique sur

la santé cérébrale

La pratique réguliere d’une AP est I'une des stratégies les plus efficaces pour
maintenir la santé cérébrale et in fine pour espérer bien vieillir (Cotman & Berchtold, 2002).
Ainsi, I’AP diminue I’incidence de multiples maladies cérébrales qu’elles soient
psychiatriques comme la dépression (Strohle, 2009; Teixeira et al., 2015; Vancampfort et al.,
2015) et les psychoses (Vancampfort et al., 2011; Ikai et al., 2013; Scheewe et al., 2013), les
maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Teri et al., 2003; Hernandez et
al., 2014; Frazzitta et al., 2015) et neurologiques comme [’accident vasculaire cérébral
(Macko et al., 2005; Luft et al., 2008). De plus, I’AP améliore les capacités cognitives chez
les personnes ageées (Kirk-Sanchez & McGough, 2014).

1. Les mécanismes physiologiques

Les effets salutaires de I’AP pourraient s’expliquer par son impact positif sur le systeme

cardiovasculaire et notamment par son effet stimulant sur la fonction endothéliale (Hambrecht
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et al., 2003; Di Francescomarino et al., 2009). En effet, la dysfonction endothéliale est
reconnue comme le principal facteur de risque de la maladie d’Alzheimer (Kelleher & Soiza,
2013) et de I’accident vasculaires cérébral (McCarty, 2000) et est de plus en plus impliquée
dans les maladies psychiatriques (Rybakowski et al., 2006). Par ailleurs, comme décrit
précédemment, le DSC au repos est plus élevé chez les personnes actives que sédentaires. Il
n’est donc pas exclu que I’AP préserve la santé cérébrale via une amélioration de 1’apport
sanguin au cerveau. Un autre effet reconnu de I’AP sur le cerveau est une stimulation de la
transmission synaptique via une induction de la synaptogenese et de la neurogenese
(notamment hippocampique) (van Praag et al., 1999; Uda et al., 2006) et une augmentation de
I’activité neuronale (glutamatergique, dopaminergique, sérotoninergique, noradrénergique)
(Garcia et al., 2003; Goekint et al., 2012). Ces données suggerent que 1’AP peut impacter la
fonction cérébrale soit en agissant sur la transmission neuronale soit en améliorant la fonction

endothéliale.

2. Les mécanismes biochimiques

Il existe un consensus sur I’implication du BDNF dans les effets positifs de I’AP sur la
santé cérébrale. En effet, chez I’animal, I’AP augmente les taux cérébraux de BDNF dans de
multiples régions incluant I’hypothalamus, le cortex, le cervelet, I’hippocampe et les noyaux
de la base (Soya et al., 2007; Liu et al., 2009; Rasmussen et al., 2009; Hopkins & Bucci,
2010) et chez ’Homme une augmentation du BDNF est rapportée dans le sang (Rasmussen et
al., 2009). Or le BDNF est une neurotrophine capable d’induire la synaptogenese, la
neurogenese, la vasculogenése et d’augmenter I’activité neuronale via I’activation de
récepteurs spécifiques, les récepteurs TrkB. Le constat que le BDNF et I’AP partagent les
mémes effets sur le cerveau est le premier argument en faveur de I’implication du BDNF dans
les effets positifs de I’AP sur la fonction cérébrale. Le second argument est que les stratégies
anti-BDNF c’est-a-dire les stratégies capables de bloquer les effets centraux du BDNF,
annulent les effets positifs de I’AP sur le cerveau. Ainsi, I’AP devient incapable d’induire la
synaptogenese et d’améliorer les capacités cognitives en cas d’administration intra-
hippocampique d’anticorps anti-TrkB (Gomez-Pinilla et al., 2008) ou d’antagoniste des
récepteurs TrkB (Liu et al., 2008). Un autre argument est que les benéfices cérebraux de I’AP
sont plus faibles chez les souris hétérozygotes pour le gene bdnf que chez les souris sauvages
(Gerecke et al., 2012). Enfin, le dernier argument obtenu chez I’Homme réside dans le fait
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que les effets positifs de I’AP sur la cognition sont moindres chez les porteurs du

polymorphisme Val66Met du gene bdnf (expliqué ci-dessous).

V1. Le BDNF

1. Historique

En 1982, Barde et coll. ont mis en évidence dans le cerveau de porc une molécule
capable, comme le NGF (nerve growth factor), d’augmenter la survie de neurones en culture.
Comme la molécule a été isolée dans le cerveau et qu’elle agit comme la neurotrophine NGF,
ils lui donnent le nom de brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Depuis sa découverte, le
BDNF a fait I’objet d’une pléthore de travaux tant chez 1’Homme (dosage sanguin), chez
I’animal (dosage dans le systeme nerveux) que sur culture de neurones. En revanche, peu de

travaux se sont intéressés a la présence et au role du BDNF en dehors du cerveau.

2. Localisation cellulaire du BDNF cérébral

Les premiers travaux ont été réalisés sur cerveaux de porc, de rat et de souris. Les
techniques utilisées alors ne permettaient que la détection des ARN messagers (ARNmM)
codant le BDNF (Conner et al., 1996; Yamamoto et al., 1996). Elles rapportent unanimement
une forte expression des ARNm dans les neurones, avec des niveaux d’expression plus élevés
au niveau du cortex et de I’hippocampe que dans les autres structures (Ernfors et al., 1990;
Hofer et al., 1990; Wetmore et al., 1990). Plus tard, la mise sur le marché des premiers
anticorps a permis d’étudier la localisation cellulaire de la protéine BDNF. La encore, les
¢tudes ont rapportées une forte expression du BDNF dans les neurones. Ce n’est que plus
récemment qu’il a ét¢ montré que la protéine était également exprimé par des cellules non
neuronales notamment les astrocytes, les cellules microgliales et les cellules endothéliales
méme si cette expression extraneuronale a été surtout rapportée en conditions pathologiques
notamment en cas d’ischémie cérébrale (Madinier et al., 2009; Bejot et al., 2011). Cependant,
notre laboratoire a été le premier a montrer que I’AP s’accompagnait d’une surexpression de

BDNF par les cellules endothéliales cérébrales (Quirie et al., 2012).
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3. Synthése et sécretion du BDNF

Toutes les données qui suivent concernent le métabolisme neuronal du BDNF, les données sur

son metabolisme dans les autres types cellulaires restant fragmentaires.
a. Synthese

Le BDNF est un peptide synthétis¢ a partir de ’ARNm codant le BDNF, sous forme d’un
précurseur de haut poids moléculaire, le préproBDNF composé de 249 acides aminés (aa).
Celui-ci est clivé en proBDNF (231 aa) puis en BDNF (119 aa) grace a différentes enzymes
protéolytiques intra- et extra-cellulaires. De fagon plus détaillée, le pré-pro-BDNF est adressé
au réticulum endoplasmique lisse pour donner le pro-BDNF apres clivage du peptide signal.
Le pro-BDNF passe dans I’appareil de Golgi ou finalement il s’accumule dans les vésicules
du réseau trans-golgien. Le clivage du pro-BDNF en BDNF met en jeu la furine
(endoprotéase membranaire) dans les veésicules du trans golgien et des pro-protéines
convertases 1 a 7 (PC1/7) dans les vésicules de sécrétion. Le polymorphisme Val66Met du
géne bdnf est une anomalie génétique (nucléotide 196) fréquente (40% des caucasiens) qui se
traduit par une substitution sur le codon 66 de la valine par une méthionine dans le pro-
domaine de la protéine BDNF. Ces données sont résumées dans la figure 11.

Polymorphisme
Val66Met

0 18 1 130 249 Acides aminés
| | |

|
N EE L PEOL . DN = O

Figure 11 : structure du pré-proBDNF

La transcription du géne bdnf est principalement régulée par I’activité neuronale. En effet, la
stimulation neuronale, via I’augmentation de la concentration cytosolique en Ca®* et en
AMPc, conduit a I’activation du promoteur du géne bdnf suite a la fixation sur ses séquences
régulatrices respectivement du facteur CaRF (calcium-responsive transcription factor) et de la
protéine CREB (cCAMP-response element-binding protein) (Deogracias et al., 2004; Aid et al.,
2007; Pruunsild et al., 2007). Ainsi, le glutamate (Zafra et al., 1991), I’acétylcholine
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(Lindefors et al., 1992), la dopamine (Kuppers and Beyer, 2001) et la sérotonine (Vaidya et
al., 1997) augmentent les taux des ARNm et de la protéine BDNF. En revanche, le GABA
(Zafra et al., 1991) exerce des effets opposés.

A notre connaissance, la régulation de la synthese du BDNF par les enzymes impliquées dans

le clivage du proBDNF en BDNF est mal connue.

b. Sécrétion

La sécrétion des vésicules contenant le BDNF est soit constitutive (permanente mais non
régulée) soit régulée par la concentration cytosolique en calcium (Lessmann et al., 2003;
Brigadski et al., 2005; Lessmann & Brigadski, 2009). Quelle que soit la voie, la sécrétion peut
s’effectuer aussi bien au niveau des dendrites que des terminaisons axonales. Le
polymorphisme Val66Met est associé a une réduction de la secrétion de BDNF en réponse a
I’hyperactivité neuronale (Egan et al., 2003; Chen et al., 2004; Chen et al., 2008), donc a une
réduction de la sécrétion régulée.

Des données plus récentes obtenues sur culture de neurones, mais encore sujettes a débat,
suggerent que les neurones peuvent sécréter du proBDNF qui une fois dans [’espace
extracellulaire serait transformé en BDNF par les métalloprotéases matricielles ou par la
plasmine (Yang et al., 2009) comme indiqué dans la figure 12.

/ neurone \

PréproBDNF \ furine,
convertase
ProppNe ) =, (BDAF

plasmine,
PI‘OBDNF mefaﬂoprotease BDNF
35 kDa 14 kDa

Figure 12 : Synthése et sécrétion neuronales du BDNF.
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4. Les récepteurs au BDNF

Le BDNF présente une forte affinité pour le récepteur TrkB (tropomyosin-related kinase de

type B) et une trés faible affinité pour le récepteur P75N'R

(pan 75 neurotrophin receptor)
(figure 13). Il est bien démontré que tous les effets bénéfiques du BDNF sur le cerveau
(synaptogenése, neurogéne, vasculogenése, stimulation de I’activité neuronale) sont dus a

NTR conduit quant a elle & des

I’activation des récepteurs TrkB. L’activation des récepteurs P75
effets négatifs notamment a 1’apoptose. On peut noter que le proBDNF présente une forte
affinité pour les récepteurs P75"'" (Teng et al., 2005). Nous ne traiterons ici que des
récepteurs TrkB.

Le récepteur TrkB est une protéine transmembranaire qui appartient a la famille des
récepteurs a activité tyrosine kinases. Il est constitué de 3 domaines différents : un domaine
extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique qui posséde une
activité tyrosine kinase. La région extracellulaire est constituée d'un cluster riche en cystéine
suivie par une série de répétitions riches en leucine et deux domaines de type
immunoglobuline qui correspondent au site d’interaction avec le BDNF. Au niveau cérébral,
le récepteur TrkB est présent dans les neurones, les cellules gliales et les cellules endothéliales

(Nemoto et al., 1998; Kim et al., 2004; Fenner, 2012).

Le récepteur TrkB existe sous 4 isoformes : une forme entiére TrkB-FL (TrkB-Full
Length) qui possede le domaine tyrosine Kinase et qui est responsable des effets du BDNF,
deux formes tronquées a I’extrémité C-terminale, TrkB-T1 et TrkB-T2 délestées de I’activité

catalytique, et une isoforme sans domaine tyrosine kinase.

