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Résumé

La récupération fonctionnelle des patients victirdas accident vasculaire cérébral
(AVC) ischémique est largement sous-tendue papiregriétés plastiqgues du cerveau et plus
précisément par sa capacité a remodeler les résleangurones épargnés par l'infarctus. Les
études réalisées sur différents modéles animanfaditus cérébral s’accordent a montrer que
ces changements plastiques sont induits par le B{BY&n-Derived Neurotrophic Factor).
Aussi, augmenter les taux cérébraux de BDNF estsidéré comme une stratégie
thérapeutique prometteuse de réduction des défesepost-AVC. Dans ce contexte, notre
travail avait 2 objectifs : 1) chez le rat, idetifles cellules impliquées dans la surproduction
de BDNF et évaluer la pertinence de la mesurealesdirculants de BDNF pour estimer les
taux de BDNF présents dans le cerveau, 2) cheatienp victime d’un infarctus cérébral,
etudier I'efficacité de la fluoxétine sur la récugdon motrice a 3 mois, la fluoxétine étant un
inhibiteur spécifique de la recapture de la séromicommercialisé comme antidépresseur et
capable non seulement d’augmenter la productiogbcéle de BDNF mais aussi de stimuler
la plasticité post-lésionnelle.

Les études précliniques ont été réalisées chext Boumis a I'embolisation unilatérale du
cerveau par un nombre variable de microspheresddone et calibrées a 50 um) afin de
reproduire le large panel de souffrance cérébeaeantré en clinique. Le BDNF a été mesuré
dans le cerveau et dans le sang (plasma et sénutacbaique ELISA) avant et apres (4, 24h
et 8j) embolisation. Nos résultats montrent :

- que la production de BDNF est plus intense et mlusable dans I'hémisphere
embolisé que dans I'hémisphére non embolisé etgtie production est indépendante
du degré d’embolisation, marqueur indirect de laffsance cérébrale.

- que les cellules non-neuronales deviennent uneesawn négligeable de BDNF en
cas d’ischémie, notamment les cellules endothéliatemicrogliales avant 24h et les
astrocytes au temps 8j.

- que les taux circulants et cérébraux de BDNF ne pas corrélés mais gu'’il existe
une corrélation entre le BDNF plasmatique mesurétemps 4h et le degré
d’embolisation.

L’étude clinique correspond a un essai randomisérgl® en double aveugle comparant
la fluoxétine (20mg/j, voie orale, pendant 3 mdisiébutée entre 5 et 10j apres les premiers
symptémes) au placebo chez des patients présamaméficit moteur modéré a sévere sur
I'échelle motrice de Fugl-Meyer (n=59 dans chaqueupe). Nos résultats montrent que
'amélioration de la fonction motrice est meillew®us fluoxétine que placebo.

En conclusion, notre travail montre l'intérét degdicaments capables d’augmenter le
BDNF et la plasticité post-lésionnelle pour améiofte pronostic clinique de I'AVC et
identifie pour la premiére fois les cellules endibiddes cérébrales comme une cible
potentielle de ces médicaments. Il remet égalememiause I'idée largement répandue selon
laguelle les taux circulants de BDNF varient dansEme sens que les taux cérébraux.

Mots clés : accident vasculaire cérébral ; infarctus cérébBIDNF ; plasma ; sérum ; rat;
plasticité ; fluoxétine ; récupération motrice



Abstract

Functional recovery after ischemic stroke largelyolves brain plasticity and more
accurately its ability to reorganize the neuronatworks spared by the infarct. Studies
conducted on animals using different ischemic s®rotodels have demonstrated that plastic
changes are induced by BDNF (Brain-Derived Neugitro Factor). Hence, increasing levels
of BDNF in the brain is considered a promising #p&utic strategy to reduce post-stroke
impairments. In this context, our work had 2 aifstn a rat model, to identify cells involved
in the over-production of BDNF and to evaluate fhextinence of the measurement of
circulating BDNF levels to estimate brain BDNF Ieye2) In ischemic stroke patients, to
study the effectiveness of fluoxetin on 3-month onatecovery. This drug is a selective
serotonin-reuptake inhibitor commercialized as atidepressant treatment that is not only
able to increase brain production of BDNF, but atsetimulate post-lesion plasticity.

Animal studies were performed on rats that undetwailateral embolization of the
brain with various amounts of carbonized calibrgf&®lum) micropsheres in order to mimick
the large panel of brain injury observed in hum@®i3NF levels were measured in the brain
and the blood (plasma and serum, ELISA method) reetnd after (4, 24h, and 8d)
embolization. Our results show that:

- The production of BDNF was more intense and lohggting in the embolized
than in the non-embolized hemisphere, and thisymtiah was independent of
the degree of embolization, an indirect markerrairbinjury.

- Several non-neuronal cells become a non-negligsiolerce of BDNF after
ischemia, particularly endothelial cells and midi@gbefore 24h, and
astrocytes at 8d.

- Brain and circulating levels of BDNF did not coatd, but a correlation
between plasma BDNF at 4h and the degree of enabioiizwas noted.

Our clinical study was a randomized placebo-colddoltrial that evaluated the
efficacy of fluoxetine (20mg/d, oral route, ovem®nths, and starting between 5 and 10d
after stroke onset) in patients with moderate teese motor impairment measured by the
Fugl-Meyer motor scale (n=59 in each group). Osuits showed a greater improvement in
motor recovery under fluoxetin than placebo.

To conclude, our work underlines the fact thattments able to increase BDNF
levels and post-lesion brain plasticity are of iag to improve the prognosis after stroke. We
have shown, for the first time, that endothelidlscare a potential target for these treatments.
Our study also calls into question the widespreaa iaccording to which circulating levels of
BDNF vary in the same way as levels of BDNF inbhnain.

Keywords: stroke ; cerebral infarct ; BDNF plasma ; seruatt ; plasticity ; fluoxetin ; motor
recovery
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Introduction

L’accident vasculaire cérébral (AVC) d'origine igchique représente la premiére
cause de handicap acquis chez I'adulte méme skgfieitdfonctionnel régresse de facon
spontanée (en I'absence de médicaments) chez itéajes patients, surtout durant les 3
premiers mois qui suivent les premiers symptéomésdoir d’'une récupération fonctionnelle
plus rapide et plus compléte repose actuellemaniesdéveloppement de stratégies visant a
augmenter les taux cérébraux de Brain-Derived Neaphic Factor (BDNF), un promoteur
unanimement reconnu de la plasticité cérébraleeftet, sur les modeles animaux d’ischémie
cérébrale, les stratégies qui augmentent les talBONF dans le cerveau (qu’elles soient ou
pas pharmacologiques) réduisent le déficit sensiigor sans toutefois affecter le volume de
lésion. Ces données montrent I'importance de mmannaitre le BDNF en cas d’'ischémie
cérébrale d’une part et d’évaluer I'intérét poupétient des stratégies ciblant le BDNF.

Un premier travail réalisé sur un modele rat d’iofas cérébral permettant de moduler
la sévérité de l'ischémie a eu comme objectif adlaitifier les cellules qui produisent le
BDNF dans les premiers 8 jours qui suivent I'indctd’ischémie, b) d’étudier durant cette
méme période la relation existant entre les taugbraux et circulants de BDNF. En effet,
alors que le BDNF est dosé dans le sang chez 'Homindans le cerveau chez I'animal, on
ne sait pas si les taux circulants refletent les teérébraux apres un AVC ni si la relation

eventuelle est influencée par la sévérité de |Gt ischémique.

Un second travail réalisé chez le patient victimdnfarctus cérébral a été consacré
a evaluer l'effet de la fluoxétine (1 prise/j, ¥ufs consécutifs) sur le déficit moteur a 3 mois.
La fluoxétine est un inhibiteur de la recapture ldesérotonine commercialisé comme
antidépresseur (PROZAC) qui augmente la produdemBDNF par le cerveau ischémique

chez I'animal et induit un remodelage des cartesoabes chez le patient victime d’un AVC.

Le document débute par un état de l'art, puis serguit successivement par la
description détaillée des méthodes utilisées etigparésentation de nos travaux personnels
(insertion des publications). Il se termine pae wonclusion générale qui analyse de fagcon

critique les principaux résultats obtenus.



Etat de l'art

tat de I'art
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Etat de I'art

|- Les accidents vasculaires cérébraux

A- Définition et types d’accidents vasculaires cél¥aux

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) défiractident vasculaire cérébral
(AVC) comme «le développement rapide de signesiqules localisés ou globaux de
dysfonction cérébrale avec des symptébmes durast ggu24 heures, pouvant conduire a la
mort, sans autre cause apparente qu’une origineuhzae » (WHO, 2000). Cette définition
exclut I'accident ischémique transitoire (AIT) cetexisé par « la perte brutale d’'une fonction
cérébrale ou oculaire durant moins de 24 heureposde due a une embolie ou a une
thrombose vasculaire » (WHO, 2000). Néanmoins.eceéfinition « historique » de I'AIT
impliquant une durée fixée de maniere arbitrairété@ reconsidérée depuis, sur la base de
plusieurs arguments cliniques et paracliniquessihiane trés large majorité des AIT durent
moins de 1 heure, parmi lesquels la plupart dune@rine moins de 30 minutes (Weisberg,
1991). De plus, moins de 15 % des patients présedés symptdmes durant plus de 1 heure
vont récupérer dans les 24 heures (Levy, 1988). dikaurs, les progrés de l'imagerie
cérébrale, en particulier I'apport de l'imagerier pgsonnance magnétique (IRM), plus
performante que le scanner, ont permis de mettévielence des lésions d’infarctus cérébral
chez des patients victimes d'un AIT, et ce d’autphts fréquemment que la durée des
symptémes avait été longue (Engelter et al., 1996% données ont conduit le TIA Working
Group a redéfinir 'AIT comme « un épisode neurddpg déficitaire de survenue brutale
causé par une ischémie focale du cerveau ou deétiaey dont les symptébmes durent
typiguement moins d’'une heure, et sans signe déhfa cérébral aigu » (Albers et al., 2002).
Cette nouvelle définition est tributaire de I'imaigecérébrale et est difficilement applicable
dans le cadre des études épidémiologiques. Eke egntre le mérite de souligner qu’il existe

un continuum entre I'AIT et I'infarctus cérébralicaont, en fait, deux maladies identiques.

L’AVC est une pathologie hétérogene. Il regrouga #ois les infarctus cérébraux qui
sont secondaires a une ischémie prolongée et lesrragies cérébrales qui résultent de la
rupture d’'un vaisseau cérébral sous-arachnoidienntvaparenchymateux. Dans les pays
occidentaux, les infarctus cérébraux représent®nt 80% de I'ensemble des AVC. Par
ailleurs, une hétérogénéité est également retroauéein méme des infarctus cérébraux. En

effet, ceux-ci regroupent des maladies d’origine, symptomatologie, de traitement et
12



Etat de I'art

d’évolution tres différents. Ainsi, plusieurs cldigsitions des sous-types d’infarctus ont été
établies. La classification « TOAST » est une dfesdion basée sur I'étiologie de I'ischémie
et est actuellement la plus communément utiliséafds et al., 1993). Elle distingue 5 sous-

types étiologiques d’infarctus cérébraux (Tableau 1

Tableau 1 :Classification TOAST des sous-types d’infarctustbéaux.

Sous-type ischémique Description Fréquence

1. Athérosclérose des grosses  Occlusion ou sténose (>50%) d'une 15-30 %
artéres artére cérébrale majeure ou d’une
branche corticale, secondaire a des

Iésions d’athérosclérose

2. Embolie cardiaque Au moins une source cardiaque 20-25%
d’'embolie identifiée. Les sources
cardiaques sont divisées en risque

élevé et moyen d’embolie

3. Infarctus lacunaire Atteinte des artérioles de petit calibre 15-25%
(diametre <400 pm). Infarctus de taille
<1.5 cm a limagerie sans source
cardiaque d'embolie ni  lésion
significative  d’athérosclérose des

grosses arteres identifiées.

4. Autres causes Autre  cause rare identifiee : 5%
dissections artérielles, angéites
cérébrales, troubles hématologiques,
états d’hypercoagulation, maladies

génétiques...

5. Cause indéterminée Plusieurs mécanismes co-existent, ou 15-30%
aucune cause n’est retrouvée apres un
bilan étiologiqgue complet, ou bilan

incomplet

13
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B- Incidence et prévalence des accidents vasculasreérébraux

Chaque jour, en France, 360 personnes sont victiues AVC (Leys et al., 2008 ;

Béjot et al. 2010). Les chiffres d’incidence des @\¥n France proviennent du Registre
Dijonnais des AVC faisant état de taux actuels dtem 120 cas/100.000 habitants/an (Béjot
et al., 2009a; Béjot et al., 2009b). De plus, atipales données du Programme de
Médicalisation des Systémes d’Information (PMSH),estime a environ 125.000 le nombre
de personnes hospitalisées tous les ans pour un(B¥[0t et al., 2010). A travers le monde,

ce sont 16 millions de nouveaux cas qui sont olésechaque année (Strong et al., 2007),
avec une incidence annuelle variable, allant de 0800 cas/100.000 habitants avec de

grandes disparités entre les pays (Feigin et@D9R

Trés peu d'études de prévalence sont disponiblass Dne revue d’études conduites
avant 2003, Feigin rapportait une prévalence ammgéhndardisée a I'age chez les sujets de
plus de 65 ans variant de 45 a 74/1000 habitarggyi(Fet al., 2003). Selon Hankey et
Warlow (1999) et dans une population de 1 millidmabitants issus d’'un pays développé, on
recense chaque année 1 700 patients survivantaraAMC qui S'ajoutent a un groupe
d’environ 12 000 patients qui ont des antécédeAgd ou d’AlT.

Le vieillissement de la population et 'émergenes gays en voie de développement
conduira prochainement a une accentuation du phémemAinsi, a partir des données
disponibles de I'OMS, il a été estimé que le nomdmauel d’AVC incidents dans le monde
atteindra 23 millions a I'horizon de 2030. En 20@5nombre de survivants a un AVC était de
62 millions ; il sera de 77 millions dans 25 ansdf&g et al., 2007).

C- Formation de l'infarctus cérébral

En cas d’ischémie suffisamment sévére et prolorigé&égion cérébrale hypoperfusée
évolue, en dehors de toute intervention pharmaapleg rapidement et inexorablement vers
l'infarctus c’est a dire la destruction completetduritoire ischémié (mort des neurones, des
cellules gliales et des cellules endothéliales)vdleme de I'infarctus évolue dans le temps et

14



Etat de I'art

dans l'espace : d’abord une phase de maturatioantdleiquelle I'infarctus grossit puis une
phase de cicatrisation durant laquelle le voluméaettitoire infarci successivement envahi
par la microglie, les monocytes puis les astrocyéggesse (Demougeot et al., 2003). Aux
temps longs, la cicatrice astrocytaire est a peisible et I'atrophie du cerveau devient le seul
témoin d'un infarctus ancien. Au niveau de la lésid'intégrit¢ de la barriére
hématoencéphalique (BHE) est mise a mal. Il enlteesla formation d'un cedéme
vasogénique conséquence de l'ouverture de la BHE pmatéines circulantes et de son
augmentation de la perméabilité a I'eau (perte'@arichéité des jonctions existant entre les
cellules endothéliales des capillaires sanguins cdwveau). L'cedeme vasogénique est
redoutable car massif il engage le pronostic dtapatient par effet de masse. La destruction
de la lame basale sur laquelle repose les celuldsthéliales formant la BHE est a l'origine

de la transformation hémorragique de l'infarctus

Chez I'hnomme, le diagnostic positif de l'infarctoérébral en phase aigué se base sur
les résultats de I'imagerie. L'IRM permet le diagtio différentiel entre accident ischémique
et hémorragique, les séquences pondérées en T2 périnettant d’écarter une cause non
vasculaire. En outre, I'IRM de diffusion qui études mouvements browniens des molécules
d'eau, permet le diagnostic précoce (< 1h) de lmedéytotoxique, qui correspond au
passage de I'eau du secteur extra au secteureafitdacre en réponse a une augmentation de
'osmolalité intracellulaire (Oppenheim et al., B)0 Le couplage de la diffusion a la
technique de perfusion permet en théorie de repergssu hypoperfusé mais encore viable
(zone de pénombre correspondant a une zone medaa#éeurir en I'absence d’intervention
pharmacologique). Le scanner cérébral, moins sensjbe I'IRM pour le diagnostic de

l'infarctus cérébral, reste en France I'imager@is&e dans la plupart des centres hospitaliers.

Chez I'animal, le volume de lésion et 'cedeme vasigue sont le plus souvent
déterminés en post-mortem par technique histolegaqres utilisation de colorants vitaux ou
mesure de la différence poids frais-poids sec dueesl. Le développement de I'imagerie
cérébrale « petit animal » offre cependant la fagsi de visualiser la Iésion en pré-mortem
selon les modalités utilisées en clinique, maislissegquelques centres disposent de

I'équipement nécessaire.
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L’espoir de réduire le handicap associé a l'infasatérébral a longtemps reposé sur la
neuroprotection, c'est-a-dire I'ensemble des gjresé thérapeutigues permettant
d’'interrompre ou ralentir la cascade biochimiqudéaste qui conduit a la mort neuronale
(Ginsberg, 2008). Aussi, de nombreux travaux omt @&nsacrés a lidentification des
maillons de cette cascade. Parmi les événemeniorigues les plus documentés, on peut
citer, par ordre chronologique d’étude, le défiéhergétigue et l'acidose lactique,
I'accumulation intracellulaire de calcium, I'exditxicité du glutamate, le stress oxydant, la
production excessive de monoxyde d’azote, l'aciwvatde I'apoptose et linflammation
locale. Chez l'animal, les stratégies pharmacologggcapables de réduire l'intensité de ces
événements conduisent bien a une réduction du whlariésion mesuré dans la phase aigué
ou subaigué. En revanche, ces stratégies se sahted incapables de réduire la mortalité ou
le déficit fonctionnel des patients victimes d’'uNW@ (Ginsberg, 2008). Plusieurs raisons ont
été evoquées pour expliquer ces divergences :

* Modeles animaux d’infarctus non-pertinents. On pesater ici le fait que la
majorité des études conduites chez l'animal fonpebpa des modéles
d’'ischémie focale réversible alors que la repedinspontanée n’est observé
gue chez environ un tiers des patients (Davis.c2@08)

* Inclusion dans les études cliniques de patiensshtédérogénes sur le plan de la
localisation et du volume de lésion, des anomaligdogiques associees
(hypertension, diabéte etc...), du traitement méda#pux en cours, de leur
niveau d’activité physique alors que linfarctugproductible en taille et
localisation, est induit chez des animaux sainsdentiques sur le plan
biologique.