TrkB p75NTR

Q
cytoplasme I I

Figure 13 : Représentation schématique des récepteurs TrkB et p75"'™".
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Le BDNF se fixe au récepteur TrkB sous forme d’homodimére. La fixation induit la
dimérisation et 1’autophosphorylation des résidus tyrosine du domaine cytoplasmique du
récepteur. Les résidus tyrosine phosphorylés vont ensuite recruter des protéines adaptatrices
Shc (Src homology 2/a-collagen-related protein) pour conduire a I'activation de ERK
(extracellular signal-regulated kinase), de PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), et de PLCG1
(phospholipase Cy 1) (Blum & Konnerth, 2005; Reichardt, 2006) (figure 14). Ainsi, une
augmentation de I’expression des récepteurs TrkB-FL phosphorylés (en tyrosine 816) est un
reflet trés utilisé non seulement de 1’augmentation des taux de BDNF mais aussi de son
activité. Le neurone est également capable d’internaliser le complexe BDNF-TrKB
phosphorylé. Ce dernier peut étre dégradé dans le neurone ou conduit jusqu’au noyau et jouer
le r6le de facteur de transcription. Il n’existe pas d’information sur la présence d’éventuelles
enzymes capables de dégrader le BDNF dans le secteur extracellulaire. En fait il semble que
ce soit la fixation du BDNF sur ses récepteurs entiers et tronqués qui assurent 1’élimination de

BDNF du secteur extracellulaire (Heerssen & Segal, 2002).

BDNF
Récepteur TrkB-FL—

Milieu extracellulaire i
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Figure 14: Les voies de signalisation induites lors de interaction de BDNF sur son récepteur
dimérisé TrkB-FL (Blum & Konnerth, 2005).
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5. Comment P’activité physique augmente les taux cérébraux de BDNF ?

Peu de travaux sont dédiés a la compréhension des mécanismes par lesquels I’AP
augmente les taux de BDNF dans le cerveau. Le principal mécanisme évoqué est
I’hyperactivité neuronale. Cependant, une augmentation de facteurs circulants comme IGF-1

(Insulin-like Growth Factor-1), I’irisine et le BDNF lui-méme ne peut pas étre exclue.

a. Origine neuronale

Pendant la réalisation de I’ AP, I’activité neuronale augmente dans le cortex cérébral de
fagon proportionnelle a I’intensité de I’AP (Ke et al., 2011; Udina et al., 2011) . Cette
hyperactivité neuronale est le résultat de ’activation volontaire de la voie corticospinale et de
I’activation des voies somesthésiques par les afférences d’origine musculaire. En effet,
I’électrostimulation du muscle suffit a augmenter la neuroplasticité cérébrale (Gondin et al.,
2006). Comme la synthése et la sécrétion de BDNF par les neurones sont proportionnelles a
I’activité neuronale et que les stratégies qui s’opposent a l’augmentation de D’activité
neuronale induite par I’AP, annulent les effets de I’ AP sur les taux de BDNF (lvy et al., 2003;
Vaynman et al., 2003), il est logique de relier I’augmentation des taux cérébraux de BDNF
induite par I’AP a I’hyperactivité neuronale.

b. Origine péripheérique

Pour certains auteurs, 1’augmentation des taux cérébraux de BDNF induite par I’AP
est due a des facteurs circulants notamment I’IGF-1. En effet, les taux d’IGF-1 s’élévent dans
le cerveau en réponse a I’AP et cet effet est annulé par I’administration sous-cutanée
d’anticorps anti-IGF-1 (Trejo et al., 2001). Un point qui n’est pas clair concerne 1’origine de
I’élévation des taux cérébraux d’IGF-1: le neurone ou le sang. En effet, outre le fait qu’IGF-1
est synthétisé par les neurones (Bondy & Lee, 1993), il est secrété dans le sang par le foie et
est capable de rejoindre le secteur interstitiel cérébral via un passage a travers la BHE
(capillaires cérébraux) et a travers la barriere hématoméningée (plexus choroides). Plus
récemment, 1’irisine circulante a été proposé comme un acteur dans les effets de I’AP sur le
BDNF cérébral. L’irisine, la forme clivée circulante de la protéine FNDC5 (Fibronectin type
I11 domain-containing protein 5) est une myokine dont les taux plasmatiques augmentent en
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réponse a I’AP. Wrann et al (2013) ont montré que I’irisine était capable d’induire la
transcription du géne bdnf dans I’hippocampe d’ou 1’idée que c’est la contraction musculaire
via I’irisine qui contribue a I’augmentation des taux cérébraux de BDNF observés aprés I’ AP
(Wrann et al., 2013).

Enfin, pendant I’AP les taux de BDNF augmentent dans le sang. Méme si la preuve
que le BDNF passe du sang dans le liquide interstiticl cérébral n’est pas faite, on ne peut pas a
ce jour exclure I’implication du BDNF circulant dans I’augmentation des taux cérébraux de

BDNF induite par I’AP.
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Objectifs

Obijectifs

L’objectif général du travail s’inscrit dans 1’¢tude de la compréhension des
mécanismes par lesquels ’activité physique (AP) réguliere augmente les taux cérébraux de
BDNF et par voie de conséquence la santé cérébrale. En effet, les mécanismes jusque-la
impliqués ne sont pas satisfaisants. L’idée selon laquelle I’¢lévation des taux cérébraux est
due a I’hyperactivit¢ neuronale qui accompagne la réalisation de I’AP ne permet pas
d’expliquer pourquoi 1’¢lévation des taux de BDNF est trés marquée dans 1’hippocampe, une
région cérébrale peu activée pendant I’AP. L’implication d’un facteur circulant qui serait
secrété par le foie (IGF-1), par le muscle (irisine), ou par des cellules qui restent a identifier
(BDNF) reste a notre avis tres hypothétique. Dans ce contexte, nous avons émis 1’hypothése
selon laquelle, 1’¢élévation cérébrale des taux de BDNF induite par I’AP ¢était a relier a la
réponse hémodynamique cérébrale et plus exactement a 1’augmentation répétée (pendant
chaque activité) du flux sanguin dans les vaisseaux de la circulation cérébrale.

Nos objectifs ont éte :
1) d’évaluer dans quelle mesure des stratégies capables de réduire la réponse
hémodynamique cérébrale a I’ AP s’accompagnait d’une moindre élévation des taux de

BDNF dans le cerveau.

2) d’explorer dans quelle mesure, 1’élévation des taux de BDNF est proportionnelle a

I’intensité de I’AP comme ’est le flux sanguin dans la circulation cérébrale.

3) de rechercher I’existence d’un lien entre la production de NO par I’endothélium

vasculaire (un indicateur du flux sanguin) et les taux cérébraux de BDNF.
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I) Premiere publication- L’¢élévation des taux cérébraux de BDNF induite par ’activité
physique est réduite par une interruption unilatérale de la circulation carotidienne chez
le rat.

Titre:
Brain BDNF levels elevation induced by physical training is reduced after unilateral common

carotid artery occlusion in rats

Auteurs:

Hayat Banoujaafar, Jacques VVan Hoecke, Claude M Mossiat and Christine Marie

Journal:
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Résumé des travaux
1. Contexte et Objectifs

Alors que les bénéfices cardiovasculaires de I’entrainement physique sont largement
attribués a une augmentation de la production de NO par ’endothélium vasculaire et que
I’exercice s’accompagne d’une élévation du flux sanguin dans les vaisseaux de la circulation
cérébrale mettant en jeu en partie le phénomeéne de dilatation dépendante du flux, le lien entre
augmentation répétée du flux sanguin cérébral et élévation des taux cérébraux de BDNF apres
un entrainement physique n’a jamais été exploré. Aussi, nous avons conduit des expériences
visant a tester I’hypothese selon laquelle I’augmentation des taux de BDNF dans le cerveau

induite par des exercices répétés s’explique en partie par 1’élévation répétée du flux dans les

vaisseaux de la circulation cérébrale.
2. Protocole expérimental

Nous avons recherché si des stratégies qui réduisent 1’augmentation du flux sanguin
dans la circulation cérébrale pendant la réalisation des exercices (marche rapide sur tapis
roulant, 18m/min, 30 min/j, 7 j consécutifs) sont capables de réduire les effets de
I’entralnement physique (répétition d’exercices) sur les taux cérébraux de BDNF.

Les stratégies utilisées sont :

a) clampage irréversible d’une carotide commune qui va s’opposer a I’augmentation du
flux sanguin.

b) modulation de I’intensité des exercices. En effet, le flux sanguin dans les vaisseaux de
la circulation cérébrale est proportionnel a I’intensité de 1’exercice tant que 1’intensité
n’est pas trop ¢élevée. Pour moduler I’intensité de I’exercice, le tapis a été placé soit en
position horizontale soit en position déclive descendante (intensité plus faible comme
en témoigne la moindre sollicitation cardiovasculaire).

c) hypertension artérielle génétique qui s’accompagne d’une réduction de la capacité de
I’endothélium & produire du NO en réponse a 1’¢élévation du flux (utilisation du rat
spontanément hypertendu (SHR) et de son contréle normotendu Wistar Kyoto
(WKY)).
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d) traitement systémique par un inhibiteur de NO synthase qui va s’opposer a la
vasodilatation dépendante du flux, une injection par jour avant chaque séance de tapis
roulant.

Les taux de BDNF mature et de synaptophysine (un marqueur de I’activation des
récepteurs TrkB par le BDNF mature) ont été déterminés par technique de Western Blot

dans le cortex sensorimoteur 24h aprés la derniére séance d’exercice.
3. Principaux résultats

L’augmentation des taux de BDNF induite par I’entrainement physique est moindre en cas
d’occlusion carotidienne (effet observé sur le cortex ipsilatéral a 1’occlusion), d’hypertension
artérielle et d’inhibition de la NO synthase endothéliale. De plus, ’augmentation des taux de
BDNF est plus marquée en cas de marche en descente qu’en montée. Enfin, il existe une
bonne concordance entre les variations des taux cérébraux de BDNF et de synaptophysine.
L’ensemble de ces résultats suggeérent I’existence d’une connexion entre 1’élévation des taux
de BDNF dans le cerveau induite par I’entrainement physique et 1’augmentation du flux
sanguin dans les vaisseaux de la circulation cérébrale pendant la réalisation de chaque séance

du tapis roulant.
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ORIGINAL ARTICLE

Brain BDNF levds devation induced by physical training is
reduced after unilateral common carotid artery occlusion in rats

Hayat Banoujaafar, Jacques Van Hoecke, Claude M Mossiat and Christine Marie

We investigated the contribution of blood flow elevation in the cerebrovasculature to physical training-induced brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) levels elevation in the brain. Brain-derived neurotrophic factor protein levels were measured in the
motor cortex 24 h after the last session of a forced treadmiill walking (30minutes a day, 18 m/minute for 7 consecutive days).
Unilateral common carotid artery occlusion and modulation of exercise intensity (0 versus A 10%inclination of the treadmill) were
used as strategies to reduce the (normal) elevation of flow in the cerebrovasculature occurring during exercise. Administration of
N-nitro-L-arginine methyl ester (LINAME, 60 mg/kg before each exercise sessions) and genetic hypertension (spontaneously
hypertensive rats) were used as approaches to reduce stimulation of nitric oxide production in response to shear stress elevation.
Vascular occlusion totally and partially abolished the effect of physical training on BDNF levels in the hemisphere ipsilateral and
contralateral to occlusion, respectively. BDNF levels were higher after high than low exercise intensity. In addition, both genetic

hypertension and L-NAME treatment blunted the effects of physical training on BDNF. From these results, we propose that
elevation of brain BDNF levels elicited by physical training involves changes in cerebral hemodynamics.

Joumal of Cerebral Blood Fow & Metabolism advance online publication, 23 July 2014; doi:10.1038/jcbfm.2014.133

Keywords: BDNF; cerebral hemodynamics; physical training; rats

INTRODUCTION

In the last 20 years, the promotion of the regular practice of
physical activity has become an important public health message.
This can be attributed primarily to the cardiovascular benefits of
physical training that are, at least in part, due to elevation of
flow in the vasculature and subsequent modification of endo-
thelial phenotype through activation of shear stress-dependent
mechanisms.! Among the panoply of endothelium-derived factors
that are secreted in response to shear stress elevation, nitric
oxide (NO) is probably the most important and best characterized
mediator. More recent evidence suggest that physical training has
positive effects on brain function and relate brain benefits
to an augmentation_of brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
levels in the brain? Surprisingly, the physiologic mechanisms
that drive the elevation of BDNF in the brain remain specula-
tive whereas their elucidation represents a rational basis for the
design of physical training modalities aimed at improving brain
health.

As neuronal activity is well known to regulate bdnf transcription
and maturation of BDNF messenger RNA into mature BDNF,” high
BDNF levels observed in the brain after training have been
implicitly related to neuronal hyperactivity that occurs during each
exercise boot in motor-related and -unrelated brain areas.*” An
additional mechanism that has been proposed is the involvement
of mediators originating from active skeleton muscles and able to
induce bdnf gene in the brain such as insulin-ike growth factor 1
oririsin.®” Surprisingly, whereas blood flow (ml/minute) and blood
flow velocity (cmy/second) were reported to increase in the
common and intemal carotid arteries, vertebral arteriesé and
major cerebral arteries in proportion to exercise intensity®® and

although a reciprocal interaction exist between NO and BDNF
synthesis,'® the contribution of cerebral hemodynamics to the
effects of physical training on brain BDNF levels has never been
explored.

The present study explores the hypothesis that flow elevation in
the cerebrovasculature during exercise is involved in physical
training-induced BDNF levels increase in the rat brain. For this
purpose, we investigated to what extent strategies aimed at
reducing the (normal) flow increases in the cerebrovasculature
(occlusion of a common carotid artery, modulation of exercise
intensity) or at decreasing endothelial production of NO in
response to shear stress (genetic hypertension and NO synthase
inhibition) did blunt the effect of physical training on brain BDNF.
Physical training consisted in a daily walking activity on a
motorized treadmill for 7 consecutive days. Changes in treadmill
inclination (horizontal versus A 10% decline) were used to
modulate exercise intensity. Levels of mature BDNF and synapto-
physin (SYN) as a marker of synaptogenesis and synaptic
activity' "> were measured in the cortex 24h after the last
session of exercise using westem blot analysis.

MATERIALS AND METHODS
Ethical Approval

All experiments were camied out (license 21CAE102, French Department of
Agriculture) in accordance with the European Committee’s Council
Directive and performed to comply with the ARRIVE (Animal Research:
Reporting In Vivo Experiments) guidelines. A total of 80 rats were used in
the completion of this study. Young adult male (13 weeks old) were used
50 that excluding age-associated endothelial dysfunction and interaction
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between female hormones and BDNF as confounding factors. Among
these rats, there were 56 Wistar rats, 12 Wistar-Kyoto (WKY) rats, 12 spon-
taneously hypertensive rats (SHR). Wistar—Kyoto and SHR were purchased
from Charles River (L'Arbresle, France) and other rats from Janvier (Le
Genest Saint Ile, France). Animals were maintained in a temperature-
controlled room, on a 12/12hours light/dark cycle with food and water
ad libitum. They were housed five per cage to maintain social interaction.
To reduce the animal’s stress level, the same operator performed all steps
of experiments. Efforts were made to reduce the number of rats.

Physical Training

To familiarize the rats with the operator, they were gently handled twice a
day for 1 week. During the following week, all the rats were familiarized
with the treadmill apparatus (model Exer-3/6, Linton Instrumentation,
Norfolk, UK). A 2-minute long walking session (horizontal position of the
treadmill) was given twice a day, using mild intensity (04mA) of foot
shocks as negative reinforcement. Then, rats were randomly separated in
sedentary and trained rats. We have been concemed with using exercise
‘dosage’ in rats mimicking recommendations of physical activity to
improve human health. Therefore, physical training consisted in a daily
walking of 30-minute duration at a rapid speed (18 m/minute). The
physical training duration was however restricted to 7 days that is short
enough to not increase capillary density in the brain. Treadmill activity
(without electrified grid) was induced in the moming between 0900 hours
and 1200 hours. Corresponding sedentary rats were kept in their housing
cage that was placed at the proximity of the treadmill apparatus. We
previously showed that such a modality of physical training (treadmill
activity with a horizontal position, 30 minutes/day, 18m/minute, for 7
consecutive days) induced a mild increase in citrate synthase activity in
skeleton muscles, did not change blood pressure in WKY rats and SHR '
and resulted in a twofold increase in mature BDNF levels in the cortex
when induced in control Wistar rats.**

Strategies Used to Reduce the Increase in Blood Flow Within the
Cerebrovasculature During Exercise

Common Carotid Artery Ocdusion. After anesthesia (chloral hydrate,
400mg/kg, intraperitoneal) and a midline ventral incision of the neck, the
left common carotid artery was definitively occluded and the incision was
sutured. Once awake, rats retumed to their housing cage. Sham-operated
controls received the same surgical procedure without vessel ligation.
Training was started 3 days after the vascular occlusion (VO) or at equivalent
time in sham rats. Importantly, even though occlusion of a common carotid
artery leads to an immediate decrease in cerebral blood flow in the
hemisphere ipsilateral to occlusion, cerebral blood flow recovers preoc-
cluded values as soon as 24 hours after ocdusion induction.!>*¢ Consistently,
long-term unilateral ocdusion does not induce neuronal suffering.t”

Changes in Exerdse Intensity.  Flow changes in the cerebrovasculature are
dependent on exercise intensity,*® the ability to increase cardiac output,'°
and the arterial partial pressure in carbon dioxide.2° Thus, blood flow in the
carotid and vertebral circulations increases in proportion to exercise
intensity from rest to moderate-intensity exercise.” In the present study,
modulation of exercise intensity was achieved by changing the slope of
the treadmill (O versus A 10% dedcline at a same speed). Indeed, whole
body oxygen consumption as well as hindlimb muscle blood flow and
cardiac output have been shown to be lower for downhill than level
locomotion at the same speed

Strategies Used to Explore Shear Stress-Dependent Mechanisms in
the HEffect of Physical Training on Brain-Derived Neurotrophic
Factor

A well-documented response of endothelium to shear stress elevation is an
overproduction of NO by the endothelium. Moreover, endothelial NO
production is reduced in cerebral microvessels from SHR compared with
WKY rats®? and SHR exhibit a decrease in flow-mediated dilation,>?* a
process that largely involves endothelium-derived NO. Thus, to assess the
role of shear stress in the effects of physical training, we investigated
whether genetic hypertension and treatment with a NO synthase inhibitor
can reduce the effect of physical training on BDNF. N-nitro-L-arginine methyl
ester (LNAME, N5751, Sgma-Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France) was
used as a NO synthase inhibitor. Sedentary and trained rats were daily
treated with L-NAME (60 mg/kg) or vehicle (saline) by the intraperitoneal
route. N-nitro+-arginine methyl ester inhibits all isoforms of NO synthase
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after it is hydrolyzed into L-N-nitroarginine. Regarding how low is the
cerebrospinal fluid-+to-plasma distribution coefficient of L-N-nitroarginine
as well as the low IabelinZ% of the cortex after the exposure of brain dlice
to [3HL-NG-nitroarginine,”2® inhibition of neuronal NO synthase if present
in the cortex is expected to be minimal after intraperitoneal administration
of L-NAME. Treatments were administered 1hour before each treadmiill
session or at corresponding times in sedentary rats. Notably, at this dosage,
L-NAME induces a progressive elevation of blood pressure that remains
however below the upper limit of cerebral blood flow autoregulation
after a 7-day long period of administration.?’?® Conceming the inter-
action between genetic hypertension and physical training, experiments
were conducted in 13-week-old SHR and age-matched normotensive
WKY rats. At this age, we previously reported reduced endothelial NO
production by the peripheral vasculature in SHR as compared with
WKY rats?®

Westem Blot Analysis

Brain BDNF and SYN levels were measured 24 hours after the last treadmill
session or at equivalent time in sedentary rats. After chloral anesthesia
(400 mg/kg, intraperitoneal) and transcardial perfusion with saline to elimi-
nate blood from the cerebral vasculature, the right and left hemispheres
were separated. After dissection of the motor areas, samples were
processed as described previously in details.* Blots were probed with
anti-BDNF  (rabbit monoclonal, BEpitomics 3160-1, Euromedex,
Souffelweyersheim, France) or anti-SYN antibodies (rabbit polyclonal,
Thermo Scientific RB-1461-P1, Interchim, Montlucon, France) and anti-b-
actin antibodies (mouse monoclonal, A5441, Sgma-Aldrich). b-actin was
used as an intemal control. BDNF and SYN levels were analyzed after
normalization to b-actin levels. Multiple groups of rats were compared two
by two to investigate (i) the proper effects of VO, hypertension, and
L-NAME treatment, (ii) the impact of exercise intensity, (jii) the interaction
between VO, hypertension, or L-INAME treatment and training effects.
Accordingly, BDNF and SYN levels were measured in 14 groups of rats:
sedentary rats with VO (sed VO, n46), sed sham (n'6), trained VO
(training was induced in rats with previous VO, n /46), trained sham (n /6),
sed WKY (n"46), trained WKY (n"46), sed SHR (n46), trained SHR (n 146),
trained 0% ( n46), trained A 10% (n46), sed L-NAME (sedentary rats
received L-NAME 60mg/kg, n'a4), trained L-NAME (n"46), sed saline
(nVa4), trained saline (n%26). For all groups of trained rats, there was no
inclination of the treadmill except in group trained A 10% for which the
treadmill was A 10% dedline. Two groups of rats were analyzed on the
same gel and gels were run in triplicate. Brain-derived neurotrophic factor
and SYN were calculated from a representative gel. The number of rats in
each group is appropriate to deal with inter-individual variability and
appropriate to a statistical analysis.

Satistical Analysis

Results were expressed by meanst sd. Satistical analysis between two
groups was performed using Wilcoxon test as a non-parametric tests for non-
paired observations. Differences were considered significant when Po 0.05.

RESULTS

Carotid Occlusion Alleviates the Efect of Physical Training on
Brain-Derived Neurotrophic Factor

When induced in rats with normal carotid circulation (sham rats),
horizontal physical training induced an increase in BDNF levels
that reached p 150% (Figure 1A). These effects of training were
abolished when training was induced in rats with previous
unilateral common carotid artery occlusion. Thus, training became
unable to increase BDNF levels in the hemisphere ipsilateral to the
occlusion; (Figure 1B) while the increase in BDNF levels was
restricted to p 36% in the hemisphere contralateral to the
occlusion (Figure 1C). Notably, unilateral common carotid artery
occlusion had no impact on brain BDNF levels in sedentary rats
regardless the considered hemisphere (Figures 1D and E).

Brain Brain-Derived Neurotrophic Factor Levels in Trained Rats are
Dependent on Physical Training Intensity

Physical training with low exercise intensity (A 10%indlination of
the treadmill) significantly increased BDNF levels as compared
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with sedentary rats (b 30% Figure 2A), but in a lesser extent than
physical training with high exercise intensity (no inclination of the
treadmiill, p 150% see Figure 1A). Thus, BDNF levels in trained rats
were significantly lower (A 50%) for downhill than horizontal
training (Figure 2B).

Genetic Hypertension Abolished the Efect of Physical Training on
Brain-Derived Neurotrophic Factor

Although the increase in BDNF levels induced by training
reached b 114% in WKY rats (Figure 3A), training did not
significantly change BDNF levels in SHR (Figure 3B). Moreover, in
sedentary rats, BDNF levels were higher (b 40%) in SHR than WKY
(Figure 3C).