* Modalités d’administration du traitement différemtentre Homme et animal.
Souvent chez l'animal, le traitement est adminisaéant induction de
'ischémie ou a la levée de lischémie alors quezchiHomme le délai
d’administration est bien plus retardé.

* Mauvaise analyse statistique des résultats.

» Critere defficacité du traitement différent : farmmnnel (réduction du déficit
neurologique ou de la mortalité a 3 ou 6 mois) didamme et histologique
(volume de lésion en phase aigué€) chez I'animalp@et est important car le
déficit fonctionnel a long terme n’est pas seuletriefiuencé par le volume

initial de la Iésion mais aussi par les qualitesptues du cerveau.
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Il existe actuellement un regain d'intérét pour dgtoprotection de la cellule
endothéliale formant les capillaires sanguins duaa (Guo et al., 2008 ; Del Zoppo, 2009).
Ce regain d”intérét pour la cellule endothéliakt eoncomitant de 'émergence du concept
d’'unité neurovasculaire (ladecola, 2004), termee gpéur mettre en lumiére linteraction
fonctionnelle existant entre les cellules endo#iés des capillaires, les neurones et les
cellules gliales, notamment les astrocytes dontebgzansions cytoplasmiques s’enroulent

autour des capillaires.

D- Pronostic des patients aprés un infarctus céréhat

1- Données épidémiologiques

D’une maniére générale, 'AVC représente la preeaause de handicap, la deuxieme
cause de démence et la troisieme cause de modahtles pays industrialisés. Ainsi, 6 mois
apres un tel accident, 20 a 30% des patients sm@deés, 20 a 30% présentent un handicap
invalidant, 20% a 25% un handicap modéré, les awyant completement récupéré sur le
plan moteur (American Heart Association, 2009). 205, le nombre de déces annuels
mondiaux liés aux AVC était de 5,7 millions ettileendra 7,8 millions en 2030 (Strong et al.,
2007).

De maniére plus spécifique, l'infarctus cérébralassocié a un pronostic péjoratif sur
le plan vital. Ainsi, la mortalité a 1 mois desipats est de I'ordre de 15 a 20% avec de
grandes disparités observées a travers le mondginFet al., 2009). Un patient sur deux
décéde dans les 5 ans suivant linfarctus cérétBajot et al., 2009a). Néanmoins, le
pronostic des patients s’est amélioré au cour2désrnieres décennies (Béjot et al., 2007 ;
Feigin et al., 2009) reflétant ainsi 'amélioratida la prise en charge des patients a la phase
aigué, notamment par I'organisation de filieressda dédiées, la mise en place d’unités de
soins intensifs de neurologie vasculaire, et isailion de la fibrinolyse intraveineuse par rt-
PA, forme recombinée du t-PA, seul traitement medienteux validé ayant fait la preuve de
son efficacité (Hacke et al., 2008).

L'infarctus cérébral est également associé a unvaiaipronostic fonctionnel. Entre
15 et 30% des patients survivant apres un infaizosbral gardent des séquelles motrices ou
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aphasiques séveres (American Heart Associatiorf)2@dus récemment, la prise en compte
des conséquences cognitives des infarctus céréaramergé. Une méta-analyse a révélé que
7 a 23% des patients vont développer une démemnte |danée suivant un premier AVC
(Pendlebury et Rothwell, 2009). Au sein du RegiBlijennais des AVC, nous avons retrouvé
une prévalence de démence précoce de 23% aprefauctus cérebral (Béjot et al., 2011a).
Enfin, il est estimé qu’environ 30% des pateintstimies d’'un AVC souffriront d’'une
dépression (Lenzi et al., 2008).

2- Facteurs pronostiques

La récupération fonctionnelle aprés un infarctuetloeal est un phénomene quasi-
constant mais dont le décours temporel et I'inténgstent imprévisibles. Si I'essentiel de la
récupération fonctionnelle est observée dans lgeiers mois suivant I'infarctus cérébral,
un certain nombre de patients continuent a progreas-dela de cette période sans qu'aucun
critére ne permette a I'heure actuelle d’identifieicocément ces patients. Face a ce caractere
imprévisible de la récupération fonctionnelle, &isiciens se sont attachés a identifier des

marqueurs pronostiques.

a- Marqueurs reconnus

= Déficit neurologique initial

En pratique clinique, le déficit neurologique iaitest mesuré par différentes échelles
neurologiques dont I'échelle National Institute bfealth Stroke Scale (NIHSS), la
Scandinavian Stroke Scale (SSS), la Canadian Stbolkdée (CSS) ou encore I'échelle de
Rankin modifiée (mMRS). De nombreux travaux ont démo qu’un déficit neurologique
sévere a I'admission représente un marqueur fotisqae de mauvais pronostic a court terme
(Jorgensen et al., 1996 ; DeGraba et al., 199®lt&het al., 2001 ; Ahmed et al., 2004 ; Luk
et al., 2006), moyen terme (German Stroke StudyaBotation 2004 ; Weimar et al., 2004 ;
Nuutinen et al., 2006) ou encore long terme (Pettedl., 2000). De plus, I'existence d’'une
détérioration neurologique entre 'admisssion et peemiers jours qui suivent augmente le

risque de séquelles graves (Sumer et al., 2003ankat al., 2006).
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»= Hyperthermie

Dans une méta-analyse récente portant sur 39tlidejues incluant plus de 14000
patients, la présence d’'une hyperthermie a la paigse d’'un infarctus cérébral était associée
a une augmentation du risque de handicap variantOda 120% en fonction de I'échelle
utilisée (Greer et al.,, 2008). Ces données ont wibnalux recommandations actuelles
indiguant la normalisation de la température caf@mpar un antipyrétiqgue chez les patients
présentant un infarctus cérébralifopean Stroke Organisation (ESO) Executive Cotemi008)
bien que les résultats des essais visant a évakte stratégie thérapeutiques soient

discordantsKallmiinzer et Kollmar, 2011).

= Hyperglycémie

L’hyperglycémie est une complication fréquente t@art jusqu’a 50% des malades a
la phase aigué d’'un infarctus cérébral (Scott.etl@P9). L’association entre I'hyperglycémie
a I'admission et la récupération neurologique dmtsepts présentant un infarctus cérébral a
été largement étudiée. D’une maniere généralelulzapt des études a mis en évidence une
augmentation du risque de mauvais pronostic fonaogb a court et long termes en cas
d’hyperglycémie initiale (Capes et al., 2001 ; Hynén et al., 2009 ; Fuentes et al., 2009).
Bien que les études ayant évalué l'efficacité destegyies thérapeutiques visant a réduire la
glycémie des patients présentant un infarctus caélrélffrent des résultats décevants (Quinn
et Lees, 2009), la prise en charge médicamenterigdryperglycémie en phase aigué reste

recommandée={uropean Stroke Organisation (ESO) Executive Cotemi2008)

= AIT précédent un infarctus cérébral

Plusieurs études épidémiologiques ont démontrépguai les patients victimes d’'un
infarctus cérébral, ceux qui avaient un antécédetcident ischémique transitoire avaient un
pronostic vital et fonctionnel meilleurs (Aboa-El®et al., 2011 ; Béjot et al., 2011b). Cet
effet protecteur était particulierement retrouvécas d’AlT récent et de durée courte, et si
l'infarctus cérébral n’'était pas de type lacunaifEnsi, il a été suggéré que I'AIT
augmenterait la résistance neuronale a un événetisehémique ultérieur selon des
mécanismes de préconditionnement ischémique identhez I'animal (Dirnagl et al., 2009).
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b- Marqueurs controversés

= Age

La récupération est globalement moins bonne clegugets agés, I'impact négatif de
'age concernant la vitesse et le niveau final @upération des patients (Bagg et al., 2002 ;
Kugler et al., 2003). Les raisons sont multiplesimapliquent a la fois les facteurs
environnementaux tels que le niveau de soins adirési a ces patients, les comorbidités
associées, et probablement une réduction des té&palg plasticité cérébrale (Shah, 2006).
Néanmoins, d'autres études ont réfuté ces constaga(Calmels et al.,, 2005 ; Luk et al.,
2006). Pour certains, l'influence de I'age est megeuniquement chez les patients dont le
déficit initial est sévere (Black-Schaffer et Wimist 2004).

= Volume lésionnel

Le volume lésionnel, mesuré a la phase aigué mamsc ou IRM, a longtemps été
considéré comme négativement corrélé a la récupe@rinctionnelle des patients a moyen
terme (Saunders et al., 1995 ¢vblad et al.,, 1997 ; Tei et al., 2006) et a longm
(Schiemanck et al., 2005). Cependant, ces donndesgté remises en causes par d’autres
études (Irles 1987 ; Chua et al., 1995; Saverlet1899). Cette discordance pourrait
s’expliquer par I'importance de la localisationlddésion, paramétre rarement pris en compte
dans les études. A titre d’exemple, I'atteinte dutex moteur primaire dans sa portion
moyenne s’accompagne d’'un déficit sévere de la nsamvent définitif, alors que les régions
plus proximales du membre supérieur auront un pietede récupération meilleur du fait
d’'une convergence de neurones corticospinaux phpitante. De méme, concernant les
infarctus cérébraux touchant la région capsuladal#ire, le pronostic fonctonnel est
meilleur lorsque la lésion épargne une partie ds Ipostérieur de la capsule interne (Fries et
al., 1993).

= Pression artérielle
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A la phase aigué d’'un infarctus cérébral, envir®¥7des patients présentent une
pression artérielle systolique supérieure a 140 mrtitypertension artérielle réactionnelle).
La recherche d'une corrélation entre le niveau isgion artérielle en phase aigué et la
récupération neurologique a donné lieu a des mdsutbntradictoires. Ainsi, certaines études
montre que la récupération fonctionnelle est negaient corrélée a la pression artérielle
(Robinson et al., 2001 ; Boreas et al., 2002) aftprs d’autres rapportent I'absence de lien
entre ces 2 parametres (Abboud et al., 2006 ; destsal., 2006). Une étude récente a méme
mis en évidence le fait qu'une pression artériéléée était associée a un pronostic favorable
(Yong et al., 2005) alors que certains auteurssaggéré que la relation entre le niveau de
pression artérielle et le pronostic fonctionnelaitiune courbe en J, avec un pronostic plus
sombre pour les patients présentant une valeur extirtémes de la pression artérielle
(Leonardi-Bee et al., 2002). Une revue systématigagpas montré de bénéfice a abaisser la
pression artérielle a la phase aigué d'un infaraéstbral (Willmot et al., 2004). Les
recommandations actuelles indiquent, en dehorgakesle fibrinolyse, qu’il est préférable de
respecter I'élévation de la pression artérielledetne débuter un traitement qu’'en cas de
pression artérielle tres élevée (pression diastett§20 mmHg et/ou de pression systolique
>220 mmHg), de menace vitale (dysfonction cardiouksre, encéphalopathie hypertensive),

ou encore d’hypertension intracranienne majeueediBcedeme vasogénique.

c- Taux sanguins des protéines dérivées du cerveau

De nombreuses études ont évalué le lien entre dapétation neurologique post-
infarctus cérébral et la concentration sanguin@rdétines localisées essentiellement dans le
cerveau.

Ainsi, une augmentation de la NSE (Neuron Spedfiwlase), une protéine de
localisation neuronale mais également retrouvés temcellules endocrines, est observée en
cas d'infarctus cérébral, et cette augmentatiorcestlée au volume de la Iésion (Anand et
Stead, 2005). En revanche, le lien entre les tdtoulants de NSE et la récupération
neurologique a moyen et long termes reste tresra@rsé, rappelant ainsi la controverse
autour de la relation unissant le volume |ésiomtéé devenir neurologique (Anand et Stead,
2005).

L'infarctus cérébral s’accompagne également d’'wmgneentation de la concentration
sérique de S100b, une protéine astrocytaire égateragouvée dans les mélanocytes et les
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adipocytes, avec un pic observé au 3eme jour (Dassal., 2009). Les taux sériques de
S100b semblent corrélés au volume lésionnel et glust élevés chez les patients a risque
d’'infarctus malin et de transformation hémorragigapres fibrinolyse. De plus, une
corrélation avec le pronostic fonctionnel a étéengis évidence dans plusieurs études (Dassan
et al., 2009).

d- Protéines de I'inflammation

L’intérét du dosage des protéines de linflammatipour prédire le devenir
neurologique des patients visctimes d'un infartcésébral a été suscité par des études
expérimentales montrant que lischémie focale @aguagne non seulement d'une
inflammation locale mais aussi d'une inflammatigetémique (Nilupul Perera et al., 2006).

Ainsi, l'infarctus cérébral conduit a une augmeiotaidu taux circulant de la protéine
C réactive (CRP) et certaines études ont suggérédgs taux sanguins élévés de CRP a la
phase aigué d'un infartcus cérébral pourraient &seociés a un mauvais pronostic
fonctionnel (Di Napoli et al., 2005 ; Whiteley dt,&2009). De méme, une augmentation de
l'interleukine 6 (IL-6) ou encore du fibrinogénecampagne l'infarctus cérébral et serait un
marqueur de mauvaise récupération fonctionnelle ity et al., 2009). Cependant,
I'adjonction de ces parametres a des modeles piféditiniques n’apporte pas de bénéfice

supplémentaire pour évaluer le pronostic des pati@khiteley et al., 2009).

e- Autres marqueurs d’'imagerie et de neurophysiologie

Plus récemment, les progrés de I'imagerie céréhvatepermis d'offrir des outils
pronostiques de récupération fonctionnelle supphdanees, bien qu’actuellement, leur
utilisation soit restreinte a la recherche. Airdans une étude portant sur 20 patients a la
phase aigué d'un infarctus cérébral, une baisseodfficient de diffusion en IRM au sein du
pédoncule cérébral ipsilatéral a la Iésion, pouvemtrespondre a une dégénérescence
wallérienne précoce du tractus cortico-spinal, gt fortement le risque de mauvais
pronostic fonctionnel & 3 mois (DeVetten et al.1@0 Utilisant une spectroscopie du proton,
il a été démontré que chez les patients victimes difarctus cérébral, des taux élevés de N-
acétyl aspartate (NAA), composé considéré comméusixement neuronal, au sein de la
Iésion, étaient associés a une meilleure récupérateurologique (Pereira et al., 1999 ;
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Lemesle et al., 2000). Enfin, utilisant un protecdke stimulation magnétique transcranienne
répétitive (Theta-burst stimulation intermittent®),Lazzaro et al (2010) ont démontré que la
récupération fonctionnelle a 6 mois des patientssqmtant un infarctus cérébral était
fortement prédite par I'amplitude des potentielsges moteurs dans I’lhémisphere ipsilatéral

a la lésion.

E- Prise en charge de l'infarctus cérébral a la phse aigué

L’infarctus cérébral est une urgence thérapeutinéeessitant une prise en charge
spécifigue au sein d'une filiere dédiée et ideééfi De nombreuses études ont démontré
l'intérét d’hospitaliser les patients présentaninfarctus cérébral dans des unités spécialisées
appelées unités neurovasculaires (UNV). Ainsi, lsepen charge en UNV des patients
permet de réduire d’environ 22% le risque de décede dépendance des patients par rapport
a une prise en charge classique avec un effet sganant jusqu’a 10 ans apres I'événement,
I'effet étant indépendant de I'dge et de la ségéciinique initiale (Stroke Unit Trialists'
Collaboration, 200/

Ces UNV permettent la mise en place de mesureapbetiques adpatées (correction
de I'hyperglycémie, de I'hyperthermie, et de lagsien artérielle, prévention des troubles de
déglutition et des complications infectieuses ebriitboemboliques) et la réalisation de la
fibrinolyse intraveineuse par rt-PA. Le rt-PA estseul traitement médicamenteux ayant fait
preuve d’efficacité. Ainsi, dans une revue systémoat combinant les données individuelles
de 6 essais randomisés portant sur un total de Ratfénts, Hacke et al. (2004) ont démontré
la supériorité du traitement par rapport au placebole déces ou le handicap a 3 mois
lorsque le délai entre la survenue des symptdomémjetction du rt-PA était inférieur a 4,5
heures. De facon importante, le rt-PA est d’aupdns efficace qu’il est administré de fagcon
précoce. Toutefois, I'étude ECASS-III a rapport& @mugmentation significative (+34%) des
chances de pronostic favorable & 3 mois chez lgsnps recevant le rt-PA entre 3 et 4,5
heures apres le début des troubles en compararsarieaplacebo (Hacke et al., 2008). Ceci a
conduit a recommander la fibrinolyse intraveineokez les patients présentant un infarctus
cérébral de moins de 4,5 heures (European Stroganation (ESO) Executive Committee,
2008).
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II- Plasticité cérébrale

A- Définition et mécanismes

La plasticité neuronale, terme introduit dans lendme des Neurosciences en 1906
par le psychiatre italien Ernesto Lugaro, est wracatéristique fondamentale du cerveau. Ce
terme signifie que les relations anatomo-fonctidileseentre neurones ne sont pas figées mais
'objet de perpétuels changements adaptatifs. laestigité neuronale est nécessaire a la
maturation psychique et a I'apprentissage. Ellefaaenégalement au cerveau l'aptitude a
compenser la perte de fonction induite par unemégiVitte, 1998). A I'heure actuelle, il est
admis que la plasticité post-lésionnelle regroupeensemble de mécanismes capables de
promouvoir la récupération d’'une fonction (MurphyGorbett, 2009). Celui-ci inclut a) le
remodelage anatomique (repousse axonale, arborisatendritique, synaptogénese), et
fonctionnel (efficacité des synapses) des réseauxonaux ; b) le démasquage de circuits

neuronaux pré-éxistants mais qui jusque-la n’étgpaa fonctionnels ; c) la neurogénése.