Physical Training did not Increase Brain-Derived Neurotrophic
Factor Levels in N-Nitro--Arginine Methyl Ester-Treated Rats
When induced in salinetreated rats, training increased BDNF
levels by a factor 24 (b 140% Figure 4A). By contrast, training did
not modify BDNF levels when it was induced in L-NAME-treated
rats (Figure 4B). Thus, BDNF levels were lower in trained L-NAME-
treated rats than in trained saline-treated rats (A 44% Figure 4C).
Of note, no difference in BDNF levels was observed in sedentary
rats between L-NAME- and saline-treated rats (Figure 4D).
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Brain-Derived Neurotrophic Factor Levels Match with
Synaptophysin Levels

The results are summarized in Figure 5 and Table 1. When induced
in rats with normal carotid circulation (sham rats), horizontal
training increased SYN levels by p 160% (Figure 5A). By contrast,
when induced in rats with unilateral common carotid artery
occlusion (VO rats), training did not change SYN levels in the
hemisphere ipisilateral to occlusion (Figure 5B) and restricted the
increase to p 58% in the opposite hemisphere (Figure 5C).
Moreover, physical training induced an elevation of SYN levels
both in WKY rats (p 116% Figure 5D) and SHR (b 60% Figure 5E).
By contrast, SYN levels were not changed by training when
induced in L-NAMEtreated rats (Figure 5F). Like horizontal
training, downhill training increased SYN levels (Figure 5G) but
to a lesser extent (b 47 versus b 160% as shown in Figure 5A).
Finally, as shown in Figure 5H, SYN levels in sedentary rats were
higher in SHR than in WKY rats (p 131%).

As shown in Table 1, changes in SYN levels induced by training
matched with changes in BDNF levels in all animal groups, except
in S$HR in which training increased SYN levels (b 60%) but not
BDNF levels (Figure 3B).

Joumal of Cerebral Blood Flow & Metabolism (2014), 1-7

DISCUSSION

The major findings of the present study are that (i) elevation of
brain BDNF levels evoked by physical training was dependent on
exercise intensity and totally abolished by previous occlusion of a
common carotid artery, at least in the cortex ipsilateral to the
occlusion, (i) concurrent pharmmacological inhibition of NO
synthase and genetic hypertension prevented the effect of
training on BDNF, Taken together, these findings connect changes
in cerebral circulation to training-induced BDNF levels elevation in
the brain.

As evoked in the introduction, elevation of BDNF levels in the
brain after physical training may involve neuronal hyperactivity
occurring during exercise. Therefore, to investigate the contribu-
tion of hemodynamics to the effects of training on BDNF, we were
concemed with using strategies that would reduce exercise-
induced elevation of blood flow in the cerebrovasculature but not
reduce exercise-induced neuronal hyperactivity. These conditions
were satisfied for model of unilateral carotid occlusion that alters
neither basal neuronal activity'” nor basal BDNF levels (the
present results). They were also satisfied with downhill training.
Indeed, although neuronal activation is dependent on exercise
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intensity, neuronal hyperactivity is expected to be higher during
downhill (that predominantly involves eccentric contraction) than
horizontal walking (that involves eccentric-concentric cycles) as
suggested from studies that have compared the pattem of
neuronal activation between concentric and eccentric contrac-
tion.3%3! Moreover, to further explore the contribution of cerebro-
vascular blood flow elevation to training effects, we investigated
the impact of genetic hypertension and L-NAME treatment
on training-induced BDNF levels elevation as pathologic and
pharmacological approaches to induce alteration in shear stress

& 2014 ISCBFM

signaling, respectively. In basal conditions (sedentary conditions),
cortical BDNF levels were found higher in SHR than in WKY rats,
suggesting an interaction between genetic hypertension and
brain BDNF production. Consistently, as compared with WKY rats,
SHR were previously reported to exhibit higher BDNF levels in the
nucleus tractus solitarii>? and lower levels in the hippocampus.®
Such a structure-dependent effect of genetic hypertension is a
priori not compatible with a negative interaction between
hypertension and brain BDNF levels. In accordance with this
hypothesis are our results showing no difference in cortical BDNF
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Table 1  Comparative changes in BDNF and SYN levels induced by
physical training

Hfects of horizontal training

SYN, % (P value) BDNF, % (P value)
Sham rats p 160 (0.004) p 150 (0.016)
VO rats
Ipsilateral to VO None None
Contralateral to VO b 58 (0.025) b 36 (0.004)
WKY rats b 116 (0.006) b 114 (0.006)
SHR b 60 (0.004) b 21 (NS)
L-NAME+reated rats None b 21 (NS)

Efects of downhill training

SN BDNF

Controls b 47 (0.028) b 40 (0.025)

BDNF, brain-derived neurotrophic factor; L-NAME, N-hitro--arginine methyl
ester; NS, nonsignificant; SHR, spontaneously hypertensive rats; SYN,
synaptophysin; VO, vascular (common carotid artery) occlusion; WKY,
Wistar—Kyoto. Physical training consisted in a treadmill activity (30 minutes/
day, 18 m/minute, 7 consecutive days) with a horizontal or A 10%decline
position of the treadmill. LNAME was administered (60 mg/kg, intraper-
itoneal) 1 hour before each exercise session. Results were expressed as the
percentage of elevation of SYN and BDNF levels induced by training

relative to levels in sedentary rats.

between saline- and L-NAMEtreated rats while L-NAME was
previously reported to induce hypertension when administered to
rats at the dosage used in the present study.?’~® Further studies
are needed to explore the mechanisms underlying higher cortical
BDNF levels in sedentary SHR. Regardless of the mechanisms
involved, these higher levels cannot however question the validity
of the SHR model to investigate whether increased BDNF levels in
the brain of trained rats relate to shear stress elevation in the
cerebrovasculature and subsequent overproduction of NO during
exercise. As shear stress in the cerebrovasculature is relatively
constant in sedentary rats, higher BDNF levels in sedentary SHR
and the lack of difference in BDNF levels between sedentary
L-NAME- and saline-treated rats may suggest that BDNF levels at
rest are independent on the basal production of NO by the
vascular endothelium. This does not however exclude a control of
brain BDNF levels by NO when NO is produced in excess.

The present study is the first to investigate the effect of physical
training on BDNF levels in the presence of unilateral carotid
occlusion. The results that reported a complete abolition on the
effect of training on BDNF levels in the hemisphere ipsilateral to
the occlusion and a partial abolition in the opposite hemisphere
emphasize the contribution of cerebrovascular flow increase in
training-induced BDNF levels elevation in the brain. This is further
supported by our results showing that elevation of brain BDNF
levels evoked by training was dependent on exercise intensity.
Indeed, BDNF levels were lower after downhill than level
locomotion activity. Only two previous studies from the same
laboratory investigated the effect of downhill training on brain
BDNF levels***> The authors reported no difference in BDNF
levels between horizontal and downhill modalities. However,
discrepancies between these data and ours are may be because of
difference in the modalities of training including the slope of the
treadmill (A 29 versus A 10% in our study), training duration
(8 weeks versus 7 days in the present study), the regions examined
(the hippocampus and the striatum versus the cortex in the
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present study), the procedure for BDNF levels measurements
(BLISA tests that did not distinguish mature BDNF from its
precursor proBDNF and only the mature form of BDNF using
westem blot analysis in the present study). Anyway, evidence that
physical training-induced BDNF levels elevation in the brain is
dependent on normmal carotid circulation and exercise intensity
emphasizes cerebral hemodynamics in the control of cerebral
BDNF levels after physical training. This data question the tradi-
tional thinking that the unique role of elevation in cerebrovascular
flow occurring during exercise serves to meet neuronal metabolic
demand. k has to be approached to a previous study in which
blood supply to hyperactive regions during exercise was reported
to be larger than their metabolic oxygen demand.> We think that
elevation of cerebrovascular flow during exercise beyond values
required to satisfy metabolic needs may be a hitherto physiologic
mechanism to induce brain plasticity through the control of brain
BDNF levels. As an argument for this, changes in BDNF levels
evoked by physical training parallel changes in SYN levels. Indeed,
SYN is a biochemical marker of both synaptic density and activity,
i.e., two processes underlying brain plasticity.

The emerging question is how changes in cerebral hemody-
namics during exercise target brain BDNF levels. The present
results support the involvement of endothelium-derived NO. First,
we showed that physical training became unable to elevate brain
BDNF levels in SHR, a model of endothelial dysfunction and
altered production of NO by the endothelium in response to shear
stressZ>2* Second, these effects of genetic hypertension were
reproduced by administration of the NO synthase inhibitor
L-NAME during physical training. Notably, L-NAME treatment
was previously reported to reduce the elevation of brain BDNF
levels evoked by free access to a running wheel as a model of
physical training.>” However, as a confounding factor L-NAME
treatment was associated with a drastic decrease in the mean
running distance. Importantly, in the present study, difference in
brain BDNF levels between L-INAME- and saline-treated rats after
training cannot be explained by a reduction in exercise duration/
intensity, as all the rats were subjected to a same amount and
intensity of physical training. Finally, a striking result of the present
study was the differential response of SYN to physical training
between SHR (b 60%) versus L-NAME+reated rats (no change)
while both genetic hypertension and L-NAME treatment annulled
the effect of training on BDNF. A possible but speculative
explanation may be a high TrkB receptor density in SHR cortex
as compared with L-NAME-treated rats cortex.

In condlusion, our results provide converging evidence for a
connection between elevation of BDNF levels after physical
training and blood flow increases in the cerebrovasculature. This
finding paves the way for further advancement in the mechanisms
by which training improves brain health and provides a rational
basis to optimize brain benefits of physical training. Our results
also suggest that optimal modalities of training to improve brain
function may differ between healthy beings and patients with
endothelial dysfunction or asymptomatic carotid occlusion. Finally,
the present study supports the emerging concept that cerebral
endothelium is a ke%tissue linking cerebrovascular function and
cognitive processes.
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Résumé des travaux

1. Contexte et Objectifs

Notre premicre étude a donné des arguments forts en faveur d’un lien entre
changement de I’hémodynamique cérébrale (augmentation du flux dans les vaisseaux de la
circulation cérébrale) et production de BDNF induite par I’entrainement physique. Cependant,
les mécanismes sous-jacents ne sont pas connus. Sachant que les performances cognitives
sont altérées en cas de pathologies associées a une dysfonction endothéliale (dont la
caractéristique est une moindre production de NO en réponse a une augmentation du flux
sanguin) et qu’il existe une interaction bidirectionnelle entre NO et BDNF, nous avons émis
I’hypothése selon laquelle les taux de BDNF dans le cerveau était positivement régulés par le
NO produit par les microvaisseaux cérébraux. Cette idée s’appuie sur le concept d’unité
neurovasculaire qui met en avant la communication bidirectionnelle entre cellules

endothéliales (productrice de NO) et neurones (productrices de BDNF).

2. Protocole expérimental

Nous avons modulé chez le rat la production de NO par les microvaisseaux cérébraux et
étudié la conséquence sur les taux cérébraux de BDNF. Différentes stratégies ont été utilisées
pour moduler la production de NO:

a) clampage irréversible des 2 carotides qui réduit la production de NO.

b) induction d’un entrainement physique (activité sur tapis roulant horizontal, 30 min/j,

18m/min, 7 j consécutifs) qui augmente la production de NO.

c) induction d’un entrainement physique chez le rat dont les 2 arteres carotides
communes ont été au prealable définitivement occluses de fagon a annuler les effets de
I’entrainement sur la production de NO.

La production de NO par les microvaisseaux cérébraux a été estimée par la mesure dans le
cortex et I’hippocampe de I’expression de la NO synthase endothéliale (eNOS) totale et de la
eNOS phosphorylée sur la sérine en position 1177 (la phosphorylation sur ce site est induite
par I’augmentation du flux sanguin et s’accompagne d’une augmentation de la production par
un facteur 10). Le dosage du BDNF mature a été réalisé dans les mémes régions cérebrales et
couplé a la détermination de I’expression des récepteurs TrkB et des récepteurs TrkB
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phosphorylés (marqueur de [D’activation par le BDNF). Les protéines d’intérét ont été
mesurées par techniques de Western blot.

Dans une derniére expérience, nous avons étudié dans quelle mesure 1’exposition de coupes
de cortex cérébral pendant 24h a un donneur de NO, la trinitrine, était capable d’augmenter
les taux de BDNF.

3. Principaux résultats

L’expression du BDNF et de la forme phosphorylée de eNOS sont réduites par
I’occlusion bicarotidienne et augmentées par I’entrainement physique avec une corrélation
positive entre les variations de eNOS et de BDNF (r = 0,679). L’association entrainement
physique + clampage bicarotidien ne modifie ni les expressions de eNOS ni de BDNF. Chez
les rats soumis au clampage vasculaire, les faibles taux de BDNF coexistent avec une forte
élévation des taux des recepteurs TrkB qu’ils soient ou pas phosphorylés. Par ailleurs,
I’exposition de coupes a la trinitrine augmente les taux de BDNF. L’ensemble de ces résultats
suggerent gque les taux de BDNF dans le cerveau sont dépendants de la production de NO par

I’endothélium des microvaisseaux cérébraux.
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Abstract

Scientific evidence continues to demonstrate a link between endothelial function and
cognition. Beside, several studies support the idea of an interplay between nitric
oxide (NO) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a neurotrophin largely
involved in cognition. Therefore, the present study investigated the link between
cerebral endothelium-derived NO and BDNF signaling. For this purpose, levels of
BDNF and the phosphorylated form of endothelial NO synthase at serine 1177 (p-
eNOS) were simultaneously measured in the cortex and hippocampus of rats
subjected to either bilateral common carotid occlusion (n=6), physical exercise
training (n=6) or combination of both (n=6) as experimental approaches to modulate
flow-induced NO production by the cerebrovasculature. Tropomyosin-related kinase
type B (TrkB) receptors and its phosphorylated form at tyrosine 816 (p-TrkB) were
run in parallel. We also measured BDNF levels in brain slices exposed to the NO
donor glyceryl trinitrate.

Our results reported increased p-eNOS and BDNF levels after training and
decreased levels after vascular occlusion as compared to corresponding controls
with a positive correlation between changes in p-eNOS and BDNF (r = 0.679). When
induced after vascular occlusion, training did not change levels of these proteins.
Supporting a causal relationship between NO and BDNF, the NO donor increased
BDNF levels in brain slices. Moreover, both vascular occlusion and training resulted
in increased TrkB and p-TrkB levels, while no change was observed with the
combination. We conclude that brain BDNF signaling is dependent on cerebral
endothelium-derived NO production.

Key words: BDNF, TrkB, nitric oxide, physical training, carotid arteries occlusion
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Introduction

The endothelium that is a monolayer of epithelial cells in contact with the blood is an
important source of nitric oxide (NO). Endothelium-derived NO is synthesized by the
endothelial NO synthase (eNOS) isoform and secreted in proportion to eNOS activity
since NO is released immediately after its synthesis. Increase in blood flow and
consequently in shear stress (the frictional force induced by the movement of blood
on the endothelial cells) is one of the most efficient mechanisms to stimulate eNOS-
derived NO production (Noris et al., 1995) via phosphorylation of the enzyme at
serine 1177 (Dimmeler et al.,, 1999; Figueroa et al., 2013). NO produced by the
endothelium is an important mediator of endothelium-dependent vasodilatation and
also helps to prevent thrombosis. Thus, patients with impaired flow-dependent
dilatation as an index of impaired endothelial NO production including hypertensive
and diabetic patients (Paniagua et al., 2001; Henry et al., 2004) are at risk for
cardiovascular diseases (Nathan et al., 2005). It is noteworthy that these patients are
also at risk for cognitive decline and Alzheimer disease (Ott et al., 1999; Musicco et
al., 2009; Wang et al., 2010; Reitz et al., 2011; Yaffe et al., 2014). As NO produced
by endothelium of the cerebral arterioles have been largely implicated in the
regulation of cerebral blood flow (Paniagua et al., 2001), it is logic to suspect the
involvement of deficiency in blood supply in the link between impaired cognition and
impaired endothelial NO production.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), a neurotrophin present in large amount in
the brain, plays a crucial role in cognition, neuroplasticity and long term potentiation
(LTP) (Cunha et al., 2010). These positive effects relate to phosphorylation at
tyrosine 816 of neuronal full-length TrkB (tropomyosin-related kinase type B)

receptors by the mature form of BDNF. Beside, NO has been proposed to be
3
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involved in neuroplasticity and LTP (Haul et al., 1999; Doreulee et al., 2003; Katusic
& Austin, 2014) and NO signals originating from endothelium were recently shown to
be required for LTP (Hopper & Garthwaite, 2006). From these data raises the
possibility that impaired cognition in patients with impaired endothelial NO production
might relate to a control of brain BDNF levels by NO derived from cerebral
endothelial cells. Supporting a connection between brain BDNF levels and
endothelium-derived NO, stroke-induced elevation in brain BDNF levels was reported
to be lower in eNOS knock out animals than in wild type littermate (Chen et al., 2005;
Cui et al., 2013). Likewise, pharmacological inhibition of NO synthases was shown to
blunt physical exercise-induced elevation of brain BDNF levels (Chen et al., 2006;
Banoujaafar et al., 2014). However, in these above studies, the presence of
hypertension and appearance of compensatory mechanisms in eNOS knock out
mouse (Ortiz & Garvin, 2003) as well as the use of a non-selective NOS inhibitor
complicate the data interpretation.

The aim of the present study was to investigate the role of NO derived from the
cerebrovasculature on brain BDNF level signaling. For this purpose, eNOS
phosphorylated at serine 1177 (p-eNOS) as a marker of eNOS activity and BDNF
levels were simultaneously measured in the cortex and hippocampus of rats before
and after occlusion of the two common carotid arteries, physical exercise training or
combination of both as experimental approaches to modulate cerebrovascular eNOS
activity. TrkB and TrkB phosphorylated at tyrosine 816 (p-TrkB) receptors were run in
parallel. We also measured BDNF levels in brain slices exposed to glyceryl trinitrate

as a NO donor.
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Material and methods

Animals

Experiments were conducted in 97 adult male Wistar rats (330-350 g, Depré, Saint-
Doulchard, France). Animals were maintained in a temperature-controlled room, on a
12/12 hours light/dark cycle with food and water ad libitum. They were housed 5 per
cage to maintain social interaction. All experiments (license 21CAE102, French
department of Agriculture) were approved by the local ethic committee. They
conformed to the European Convention for Protection of Vertebrate Animals used for
Experimental and other Scientific Purposes. All the rats were familiarized with the
experimenter and a treadmill apparatus for a 5 days-long period (2 times a day) in
order to minimize novelty stress. Once familiarized, rats were assigned to bilateral
carotid occlusion (2VO) or the sham procedure. Physical exercise training (EX) was
initiated three days after the sham procedure or 2VO induction. Anesthesia was

induced by chloral hydrate (400 mg/kg, i.p.).

2VO

After anesthesia and a midline ventral incision of the neck, the 2 common carotid
arteries were exposed, separated carefully from the vagus-sympathic trunks and
definitely occluded. The right vessel was occluded 30 seconds after the left vessel.
Then, the incision was sutured. Sham-operated controls received the same surgical
procedure with no vessel ligation. Rats were replaced in their home cage 24h after

the surgical procedure.
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Physical exercise training

Physical exercise training (EX) consisted in a daily walking activity (18m/min) on a
horizontal treadmill apparatus (model Exer-3/ 6, Linton Instrumentation, Norfolk, UK)
for 7 consecutive days. We previously reported that this modality of EX resulted in a
two-fold elevation in BDNF levels in the cortex (Quirie et al., 2012; Banoujaafar et al.,
2014). Corresponding sedentary rats (SED) were kept in their home cage at the
proximity of the treadmill. Rats were euthanized 24h after the last session of

treadmill.

Preparation of brain slices to study the effect of a NO donor

Brain slices were prepared from two additional rats (without familiarization on the
treadmill and sham procedure). After animal anesthesia, brains were transcardially
perfused with saline and gently removed from the skull. Slices (1x1 mm) were
immediately prepared from the entire cortex using a Mc llwain tissue chopper and
then quickly mixed and placed (50mg/ml) in wells containing a culture medium (M199
medium supplemented with 0.1 mg/L L-glutamine, 30% fetal bovine serum, 2%
glucose, 2% amino acids and 1% antibiotic solution). Slices were incubated at 37°C
in a 95% 0O2- 5% CO2 atmosphere for 24h. The NO donor glyceryl trinitrate (Merck-
Millipore) was added (0, 5, 10 uM, n=4 wells for each concentration) at the beginning

of the incubation period.

Histochemistry
Histochemical experiments were performed on day 10 after induction of 2VO or sham

procedure. After anesthesia and a transcardial perfusion of the brain with saline and
6
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then with a 4% paraformaldehyde (PFA) solution, the brains were removed and
postfixed in 4% PFA during 24 h. Then, the brains were embedded in paraffin.
Coronal slices (7 pm thick) were deparaffinized, rehydrated and stained with cresyl
violet (0.4 %) and coverslipped in Eukitt mounting medium. Digital images of the
sections were captured with a camera equipped microscope (Eclipse E600, NIKON,
objectives x10 for sensorimotor cortex and x40 for hippocampus) coupled with a light
source (Super High Pressure Mercury Lamp). Neuronal count (expressed as
neurons/ mm-2) was performed by two different blinded experimenters in the CAl
region (50 um x 100 um) of the hippocampus and in the sensorimotor cortex (within a
vertical area of 1.4 mm x 0.2 mm). Neuronal count was performed in both

hemispheres.

Western blot Analysis

Western blot analysis was performed on homogenates prepared from incubated brain
slices and from two brain regions involved in cognition (the sensorimotor cortex and
hippocampus). These regions were collected in anesthetized rats after transcardial
perfusion of the brain with saline. They were homogenizated in 7 volumes of lysis
buffer [bi-distilled water containing 100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1%
triton X-100, 1% protease inhibitors, pH 7.4 (Sigma P8340)]. Then, the total protein
extracts were sonicated and centrifuged at 14,000xg for 20 min. An aliquot of
supernatant was kept for protein measurement (Lowry method or nanodrop
spectrophotometer for brain slices) and the remaining protein extracts were aliquoted
and stored at -80°C. Equal amounts of proteins were dissolved in Laemmli solution
(62.5 mM Tris—HCI (pH 6.8), 2% SDS, 10% glycerol, 0.001% bromophenol blue) with

2-mercaptoethanol 5% and were heated at 85°C for 10 min. Proteins were separated
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using a 8% (p-TrkB), 10% (p-eNOS, eNOS and TrkB) or 12% (BDNF) SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis and transferred electrophoretically onto a
polyvinylidene fluoride membrane (0.45 um pore size for p-TrkB and 0.20 pum for
other proteins) in cold transfer buffer [10 mM NaHCO3, 3 mM Na2CO3 (pH 9.9) and
20% methanol]. The membranes were then incubated overnight at 4°C in 7.5% BSA
(p-TrkB and p-eNOS) or in 5% non-fat dry milk (BDNF, TrkB and eNOS) in a Tris-
buffered saline (TBS) solution (20 mM Tris,137 mM NacCl, HCI, pH 7.6) containing
0.1% Tween 20 to block unspecific binding. Blots were probed with anti-BDNF
(1/3,000 in 5% non-fat dry milk, rabbit monoclonal, 3160-1, Epitomics,
Souffelweyersheim, France), anti-p-TrkB (1/4,000 in 2.5% BSA, Y816, rabbit
polyclonal, ab175173, Abcam, Cambridge, UK), anti-full length-TrkB (1/1,000, mouse
monoclonal, 610102, BD Biosciences, Franklin Lakes, US), anti-p-eNOS (1/1,000,
pS1177, mouse monoclonal, 612393, BD Biosciences, Allschwil, Switzerland), anti-
eNOS (1/2,500, mouse monoclonal, 610297, BD Biosciences, Allschwil, Switzerland)
and anti-B-actin (1/5,000, mouse monoclonal, A5441, Sigma-Aldrich, Saint Quentin-
Fallavier, France). The membranes were washed with TBS-0.1% Tween 20 and then
incubated for 2h (Room temperature) with either horseradish peroxidase-conjugated
anti-mouse IgGs or anti-rabbit IgGs (1/30,000 to 1/160,000 according to the protein,
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Interchim, France). Protein-antibody
complexes were visualized using the enhanced chemiluminescence Western blotting
detection system (ECL+, GE Healthcare, Orsay, France). BDNF (15 kDa), full length
TrkB receptor and its phosphorylated form (145 kDa), e-NOS and p-eNOS (130 kDa)
and B-actin (42 kDa) band densities were determined by scanning densitometry (GS-
800, Bio-rad, Ivry sur Seine, France). A computer-based imaging system (Quantity

One, Bio-rad, Ivry sur Seine, France) was used to measure the relative optical
8
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density of each specific band. eNOS and p-eNOS on the one hand and TrkB and p-
TrkB receptors on the other hand were run on separate gels as a result of difference
in experimental conditions between the phosphorylated and unphosphorylated
proteins.