B- Méthodes d’études

1- Pré-mortem

Différentes techniques sont utilisables pour me#in évidence en pré-mortem une
plasticité post-lésionnelle, du moins sa compostmetionnelle. Les techniques tres utilisées
chez I'Homme commencent a étre utilisées chez rahi Cependant, chez ce

dernier, 'anesthésie est obligatoire et constitudiais dans I'interprétation des résultats.

a- Imagerie cérébrale

L’imagerie regroupe I'IRM fonctionnelle (IRMf), ldomographie par émission de
positons (TEP) et la spectroscopie proche infraeo(lIRS : Near-Infrared Spectroscopy)
(Carey et Steitz, 2007 ; Lin et al., 2009). Cesitégues mesurent la réponse hémodynamique

a des variations de l'activité synaptique. Poutulle® du systeme moteur, le sujet effectue un
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mouvement (état 1, le plus souvement mouvemenddigs) en alternance avec un repos
complet (état 2). L'objectif de l'analyse statistég est alors de déterminer les régions
cérébrales dans lesquelles le mouvement modifiagin significative le signal. Concernant
'IRMf par méthode BOLD (Blood Oxygen Level Depemtl€€ontrast), la technique permet
une mesure tres indirecte du débit sanguin. Ailesg de l'activation neuronale, il existe
localement une hyperoxygénation entrainant unenditicin temporaire de la concentration en
désoxyhémoglobine dans le lit capillaire. Ce phémoenconduit a une modification du signal
T2* qui est proportionnel a la perfusion cérébralanalyse des images peut étre traitée selon
2 approches : soit une étude avec analyse de grgeevisualisation des résultats sur un
cerveau moyen normalisé, soit une étude individupditient par patient, avec visulaisation
des résultats sur le cerveau de chaque patientEPapermet de visualiser la distribution de
'oxygéne marqué, qui est un reflet du débit sangagional et donc de l'activité neuronale.
Cependant, comme I'IRMf, elle nécessite de plaeesujet dans une machine limitant ainsi
les tdches motrices réalisées. La NIRS est uneigod non invasive. Elle repose sur le fait
que le tissu cérébral est transparent a la lundars la gamme du proche infrarouge (entre
700 et 900 nm) alors que la molécule d'hémoglolame sein des vaisseaux est un
chromophore qui réfléchit la lumiere dans cette m@met son spectre d'absorption est
différent selon qu'elle transporte ou pas une nubdéde dioxygéne (oxyhémoglobine versus
désoxyhémoglobine). L'augmentation d'activité neal® induit une augmentation du débit
sanguin local et donc une modification du rappoy/@ésoxyhémoglobine présente sur le
chemin optique des photons qui traversent la rédioserveau considérée. En mesurant, les
changements du signal liés a I'absorption et #fiastn, il est donc possible de déterminer si
les régions observées sont actives ou non (Lith,e2@09). L’avantage principal de la NIRS
est sa portabilité, autorisant son utilisation embalatoire ce qui permet la réalisation de
taches motrices plus complexes.

Enfin, il existe actuellement un intérét grandigspour I'utilisation de I'IRM pour
visualiser le remodelage vasculaire et le remodekgnal induits par l'infarctus cérébral
(Jiang et al., 2010).

b- Electrophysiologie
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Les techniques d’électrophysiologie incluent [I'¢teeencéphalographie haute
résolution (EEG), peu utilisée dans I'étude de lastiité post-lésionnelle, la magnéto-
encéphalographie (MEG) et la stimulation magnétinams-cranienne (SMT).

La MEG permet la détéction a la surface de la boi@e@ienne du champ magnétique
géneéré par les courants post-synaptiques assodiastigation neuronale synchrone d’une
région cérébrale (Maclin et al., 1994). Elle offiee possibilité d’identifier les régions
cérébrales dédiées a la représentation sensititnemale la main selon une organisation
somatotopique. Basée sur le fait que cette orgamisast symétrique chez les sujets sains
(Tecchio et al.,, 1997), la MEG permet, par compamide I'hnémisphére ispsilatéral et
contraléral a l'infarctus, d’identifier les phénones de réorganisation au sein des structures
lésées.

La SMT a pris ces dernieres années une place iamertlans le champ d’étude de la
plasticité post-lésionelle. Elle repose sur le pgesd’'un courant intense et bref dans une
bobine conductrice ayant pour effet I'inductiondted’un champ électromagnétique (Hallet,
2007). Appliqué sur le scalp en regard de l'airdrioe primaire, le champ magnétique active
les cellules pyramidales du faisceau corticospinbaldevient alors possible d’étudier
'excitabilité neuronale et la conduction des voiesotrices par I'enregistrement
électromyographique de potentiels évoqués motdREM]. Ainsi, en stimulant le cortex
moteur primaire en plusieurs endroits et en entegisla réponse évoquée du muscle cible,
une véritable cartographie de la représentationriceotde ce muscle peut étre réalisée
(Wassermann et al., 1992). La taille de cette ssration et 'amplitude des PEM dépendent
de lintensité de la stimulation magnétique, dedieabilté et du nombre de neurones recrutes,
et de I'intégrité de I'ensemble du faisceau corspinal (Bitefisch et al., 2006). Il est ainsi
possible d'évaluer par cette technique SMT la récafion fonctionnelle aprés un infartcus
cérébral, et ses mécanismes. De plus, la SMT daiole offre la possibilité unique d’étudier
phénomenes d’inhibition et de facilitation des eéseneuronaux corticaux impligués dans la
réorganisation cérébrale post-lésionnelle. En outiesque la SMT est combinée a une
thérapeutique favorisant ou inhibant les répond#snuies, les neuromédiateurs a l'origine
des effets observés peuvent étre identifiés. EIHi§MT répétitive (SMTr) est une technique
qui permet de moduler de maniere artificielle, sreoire et réversible I'efficacité du réseau
neuronal sous-jacent, autorisant ainsi de vériéigble spécifique d’'une région corticale dans

la réalisation d’une tache spécifique (Rossi et28101).
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2- Post-mortem

Les changements plastiques d’ordre morphologigeessitent une étude post-mortem
du cerveau. Les techniques de microscopie élequenpermettent I'étude de I'arborisation
dendritique. L'immunomarquage de certaines proipermet d’apprécier de maniere
indirecte la repousse axonale (protéine GAP-43ciigée des cbnes de croissance des
axones), et le nombre de synapses (synaptophysiniéjne contenue dans les vésicules pré-
synaptiques) (Stroemer et al., 1998).

L’étude de la neurogénése repose quant a elleasonide en évidence de neurones
nouvellement formés. Une technique immunohistoatiri largement répandue utilise le
bromodésoxyuridine (BrDU), un analogue des basele TADN, qui s’incorpore dans les
cellules en division. Ainsi, la détection sur desupes de cerveau du BrDU, administré
préalablement a I'animal, dans des cellules exprirpar ailleurs des marqueurs spécifiques
des neurones (Neu-N, Map-2 ou enc@raubulin Ill) permet de visualiser les nouveaux
neurones forméNpwakowski et al., 1989)

C- Plasticité et récupération fonctionnelle post-A\C

Apres un infarctus cérébral, la majorité des patistaméliore sur le plan fonctionnel
de facon spontanée. Outre la levée du diaschigiso(Bet al., 1981 ; Kataoka et al., 1989 ;
Seitz et al., 1999 ; Finger et al., 2004) et langton de I'oedéme vasogénique, la plasticité
post-lésionnelle est maintenant largement impliqgdéas la récupération. La plupart des
études cliniqgues s’accorde a montrer que le nivearimal de la récupération qu’elle soit
motrice, sensitive, cognitive ou en relation ave@éarole est atteint dans les 3 a 6 mois. Un
point important est que ce niveau maximal estrdttéiautant plus précocement que 'AVC
est peu sévere (Jorgensen et al., 1995 ; Paoltati, 2000). Cependant, des données plus
récentes ont montré qu’il est encore possible dkrirg le déficit fonctionnel avec des
stratégies débutées au dela de 3 mois voire desesrapres les premiers signes cliniques
(Caraugh et al., 2011).

1- Récupération spontanée
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Dans la majorité des études, le focus s’est faitlawécupération de la fonction
motrice, notamment de la main, chez les patienmigarétiques (Schaechter, 2004 pour
revue). Les études longitudinales conduites en émaget SMT ont révélé que I'excitabilité
du cortex moteur était plus élevée du coté Iésedyueoté non lésé (Cramer et al., 1997 ;
Liepert et al., 2000a) et que la réduction de ldrgxcitabilité périlésionnelle précédait
I'amélioration de la fonction motrice d’ou I'idéelsn laquelle la normalisation de latéralité
de l'activation du cortex moteur était liée a urandre récupération motrice (Ward, 2004 ;
Johansson, 2011 pour revues). Cependant, certadtedes ont suggéré que cette
normalisation était en fait le reflet d’'une présgion de l'intégrité du cortex moteur. Quoi
gu’il en soit, on considere que l'amélioration ftoonelle post-AVC est a relier au
remodelage des aires corticales motrices périlésites, méme si la contribution de

I’hémisphére controlatéral n’est pas nulle.

2- Récupération induite

a- Thérapie par le mouvement

Actuellement, tous les patients victimes d'un AV&hémique bénéficient d'une
rééducation motrice standard (passive et active)t diefficacité est connue depuis de
nombreuses années (Ottenbacher et Jannel, 1998ftet’autant plus grande que la
rééducation est débutée précocement (Paolucci 20@0), bien que des données récentes ont
mis en évidence un effet bénéfique d’'une rééducatiébme débutée tardivement (Caraugh et
al., 2011). A I'heure actuelle, il n’existe pas @eommandation sur le choix des techniques
réeducatives a utiliser.

A co6té de la kinésithérapie de base, différenteastégiies ont fait preuve de leur
efficacité. Parmi celles-ci, I'utilisation forcéaidnembre parétiqgue a été tres étudiée aussi
bien chez I'animal (Biernaskie et Corbett, 2001¢ ghez 'homme (Wolf et al., 2007 ; Wolf
et al., 2008). Cette technique consiste a « cordrai» le membre supérieur sain pour forcer
l'utilisation du membre parétique, ce qui revientdasactiver I'aire motrice primaire
correspondante (controlatérale a I'infarctus), tamt ainsi son action transcalleuse inhibitrice
et délétere sur I'hémisphere ischémié. La SMT &lééque cette stratégie conduisait & une
extension de la représentation corticale du membrs les régions adjacentes et a une
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normalisation de la balance d’excitabilité cortecantre les 2 hémispheres (Liepert et al.,
1998 ; Liepert et al., 2000b). L'utilisation forcle membre parétique peut faire appel a des
robots (Kwakkel et al., 2008). Par ailleurs, centai données récentes suggerent que trop
intense, cette thérapie peut avoir un effet dééguand elle est débutée précocement
(Dromerick et al., 2009). D’autres techniques detdeveloppées pour améliorer la fonction
du membre parétique comme [I'entrainement bimanuét €t al., 2010) ou encore
'entrainement avec un miroir (Dohle et al.,, 200¥avuzer et al., 2008). Dans cette
technique, un miroir est placé entre les membrpéreeurs du patient, face réfléchissante coté
de la main saine. Le membre atteint est cachéedere miroir. Le patient a ainsi la sensation
d'observer non seulement les mouvements du merabrensais également leur reflet dans le
miroir, comme si son membre Iésé bougeait. Deseétuen nombre trés limité, ont utilisé
avec succes la realité virtuelle (Henderson et2807), I'imagerie motrice (imagination de
I'action) (Page et al., 2007) et méme l'observatuam le malade d’'un mouvement qu’il est
incapable de réaliser (Ertelt et al., 2007). Cdteniére techniqgue met en jeu les neurones
miroirs, neurones qui s’activent aussi bien lors lderéalisation d’'une tache motrice
déterminée que lors de I'observation de cette nt@ctee (Rizzolatti et Craighero, 2004).

Le patient victime d’'un AVC présente souvent unaietle la locomotion qui pourrait
étre pris en charge par la marche sur tapis roalaet ou sans harnais. Les résultats obtenus
sont mitigés, certaines études montrant un bénéfieeko et al., 2005) et les autres aucun
effet (Moseley et al., 2005 Ces résultats contradictoires pourraient s'ex@r par la
différence existant entre les protocoles testémfme de séances hebdomadaires, durée de la
séance, début du traitement par rapport aux premsignes cliniques). De fagcon importante,
certaines données suggérent que le tapis roulamtgibexercer un effet positif sur le déficit
cognitif associé a I'AVC (Kluding et al., 2011).

b- Thérapie de neurostimulations

La SMT est susceptible de modifier durablement dibilité corticale cérébrale.
L’effet obtenu dépend de la fréquence de stimutatitlisée : une simulation haute fréquence
(> 5 Hz) augmente I'excitabilité corticale alorsune stimulation basse fréquence (< 1 Hz) la
diminue (Hallett, 2007). Ainsi, a partir de ces st@tations, deux approches thérapeutiques
ont été envisagées chez les patients souffrantidfanctus cérébral. La premiére consiste a
stimuler I'excitabilité corticale de I'hémispherésgé par utilisation d’'un SMT a haute
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frequence (Khedr et al.,, 2005). La seconde viseéduire l|'excitabilité corticale de

I’'hémisphére sain de maniere a limiter son effatbiteur sur I’hémisphére atteint (Mansur et
al.,, 2005 ; Takeuchi et al., 2005 ; Fregni et a0D06). Les études ont démontré que
'application de ces procédures s’accompagnait &’amélioration fonctionnelle (Khedr et

al., 2005 ; Mansur et al., 2005 ; Takeuchi et 2DQ5 ; Fregni et al., 2006) et que le bénéfice
se maintenait pendant un an (Khedr et al., 201@uties techniques telles que la stimulation
cérébrale transcranienne directe a courant cootinla stimulation nerveuse périphérique de
la main parétique semblent également présententénét surtout si elles sont appliquées

simultanément (Celnik et al., 2009)

c- Thérapie médicamenteuse

L’approche pharmacologique de la stimulation delksticité post-lésionnelle a été
abordée dans de nombreux travaux. L'espoir d’'ifientides traitements médicamenteux
capables d’améliorer le pronostic moteur des pegtiarété suscité dés le début des années 80
par les résultats de plusieurs études animales ay@nen évidence un effet bénéfique des
amphétamines sur la récupération post-lésionnéli@si, il avait été démontré que
'administration d’'une dose unique d’amphétamine I&lures apres la réalisation d’une
ablation unilatérale du cortex sensitivomoteur cleerat s’accompagnait d’'une amélioration
durable de la motricité des animaux (Feeney efl@82). Cet effet bénéfique était bloqué par
'administration subséquente d’halopéridol. De plees dernier, administré de maniére isolé,
réduisait la récupération motrice des rats. Pasuie, I'effet des amphétamines sur la
récupération fonctionnelle a été confirmé dans tdésumodeles de Iésion dont 'ischémie
cérébrale (Stroemer et al., 1998 ; Adkins et Jo2@85 ; Gilmour et al., 2005 ; Papadopoulos
et al., 2009). La constatation d’'un effet rapideeapadministration d’amphétamine a conduit
a penser que cette molécule pouvait faciliter upération motrice via un effet sur la levée
du phénomene de diaschisis, d’autant plus que meghétamines peuvent induire des
changements régionaux dans la circulation sanguéirebrale (Mathew et Wilson, 1985). Une
autre hypothése repose sur le fait que l'effet degphétamines semble dépendant des
conditions dans lesquelles les animaux sont prishange au moment de son administration.
Ainsi, 'administration d’amphétamine apparaissficace chez les animaux bénéficiant de
maniére concomitante d'une stimulation de [I'acévitmotrice ou des fonctions
comportementales (Stroemer et al., 1998 ; Papadopet al., 2009). De ce fait, la molécule
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pourrait agir en favorisant les processus de r&apigsage, notamment la potentialisation a
long terme (LTP) traduisant un phénomene de pl&sticl’échelon synaptique. Enfin, plus
récemment, plusieurs études ont mis en évidendaitle@que la récupération fonctionnelle
motrice et comportementale des animaux traités gmaphétamine apres induction d’un
infarctus cérébral s’accompagnait d’'une repoussmar et d’'une synaptogéenese dans le
cortex ipsilésionnel et controlatéral, ainsi quidueau des voies de projection descendantes
du cortex controlatéral a la lIésion (Stroemer et18l98 ; Papadopoulos et al., 2009).

Suite a ces résultats obtenus chez l'animal, keffies amphétamines sur la
récupération motrice apres un infarctus cérébegkaesté chez ’'Homme, avec des résultats
contradictoires. Ainsi, une récente revue de tarbtture avec méta-analyse ne permet pas de
tirer de conclusion définitive (Martinsson et &007). En effet, dans ce travail, a partir de 8
études incluant 226 malades, aucune différencefisi@five concernant les performances
motrices des patients, mesurées a lissue du paividifférentes échelles cliniques, n’était
mise en évidence entre le groupe traité par amplid¢aet le groupe placebo. Néanmoins,
basé sur 6 études incluant 176 patients, les autent mis en évidence une discréte
amélioration de la fonction motrice, exprimée cdtiis-ci en changement relatif du score
moteur entre l'inclusion et la fin du suivi, chezslpatients traités. Cependant, le faible
nombre de patients inclus, les divergences conoenes caractéristigues de base et les
méthodes d’évaluation utilisées rendent l'intergtiénh de ces résultats délicate.

Dans les suites, plusieurs autres molécules oriegtées, avec des résultats également
le plus souvent mitigés (Liepert, 2008 pour revue).