Protein levels in brain regions were analyzed in the following 4 groups of rats (n=6,
each): SHAM EX (sham operated rats subjected to EX on day 3 after surgery),
SHAM SED (sham operated rats not subjected to EX), 2VO EX (2VO rats subjected
to EX on day 3 after vascular occlusion), 2VO SED (2VO rats not subjected to EX).
The effect of EX, 2VO and EX in 2VO rats was assessed from differences between
SHAM SED and SHAM EX groups, between SHAM SED and 2VO SED groups, and
between 2VO SED and 2VO EX groups, respectively. The 2 groups of interest were
analyzed on a same gel. Such a procedure as compared to a simultaneous analysis
of the four groups of rats on a same gel avoids repeating normalizations to a control
sample and subsequent multiplication of approximations. It also offers the opportunity
to reveal even a small difference between groups as well as to assess inter-individual
variability in a given group. Importantly, the appropriate amounts of total proteins to
be analyzed were determined from a concentration (increasing amounts of proteins) /
response (optical density of the band) curves from two rats belonging each to a group
(on a same gel). The impact of the each concentration of the NO donor was also
assessed on separate gels. All gels were run in triplicate. 3-actin was used as
internal standard. Data were expressed as arbitrary units and were calculated from a

representative gel.
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Statistical analysis

Results were expressed by mean + standard deviation (SD). Statistical analysis
between two groups was performed using parametric t-test or non-parametric Mann—
Whitney’s test, depending on normality and equal variance tests. The relationship
between two variables was investigated using the Pearson’s correlation coefficient
because of the normal distributed data. Differences were considered significant at

p<0.05.

Results

No mortality was observed after the sham procedure. By contrast, 2VO resulted in
high mortality rates especially in the first 24h following occlusion. Indeed, mortality
rate was 22.5%, 72.5% and 75% at 6h, 24h and 48h post-occlusion. This high
mortality likely related to the quasi-concomitant artery occlusion. Indeed, no mortality
was previously reported when 2VO was induced with a delay (7 days) between
occlusion of the two arteries (Cechetti et al., 2010). However, rats surviving from 2VO
showed no sign of brain dysfunction as assessed from a gross visual inspection of
neurological status and were as able as sham-operated rats to walk on the treadmill

confirming a gradual recovery of cerebral blood flow after 2VO (Farkas et al., 2007).

1) Opposite effects of 2VO and EX on p-eNOS and BDNF levels
The results are summarized in Fig.1 (white bars for the cortex and grey bars for the

hippocampus). As expected, p-eNOS levels were decreased by 2VO (Fig.1A) and
10
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increased by EX (Fig.1B) regardless the region examined. Notably, 2VO did not
change eNOS levels (Fig.1C) while EX increased it only in the hippocampus (Fig.1D).
Like p-eNOS levels, BDNF levels are decreased by 2VO (Fig.1E) and increased by
EX (Fig.1F) regardless the region examined. Importantly, 2VO was previously
reported to reduce BDNF levels in the hippocampus (Lee et al., 2004; Zheng et al.,
2008; Damodaran et al., 2014; Sakr et al., 2014) but at a late stage when neuronal
death already occurred. In the present study, neuronal morphology was altered by
2VO neither in the cortex nor in the hippocampus as shown in Fig.2. Furthermore, the
number of morphologically-apparent intact neurons did not differ between sham rats
(n=5) and 2VO rats (n=3). In the cortex, the number per mm?2 of morphologically
intact neurons was 1401+106 in sham operated rats and 1256+96 in rats exposed to
2VO. Corresponding values for the hippocampus were 4427+207 and 4610+274.
Thus, decreased BDNF levels elicited by 2VO did not relate to neuronal loss (data

not shown).

2) Brain BDNF levels are controlled by NO-derived from the cerebrovasculature
production

In order to investigate the potential control of brain BDNF levels by cerebrovascular
NO, we first explored the association between changes in p-eNOS and BDNF
expression elicited by 2VO and EX. For this purpose, individual p-eNOS and BDNF
values in 2VO SED and SHAM EX rats (cortical and hippocampal data) were
expressed as percentage of the mean of control values (SHAM SED). When changes
in p-eNOS expression induced by 2VO and EX (either in sham or 2VO rats) were
plotted against corresponding changes in BDNF expression, a strong linear

correlation (r=0.679, p<0.001) was observed between the 2 parameters (Fig.3).
11
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Then, we explored to what extent prevention of EX-induced elevation in eNOS
activity by the cerebrovasculature did abolish the normal effect (elevation) of EX on
brain BDNF levels. For this purpose, EX was started 3 days after the definitive
ligature of the common carotid arteries. The results are shown in Fig.4. As expected,
when induced in 2VO rats, EX changed neither p-eNOS (Fig.4A) nor eNOS (Fig.4B)
levels whatever the brain region considered. Furthermore, prevention of EX-induced
elevation in p-eNOS levels coincided with the abolition of EX-induced elevation in
brain BDNF levels. Thus, BDNF levels in both regions did not differ between 2VO
SED and 2VO EX (Fig.4C). Lastly, to explore whether the association that we
observed between changes in p-eNOS and BDNF did sign a causal relationship,
brain slices were exposed to an NO donor. As shown in Fig.5, incubation of brain

slices with glyceryl trinitrate at both 5 uM and 10 uM enhanced BDNF levels.

3) Both 2VO and EX elevate TrkB and p-TrkB receptors levels

BDNF signaling involves phosphorylation of full-length TrkB receptors at tyrosine 816
(p-TrkB). Therefore, we explored the impact of 2VO, EX and combination of both on
TrkB and p-TrkB receptors levels (Fig.6). Both TrkB (Fig.6A) and p-TrkB (Fig.6B)
levels were increased by 2VO. EX had the same impact on TrkB (Fig.6C) and p-TrkB
(Fig.6D). By contrast, the combination 2VO+ EX changed neither TrkB (Fig.6E) nor

p-TrkB (Fig.6E) levels.

Discussion

The mains results of the present study are that i) changes in cerebrovascular eNOS

activity induced by common carotid artery occlusion (2VO) or physical exercise
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training (EX) translated into parallel changes in brain BDNF levels, ii) the exposure of
brain slices to the NO donor glyceryl trinitrate increased BDNF levels, iii) brain levels
of TrkB and TrkB phosphorylated at tyrosine 816 (p-TrkB) were increased by both

2VO and EX but not by the combination 2VO+EX.

Methodological consideration
Endothelial cells respond to blood flow increase by elevation of NO production
through phosphorylation of eNOS at serine 1177 (p-eNOS**™ "), It is noteworthy that

NO production by p_eNOSser1177

was shown to be more than 10 times higher than NO
production by the unphosphorylated form of eNOS (Corson et al., 1996). Thus,
changes in p-eNOS*™"" expression appear to be a reliable indicator of important
changes in NO production by endothelial cells. In the present study, eNOS activity by
cerebral endothelial cells was assessed from the measurements of p-eNOS®*™!"’
expression in brain (cortical and hippocampal) homogenates. This procedure was
preferred to measurements in microvessels isolated from these regions because it
allows the measurement of both p-eNOS and BDNF levels in the same samples and
is consequently particularly suited to study associations between these 2 parameters.
Importantly, p-eNOS**™!’’ |evels in homogenates prepared from the cortex and the

hippocampus must be considered as a reliable index of p-eNOS®*™"

expression by
the cerebral endothelium since in these regions eNOS mRNA and proteins are found

in endothelial cells only (Stanarius et al., 1997; Lin et al., 2007).

Modulation of p-eNOS**™!" |evels was achieved by EX that results in blood flow

elevation in the cerebrovasculature during each bout of exercise (Whyte & Laughlin,
13
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2010) and by 2VO model that results in an abrupt fall in cerebral blood flow followed
by a progressive recovery of blood supply to the brain (Farkas et al., 2007).
Traditionally, 2VO maintained for 4 to 8 weeks is used to mimic pathogenesis of
Alzheimer Disease (Zhao & Gong, 2015). In the present study, vascular occlusion
was shortened to 10 days, thus offering the opportunity to assess associations
between eNOS-derived NO and brain BDNF without introducing neuronal
degeneration as a confounding factor. Indeed, with these conditions of occlusion,
neuronal count performed in the cortex and the hippocampus did not differ between
2VO and sham rats (our results and (Pappas et al., 1996)). Accordingly, the loss in
brain BDNF levels induced by 2VO for 10 days cannot be due to neuronal

degenerative processes.

Control of brain BDNF levels by NO

Experiments conducted on culture of neuronal cells and neural progenitor cells
exposed to BDNF, NO donors or NO synthase inhibitors support the idea of a
complex interplay between NO and BDNF as recently reviewed by Biojone et al
(2015). For instance, while BDNF upregulates neuronal NOS (nNOS) expression or
NO production (Samdani et al., 1997), NO produced by neurons negatively
modulates BDNF production (Xiong et al., 1999; Canossa et al.,, 2002; Pinnock &
Herbert, 2008; Hsieh et al., 2010). To the best of our knowledge, the potential
connection between eNOS and BDNF has never been explored. Here, we provide
arguments for NO-derived from cerebral endothelial cells as a regulator of brain
BDNF levels. Indeed, our results have revealed that changes in p-eNOS**™" |evels
evoked by EX and 2VO translate into parallel changes in brain BDNF levels and that

prevention of EX-induced elevation in p-eNOS levels abolished EX-induced BDNF
14
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upregulation in these regions. Consistent with a causal relationship between NO
production by the cerebrovasculature and brain BDNF levels, we showed for the first
time that the exposure of brain slices to a NO donor results in elevation of BDNF
levels. A positive control of brain BDNF levels by cerebrovascular eNOS activity
apparently contrasts with the negative control by nNOS-derived NO and suggest that
eNOS- and nNOS-derived NO exert opposite effects on BDNF levels. Assuming that
NO output is phasic for nNOS and tonic for eNQOS, it is possible that the control of
brain BDNF levels by NO may be dependent on the NO concentration in neurons and
the time course of NO exposure. Consistent with this, transfection of neurons with

eNOS was reported to result in BDNF upregulation (Li et al., 2014).