Parmi les molécules utilisées, les inhibiteurs @étede la recapture de la sérotonine
(IRSS) pourraient présenter un intérét particukénsi, dans une étude portant sur 52 patients
inclus 1 a 6 mois apreés un infarctus cérébral gélassant pour séquelle une incapacité a
marcher, I'administration quotidienne sur une pdeiade 3 mois de fluoxétine, associée a un
programme de rééducation, était associée a undeareilrécupération fonctionnelle en
termes d’amélioration de la marche et d'activités ld vie quotidienne comparée a un
traitement placebo ou un traitement par maprotilumeantidépresseur tricyclique (Dam et al.,
1996). Dans une étude incluant 8 patients présentamfarctus cérébral profond lacunaire
responsable d’'une hémiparésie pure, Pariente €@01) ont démontré qu’'une dose unique
de 20 mg de fluoxétine améliorait la fonction nu#ride la main et s’associait a une sur-
activation du cortex moteur ipsilésionnel en IRMifd de la réalisation d’'une tache de flexion

31



Etat de I'art

et extension des doigts, en faveur de I'effet ditedment sur le remodelage post-lésionnel.
Une étude a également démontré que l'administratfiome dose unique de 40 mg de
citalopram chez 8 patients présentant des séquikiigarctus cérébral s’accompagnait d’une
amelioration de la dextérité de la main parétigdatgl et al., 2008). Plus récemment,
'administration quotidienne pendant 1 mois de lofteam associée a un programme de
rééducation chez des patients ayant présenté ancting cérébral était associé a une réduction
de l'excitabilité corticale de I'némisphere conatdral a la lésion, mesurée par SMT,
comparé aux patients recevant un placebo (Aclak,€2009).

Les mécanismes sous-tendant I'effet des IRSS smoldulation de la plasticité post-
lésionnelle restent néanmoins hypothétiques. Aites, expérimentations conduites chez
I'animal ont démontré que I'administration de fl@bixe s’accompagnait d’'une augmentation
des taux cérébraux de sérotonine (Felton et 80326t favorisait la neurogénese (Malberg et
al., 2000). D’autres études ont suggeéré que legseffe la fluoxétine sur la plasticité post-
Iésionnelle pourrait étre liée a une augmentatieadsynthése de facteurs neurotrophiques
incluant le Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNRusso-Neustadt et al., 1999 ; Coppell
et al., 2003). Cependant, ces données restenbeentées car certaines etudes animales n’ont
pas mis en évidence d'effet bénéfique d’'un traitemmar fluoxétine sur la récupération
fonctionnelle (Windle et Corbett, 2005).

lll- Le Brain-Derived Neurotrophic Factor

Le BDNF appartient a la famille des neurotrophiges comprend également, chez les
mammiféres, le nerve growth factor (NGF), premastéur neurotrophique identifié, et les
neurotrophines 3 (NT3) 4 (NT4). Le BDNF a été pargour la premiere fois par Barde et al
(1982) a partir du cerveau de cochon. Dans le migawail, les auteurs montraient que le
BDNF augmente la survie de neurones sensitifs #arewet que cet effet du BDNF n’est pas
bloqué par I'addition d’anticorps anti-NGF dansniglieu de culture. Le genbdnf a éte
cartographié sur le chromosome 11 chez I'humainlesashromosome 2 chez la souris et sur
le chromosome 3 chez le rat @bk et al, 1991). Les souris génétiguement invalidées pour
le génebdnf(-/-) ne sont pas viables. En revanche les soovilidées hétérozygotes (+/-)

pour le BDNF sont viables et présentent la parictd d'étre obéses (hyperphagie). Chez
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I'Homme, le gene du BDNF est le siege d'un polyiisrpe fonctionnel affectant un seul
nucléotide au sein du codon 66, aboutisgariine au remplacement de la Valine (Val) par
une Méthionine (Met) et a une altération de laétimn du BDNF. Au sein de la population
Caucasienne, 20 a 30 % des individus sont hétéoteyg/al/Met et 4 % sont homozygotes
Met/Met.

A- BDNF cérébral

1- Répartition et localisation cellulaire du BDN&rs I'organisme

La premiere étude de répartition du BDNF (la prigg¢idans I'organisme a été réalisée
chez le rat a la fin des années 90 (Katoh-Sembh,et997). Elle montre, chez le rat agé de
30 jours, que le BDNF est présent dans les bulbfastifs, le cervelet, le cerveau et que les
structures cérébrales les plus riches en BDNF Bbipipocampe et I'hypothalamus. Elle
rapporte également la présence de BDNF dans leukyhe foie et la rate mais a des
concentrations 10 fois moindres que les conceatrathippocampiques, et signale enfin que
le BDNF n’a pas pu étre détecté dans le cceur,rerpas, les reins et les muscles. Un autre
résultat important de cette étude pionniére estegieoncentrations de BDNF augmentent de
la naissance jusqu’a I'age de 30 jours, au deldales se stabilisent, continuent a augmenter
ou diminuent selon la structure considérée. Derfaggportante, le vieillissement (chez le rat)
ne semble pas affecter les taux cérébraux du BDOHBII(et al., 1998). Les techniques
d'immunomarquage réalisées sur coupes de cervealent la présence de la protéine BDNF
dans les neurones exclusivement, au niveau du s@ogau inclus) et des neurites
(Kawamoto et al., 1996). L’ensemble de ces donmeégt par la suite confirmé méme si
'amélioration des techniques de détection du BDéNPpermis de mettre en évidence de
faibles concentrations de BDNF pratiquement danss tes organes (cceur, vaisseaux,

poumons ...) ainsi que dans le sang (cf 111.B).

2- Synthese et sécrétion

La synthése neuronale du BDNF est bien documeritée fait 'objet de revues
récentes (Lessmann et al., 2003, 2009, Greenbergl.et2009). Comme toutes les
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neurotrophines, le BDNF est un peptide. Aussistilsynthétisé sous forme d’un précurseur de
haut poids moléculaire (pré-proBDNF) qui sera sssisement clivé en pro-BDNF (34-kDa)
et BDNF mature (mBDNF) (14-kDa) (Figure 1). De fagolus détaillée, 'ARN messager
codant le BDNF est traduit par le réticulum endsplemue rugueux en pré-pro-BDNF. Celui-
ci est adressé au réticulum endoplasmique lissgéoehe le pro-BDNF apres clivage du
peptide signal. Le pro-BDNF passe dans 'appamiGolgi ou finalement il s’accumule dans
les vésicules du résetmansgolgien. Le clivage du pro-BDNF en mBDNF a lieutstans les
vésicules durans golgien et met en jeu la furine (endoprotéase manaire) soit plus tard
dans les vésicules de sécrétion et met alors erlajguro-protéine convertase PC1/3. La
sécrétion des vésicules est soit constitutive (pante mais non régulée), soit régulée par la
concentration cytosolique en calcium, la premiéredaiité ayant lieu essentiellement au
niveau du soma et la seconde au niveau des neydésglrites et terminaison axonale)
(Brigadski et al., 2005) (Figure 2). Des donnéass pEcentes (Lu et al., 2005 pour revue,
Yang et al., 2009) mais encore discutées (Matsumioab., 2008) suggerent que les neurones
peuvent également sécréter du pro-BDNF. Une foiss d&espace extracellulaire, le pro-
BDNF serait transformé en mBDNF par les métallagaees matricielles MMP 3 et MMP7 et
surtout par la plasmine (Lee et al., 2001 ; Parad.e2004). Il est important d’indiquer que les
neurones secrétent du plasminogéne inactif et stivateur le t-PA (activateur tissulaire du
plasminogéne) dont la source cellulaire la plusieamement connue est la cellule
endothéliale (Plow et al., 1995). Il a méme été momue la sécrétion de t-PA était
proportionnelle a I'activité neuronale (Gualandrisal., 1996, Nagappan et al., 2009) et que le
BDNF induisait la synthése neuronale du t-PA (Fillinegal., 1999).

Le polymorphisme Val66-Met est localisé dans lausége codant le pro-BDNF. |

n’est pas associé a une modification du ratio ppiNB/mBDNF mais perturbe le transport, la

distribution cellulaire et la sécrétion du mBDNF.
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Figure 1 : Représentation schématique de la structure de la ptéine BDNF. Le pré-pro-BDNF (249 acides

aminés) est successivement scindé en pro-BDNF difBDature.
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Figure 2 : De la synthése a la sécrétion du BDNE'’ARNmM du BDNF est transporté des ribosomes au
réticulum endoplasmique (RE) et la pré-pro-protéstalors séquestrée dans le RE. Le BDNF attajmpareil

de Golgi, puis le réseau Trans-Golgien (TGN); i essuite accumulé dans des vésicules. Des cosesrta
présentes dans le TGN peuvent alors cliver le (B en BDNF mature qui sera libéré selon la voie
constitutive. Alternativement, le pro-BDNF peut teni le TGN dans des granules de sécrétion immaigue
contiennent un type différent de convertases. L&NBDnature pourra alors étre produit dans les gesnde
sécrétion en route vers la membrane plasmiquerstaitades granules de sécrétion matures. Ces desaswnt
sécrétés en réponse a une augmentation de la ¢@imen cytosolique en calcium (voie régulée). Migdi
d’aprés Lessmanet al.(2003).

Un certain nombre de travaux ont été consacrégégldation de la synthése du BDNF.
D’'une facon générale, dans le SNC, I'expression ABSNmM du BDNF augmente apres

application d’interventions qui stimulent 'actigiheuronale. Ainsi, les étudesvitro et in
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vivo s’accordent a montrer que le glutamate favorisytahése du BDNF alors que le GABA
'inhibe (Zafra et al., 1990 ; Zafra et al., 1990utre le glutamate, d’autres neuromédiateurs
se sont révélés capables d'augmenter les taux diARNdant le BDNF. On peut citer
I'acétylcholine (Lindefors et al., 1992), la dopami(KUppers et Beyer, 2001) et la sérotonine
(Vaidya et al., 1997). La synthese du BDNF esteagaht sensible aux hormones stéroides
gu’elles soient circulantes ou produites localendmnit les cestrogénes, la progestérone, la
testostérone ou encore les glucocorticoides (TAmacibia et al., 2004 ; Begliuomini et al.,
2008). A I'étage moléculaire, I'induction dednf est largement contrélée par le facteur de
transcription CREB (AMPc-calcium response elemeitding protein). Concernant la
sécrétion neuronale du BDNF, le principal factearcdntrole est I'activité neuronale elle-
méme. En effet, plus l'activité neuronale augmemles la concentration cytosolique en
calcium s’éleve (influx de calcium via les canawatcmues dépendants du potentiel et les
récepteurs ionotropiques au glutamate, sortie thiuca hors du réticulum sarcoplasmique) et
plus importante est la sécrétion vésiculaire (ateani des dendrites et des terminaisons
axonales). Par ailleurs, I'activité neuronale régel transport des ARNm du BDNF et de la

protéine vers les dendrites (Tongiorgi, 2008).

3- Transport axonal

A lintérieur du neurone, le BDNF vésiculaire ekibljet de 2 types de transport :
rétrograde (de la terminaison axonale au soman&ragrade (du soma a la terminaison
axonale).

Le BDNF a été initialement identifié¢ comme un facteynthétisé par I'effecteur des
neurones et capable de réguler la différenciatiola esurvie des neurones innervant le dit
effecteur, cette fonction nécessitant I'existenden dransport rétrograde a l'intérieur du
neurone. On sait maintenant que le BDNF est égaleaymthétisé et sécrété par les neurones
et capable d'exercer des effets pré et post-symnagdi fonction nécessitant cette fois-ci le
transport antérograde du BDNF (Figure 3).

Le transport rétrogradeconcerne I'endocytose du BDNF extracellulaire. Ce

phénomene a été largement impliqué, lors du dépeloent in utéro, dans la survie et la
croissance axonale en direction des effecteurmeaones sympathiques. Les cellules cibles
(épithéliales, musculaires) sécretent du BDNF ehldaquantité. Celui-ci se fixe sur les

récepteurs TrKB portés par les terminaisons syngpadls. Le complexe récepteur-BDNF est

36



Etat de I'art

ensuite internalisé (phénomene d’endocytose meépaeun récepteur) et les vésicules
d’endocytose sont transportées jusqu’'au soma. teptéur qui est actif (tyrosine kinase

activée et récepteur phosphorylé) déclenche lasdrgotion des génes impliqués dans la
survie neuronale. Dans ces conditions, seuls sumives neurones sympathiques exprimant
les récepteurs au BDNF. On sait maintenant queatesport rétrograde s’'observe également
dans le systeme nerveux central adulte, 'origineBBNF extracellulaire étant alors un autre

neurone. Les mécanismes intimes sont décrits darevlie de Heerssen et Segal (2002).

Le transport antérogradmncerne quant a lui le BDNF synthétisé par le oweifui-

méme. Celui-ci est transporté vers la terminaisranale d’'ou il est sécrété (selon un
processus constitutif ou régulé) avant d’exercereftets qui seront autocrines ou paracrines
selon la localisation (pré ou post-synaptique)réespteurs au BDNF.

Ces données permettent de comprendre pourquoi leea®n du BDNF dans une cellule

donnée ne signifie pas que le BDNF a été synthétisd cette cellule, seule la présence
conjointe d’ARNmM permet de I'affirmer.
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Figure 3 : Transport antérograde et rétrograde du BINF. En haut: selon la vue classique, le BDNF est
sécrété par la cellulgble innervée (par la voie de sécrétion constiaubu régulée), siée & son récepteur et est
ensuite accumulé dans une vésialEndocytose avec son récepteur. Apres le transgodgrade dé vésicule

endocytotique (appelé « endosome de signalisajiole somplexe BDNF/récepteur commence la signaligatio

dans lesoma de la cellule, en plus des processus de sgtiah auniveau des terminaisons axonalgs. bas:

37



Etat de I'art

Les vésiculesxcontenant du BDNF peuvent aussi étre transportéesotha de lacellule aux terminaisons
axonales des neurones a BDNF. Aslaite d'une sécrétion présynaptique, le BDNF peuiraune action
autocrine ou paracrine, selon le site d’expresdiomécepteur TrkB. Les endosomes de signalisatiésiqules
endocytotiques) peuvent donc étre générés dancalapartiments pré- ou post-synaptiques. Un transpor
antérograde n'exclut pas la possibilité d'un tramspétrograde dans le méme neurone. Modifié dapre
Lessmanret al (2003).

4- Récepteurs du BDNF

Il existe 2 types de récepteurs au BDNF qui somtétepteur TrkB (tropomyosin-
related kinase receptor type B) et le récepteur"P7%an-neurotrophine receptor). Le
BDNFm est bien plus affine pour le récepteur TrkBegpour le récepteur p7%. Par
ailleurs, alors que TrkB est spécifique du BDNF57 peut étre activé par toutes les
neurotrophines (d’ou son nom). Il a été récemmemntnd que le pro-BDNF était fortement
affine pour les récepteurs p¥75 et faiblement affine pour les récepteurs TrkB. dlgarrons
plus loin que I'activation des récepteurs TrKB pT5'"~ ont des effets opposés mettant en
lumiére l'importance de pouvoir faire un dosageasépde la forme mature du BDNF
(BDNFm) et de son précurseur (pro-BDNF). Cette jnilé® technique est relativement
récente, expliquant pourquoi la répartition tisselale chacune des formes comme l'effet de
I'age sur leur taux ne sont pas encore décrites @alittérature.

Les récepteurs TrkB et p75 sont tous deux des récepteurs & activité tyrdsirase
(Huang et Reichardt, 2003). Pour le récepteur TriléB,voies majeures de signalisation sont
celles de la PI-3 kinase, de ERK et de la phospasé C, qui conduisent a la phosphorylation
et I'activation du facteur de transcription CREB opduit la transcription de nombreux genes
(Figure 4). Il a été également montré que I'actoratie TrKB modulait ou activait un certain
nombre de canaux ioniques et conduisait ainsi achangement rapide du potentiel de
membrane. Ainsi, les neurones émettent des pol®itigction lorsqu’ils sont exposés a de
faibles concentrations de BDNF (Kafitz et al., 19%our le récepteur p75;, il est couplé a
la cascade des Jun kinases et de NF-KB. En fadixifite 2 types de récepteurs TrKB : les
récepteurs complets ou « full lenght » (TrKB.FLkpédant un domaine tyrosine kinase et les
récepteurs incomplets ou tronqués (« truncateceppurvus de domaine tyrosine kinase et
dont il existe 2 formes TrKB.T1 et TrKB.T2. Les e@teurs TrKB-FL et TrKB.T2 coexistent
sur un méme neurone aux étages pré- et post-sgnaptndis que les récepteurs TrKB.T1
sont présents sur les cellules gliales. Il a éggéré (Haapasalo et al., 2002 ) que les
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récepteurs tronqués pourraient jouer le role deptéar de clairance (internalisation du

BDNF présent dans I'espace extracellulaire, cfdpant rétrograde)

@ @
W
eq. Bcl-2, Arc, Egrl, Egrd, NPY
v
| | l

Weurenal Survival Synaptic Plasticity and Leamning and Mem ory
Structural Remodeling Cognition

Figure 4 : Voies de signalisation médiées par le récepteur TE La fixation du BDNF sur le récepteur TrKB
entraine une dimérisation du récepteur et une plubsphorylation trans des résidus tyrosines sjgg@s, créant
ainsi des sites de fixation pour les moléculesigeatisation telles que Shc et la phospholipagdRL.Cy). Ces
interactions moléculaires activent de multiplesegode signalisation. Cette transduction du sigsalsaivie
d’une activation spécifique des facteurs de tracioin (TFs) tels que CREB, EGR1 et EGR3. Les chameggs
dynamiques du pattern d’activation des génes régpé¥ les facteurs de transduction influencentulais

neuronale, la plasticité structurelle et les permnces cognitives. D'aprés Hu et Russek, 2008.

5- Effets physiologiques

Outre son réle crucial dans 'embryogénese du $@lage des cbnes de croissance
des neurones, survie des neurones, croissanceitdprejr (Cohen-Cory et al., 2009 pour
revue), le BDNFm via I'activation des récepteur&KB+FL est reconnu comme l'un des
principaux médiateurs moléculaires de la plastisyi@aptique du cerveau adulte (Mc Allister
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et al., 1999 ; Lu, 2003 ; Waterhouse et Xu, 2000rpevues). Ainsi, de nombreuses études
ont été consacrées aux effets du BDNF sur la Lide(pialisation a long terme), un des
modeéles expérimentaux de plasticité synaptiqudus ptilisé. Le BDNF exogene facilite la
LTP étudiée sur des tranches d’hippocampe (Figwebwal.,, 1996) ou de cortex visuel
(Akaneya et al., 1997). Mieux, I'inhibition de I'laté du BDNF (animaux knockout pour le
BDNF, blocage des récepteurs TrkKB) diminue la LT#pbcampique (Korte et al., 1995 ; Xu
et al., 2000), laquelle est restaurée apres expositdu BDNF recombinant (Patterson et al.,
1996). Le BDNF est surtout essentiel a la phagsbviaide la LTP (Xu et al., 2000), celle qui
nécessite la synthese de nouvelles protéines. leandispensable du BDNF dans la LTP et
sa concentration élevée dans I'hippocampe (régléndans la mémoire déclarative) ont
débouché sur de nombreux travaux visant a étudodréribution du BDNF aux processus
d’apprentissage et a la mémoire chez le rongeunt{@€wet al., 2010 pour revue). Ainsi,
'expression hippocampique des ARNm du BDNF augmeldrs de I'apprentissage
(labyrinthe de Morris, labyrinthe radial) et lesaségies anti-BDNF ont un impact négatif sur
la mémoire. Par ailleurs, chez I'Homme, le polynitisme BDNF Val66Met a une incidence
négative sur la mémoire, sur le volume de I'hippopa et son contenu en N-acetyl-aspartate,
un marqueur de densité neuronale (Hariri et aD32Pezawas et al., 2004 ; Hashimoto et al.,
2008). L'anomalie réduit également la réponse astdu cerveau a l'exercice physique
(Pearson-Fuhrhop et al., 2009).

Le pro-BDNF est maintenant considéré comme un neudia part entiere (Figure 5).
Il aurait des effets opposés a ceux du BDNFm wietivation des récepteurs p78. Ainsi, le
pro-BDNF est considéré comme un inducteur de I'ags® (Teng et al., 2005) et un

médiateur capable d’induire la dépression synaptaylong terme (Woo et al., 2005).
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Figure 5 : Sécrétion de BDNF et pro-BDNF par les ngones.

B- BDNF circulant

Le BDNF est présent dans le sang et plus exactedamstle plasma et dans les plaquettes
qui contiennent de grandes quantités de BDNF. le dé BDNF sanguin n’est pas connu.
Cependant, de l'association existante entre les tagulants et cérébraux de BDNF dans
certains travaux expérimentaux a émergé l'idéenskquelle les taux sanguin du BDNF
seraient un reflet fiable des taux de BDNF présdatss le cerveau. Ce point doit étre vérifié
car chez 'Homme, le BDNF est mesuré dans le siagg.données qui suivent concernent le
BDNF circulant en I'absence de toute pathologie BBNF étant mesuré par technique
ELISA.

1- Origine

Chez 'Homme et le rat, le BDNF est retrouvé dansdng a faible concentration. Les
concentrations sériques sont 50 a 200 fois supéseaaux concentrations plasmatiques car les
plaquettes, qui sont trés riches en BDNF (Fujimetral., 2002), sécretent la neurotrophine
guand les processus de coagulation sont activese(fRald et al., 1995 ; Radka et al., 1996).
Les plaquettes sont dépourvus de noyau et dongabtes de synthétiser le BDNF. Par

ailleurs, on sait que le BDNF présent dans lesygtigs ne provient pas des mégacaryocytes.
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En revanche, les plaquettes sont capables de ¢a@&NF. Aussi, il est admis que le BDNF
présent dans les plaquettes provient du plasmaolreg qui reste a élucider est I'origine du
BDNF présent dans le plasma. Il a d’abord été sidggée le BDNF circulant provenait des
neurones du systeme nerveux central car cerveauoate épiniere sont les organes les plus
riches en BDNF. Si c’est le cas, alors il faut attreeque le BDNF présent dans le liquide
interstitiel cérébral peut se retrouver dans lgggagulaire soit apres traversée de la BHE soit
aprés passage dans le liquide céphalorachidien \LE&h et al (1998) ont mis en évidence
I'existence d'un transport saturable du BDNF aueniv de la BHE du moins chez la souris
mais les données n’ont pas été confirmées cheat|@Podulso et Curran, 1996). Le LCR
contient bien des traces de BDNF mais son origeliellaire n’est pas connue. Un argument
souvent cité en faveur de I'hypothese d'une origa®ébrale du BDNF circulant est
I'existence d’'une association entre les taux cédbet circulants de BDNF. Ainsi, Karege et
al (2002) montrent que chez le rat les taux de BRN§mMentent a la fois dans I'hippocampe
et dans le sérum au cours de son développemennai@dt Cependant, des études plus
récentes n'ont pas retrouvé de relation entre &gtons de BDNF existant au niveau de
certaines structures cérébrale et celles existans de plasma ou le sérum plasmatique
(Mannari et al., 2008 ; Elfving et al., 2010a ; Leb al., 2010). Une étude réalisée chez
’homme conclut également a la possibilité d'unégioe cérébrale du BDNF circulant
(Rasmussen et al. 2009). Dans cette étude, le BEbBIFdosé dans le sang prélevé
simultanément au niveau de l'artére radiale etadeeine jugulaire avant et apres un exercice
physique (rameur ergométrique, 4h). En faveur d'ongine cérébrale du BDNF est que sa
concentration est plus élevée dans la veine qus Kktere aussi bien au repos qu’a I'issue
de I'exercice. Cependant, cette étude ne signd®que la source cellulaire du BDNF soit le
neurone. La source peut étre les cellules endathéldes vaisseaux cérébraux. En effet, les
cellules endothéliales qu’elles soient périphérsqae centrales sont capables de synthétiser
du BDNF in vitro (Bayas et al., 1992 ; Wang et &006) et des résultats préliminaires
obtenus au laboratoire montrent que des celluldsthgliales en culture répondent au shear
stress (force qui mime 'augmentation de la vitedgsdlux sanguin associé a I'exercice) par
une surexpression de BDNF. Par ailleurs, un argtumeinn’est pas en faveur d’'une source
neuronale du BDNF est que la difféerence artériomese se normalise rapidement apres arrét
de I'exercice alors que I'augmentation des tauXlwérux de BDNF persiste plusieurs jours
apres l'arrét de I'exercice (Berchtold et al., 2D®ar ailleurs, outre les cellules endothéliales,
d’autres cellules sont capables de synthétiser daamsaines conditions du BDNF et

42



Etat de I'art

constituent a ce titre une source potentielle dINBprésent dans le plasma (Figure 6). Parmi

ces cellules, on peut citer les lymphocytes, leswangtes, les cellules musculaires, les

cellules endocriniennes et les cellules endomésigEsteban et al., 1995 ; Nemoto et al.,
1998 ; Kerschensteiner et al., 1999 ; Nakahaslal.et2000 ; Krizsan-Agbas et al., 2003 ;
Matthews et al., 2009).

endothélium monocytes

vasculaire \

thrombocytes

activation

capture ;
coagulation

lymphocytes

BDNF plasmatique

RN

Cerveau?
autres organes?

(Foie, poumon, cceur, muscle, etc...)

Figure 6 : Sources cellulaires du BDNF circulant

2- Déterminants

Un certain nombre d'études réalisées chez I'Homseesont intéressées aux facteurs

capables d'influencer les taux circulants de BDR&tmi ces facteurs, on peut citer :

Le cycle menstruel Ainsi, les taux plasmatiques de BDNF sont plusvés

pendant la phase pré- que post-ovulatoire et phisles chez les femmes
ménopausées et aménhorriques que chez les femrtikes féar ailleurs, il existe
une corrélation entre les taux de BDNF et les @hwrmones sexuelles, positive
pour I'cestradiol et négative pour la progestér@egliuomini et al., 2007).

Le cycle nycthémérgbour le BDNF plasmatique (Begliuomini et al., 2p@®nt

les taux qui sont maximaux le matin corrélent desdaux circulants de cortisol.
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- L'age. Les taux sérigues et plasmatigues de BDNF som$ jplas chez les
personnes agées (Lommatzsch et al., 2005, Ziegemtal., 2007). Par ailleurs,
une corrélation positive est observée entre lex thet BDNF et le volume de
I'hippocampe entre 55 a 85 ans (Erickson et allp20

- De nombreux indices de la santé cardiovasculdaimétabolique, du moins chez

la personne agé&solden et al, 2010). Ainsi, les taux plasmatigdesBDNF sont

corrélés de facon positive avec la pression al@rieiastolique et ceci
indépendamment du sexe. Chez la femme, une aseocjbsitive s’observe
eégalement avec I'indice de masse corporelle ehddestérol (total et LDL) et chez
I’'homme avec les triglycérides.

- Des indicateurs du style de vigus et al (2011) ont rapporté sur une large dehor

de patients (n=1118) d’'un age compris entre 185etis que le tabagisme et
'urbanicité étaient associés a des taux plus daille BDNF sérique et que les
taux de BDNF étaient plus élevés chez les sujstplies &gés mais uniqguement
chez les femmes.

- L’activité physique Le taux circulant de BDNF augmente lors de I'eic®

physique si il est suffisamment intense mais semabsent rapidement apres
I'arrét de I'exercice (Gold et al., 2003 ; Vegaatt, 2006 ; Ferris et al ., 2007 ;
Rasmussen et al., 2009 ; Griffin et al., 2011). ébelant, le taux sérique de BDNF
est plus faible (-17%) chez des hommes entrainéb/g4&maine, 3 ans) que
sédentaires (Nofuji et al., 2008).

La multitude de facteurs susceptibles de modifes taux circulants de BDNF
explique probablement pourquoi les taux de BDNFsdiEnplasma et dans une moindre
mesure dans le sérum varient d’'une étude a I'attoer’il existe souvent une forte variabilité
interindividuelle des taux circulants (Figure 7)1 dutre facteur de variabilité concerne les
conditions de prélevement (a jeun ou pas), de coasen et d’analyse des échantillons

sanguins (Elving et al., 2010b).
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Figure 7 : Les déterminants potentiels du BDNF circulant.

C- BDNF et maladies neurologiques et psychiatriqueshroniques

1- BDNF et dépression

La dépression est de loin la pathologie qui a lfaltjet du plus de travaux sur le
BDNF et un certain nombre d’arguments plaidentaaredir du role de la neurotrophine dans
sa physiopathologie. Ainsi, les modeles animaux dépression s’accompagnent d’une
réduction de la synthése hippocampique du BDNF St al., 1995 ; Rasmusson et al.,
2002) et un traitement antidépresseur efficace auaggnl’expression du BDNF et de son
récepteur TrkB dans les structures limbiques atoleex préfrontal (Nibuya et al., 1995 ;
Russo-Neustadt et al., 1999 ; Maya Vetencourt.e2808 ; Mannari et al., 2008 ; Lee et al.,
2011). De plus, lefficacité des antidépresseurs rasindre chez les souris knockout
hétérozygotes pour le gérmnf ou son récepteur TrKB (Saarelainen et al., 20@38 )
'administration systémique (Schmidt et Duman, 20@0 intracérébrale (Shirayama et al.,
2002 ; Hoshaw et al., 2005) de BDNF exerce un effgidépresseur. Enfin, les taux post-
mortem de BDNF dans I'hippocampe et le cortex préfl sont plus bas chez les sujets
déprimés non traités que chez les sujets non dépriou déprimés mais traités par
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antidépresseurs (Chen et al., 2001 ; Karege e2G05) et le polymorphisme Vamhet, semble
associé a un risque accru de dépression du mo@zs'tiomme (Verhagen et al., 2010).

Une méta-analyse de 15 et 5 études ayant compgpéaterzement les taux de BDNF
sériques et plasmatiques de sujets déprimés ad=eanjets sains conclut a des taux plus bas
de BDNF chez les sujets déprimés, avec des résphiad reproductibles entre les études pour
le BDNF sérique que plasmatique (Bocchio-Chiavettal., 2010). De plus, les traitements
antidépresseurs semblent augmenter le BDNF sédgaesujets déprimés (Aydemir et al.
2005 ; Gonul et al., 2005). Cependant, I'existeticme association entre dépression et faible
taux circulant de BDNF ne signifie pas que la cadesda réduction du BDNF circulant soit
une réduction des taux cérébraux. Il a été récemmentré sur un modéle génétique de
dépression gu'il existait méme une corrélation reeeentre le BDNF circulant et cérébral
(Elfving et al., 2010c).

2- BDNF et Maladie d’Alzheimer

L’expression de 'ARNm du BDNF et de la protéine BP est diminuée dans
différentes régions du cerveau des patients adteilet la maladie d’Alzheimer sur les
prélevements réalisés en post-mortem. Ainsi, legs ttARNm sont bas dans I'hippocampe,
le cortex pariétal, le noyau basal de Meynertestthux de la protéine BDNF sont abaissés
dans le cortex entorhinal, I'hippocampe, le copexiétal, temporal et frontal que ce soit en
immuno-histochimie, ELISA ou Western Blot (Murratyad., 1994 ; Ferrer et al., 1999 ; Hock
et al., 2000 ; Holsinger et al., 2000 ; Fahnesteickl., 2002 ; Lee et al., 2005 ; Peng et al.,
2005). Par ailleurs, les taux de pro-BDNF et BDNRrmasurés dans le cortex pariétal sont
positivement corrélés aux mesures cognitives dennini mental test et le score cognitif
global (Peng et al., 2005). Concernant les tauxjsés de BDNF, ils sont plus bas chez les
patients présentant une maladie d’Alzheimer en eoaipon a des sujets contréles et
augmentent sous l'effet d’'un traitement par intgibitde I'acétylcholinestérase (Leyhe et al.,
2008). Des résultats similaires sont retrouvés é¢bepatients avec un trouble cognitif 1éger
sans démence (Yu et al., 2008). Ces données rastantnoins controversées car d’autres
études ont mis en évidence des résultats oppogEgramt une augmentation du BDNF
sérique aux stades légers de la maladie comparaivteaux taux observés a des stades plus
avances et chez les sujets sains (Laske et ab, 2007 ; Angellucci et al., 2010). Enfin, les
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malades Alzheimer porteurs du polymorphismé&%at ont un risque de dépression multiplié
par 2 a 3 (Borroni et al., 2009).

3- BDNF et Maladie de Parkinson

Sur les modéles animaux de maladie de Parkinsamifigstration de 1-méthyle 4-
phényl 1,2,3,6-tétrahydropyridine ou de 6-hydroxyamine, deux toxines des neurones
dopaminergiques), le BDNF réduit la mort neuroretlées symptdomes moteurs (Yoshimoto
et al., 1995 ; Tsukahara et al., 1995 ; Leviviealet1995 ; Galpern et al., 1996 ; Hagg, 1998).
Par ailleurs, les patients parkinsoniens ont urgression réduite du BDNF dans la pars
compacta de la substance noire et dans le strilogi et al., 1999 ; Parain et al., 1999 ;
Howells et al., 2000). Cette réduction est le iasule la perte des neurones dopaminergiques
et de la réduction de la synthese du BDNF par éesames survivants (Parain et al., 1999 ;
Howells et al., 2000). Enfin, peu de données s@paibles sur les taux circulant de BDNF
chez le patient parkinsonien. Une étude récentaant 47 patients parkinsoniens et 23 sujets
contrbles a mis en évidence des taux de BDNF s#rgignificativement plus bas chez les
malades ainsi qu’une corrélation positive des taec la durée d’évolution et la sévérité de
la maladie (Scalzo et al., 2010). Quant aux étglsstiques portant sur les liens entre le
polymorphisme v&fmet et le risque de maladie, elles offrent deslta#sucontradictoires et
une meéta-analyse réalisée par Zintzaras et Hadggeo en 2005 n’'a pas retrouvé

d’association significative.

4- BDNF et Maladie de Huntington

Le BDNF semble également jouer un rble importamsdi® maladie de Huntington,
maladie neurodégénérative autosomique dominantactéaisée par une expansion d'un
triplet CAG dans le gene huntingtin, a I'origineudé perte des neurones GABAergique du
striatum. Ainsi, la maladie est associée a uneat@miudes concentrations striatales en BDNF
(ARNmM et protéine) et en récepteurs TrkB aussi libaz 'Homme que chez I'animal
(Zuccato et Cattaneo, 2007). De plus, comparéssaujets sains, les patients atteints de la
maladie d’Huntington ont des taux sériques de BIPNB bas, et une corrélation inverse avec
le nombre de répétitions de triplets CAG du genatihgtin, la durée d’évolution et la
séverité de la maladie a été mise en évidence (@aanet al., 2007).
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D- BDNF et accident vasculaire cérébral

Il existe de nombreux travaux sur le BDNF en camccdent vasculaire cérébral. Le
BDNF a été mesuré dans le cerveau pour les trapegpliniques et dans le sang pour les
travaux cliniques.

1- Effets de I'ischémie sur les taux cérébraux N\B

Les effets dans le temps et dans I'espace de &mah cérébrale sur la synthése et les taux
du BDNF ont été relativement peu étudiés. Dansétades, I'expression des ARNm du
BDNF et/ou les taux de protéine totale (pro-BDNFMBDNF) ont été évalués aprés
induction :

- d’'une ischémie focale (transitoire ou permanentélgnduit a un infarctus ou

- d’une ischémie globale transitoire qui conduit pa$ a un infarctus mais a une perte

neuronale sélective et retardée (débute a 24h,madexia 3-7] de reperfusion) au
niveau de I'hippocampe, la région CAl étant la plukérable (CA2, CA3 et gyrus
denté étant épargnés).