Control of TrkB receptors by NO

To the best of our knowledge, studies designed to explore the effect of NO on TrkB
receptors are lacking. In the present study, evidence that both EX and 2VO
upregulate brain TrkB receptors despite their opposing effect on cerebrovascular
eNOS activity do not support a direct effect of cerebrovascular NO on cerebral TrkB
synthesis. Increased brain TrkB levels in response to physical training is not new and
likely relates to training-induced neuronal hyperactivity (Czurko et al., 1999) since
TrkB protein and mRNA are regulated by depolarization of neurons (Kingsbury et al.,
2003). By contrast, the impact of 2VO on TrkB has never been explored. Evidence
marked elevation in brain TrkB levels after may be seen as a mean to cope with low
BDNF levels in 2VO rats even though the underlying mechanisms remain to be

explored.
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Assuming that cognition is improved by short-term physical training (Vaynman et al.,
2004) and deficient after 2VO for 10 days (Shu et al., 2013; Damodaran et al., 2014),
the more surprising and unexpected result of the present study was that both EX and
2VO resulted in an increase in brain p-TrkB levels. This data questions the reliability
of the measurement of brain p-TrkB levels to explore BDNF-dependent
neuroplasticity in rats subjected to 2VO and raises the possibility that 2VO elicits
posttranslational changes of p-TrkB receptors, resulting in aberrant activation of
cellular pathways downstream to TrkB activation. Of interest, from a bioinformatics
analysis based on the aminoacid sequences of TrkB and BDNF, NO trough
nitration/S-nitrosylation of these proteins has been recently proposed as a potential
candidate to modulate BDNF stability or affinity to the receptor and TrkB
responsiveness (Biojone et al., 2015). Whatever the mechanisms involved in 2VO-
associated p-TrkB levels upregulation, it has to be kept in mind that cognitive deficit
induced by 2VO has been reported to be alleviated by the NO donor S-
nitrosoglutathione (Won et al., 2013) and exacerbated by pharmacological eNOS
inhibition (de la Torre & Aliev, 2005), thus giving to NO a central role in 2VO-induced

impaired cognition.

In conclusion, the present results provide convincing arguments for a positive control
of brain BDNF levels by cerebrovascular endothelium-derived NO, thus providing
new insights in the link between impaired endothelial NO production and BDNF-
dependent cognition. They also incite further studies on the cellular pathways
downstream to TrkB activation in situations associated with abnormal cerebral blood

flow.
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NOS : nitric oxide synthase
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Fig.1l. Effect of 2VO and EX on p-eNOS (A, B), eNOS (C, D) and BDNF (E, F) levels in the
cortex (white bars) and hippocampus (grey bars). 2VO = bilateral carotid artery occlusion for

10 days, EX consisted in a daily treadmill activity (30 min/ day, 18m/ min, 0% decline) for 7

consecutive days, SED = sedentary rats. Values are meanst SD of 6 rats, * p<0.05, **

p<0.01, *** p<0.001 as compared to controls values. Corresponding immunoblots of p-
eNOSser1177 (130 kDa), total eNOS (130 kDa), BDNF (15kDa), B-actin (42 kDa) are shown.
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Fig.2. Neuronal morphology in the cortex and hippocampus did not differ between sham-

operated rats and rats subjected to 2VO (bilateral carotid artery occlusion for 10 days).
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Fig.3. Changes in p-eNOSserl1177 levels induced by 2VO or EX in the cortex and
hippocampus were plotted against corresponding changes in brain BDNF levels.
Changes were expressed as percentage of the mean of control values, r = Pearson’s

correlation coefficient. See legend of Fig.1 for more information on 2VO and EX.
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p<0.05 as compared to controls values.
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Fig.6. Effect of 2VO (A, B), EX (C, D) and combination of both (E, F) on TrkB
receptors (A, C, E) and p-TrkB (B, D, F) levels in the cortex (white bars) and

hippocampus (grey bars). See legend of Fig.1 for more information on 2VO and EX.

Values are meanst SD of 6 rats, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 as compared to

controls values. Corresponding immunoblots of full-length TrkB receptors and its

phosphorylated form at tyrosine 816 (145 kDa) and B-actin (42 kDa) are shown.
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Discussion générale et perspectives

Nos travaux donnent des arguments forts en faveur de I’hypothése selon laquelle 1I’'un
des mécanismes par lesquels I’AP augmente les taux cérébraux de BDNF est d’origine
hémodynamique et plus précisément est a relier a 1’augmentation du flux sanguin dans les
vaisseaux de la circulation cérébrale. Nos travaux suggerent également qu’il existe une
connexion entre le NO produit par I’endothélium des vaisseaux cérébraux et la teneur

cérébrale en BDNF.

I. Considérations méthodologiques

1. Modéle d’entrainement physique

Dans nos études I’entrailnement physique consiste en une activité sur tapis roulant
selon les modalités suivantes: 30 min/j, 18m/min pendant 7 jours consécutifs, tapis en
position horizontale. Il s’agit donc d’une activité physique imposée qui présente 1’avantage
par rapport a une activité physique volontaire (roue d’entrainement) de travailler sur des
groupes homogeénes d’animaux entrainés en termes d’intensité et de durée d’AP. Notre
modéle permet également de s’affranchir d’un potentiel effet de la stratégie testée sur
I’intensité ou la durée de 1I’AP. Par exemple, il a été montré que I’augmentation des taux de
BDNF induit par le libre acces & une roue d’entrainement était moindre chez les animaux
traités par le L-NAME (Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride, un inhibiteur des NO
synthases) (Chen et al., 2006). Or, le traitement diminuait la distance parcourue. Aussi, dans
cette étude, I’effet du L-NAME sur le BDNF n’est peut-étre pas la conséquence de la moindre
production de NO mais celle d’une réduction de I’intensité de ’activité physique. Le principal
inconvénient de notre modele est que D’activité physique est (contrairement a la roue
d’entrailnement) imposée aux animaux pendant la période diurne ce qui correspond a la

période d’activité de I’expérimentateur mais pas a celle du rat (qui est une espece nocturne).

Notre protocole d’entrainement physique s’accompagne d’une élévation des taux de
BDNF aussi bien dans le cortex moteur que dans I’hippocampe avec un effet plus marqué
dans le cortex. La différence de réponse entre les 2 structures pourrait s’expliquer par une
élévation plus marquée de I’activité neuronale et donc du flux sanguin dans le cortex.

Cependant, on ne peut pas exclure la possibilité que la corticostérone liberée par les surrénales
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lors de I’exercice physique s’oppose a la synthése du BDNF dans 1’hippocampe, une structure
particulierement riche en récepteurs aux glucocorticoides (Yau et al., 2012). Il a en effet été
montré que la corticostérone réprimait la transcription du gene codant le BDNF (Schaaf et al.,
1998).

La durée de notre protocole d’entrainement physique (7 jours) est courte comparée a
celle reconnue pour exercer un impact positif sur les fonctions métaboliques et
cardiovasculaires (au minimum 3 semaines, a raison de 3 a 5 séances/semaine). Cependant,
dans nos conditions, la durée est suffisante pour augmenter ’activité de 1’enzyme Ccitrate
synthase des muscles squelettiques (marqueur de la densité en mitochondries) et pour
augmenter la production de NO par I’endothélium cérébral aussi bien dans le cortex que dans
I’hippocampe comme I’atteste 1’augmentation des taux de la eNOS phosphorylée dans ces 2
structures. Cependant, on peut noter que I’entrainement augmente 1’expression de la NOS
endothéliale totale de maniére significative que dans I’hippocampe (figure 1, publication 2).
Pour des entrainements plus longs, il a été montré que 1’expression de la eNOS augmentait
dans les vaisseaux périphériques de conductance et de résistance mais qu’une scule séance
d’activité physique (60 min, & 50% de la vitesse maximale) était suffisante pour augmenter
I’expression de la eNOS phosphorylée en serl177 dans 1’aorte (Tanaka LY et al, 2015).
Cependant, quelle que soit sa durée (7 jours ou plusieurs semaines), notre protocole d’AP est
sans effet sur la pression artérielle aussi bien chez le rat normotendu qu’hypertendu (SHR)
(Prigent-Tessier et al., 2013).

Deux points importants restent a étudier pour caractériser notre protocole d’entrainement

physique et qui sont:

- lintensité de chaque séance exprimée en pourcentage de la consommation maximale
en O,.

- Pimpact de I’entrainement sur la fonction cérébrale comme 1’apprentissage, la
mémoire. En effet démontrer que I’entrainement augmente les taux de BDNF, la
phosphorylation des récepteurs TrkB et les taux de synaptophysine ne permet pas de
conclure définitivement sur son impact cognitif. Le laboratoire envisage d’évaluer
I’effet du protocole sur le test de reconnaissance d’objet (test pour évaluer I’effet sur la

mémoire).
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2. Dosage des protéines par la technique de Western blotting

Dans nos études, le BDNF, la synaptophysine, la eNOS, et les récepteurs TrkB ont été
mesurés dans des homogénats cérébraux par la technique de Western blot. 11 s’agit d’une
technique semi-quantitative c’est a dire que la densité optique de la bande d’intérét n’est pas
linéairement proportionnelle a la concentration de protéines d’intérét. Aussi, la quantité
appropriée de protéines totales a déposer sur le gel est calculée a partir de 1’analyse d’une
courbe Densité Optique = f(quantité de protéines déposées) afin de repérer la portion linéaire
de la courbe (Gassmann et al., 2009). Nous nous plagons donc dans les meilleures conditions
pour mettre en évidence I’effet (augmentation ou diminution) de nos différentes stratégies sur
la protéine d’intérét. Par ailleurs, nous étudions 1’effet des stratégies une par une ; Nous
déposons sur un méme gel les échantillons n’appartenant qu’a 2 groupes de rats (6 rats par
groupe). Les mémes conditions sont répétées 3 fois et les résultats sont calculés a partir du gel
le plus représentatif.

Ces conditions permettent de s’affranchir des multiples normalisations a faire lorsque plus de

2 conditions expérimentales sont testées sur un méme gel.

3. Evaluation de la production de NO par I’endothélium des microvaisseaux cérébraux

Pour évaluer la production de NO par I’endothélium des microvaisseaux cérébraux, nous
avons dosé directement les taux de eNOS totale et eNOS phosphorylée en serll77 dans
I’homogénat cérébral alors que certains auteurs (Dinerman et al., 1994; Doyle & Slater, 1997)
mais pas tous (Seidel et al., 1997; Stanarius et al., 1997) ont montré que dans le cerveau, les
eNOS pouvaient étre exprimees par les neurones. Nos résultats montrent que 1’entrainement
physique augmente et le clampage bicarotidien diminue, dans I’homogénat cérébral, les taux
des eNOS phosphorylées. Notre interprétation est que ces 2 stratégies exercent des effets
opposés sur la phosphorylation de la eNOS endothéliale. En accord avec cette interprétation,
le laboratoire a récemment montré que I’entrainement physique exercaient les méme effets sur
la eNOS phosphorylée ser1177 qu’elle soit mesurée dans les microvaisseaux cerébraux isolés
a partir du cortex cerébral que dans un homogénat de cortex cérébral. Par ailleurs, méme s’il
est classique d’évaluer la production endothéliale de NO par la mesure de I’expression

endothéliale des enzymes, il serait plus pertinent de mesurer 1’activité¢ de la eNOS ou le taux
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des nitrites-nitrates dans les vaisseaux isolés. Le dosage des nitrites nitrates a été réalisé dans
I’homogénat cérébral de rats sédentaires et entrainés. Nous n’avons pas observé de différences
entre les 2 lots. Cela ne signifie pas que I’entrainement n’a pas augmenté la production
endothéliale de NO mais plutdt que les variations de la production du NO par 1’endothélium
sont masquées par I’importance de la production du NO par les neurones. En effet, a 1’état

basal, la production de NO par le cerveau est trées majoritairement assurée par les neurones.

I1. Contrdle des taux cérebraux de BDNF par le NO d’origine endothéliale

Différentes études se sont déja intéressées aux interactions existant entre le NO d’origine
endothéliale et le BDNF cérébral. 1l a été montré que I’inhibition génétique de la eNOS
réduisait I’augmentation des taux cérébraux de BDNF induite par I’ischémie cérébrale (Chen
et al., 2005). Cependant, I’inhibition génétique de la eNOS induit une hypertension
susceptible de compliquer I’interprétation des résultats. Une autre étude a montré que
I’inhibition pharmacologique de la eNOS par le L-NAME pendant toute la durée d’un libre
acces a une roue d’entrainement diminuait a la fois la distance parcourue et 1’¢lévation des
taux de BDNF (Chen et al., 2006). La encore, I’interprétation des résultats est délicate car nos
travaux montrent que 1’élévation des taux de BDNF induite par 1’entrainement sur tapis

roulant dépend de son intensité.