Dans les modeles d’ischémie globale (cf Tableaue®)dosages (expression/localisation
des ARNm du BDNF essentiellement) ont été réaksdsctivement dans I'’hippocampe. Les
résultats s’accordent a montrer que I'ischémiecsiagpagne d’une induction précoce du géne
codant BDNF dans toutes les régions de I'hippocamais que l'induction est plus marquée
et durable dans les régions épargnées par la raoromale. lls sont a I'origine de I'idée selon
laguelle le BDNF augmente la résistance des nesr@néischémie et d’'une fagon plus
générale que la synthése du BDNF est une répondéfdase du cerveau a I'ischémie. Par
ailleurs, aux temps tardifs, le taux de la protéddigNF diminue dans CAl (Kokaia et al.,
1996, Yang et al., 2002, Lee et al., 2011), redletla mort neuronale. On peut également
souligner que le traitement des animaux par deaganistes des récepteurs au glutamate
diminue I'effet de l'ischémie sur les taux des naggss indiquant que l'induction dminf
implique en partie le glutamate (Lindvall et aB9P)
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Dans les modeéles d’ischémie focale (cf Tableaul'®¥arctus est cortical (cortex
pariétal) et striatal en cas d'occlusion de I'atéecérébrale moyenne (OACM) et
exclusivement cortical en cas d’occlusion vascaldiorigine photothrombotique. Kokai et al
(1995) ont montré qu’une ischémie non létale (OACHmin) conduit a une induction de
bdnf (augmentation des ARNm) dans les régions corcate exposées a l'ischémie et que
induction s’étend a I'hippocampe si I'ischémiet é&tale (OACM 2h). Plus tard, la méme
équipe (Kokai et al., 1998) montre que 'OACM penidah ne modifie pas les taux de la
protéine BDNF dans le cortex pariétal, les dimidaas le striatum (a 24h) et les augmente
dans le cortex périlésionnel. Utilisant le méme eledd’ischémie, Rickhag et al (2007)
rapportent une augmentation précoce de I'express&snARNmM du BDNF dans le cortex
cingulaire et le gyrus denté.

Sur le modéle d'infarctus cortical d’origine phdtaimbotique, Sulejczak et al (2007)
ont dosé le BDNF dans le cortex ipsilatéral et cmatéral a la Iésion. Les résultats montrent
gue l'ischémie ne modifie pas les taux controlatéraais augmente les taux dans le cortex
Iésé (aux temps 1 et 7j) et périlésionnel (au tedjpsSur le méme modeéle d’'ischémie, notre
laboratoire (Madinier et al., 2009) a confirmé diischémie modifiait sélectivement les taux
de BDNF dans le cortex ipsilatéral et montré gugeMariations des taux de BDNF étaient

limitées a la phase aigue.
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Tableau 2 :BDNF et ischémie globale transitoire

Auteurs Durée d’'ischémie Temps de reperfusion Teciques
Takeda et al., 1993 20 min (rat) De3ha7j TARNM
Kokaia et al., 1996 10 min (rat) 1,2,4et18h Taux ARNm
6,12, 24 h et 7] Taux protéine
Tsukahara et al., 1998 10 min (rat) 2,4,8,16 dt 24 Taux ARNm
Lee et al., 2002 3.5 min (gerbille) 2h,8hetdt? | Taux ARNm
Yang et al., 2002 20 min(rat) 2,4,6,12, 24 Bet, 7 jours Immunomarquage ARNm et protéine
Lee etal., 2011 5 min (gerbille) let4d protéfiéestern Blot)
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Tableau 3 :BDNF et ischémie focale

Auteurs Modele d’ischémie cérébrale Temps d’études Paramétres

Comelli et al., 1993 Focale permanente (infarctusical par photo- 2,4et18h ARNmM

coagulation)

Kokaia et al., 1995 Ischémie focale (OACM) de 15 mi 0.5, 2 et 4h de reperfusion ARNmM
(pas de Iésion) ou 2 h (Iésion) 0.5, 2, 4 et 24h de reperfusion Protéine (localisation)
Kokaia et al., 1998 Ischémie focale (OACM) de 2 h 2, 6 et 24 h de reperfusion Protéine (taux et isaabn)
Zhao et al., 2000 Ischémie focale permanente (OACM) 2,7,12,20et 30| ARNmM
Sulejczak et al., 2007 Ischémie focale permanéntar(tus cortical par let7, 35 Protéine (taux et localisation)

photo-coagulation)
Rickhag et al., 2007 Ischémie focale transitoge2dh (OACM) De 1.5 a 24 h de reperfusion ARNmM

Madinier et al., 2009 Ischémie focale permanemi&i(ctus cortical par 4,24 hn,7,14et30] Protéine (taux et localcsati
photo-coagulation)

OACM : occlusion de 'artére cérébral
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2- Source cellulaire du BDNF néo-synthétisé dareigeau

La mise en évidence par technique d’hybridationsitot d’'une surexpression des
ARNmM codant le BDNF sélectivement dans les neur@nesntribué a l'idée générale selon
laquelle le neurone représente la source majeurB@NF néo-synthétisé apres induction
d’'une ischémie cérébrale (Comelli et al., 1992 k#ia et al., 1995 ; Zhao et al., 2000 ;
Rickhag et al., 2007). Cependant, ces études defamalisées sur la phase aigué et il n'est
pas exclu qu’en phase chronique d’autres typeslaglts puissent synthétiser du BDNF. La
protéine BDNF a été ensuite localisée dans lesleslimicrogliales en phase aigué (Madinier
et al., 2009) et dans les astrocytes formant laticge gliale en phase tardive (Sulejczak et al.
2007, Sato et al., 2009 ; Uchida et al., 2010)pié&sence de BDNF dans ces cellules pourrait
signer une induction de synthése. En effet, lesle&un vitro montrent que ces cellules
deviennent capables de synthétiser du BDNF qudad sbnt exposées a des conditions qui
miment I'ischémie (Lai et Todd, 2008, Miklic et ,aR004 ; Saha et al., 2006 ; Jean et al.,
2008). Alternativement, la présence de BDNF adiiiur des cellules pourrait étre le reflet
de l'internalisation du BDNF extracellulaire. Powancher entre ces 2 possibilités, il est
nécessaire d’étudier I'expression des ARNm a l'étagllulaire. Néanmoins, la possibilité
gue le neurone ne soit pas la source cellulairguendu BDNF néosynthétisé au cours de
I'ischémie nous a conduits a étudier dans quellsumel’augmentation des taux de BDNF
associée a I'ischémie pouvait impliquer des cedlulen neuronales. Ce point a été I'objet de

notre premier travalil.

3- BDNF circulant et accident vasculaire cérébral

Les taux circulants en cas d’AVC sont peu docunseatdes données disponibles ont
toutes été obtenues chez I'Homme. La premiére ésudde sujet a porté sur 10 patients
présentant un premier infarctus cérébral datanmmdas de 24 heures (Di Lazzaro et al.,
2007). Le BDNF était mesuré dans le plasma pamntgak ELISA a I'admission des patients
puis de maniere répétée le matin a 8 heures digs#tjours suivants. En dépit d’une rupture
de la barriere hémato-encéphalique objectivée’aagrinentation des taux plasmatiques de la
protéine S10P dosée de maniére concomitante, les auteurs opbngpune stabilité des taux
de BDNF plasmatique. Néanmoins l'interprétation desultats de cette étude reste délicate
compte tenu du faible nombre de patients inclust gi@u avaient un déficit neurologique
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sévere, d'un délai de premier prélevement tardifést variable d’un patient a un autre (10.7 h
+ 7.6), et de I'absence de donnée sur le volurred fie la Iésion. Les 3 autres études se sont
intéressées au couple BDNF-dépression chez desnfsatictimes d’un AVC. Dans une étude
incluant 134 patients avec infarctus cérébral, deméet al. (2009) ont dosé le BDNF sérique
a7+ 2jours et 30 + 7 jours par technique ELI8Acune différence n’a été mise en évidence
entre les patients ayant développé dans le moisusiulinfarctus une dépression (22.1% du
total des patients) et ceux indemnes de cettetaffedlus récemment, I'étude de Yang et al.
a porté sur 100 patients admis dans les 24 heuneans un premier infarctus cérébral (Yang
et al.,, 2011). Le BDNF sérique était dosé le lermianmatin suivant I'admission et au
septieme jour par technique ELISA. Trois groupesujets ont été constitués : patients avec
dépression diagnostiquée dans les 14 jours suiVanrfarctus cérébral, patients sans
dépression et sujets contréles. Les auteurs rappodies taux de BDNF sérique a J.1 plus
élevés dans le groupe des patients sans dépresmioparé au groupe des patients avec
dépression et aux sujets contrbles, sans différentable observée a J.7. Aprés analyse
multivariée incluant les données cliniques et radjigues d’admission, un taux sérique bas
de BDNF a J.1 était associé de maniére indépendaniee augmentation du risque de
dépression chez les patients présentant un infagérébral. Ainsi, un taux inférieur a 5.86
ng/ml prédisait ce risque avec une sensibilité b &t une spécificité de 86%. Les auteurs
en sont venus a la conclusion par raisonnementsavgue des taux plus élevés de BDNF
sérique pourraient refléter les taux de BDNF cédébont I'effet bénéfique sur la plasticité
cérébrale est connu, et témoigner ainsi d’une ptiote contre I'apparition d’'une dépression
post-AVC. De maniére similaire, dans une autre @&pattant sur 93 patients présentant un
infarctus cérébral, Zhou et al. (2011) ont retrodes taux sériques de BDNF mesurés entre 3
mois et 6 mois significativement plus bas chezplatsents développant une dépression post-
AVC. Dans cette étude, les concentrations sériglee88DNF n’étaient pas associées au
polymorphisme v&fmet, ce dernier ayant pourtant été identifié conamgmentant le risque
de dépression chez ’lhomme (Verhagen et al., 2010).

Les études cliniques ne renseignent pas sur les daaulants avant ischémie d’ou
I'impossibilité de savoir si I'ischémie modifie BDNF circulant comme elle le fait sur les
taux cérébraux. En effet, évaluer les effets deliémie en comparant les taux de BDNF chez
des patients victimes d'un AVC et chez des patie@astroles du méme age semble peu
pertinente compte-tenu des nombreux déterminantawu circulant de BDNF (cf 11I-B-2).
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Aussi, dans notre second travail, les taux cirdslate BDNF ont été mesurés avant et a
différents temps aprés induction d’'une ischémi@luéle chez le rat. Nous avons également

évalué I'association qui pouvait exister entretéesc circulants et les taux cérébraux.

4- Réle du BDNF endogéne en cas d’ischémie cémbral

Différents protocoles ont été utilisés pour évaligerle du BDNF néosynthétisé par le
cerveau en post-AVC : éetude des effets du BDNF exegconséquence des stratégies qui
bloguent I'effet du BDNF (antagonistes des récestduKB, souris KObdnf ou de celles
qui potentialisent les effets de I'ischémie supidaduction cérébrale de BDNF.

L’administration précoce par voie systémique ou alec (intraparenchymateuse,
intraventriculaire) du BDNF diminue la mort neurtsnhippocampique induite par l'ischémie
globale transitoire (Tsukahara et al., 1994 ; Bechl., 1994 ; Wu et Pardridge, 1999) ou le
volume d’infarctus induit par l'ischémie focale {#itz et al., 1997 ; Yamashita et al., 1997)
suggérant que le BDNF endogene exerce un effetopetecteur vis-a-vis de I'agression
ischémique. En accord avec cette idée, le volurdadttus est plus élevé chez des souris
KO bdnfque chez les souris sauvages (Endres et al., 2D0fBrents mécanismes pourraient
étre impliqués : réduction de [I'excitotoxicité duutamate, inhibition de I'apoptose,
modulation de I'inflammation locale (Schabitz et &000, Cheng et al., 1994 ; Jiang et al.,
2011).

Au-dela de son effet neuroprotecteur, plusieursuragnts plaident en faveur de
I'implication du BDNF endogene dans l'induction te plasticité post-lésionnelle. Ainsi,
I'administration i.v. de BDNF a faible dose amédida récupération fonctionnelle sensori-
motrice et les performances comportementales etittegs sans toutefois affecter le volume
de lésion (Kiprianova et al., 1999 ; Schabitz et2004 ; Schabitz et al., 2007 ; Miller et al.,
2008). De plus, les stratégies qui augmententaes térébraux de BDNF potentialisent les
changements neuroplastiques induits par [lischémte améliorent la récupération
fonctionnelle. Parmi ces stratégies, on peut citer

- la thérapie cellulaire : transplantation intracéaéd de cellules de moelle osseuse

(Chen et al., 2000) ou de cellules souches newsngtnétiguement modifiées
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sur-exprimant le BDNF (Zhu et al., 2011), admirdstn systémique ou locale de
cellules microgliales (Narantuya et al., 2010)

- lactivité physique imposée (tapis roulant) ou vdkire (roue d’entrainement)
(Kim et al., 2005 ; Ploughman et al., 2009 ; Kale2011)

- les médicaments comme par exemple l'atorvastatlDleerf et al., 2005), le
nefiracetam (Ando et al., 2005), .

Il existe cependant un argument de taille cone#dt plastique du BDNF endogéne
en cas d’ischémie, a savoir une récupération negique plus importante chez les souris KO
bdnf que chez les souris sauvages (Nygren et al., 2006)olume de |ésion n’étant pas
différent entre les 2 groupes. Un autre argumentes I'environnement enrichi qui exerce
des effets positifs sur la plasticité post-lésidienet la récupération fonctionnelle post-AVC
est associé a une réduction des taux de BDNF @t r@thrao et al., 2000 ; 2001).

Les antidépresseurs de la famille des IRSS augmieldgs taux de BDNF chez les
animaux sains ou soumis a une ischémie globaleitoare (Lee et al., 2011). Mieux, un
traitement de 14 j par la doluxétine, un autred@mresseur (inhibiteur de la recapture de la
sérotonine et de la noradrénaline) augmente chet les taux de la forme mature du BDNF
dans le cortex préfrontal mais est sans effetesutdux circulants de BDNF (Mannatri et al.,
2008). Ce type de traitement pharmacologique (iilgeanique en phase aigue) conduit chez
le patient victime d’'un AVC a un remodelage degesamotrices corticales (cf II-C). Ces
données nous ont conduits a étudier I'effet d’@iteément chronique par un IRSS chez les

patients victimes d’'un AVC.

Enfin, il existe un certain nombre de travaux eweta du rdle positif du BDNF
endogene sur la neurogénese et I'angiogénéseeanauit’ischémie cérébrale, deux processus
impliqués dans la récupération fonctionnelle ou portementale. Par exemple,
I'administration intraventriculaire ou systémique BEDNF chez le rat augmente le nombre de
nouveaux neurones dans les régions qui borderandtus (Schabitz et al., 2007, Keiner et
al., 2009) Dans le méme ordre d'idéts,cilostazol (un inhibiteur de phosphodiestérase)
augmente les taux de BDNF et la neurogénese dansodele souris d’infarctus (Tanaka et
al., 2010). Des effets semblables associés a urmgmentation de la densité des
microvaisseaux ont été rapportés apres traitemantgrythropoiétine (Wang et al., 2004).
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Enfin, la réponse angiogénétique du cerveau ahkisie (OACM 30 min) ainsi que la
récupération fonctionnelle est plus faible chezskasris homozygotes Val66Met que chez les
animaux sauvages, alors que le volume de lésiast pas différent entre les 2 souches (Qin

et al., 2011).
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|- Etudes animales

A- Animaux

L’ensemble des expérimentations ont été condudkemdes regles de la législation de
I'expérimentation animale (Ministere francais dagficulture, licence 1308) et en accord
avec le Comité d’Ethique de I'Université de BourgeglLes expériences ont été menées sur
des rats Wistars males (Dépré, Saint Doulchardyd&ad’'un poids initial compris entre 300
et 350 grammes, ayant libre acces a I'eau et adariture, et maintenus dans une animalerie
avec un cycle jour/nuit de 12/12 heures. Les anikmant été hébergés par groupes de 5, et
individuellement dans les 24 premiéres heures stitiaduction de l'ischémie cérébrale.

B- Techniques physiologiques

1- Modéle d’'ischémie multifocale permanente par @ishtion

a- Induction de I'ischémie

Le modele est pratiqué au laboratoire depuis debnemses années (Bralet et al.,
1979). Chaque rat est préalablement pesé puisheésésta I'’hydrate de chloral 4% injecté par
voie intra-péritonéale (400 mg/kg, 10 ml/kg). L'ana@l est ensuite installé en décubitus dorsal
sur une planchette, les pattes avant scotchéesodn et les incisives passées sous un
élastique. Une incision est alors réalisée suiglael médiane du cou jusqu’a découvrir les
muscles sterno-hyoidiens, sterno-mastoidiens et-lgmilien. Par dissection minutieuse,
I'artere carotide commune puis l'artére carotidéeme gauches sont isolées. Cette derniere
est ligaturée par un fil placé juste aprés sa aawss de I'artére carotide commune (fil a
coudre DMC, 100% coton). Deux fils sont égalemeld en place autour de la carotide
commune, I'un c6té cceur, l'autre coté cerveau, aveaceud confectionné mais non serre.
Une petite cale plastique est installée sous laticer commune, entre les 2 fils en attente,
définissant ainsi le site d’injection et la sta@ildu vaisseau.

L’embolisation de I'hnémisphére gauche est aloréigéa. Elle consiste en l'injection
d’une solution contenant des microsphéres en carloafibrées a 50 + 10 um (laboratoire

3M, Cergy-Pontoise, France). La suspension estgiiément préparée dans une solution de
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polyvinylpyrrolidone (PVP) a 20% afin de ralentia Ivitesse de sédimentation des
microspheres. Des concentrations de 2000, 3000000 #icrospheres dans un volume de
200 pl sont reéalisées, permettant de faire vaiiesi & nombre de microsphéres injectées
d’'un animal a l'autre et par conséquent, le degeénbolisation cérébrale. La concentration
de microsphéres est contrdlée pour chaque préparpir comptage au microscope d'un
aliquot de 10 pl de celle-ci, aprés dilution au0iTf Aprés prélévement dans une seringue de
1ml de 100 pl de PVP seul qui serviront a rincesdangue et l'aiguille en fin d’injection,
200 pul de la solution PVP/microspheres a la comagah choisie et maintenue sous agitation
vigoureuse sont alors prélevés. L'aiguille (Terug@”G) est alors introduite dans l'artére
carotide commune gauche et l'injection du voluntaltoontenu dans la seringue (300 pl) est
réalisée sous un débit régulier et lent, sans rongre le flux sanguin, sur une durée
d’environ 30 secondes. L’aiguille est laissée eac@l30 secondes supplémentaires tout en
maintenant le piston de la seringue, de maniére gue le sang, toujours circulant, entraine
les microsphéres jusqu’au cerveau. Ensuite, I'Haest retirée et le vaisseau est ligaturé en
amont et en aval du site d’injection a I'aide deBI préalablement disposés. La plaie est
refermée a l'aide d’agrafes chirurgicales (12 mmyrig@au) puis I'animal est placé en cage
individuelle et hébergé en salle de réveil, en aphére calme et sous une température
ambiante comprise entre 24 et 28°C.

Pendant toute la chirurgie, la température corpod I'animal est controlée et maintenue a
37°C.

b- Détermination du degré d’embolisation

Ce modele d’ischémie induit la formation d’infarstmultiples et de taille variable
dans I'hémisphere ipsilatéral a I'injection. Lesitins affectent préférentiellement le cortex
pariéto-temporal, I'hippocampe et les régions timalstriées (Bralet et coll., 1979) (Figure 7).
Le degré d’embolisation est évidemment proportibanenombre de microsphéres injectées.
Cependant, pour un méme nombre de microsphérestéag le nombre de microspheres
présentes dans le cerveau peut varier du simplepdel du fait des variations inter-animales
du réseau vasculaire cérébral mais aussi des igagsatlans la vitesse d'injection des
microspheres par I'expérimentateur. Par conséquiénést nécessaire de déterminer a
posteriori chez chaque animal le degré d’embobsatiérébrale. Aussi, pour chaque rat, les
culots des homogénats d'une part de I'hémispherehga embolisé, et d’autre part de
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I’'hémisphéres droit sain (cf préparation des édhams$) sont récupérés et mis au contact
d’une solution de 5 ml de potasse (KOH) a 20% pehdae durée de 24 heures. Chaque tube
est ensuite centrifugé pendant 10 min, a 3000 Amimspuis 4 ml de la solution potassique
sont retirés et le poids de chacun des tubes camtd® culot d’homogénat et le ml de KOH
est déterminé. Aprés remise en suspension patiagit@u vortex, 50 ul de la solution sont
déposés sur une lame de verre, pesés, et un cargiagnicrosphéres est alors réalisé sous
microscope optique. L'opération est répétée a Bsepde maniere a moyenner le nombre de
microsphéres observées. Le résultat est rapponpdids de la solution présente dans le tube

(dont le poids a vide est connu) apres retrait 4lesl, de facon a calculer le nombre de
microspheres présentes dans chaque hémisphéreisgnbol

Microsphére Artériole occluse

Figure 7 : Ischémie multifocale permanente par embolisation déartére carotide interne gauche Notez la
constitution d’infarctus cérébraux multiples aunsele I'hémisphere embolisé (A) et la visualisatian

microscope d’'une microspheére occluant une arté(®)je

2- Prélevements sanguins

Le sang (1 ml) est prélevé avant et a différentgpgesuivant I'induction de l'infarctus
cérébral au niveau de la veine jugulaire droitd'a@mal a I'aide d’'une seringue montée sur
une aiguille de 26 G, et recueilli dans un tubeah@g pour recueil du plasma ou dans un
tube non-hépariné (tube SST BD Vacutainer) pounggadu sérum. Les échantillons sont
conservés a +4°C au maximum pendant 2 heures di&ne centrifugés (2000 g, 15 min,
+4°C, centrifugeuse Jouan GR 412). Le plasma edtiftegé une deuxiéme fois (13000 g, 4

min, +4°C, centrifugeuse Sigma 3K30). Le plasmdeesérum sont alors immédiatement
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séparés en aliquots de 110 ul dans des tubes Eppendtockés a -80°C jusqu’a réalisation
des dosages.

Les prélevements sont réalisés soit sous anesthédgydrate de chloral 4% (400
mg/kg, 10 ml/kg IP) soit sous halothane (pour lesyds intermédiaires). Nous avions
auparavant vérifié que la nature de l'anesthésigrienodifiait pas les taux circulants de
BDNF. Enfin, I'ensemble des prélévements sangumsaté réalisés en journée entre 10 h et
14 h.

3- Prélevements cérébraux

a- Prélévements cérébraux pour dosage du BDNF

Aprés anesthésie a I'hydrate de chloral 4% (400kgygLO0 mi/kg IP), le rat est placé
en décubitus dorsal, sur une planchette, les pattEsieures étant scotchées en croix. Une
laparotomie est alors pratiquée juste en dessoustelmum a l'aide de gros ciseaux,
permettant ensuite la réalisation d’'une thoracotopwur ouverture complete de la cage
thoracigue. Une petite incision est réalisée darmmaloi du ventricule gauche afin d'y insérer
une canule métallique qui est remontée jusqu'artbacet qui permet la perfusion
transcardiaque du cerveau avec du sérum physicledigaCl a 9%). Une autre incision est
immédiatement réalisée au niveau de l'oreilletteitdr permettant ainsi I'écoulement du
sérum physiologique. Le réservoir de sérum phygiglee est placé a une hauteur de 140 a
160 cm de l'animal, fournissant ainsi une presgien100 mmHg. La perfusion dure 5
minutes et permet d’éliminer le sang présent daasvhisseaux cerébraux. Immédiatement
apres la perfusion transcardiaque, I'animal esbpié€ et le cerveau est extrait de la boite
cranienne. Il est disséqué sur une plaque en vepasant sur de la glace. Aprés élimination
du cervelet, du tronc cérébral, de I'hypothalamuduemésencéphale, les 2 hémisphéres sont
séparés. Les échantillons sont pesés puis conser@€5C jusqu’a réalisation des dosages.

b- Prélévements cérébraux pour études immuno-histoghes

L’'anesthésie et la mise en place de I'animal sdehfiques a celle décrite pour le
dosage du BDNF. Une perfusion transcardiaque dueaaravec du sérum physiologique
(NaCl a 9%) suivie d’'une perfusion avec une sotutite paraformaldehyde 4 % dans un
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tampon phosphate 0.1 M (pH 7,4) sont réalisées. ddimement apres les perfusions
transcardiaques, I'animal est décapité et le cerest extrait de la boite cranienne. Le
cerveau est alors placé dans cette méme solutionp@ durée de 1 heure puis transférée
pour 48 h dans une solution contenant 20 % de seatans un tampon phosphate 0.4 M (pH
7.,4). Ensuite, le cerveau est congelé a -40°C danpentane puis conservé a -80°C.

De multiples sections de 20n débutant a 1,7 mm de bregma et s’étendant esradi
4 mm, sont réalisées a l'aide d’un cryostat (HM&BAPV, Microm, Francheville, France) a -

20°C et collectées sur des lames SuperFrost Plus.

C- Dosages du BDNF circulant et tissulaire

1- Préparation des échantillons tissulaires posage du BDNF

Les hémisphéres cérébraux sont homogénéisés chdaasrun tube de 20 ml a l'aide
d’un ultraturax dans un tampon d’extraction (700 mg de tissu) dont la composition est
la suivante :

- Tris (Trizma base) : 100 mM

- NaCL: 150 mM

- EGTA:1mM

- Triton X-100 : 1%

- Cocktail d'inhibiteur de protéase (Sigma P8340%: 1
- pH=7/4

L’homogénat est passé aux ultrasons pendant enYg@econdes puis subit une premiere
centrifugation (2500 g, 15 min, +4°C). Une fractidn surnageant est répartie dans des
Eppendorf de 1,5 ml pour étre centrifugée a 100@irgnt 20 min, a +4°C. Le surnageant
obtenu est réparti en tubes Eppendorf de 0,5 stioeké a -80°C dans l'attente des dosages.
Le reste du surnageant, soigneusement pipeté ausids culot est également stockeé a -80°C
(réserve). L'autre fraction du surnageant est ndcdans un Eppendorf de 1,5 ml, centrifugé
(10.000 tours/min, 20 min,+4°C), le culot est etesuiécupéré en vue du comptage des
microspheres (cf détermination du degré d’embaotisat

2- Réalisation des dosages du BDNF circulant stifégre
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Les dosages du BDNF circulant (plasmatique et 8é)igt tissulaire sont réalisés par
méthode ELISA, & I'aide d’un kit Chemi ki (laboratoire Millipore). L'échantillon (100uI)
est introduit dans les puits de la microplaque dulles parois de ces puits sont tapissées
d’anticorps anti-BDNF polyclonaux qui fixent le BIbPN\de I'échantillon. La microplaque est
alors incubée pendant une nuit, a une températuteltC, sous agitation lente. Aprés rincage
minutieux des puits, 100 ul d’anticorps biotiny&@di-BDNF sont ajoutés dans chacun d’eux.
Le BDNF de I'échantillon est alors pris en sandwéetire ces deux anticorps. La plaque est
alors incubée a température ambiante et sous iagitiénte pendant 3 heures. Un nouveau
rincage est ensuite réalisé et 100 pl d'une soludi® streptavidine-HRP sont introduits dans
chaque puits. La streptavidine qui a une tres faffi@ité pour la biotine va alors se fixer a
I'anticorps mis précédemment. Aprés une nouvel®ilation d’'une heure a température
ambiante et a I'abri de la lumiere, 100 ul d’'unduson de TMB/E sont introduits dans
chaque puits. Ce chromogéne TMB/E réagit avec yerez HRP en donnant une coloration
bleue du milieu. Aprés exactement 15 min d’inculratia température ambiante, sous
agitation lente, la réaction est arrétée par uhéien de blocage pour donner une coloration
jaune. La densité optique (450 nm) est lue immédiant apres a l'aide d'un lecteur de
microplaque. L’intensité de la coloration est pndjpmnelle a la quantité de BDNF qui est
calculée a partir d'une gamme d’étalonnage préparégde d’'une solution mére de BDNF
fournie dans le kit et dont la concentration esinee.

Des études préliminaires ont été conduites afivaliéer si I'échantillon a doser devait
étre introduit pur ou dilué dans les puits. Nousresv choisi de diluer les échantillons
cérébraux au 1/10 dans le tampon d’extraction ensite au %2 dans le diluant fourni par le
kit et préalablement supplémenté en albumine sérigavine (2%). En revanche, les
échantillons circulants sont introduits dans legsponon dilué pour les plasmas et dilués au

1/20 pour les sérums.

D- Etude de la localisation cellulaire du BDNF

Apres rincage dans une solution de PBS (pH 7,4)cteipes de cerveau sont traitées
durant 10 minutes avec une solution de protéinag&OKi/ml) & température ambiante pour
récupération des antigenes et mises en incubaticantl2 heures dans une solution PBS de
maniere a bloquer les sites de liaison non-spémqg Ensuite, les coupes sont mises en
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incubation durant 3 jours & une température de +da@s la méme solution contenant un
anticorps polyclonal de lapin reconnaissant le BOikition 1 :100) en présence d’anticorps
monoclonaux reconnaissant soit OX-42 (dilution D)1GGFAP (dilution 1:500) ou NeuN
(dilution 1:500) de maniere a évaluer I'expressienBDNF dans respectivement les cellules
microgliales/macrophages, les astrocytes, ou lesones. Apres 3 lavages de 10 minutes
dans le PBS, une incubation de 3 heures en prés#ig® anti-souris conjuguées au
fluorochrome Alexa 488 et /ou d’'IgG anti-lapin cogjiées au fluorochrome Alexa 568 est
réalisée. Des coupes contrbles sont réalisées ettanhles anticorps primaires. Les coupes
sont ensuite recouvertes d'une préparation fluergsc contenant 1.5 pg/ml de DAPI
(Vectashield Mounting Medium with DAPI, Vector Laiatories, USA) et observées en
microscopie confocale (LEICA SP2, AOBS). L’expressidu BDNF dans les différentes
cellules cérébrales est gradée selon une échéllg dle 0 a 3 (0 : absence d’expression ; 1:
expression légeére ; 2 : expression modérée ; presgion forte) par 2 personnes en aveugle

des conditions expérimentales.

E- Etude de I'expression de GFAP

Une analyse par immunoblot est réalisée sur lesogénats de cerveau ayant servi a
la mesure des taux de BDNF. Une fraction aliquote athaque échantillon tissulaire
homogénéisé correspondant a 1§ de protéines totales est diluée dans une solution
contenant 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2 % SDS, 1@B#cerol, 0.01 % bromophenol bleu et
chauffée a 85°C durant 10 minutes. Les protéinedet® sont séparées selon la technique de
Laemmli (1970) dans 10 % SDS-PAGE. Les protéinest salors transférées par
électrophorése sur une membrane de polyvinyldieagfle (PVDF, 0,2m, Amercham
Biosciences, Orsay, France) dans un tampon (25 m$AHc! (pH 8.3), 192 mM glycine, 20
% methanol). Afin de bloquer les sites non spéadi] la membrane de PVDF, préalablement
séchée sur du papier filtre, est placée une ntt°€ dans du tampon TBS-T (20 mM Tris-
HCI (pH 7.6), 137 mM Nacl, 0.1 % Tween 20) auqustlagouté 5 % de lait écrémé (Régilait).
Apres 3 lavages successifs de 10 minutes danswaota TBS-T, la membrane de PVDF est
mise en incubation durant 4 heures a températurbiaabe en présence d’anticorps
monoclonaux anti-GFAP (dilution 1:2000) puis dur@0 minutes en présence d’anticorps

secondaires anti-souris couplés a la péroxydageatfert (dilution 1:5000). Les membranes
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sont alors découpées et incubée en présence dgrgimonoclonaux de souris dirigés contre
la B-actine (dilution 1:5000) pour servir de contraigerne.

La révélation des complexes antigenes-anticorpgeatisée par chimiluminescence a
'aide du kit ECL+ (Enhanced Chimiluminescence PlAsnercham, Biosciences, Orsay,
France). Chaque membrane étant placée dans 'BEGE, forme un ester d’acridinium sous
I'influence de la péroxydase de Raifort fixée atieorps secondaire. L’ester donne naissance
a un composé excité dont le passage a I'état Istmatompagne de I'émission de lumiere.
Celle-ci est détectée a l'aide d'un film photogrigpie (Hyperfiim ECL, Amersham,
Biosciences, Orsay, France). Limpression du filnst eproportionnelle a [I'activité
péroxydasique, donc a la quantité de GFAP op-detine. En pratique, chague membrane est
incubée pendant 5 minutes avec les réactifs demgsECL+ & raison de 0,125ml/ce
membrane, puis enveloppée dans du papier Saran, Akrapt d’étre mise en contact avec le
film photographique. Le film est ensuite passé sssivement dans des bains révélateurs et
fixateurs, rincé a nouveau, puis séché. L'ensemblees étapes est réalisé en chambre noire.
L’intensité des bandes obtenues est analysée pasitamétrie (GS-800, BioRad

Laboratories). Les données sont exprimées en umibésaires.

lI- Etude clinique

Pour cette étude, nous avons utilisé la méthodeladjun essai thérapeutique

randomisé contrdlé contre placebo.
A- Sélection des participants

Les patients ageés de 18 a 85 ans présentant untudaérébral datant de 5 a 10 jours
a l'origine d’'une hémiplégie ou d’'une hémiparésig été identifiés a partir de 9 unités
neurovasculaires en France (Toulouse Purpan, TselRangueil, Dijon, Paris Sainte Anne,
Paris Pitié Salpétriere, Grenoble, Pontoise, Namesancon).

L’échelle de Fugl-Meyer (FMMS) a été utilisée pauantifier le déficit moteur des
patients. Cette échelle avait été choisie campafsede une excellente fiabilité et validité inter

et intra-observateurs, et est capable de déteetewariations méme minimes de la fonction
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motrice (Gladstone et al., 2002). Les patients pesnuels le score FMMS était initialement
inférieur ou égal a 55 étaient éligibles pour céttele.
Les critéres d’exclusion des patients étaientlegsst :
- Score “National Institutes of Health Stroke 8gNIHSS) > 20
- Handicap ou déficit préalable interférant aves Evaluations cliniques
(déficit moteur, trouble de la compréhension, ajghsévere)
- Dépression cliniquement définie
- Dépression définie selon un score a I'échelle donery Asberg Rating
Scale (MADRS) > 19
- Prise de traitements antidépresseurs, inhibitdaréa monoamine oxydase,
neuroleptiques, benzodiazépines dans le mois paétéohclusion
- Patients devant bénéficier d’'une endartériectararetidienne
- Grossesse
- Autre pathologie grave pouvant altérer le suas gatients

L’étude a été approuvée par le comité de protect®mpersonnes (CPP) de Toulouse.

Les patients devaient signer un consentement ak@tné inclus.
B- Procédures

Les patients étaient randomisés pour recevoir p@& wvrale soit la fluoxétine (20
mg/jour), soit le placebo, durant 90 jours. De plimis les patients ont bénéficié d’'une

rééducation motrice par kinésithérapie selon lesgxures locales propres a chaque centre.

Le critére principal de jugement était la récupgéramotrice clinique appréciée par la
modification du score FMMS entre Iinclusion duigat et le 98™jour de traitement, évalué
par un kinésithérapeute.