Notre premiére étude a montré que 1’élévation des taux cérébraux de BDNF en réponse a
I’entrainement physique €tait moindre en cas d’occlusion d’une carotide, d’hypertension,
d’inhibition de la NOS endothéliale (par le L-NAME) et que cette élévation était d’autant plus
marquée que I’intensité des exercices était forte. Notre deuxieme étude a, quant a elle, montré
I’existence d’une association positive entre I’expression de la eNOS phosphorylée et les taux
de BDNF, les 2 paramétres étant mesurés dans le méme échantillon cérébral (chez des
animaux entrainés et soumis a un clampage bicarotidien). L’ensemble de ces résultats
suggérent que I’exercice conduit a I’augmentation du flux dans la circulation cérébrale via la
production endothéliale de NO qui contribue a augmenter les taux de BDNF dans le cerveau
et inversement. Cependant, d’autres expériences devront étre conduites in vivo pour confirmer
que les taux de BDNF sont dépendants du NO produit par I’endothélium cérébral. En accord
avec cette hypothese, 1’exposition de coupes cérébrales a la trinitrine augmente les taux de

BDNF. Nous pourrions étudier :
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1) dans quelle mesure, le traitement par un donneur de NO ou par les statines (qui
stimulent a 1’étage post-transcriptionnel I’expression de la eNOS) annule les effets du
clampage carotidien sur les taux de BDNF.

2) dans quelle mesure le traitement par un inhibiteur sélectif de la eNOS s’oppose a
I’¢lévation des taux de BDNF induite par I’entrailnement, en sachant que I’inhibition de la
eNOS peut s’accompagner d’une hypertension artérielle susceptible de déclencher les

mécanismes a 1’origine de 1’autorégulation cérébrale.

Ces expériences complémentaires sont primordiales avant de conclure que le NO
d’origine endothéliale est bien impliqué dans le contrdle des taux cérébraux de BDNF. Il est
en effet possible que I’expression de eNOS ne soit le reflet que de I’intensité des forces de
cisaillement exercées par le flux sanguin et que le contréle de la synthése du BDNF implique
des mécanismes indépendants de la voie du NO mais dépendants des forces de cisaillements.
Si c’est le cas, 1’¢lucidation des voies impliquées va s’avérer délicate car les effets de la
méchanotransduction se manifestent a de multiples localisations subcellulaires de la cellule
endothéliale (Davies, 2009) et les détecteurs du stimulus mécanique que représentent les
forces de cisaillement sont probablement aussi multiples. Un médiateur autre que le NO qui
pourrait étre impliqué est le t-PA (tissue type-plasminogen activator). En effet, le shear stress
augmente la sécrétion endothéliale de t-PA (Diamond et al., 1989). Or le t-PA traverse la
BHE (Benchenane et al., 2005) et est indirectement impliqué via la plasmine dans la
maturation du BDNF a partir du proBDNF (Ding et al., 2011). Cependant au laboratoire, nous
avons montré que lI’administration systémique de t-PA augmentait les taux cérébraux de
BDNF via I’activation des récepteurs NMDA au glutamate et pas via la plasmine (Rodier et
al., 2014).

Si le NO d’origine endothéliale effectivement contrdle positivement la production de BDNF
par le cerveau, il conviendra alors d’explorer les mécanismes impliqués. Le NO pourrait
induire la transcription du gene ou encore activer les enzymes impliqués dans la
transformation du proBDNF en BDNF. La question qui se posera alors concerne le type

cellulaire qui répond au NO par une induction de la synthese du BDNF.
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1. Type cellulaire répondant au NO d’origine endothéliale par une

augmentation de sa synthese de BDNF

Dans le cerveau, le neurone est traditionnellement considéré comme 1’unique source de
BDNF. Cependant, notre laboratoire a montré que le BDNF était exprimé a I’état basal dans
les cellules endothéliales aussi bien des vaisseaux périphériques (aorte) (Prigent-Tessier et al.,
2013) que des vaisseaux de la circulation cérébrale microvaisseaux cérébraux (résultats non
publiés). Il a également révélé que ’entrainement physique augmentait et 1’hypertension
diminuait 1’expression endothéliale du BDNF tant au niveau de 1’aorte (Prigent-Tessier et al.,
2013) que des microvaisseaux cérébraux (résultats non publiés). De ces données émerge la
possibilité que 1’augmentation des taux de BDNF induit par I’entrainement physique soit le
résultat d’une augmentation de la synthése du BDNF non seulement par les neurones mais
aussi par les cellules endothéliales des microvaisseaux cérébraux. De la méme fagon, une
moindre expression endothéliale du BDNF pourrait expliquer la réduction des taux cérébraux

de BDNF observés chez les rats soumis au clampage bicarotidien.

Pour évaluer la contribution relative de chacun des types cellulaires endothélial versus
neuronal, nous envisageons de mesurer les taux de BDNF dans le cerveau de rats entrainés
aprés induction d’une désendothélialisation du cerveau. Le laboratoire a déja montré que le
retrait de 1I’endothélium cérébral induit par une perfusion transcardiaque de CHAPS (3- [(3-
cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate), un détergent couramment utilisé
pour éliminer I’endothélium dans les expériences de vasomotricité sur vaisseaux isolés,
réduisait de facon tres importante les taux de BDNF mesurés dans un homogénat cérébral
indiquant que les taux de BDNF présents dans le cerveau correspondent pour une large part au

BDNF présent dans les vaisseaux intracérébraux.

Si les résultats montrent une contribution importante des cellules endothéliales a
I’augmentation cérébrale des taux de BDNF induite par 1I’AP, alors se poserait la question du
role biologique du BDNF d’origine endothéliale. Le BDNF via une action autocrine pourrait
conduire & une dilatation artériolaire et contribuer de ce fait a ’augmentation de 1’apport
sanguin au cerveau. En faveur de cette hypothése, le BDNF est capable sur modéle de

vaisseau isolé pré-contracté d’induire une relaxation (Meuchel et al., 2011; Prigent-Tessier et
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al., 2013). Afin d’étayer cette hypothése, le laboratoire envisage d’étudier in vivo I’effet de la
perfusion directement dans la carotide interne de BDNF et d’agonistes des récepteurs TrkB
sur le débit sanguin cérébral. Le BDNF d’origine endothéliale, du moins celui des capillaires
sanguins (les vaisseaux les plus proches des neurones) pourrait également stimuler la
neuroplasticité a la condition qu’il puisse étre sécrété dans 1’espace interstitiel cérébral soit via
des transporteurs endothéliaux spécifiques (dont I’existence n’est pas certaine) soit via les
pieds astrocytaires. Une fois dans le liquide interstitiel, le BDNF d’origine endothéliale
pourrait alors directement agir sur les TrkB neuronaux et stimuler ainsi le nombre et 1’activité

des synapses.

Si les résultats montrent une contribution neuronale importante alors se poserait la
question des mécanismes par lesquels 1’augmentation du flux peut conduire a augmenter
I’expression neuronale du BDNF. Il est bien connu que I’endothélium répond a une
augmentation du flux sanguin par la sécrétion de différents médiateurs dont trois sont
susceptibles d’interférer avec le BDNF : le NO, I’activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA)
et la prostacycline. Le NO produit par les capillaires sanguins cérébraux pourrait stimuler la
production de BDNF par les neurones. En effet, le NO est un médiateur liposoluble avec une
demi-vie compatible avec une action a distance de son site de sécrétion (diffusion du NO des
cellules endothéliales aux neurones). Cette possibilité pourrait étre testée in vitro par
I’exposition d’une culture de neurones au milieu d’incubation de microvaisseaux cérébraux
prélevés chez des animaux entrainés. Le t-Pa est une sérine protéase secrété par les neurones
(Louessard et al., 2015) et qui pourrait augmenter les taux cérébraux de BDNF via
I’activation des récepteurs neuronaux NMDA (N-Methyl-D-aspartate) au glutamate, ou par le
clivage extracellulaire du proBDNF en BDNF. De facon intéressante, il a été montré que les
stratégies anti-t-PA réduisaient 1’augmentation des taux de BDNF induite par I’entrainement
physique (Ding et al., 2011). La prostacycline est une prostaglandine dont les récepteurs sont
couplés a des récepteurs couplés a une protéine Gs. Or I’AMPc est capable d’induire la

transcription du géene bdnf.

IV. Boucle hypothétique reliant hémodynamique cérébrale et cognition

Pendant la réalisation d’une AP, les régions cérébrales hyperactives via le couplage

neurovasculaire, la vasodilatation dépendante du flux, la vasodilatation rétrograde propagee et
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I’augmentation du débit cardiaque conduisent a élever le flux sanguin dans la circulation
cérébrale. Cette augmentation du flux s’accompagne d’une ¢élévation de la production
endothéliale de NO. Le NO pourrait induire la synthéese de BDNF par les cellules
endothéliales et les neurones. Le BDNF d’origine endothéliale pourrait exercer un effet
vasodilatateur (activation des récepteurs TrkB endothéliaux) et renforcer I’augmentation de
I’apport sanguin au cerveau. Il pourrait également activer les récepteurs TrkB neuronaux et en
conséquence induire la neuroplasticité. Le BDNF d’origine neuronale s’accompagne quant a
lui d’une augmentation de 1’activité neuronale qui conduira a renforcer 1’apport sanguin au
cerveau et donc la production de NO. Cette boucle hypothétique a I’avantage de donner une
explication au maintien d’un taux ¢levé de BDNF dans le cerveau pendant les 2 semaines qui

suivent I’arrét de I’ AP (Berchtold et al., 2011).

Activité physique
]

v

Hypercapnie A1 Débit cardiaque

/7 Flux dans la

circulation cérébrale
]

Hyperactivité
neuronale

A Production

/ endothéliale de NO

A Production A Production
neuronale de BDNF ¢ $ endothéliale de BDNF
Effet neuroplastique ¢
Vasodilatation

Figure 15 : Boucle reliant hémodynamique cérébrale et cognition.
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V. Les retombées de nos résultats

Que I'augmentation des taux de BDNF induite par I’entrainement physique soit le
reflet d’une stimulation de la synthése du BDNF par les cellules endothéliales, les neurones
ou les 2, il est certain que I’endothélium cérébral joue une place centrale dans 1’impact de
I’AP sur les taux cérébraux de BDNF et par voie de consequence sur les qualités plastiques du
cerveau. Placer I’endothélium cérébral au sein de la cascade physiologique qui relie
I’entrainement physique au BDNF cérébral pourrait donner une explication aux études
montrant que les capacités cognitives sont moindres en cas d’’hypertension, de diabete,
d’obésité (Yaffe et al.), de polyarthrite rhumatoide (Shin et al., 2012) et chez les personnes
agées (Michalski et al., 2015). En effet, toutes ces situations s’accompagnent d’une

dysfonction endothéliale.

Nos résultats qui montrent que I’¢élévation des taux de BDNF induite par AP est
proportionnelle a I’intensité de I’AP suggérent que les bénéfices cognitifs de I’AP seront
d’autant plus marqués que si I’ AP est soutenue ou qu’elle engage une large masse musculaire.
En effet, pendant la réalisation de I’AP, le débit cardiaque et donc le DSC s’¢éléve d’autant
plus que la demande énergétique des muscles est grande.

Nos résultats supportent également 1’idée selon laquelle 1’augmentation du flux
sanguin dans les vaisseaux de la circulation cérébrale n’a pas pour seul role de satisfaire
I’augmentation des besoins métaboliques des neurones mais aussi de stimuler la

neuroplasticité.

En conclusion, nos travaux ouvrent de nouvelles perspectives dans la compréhension
des mécanismes qui sous-tendent les effets salutaires de 1’entrainement physique sur la santé
cérébrale et dans 1’¢laboration des modalités d’AP les plus aptes & améliorer la neuroplasticité
dépendante du BDNF.
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