Les critéres secondaires de jugement étaientleart :

- Modification du score NIHSS
- Modification du score modifié de Rankin (mMRS)
- Modification du score MADRS

Tous ces scores étaient évalués a l'inclusion 08t pur et au 98"¢jour.
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Les effets secondaires et les décés survenantldard mois de suivi des patients
étaient également enregistrés. Si une dépressibmq(@ment définie) survenait, les
investigateurs devaient poursuivre le traitementegugle, et administrer, si nécessaire, en
supplément un traitement par fluoxétine en ouvela @lose de 20 mg/jour. Si un autre

traitement antidépresseur était introduit, le éraiént d’étude était arréte.
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|- Etude 1: Contribution des cellules non neuronas a la
production du BDNF apres un infarctus cerébral. Etude cinétique

chez le rat.

Publication originale : Time-dependent contribution of non neuronal cetls BDNF
production after ischemic stroke in rats.

Béjot Y, Prigent-Tessier A, Cachia C, Giroud M, Miag C, Bertrand N, Garnier P, Marie C.
Neurochem Int2011;58:102-11.

A- Objectifs de I'étude

Apres une ischémie focale, les taux de BDNF augemérau niveau et a proximité de la
lésion. La localisation exclusivement neuronale ABSIm du BDNF est a l'origine de l'idée
selon laquelle les neurones représentent le spaldgllulaire répondant a I'ischémie par une
surproduction de BDNF (Comelli et al., 1992 ; Kakaet al., 1995 ; Zhao et al.,, 2000 ;
Rickhag et al., 2007). Cependant, les études dtureule cellules révelent que les cellules
non neuronales (cellules endothéliales et gliaden} capables de synthétiser du BDNF quand
elles sont exposées a des conditions qui mimesathEmie (Miklic et al., 2004 ; Saha et al.,
2006 ; Jean et al., 2008 ; Lay et Todd, 2008).

Aussi, I'objectif de cette étude était d’identifiler nature des cellules responsables de la

production de BDNF a différents temps apres inducti'une ischémie cérébrale chez le rat.
B- Méthodes

L’ischémie a été induite chez le rat par embolsatinilatérale du cerveau avec un
nombre variables de microspheres afin de mimartgel panel de sévérité observeé en clinique
(cf méthodologie). Les cerveaux étaient prélevestet apres (4h, 24h, 8j) embolisation en
vue :

- du dosage du BDNF (méthode ELISA) dans chacun éesspheres.
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- de la mesure de I'expression de GFAP (marqueuradavation astrocytaire)
dans I'hémisphére embolisé.
- de la détermination de la localisation cellulaiteBDNF.
De facon importante, les rats inclus dans I'étudieébé sélectionnés a partir de leur degré
d’embolisation (hombre de microsphéres présentas lgacerveau). Ainsi, chague groupe de
rats ischémiés comportait des animaux faiblememtyemnement et fortement embolisés,

mais la distribution du degré d’embolisation ndétdit pas entre les groupes.

C- Principaux résultats

- Lischémie augmente le taux de BDNF dans I'hémispl@nbolisé de facon précoce
(+ 50% a 4h), et prolongée (+ 25% a 8)) avec uropeervé a 24h (+ 145%).

- Une augmentation plus modeste et moins prolongéegaement observée dans
I’'hémisphére non embolisé.

- Le taux de BDNF qu’il soit mesuré dans I'hémisphémbolisé ou non embolisé n’est
pas corrélé au degré d’embolisation sauf au tenmpte®ps auquel d'ailleurs une
corrélation linéaire existe entre le degré d’endailon et I'activation astrocytaire
observée au niveau de I'hémisphere Iése.

- Avant ischémie, I'expression cellulaire du BDNF asuronale et dans une moindre
mesure épendymaire.

- Aprés ischémie, la surproduction de BDNF observéesd’hémisphere embolisé
implique non seulement les neurones survivantss massi les épendymocytes (a 4h),
les cellules endothéliales (a 4h et 24h), les ledlmicrogliales (a 24h seulement) et
les astrocytes (a 8j).

- En revanche, I'expression de BDNF dans I'hémisphewa lésé est le fait des
neurones et dans une moindre mesure des celllides yapaires.
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1. Introduction

ABSTRACT

Although brain-derived neurotrophic factor (BDONF) plays a central role in recovery after cerebral
ischemia, little is known about cellsinvolved in BDNF production after stroke, The present study testes
the hypothesis that neurons are not the unique source of neosynthesized BDNF after stroke and that
non neuronal-BONF producing cells differ according to the delay after stroke induction, For this
purpose, cellular localization ol BDNF and BDN F content of each hemisphere were analysed in parallel
before and after (4 h, 24 h and 8 d) ischemic stroke inrats. Stroke of different severities was induced by
embolization of the brain with variable number of calibrated microspheres allowing us to explore the
association between BDNF produdion and neuronal death severity. The main results are that {a)
unilateral stroke increased BDNF production in both hemispheres with a more intense and long-lasting
effect in the lesioned hemisphere, (b) BDNF levels either of the lesioned or unlesioned hemispheres
were not inversely correlated to neuronal death severity whatever the delay after stroke onset, (c)in
the unlesioned hemisphere, stroke resulted inincreased BDNF stainingin neurons and ependymal cells
fat 4 hand 24 h), (d) in the lesioned hemisphere, beside neurons and ependymal cells, microglial cells
{at 24 h}, endothelial cells of cerebral arterioles (at 4 h and 24 h) and astrocytes (at 8 d) exhibited a
robust BDNF staining as well. Taken together, overall data suggest that non neuronal cells are able to
produce substantial amount of BONF after ischemic stroke and that more attention should be given to
these cells in the design of strategies aimed at improving stroke recovery through BDNF-related
mechanisms.

@ 2010 Elsevier Lrd. All rights reserved.

(Cowansage et al., 2010; Lipsky and Marini, 2007; Mattson, 2008).
Interventions that improve recovery of function are most often

The brain derived neurotrophic factor (BDNF), a member of
neurotrophin family protein, exerts strong survival and differenti-
ation function during the development of the nervous system
{Cohen-Cory et al.,2010). However, BDNF is still present in mature
brain where it is stored and released from neurons in a use-
dependent fashion and has been implicated in long term
potentiation, leaming and memory formation (Greenberg et al,,
2009; Nagappan and Lu, 2005). BDNF also represents a crucial
signalling molecule in adaptative brain plasticity after stroke

* Corresponding author at: Laboratoire INSERM UBBY Motricité-Plasticite,
Faculté de Pharmacie, 7 Boulevard Jeanne d'Arc, BP 87900, 21079 Dijon, France.
Tel: +33 3 803932 25; fax: +33 3 80 39 32 27,

E-mail address: chmarie@u-bourgogne fr (C Marie).

0197-0186/% - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10,1 06/Lneuint 20101001 9

associated with increased BDNF levels in perilesional areas (Chen
et al,, 2005b; Kim et al., 2005; Vaynman et al., 2004). Conversely,
attenuating BDNF levels or its effects following cerebral ischemia
reduces neuroplastic changes or recovery of function either
spontaneous or induced by rehabilitation (Chen et al., 2005a;
Madinier et al, 2009; Ploughman et al, 2009). From these data,
pharmacological strategies aimed at increasing post-ischemic
cerebral BDNF production appear to be a promising option in the
treatment of stroke. A first step in the design of such approaches is
the characterization of BDNF-producing-cells according to the
delay after stroke onset.

Despite the central role of BDNF in recovery after stroke, the
proper effect of stroke on cerebral BDNF production has been
surprisingly poorly investigated. Available studies support in-
creased BDNF production after stroke as suggested by increased
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BDNF levels in areas collected either at the lesion site or around the
lesion for at least one week following stroke (Kokaia et al., 1998;
Madinier et al, 2009; Sulejczak et al., 2007). Because increased
levels of BDNF mRNA were observed in degenerating and surviving
neurons in the acute post-stroke period (Comelli et al, 1992;
Kokaia et al., 1995; Rickhag et al., 2007; Zhao et al., 2000), it has
been generally accepted that neurons are the predominant source
of neosynthesized BDNF in the ischemic brain. However, the
contribution of non neuronal cells is suspected from in vitro studies
that report the ability of microglial cells, cerebral endothelial cells
and astrocytes to express and secrete BDNF when exposed to
conditions mimicking ischemia (Bayas et al., 2002; Jean et al.,
2008; Lai and Todd, 2008; Miklic et al., 2004; Saha et al., 2006). In
vivo, data reported BDNF expression by non neuronal cells such as
astrocytes (Sato et al., 2009; Uchida et al., 2010) or microglia
(Batchelor et al., 1999; Madinier et al., 2009; Nagamoto-Combs et
al., 2007) but, to the best of our knowledge, studies specifically
designed to assess their exact contribution to BDNF production are
lacking.

In this context, the objective of our study was to investigate the
contribution of neuronal versus non neuronal cells in stroke-
induced BDNF production with respect of the delay after stroke
onset. For this purpose, identification of BDNF-reactive cerebral
cells was coupled to the measurement of BDNF levels in the whole
hemispheres before and after (4 h, 24 h and 8 d) ischemic stroke in
rats. Stroke was performed by means of intracarotid injection of
calibrated microspheres (Bralet et al., 1979), a model which allows
the modulation of neuronal death severity by varying the amount
of injected microspheres (Demougeot et al., 2001). Thus, using this
specific model of ischemia, if neurons are the predominant cellular
source of BDNF, BDNF content of the lesioned hemisphere, which
include both infarcted and surrounding non infarcted areas, should
be inversely correlated to the degree of embolization. A first set of
experiments was designed to investigate the relationship between
individual hemispheric BDNF levels and degree of embolization,
and the impact of embolization on hemispheric BDNF production.
In a second set of experiments, cellular BDNF localization was
examined before and after embolization. Then, based on the
simultaneous analysis of changes in cells expressing BDNF and
hemispheric BDNF levels, the time-dependent contribution of non
neuronal versus neuronal cells to stroke-induced BDNF production
was deduced.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Acrylamide and bis-acrylamide, sodium dodecylsulfate (SDS) and tween-20
were obtained from Bio-Rad (Ivry sur Seine, France). The polyvinylidene difluoride
(PVDF) membranes were purchased from GE Healthcare (Orsay, France). All other
reagents were purchased from Sigma-Aldrich except where otherwise noted. The
rabbit polyclonal antibody raised against BDNF (AB1779SP) and the mouse
monoclonal antibody recognizing NeuN (MAB377) were purchased from
Chemicon (Molsheim, France). The mouse monoclonal CD11b (0X-42) that
recognizes type 3 complement receptors of activated macrophage/microglia
(MCA 275R) and the mouse monoclonal antibody raised against GFAP (G3893) for
astrocytes characterization were obtained respectively from AbD Serotec
(Darmstadt, Germany) and Sigma (Saint Quentin-Fallavier, France). For secondary
antibodies, the Alexa Fluor 488- and 568-conjugated anti-rabbit and -mouse
antibodies were purchased from Molecular probes and the horseradish peroxi-
dase-conjugated anti-mouse antibody was obtained from Jackson ImmunoR-
esearch Laboratories.

2.2. Animal care

All the experimental procedures were carried out on adult male Wistar rats
(290-350 g, Depré, Saint-Doulchard, France). Rats were housed five per cage at
21 "C under an artificial 12-h light and 12-h dark period with light on at 7 a.m.,
and were allowed ad libitum access to food and water. The protocol was
conducted according to the French Department of Agriculture guidelines (licence
1308).

2.3, Ischemic stroke model

Brain infarction was induced by irreversible occlusion of multiple arterioles in the
left hemisphere and definitive ligature of the left common carotid artery (Bralet et al.,
1979). Arteriolar occlusion was achieved by the injection into the left common carotid
of variable amounts (2000, 3000 and 4000) of 50 wm calibrated microspheres
(carbonized microspheres, 3 M, Cergy-Pontoise, France). This model results in
multiple infarcts disseminated in the entire embolized hemisphere, the extent of
infarcted areas being dependent on the degree of embolization. Briefly, after chloral
hydrate anaesthesia (400 mg/kg, i.p.), 0.2 ml of a suspension of microspheres 20%
polyvinylpyrrolidone (PVP) was collected in a syringe containing 0.1 ml of 20% PVP.
Microspheres were then injected (0.3 ml for 25-30 s) into the left common carotid
artery after ligature of the external carotid artery in order to prevent embolization of
extracerebral tissues, Then, the left internal carotid artery was definitively occluded.
As a strong correlation was reported between the degree of embolization and the
hemispheric content in the neuronal marker N-acetyl-aspartate (Demougeot et al,
2001), neuronal death severity can be easily assessed from the determination of the
degree of embolization. Intact rats were used as control animals.

2.4. BDNF level measurement

After chloral hydrate-anaesthesia and transcardial perfusion with saline in order
to flush out blood from cerebral vasculature, the brain was removed, and the
cerebellum, the hypothalamus and the mesencephale were discarded. The
remaining hemispheres were then separated and homogenized in ice cold buffer
containing trizma base (50 mmol/l), NaCl (150 mmol/l), EGTA (1 mmol/l), glycerol
(10%), triton (1%) and 1% protease inhibitors cocktail. After centrifugation (20 min at
10,000 « g at +4 °C), supernatants were stored at —80 "C until measurement of
proteins and BDNF levels whereas tissue pellets were kept for assessing the degree
of embolization. BDNF levels were determined with a commercial sandwich ELISA
kit (Chemikine, Chemicon International, USA) according to the manufacturer's
instructions. Briefly, after dilution in the homogenization buffer (1/10, v/v, see
above for its composition), 50 pl of brain homegenates were incubated overnight in
pre-coated microplates. They were then incubated with bictinylated anti-BDNF
antibody followed by HRP-streptavidin. The oxidation of the enzyme substrate, the
3,3'.5,5' tetramethylbenzidine (TMB), was measured at 450 nm using a plate reader
(vector-3 1420 multilabe, PerkinElmer, Waltham, USA). All assays were performed
in triplicate. Hemispheric BDNF levels were expressed in pg/mg of proteins.

2.5. Assessment of the degree of embolization

This determination was assessed by counting in the lesioned hemisphere the
number of microspheres as previously described in details (Demougeot et al.,
2001 ). The centrifugation pellets were dissolved in 5 ml of 20% KOH and centrifuged
at 500 x g. The microspheres were then re-suspended in 0.5ml KOH and the
number present in the hemisphere was calculated by counting 50 pl of the
suspension in quadruplicate on a light microscope by two persons blinded to the
experimental conditions.

2.6. Cellular localization of BDNF

Chloral-anaesthetized rats were transcardially perfused with saline and then with
4% paraformaldehyde.in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.5). The removed brains were
postfixed in the same fixative for 1 h and transferred 48 h in 20% sucrose solution in
0.4 M phosphate buffer. They were frozen in isopentane at —40 “C and stored at
—80 "C. Multiple sections (20 wm, starting +1,7 mm to bregma and extending back to
—4.0 mm to bregma) were cut in a cryostat (HMSSO, Microm, Francheville, France) at
—20 °C and collected on SuperFrost Plus slides, After rinsing in PBS (pH 7.4), the
sections were treated 10 min with proteinase K (10 p.g/ml) at room temperature (RT)
for antigen retrieval and incubated for 2 h in PBS containing 10% goat serum (GS), 0.1%
Triton X-100, 0.2% Tween 20 in order ro block the non-specific binding sites.
Thereafter, the sections were incubated for 3 d at 4 "Cin the same medium containing
the rabbit polyclonal antibody recognizing BDNF (dilution 1:100) in the presence of
monoclonal antibodies recognizing either 0X-42 (dilution 1:100), GFAP (dilution
1:500) or NeuN (dilution 1:500) in order to assess BDNF expression in microglia/
macrophages, astrocytes and neurons, respectively. After three washes for 10 min in
PBS, antibody visualization was achieved by the incubation for 3 h (RT) with Alexa
488-conjugated anti-mouse and/or Alexa 568-conjugated anti-rabbit 1gGs (1:1500).
Negative controls were prepared by omitting the primary antibodies. The sections
were then coverslipped with a fluorescent mounting containing 1.5 pg/ml DAPI
(Vectashield Mouting Medium with DAPI, Vector Laboratories,USA) and observed
with a confocal miscroscope (LEICA SP2, ADBS). BDNF expression in the different
cerebral cells was graded on a scale from 0 to 3 (0 no expression; 1 mild expression; 2
moderate expression; 3 high expression) by two persons blinded to the experimental
conditions.

2.7. Measurement of GFAP expression

Immunoblot analysis was performed on brain homogenates used for the
measurement of BDNF levels. Equal amounts of total proteins (10 pg/lane) were
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dissolved in 62.5 mM Tris-HCI (pH 6.8), 2% SDS, 10% glycerol, 0.01% bromophenol
blue and were heated at 85°C for 10 min. Proteins were separated on 10% SDS-PAGE
according to the method of Laemmli (1970). Proteins were electrophoretically
transferred onto PVDF membrane (0.2 m pore size) in cold transfer buffer [25 mM
Tris=HCI (pH 8.3), 192 mM glycine, and 20% methanol], The blots were incubated
overnight at 4 °C in 5% non-fat dry milk in TBS buffer [20 mM Tris-HCI (pH 7.6) and
137 mM NacCl] containing 0.1% Tween 20 to block unspecific binding. Membranes
were washed, incubated for 4 h at RT with the monoclonal anti-GFAP antibody (1/
2000) and for 90 min with horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (1/
50000). The membranes were stripped and probed with a mouse monoclonal anti-
B-actin antibody (1/5000; A-5441, Sigma) used as an internal control. Protein—
antibody complexes were visualized using the enhanced chemiluminescence
Western blotting detection system (ECL', GE Healthcare). The band densities were
determined by scanning densitometry (GS-800, Bio-Rad Laboratories). Data were
expressed as arbitrary units.

2.8. Experimental groups

The first set of experiments was designed for the assessment of the relationship
between BDNF levels and neuronal death severity, and the impact of embolization
on hemispheric BDNF production. Rats (n = 74) were injected with 2000, 3000 or
4000 microspheres in order to induce a large panel of stroke severities. Eleven rats
died during the surgical procedure and additional rats (n=23) died overnight.
Surviving rats (n = 51) were euthanized 4 h, 24 h, or 8 d after embolization. BDNF
levels were measured in 4 h-, 24 h- and 8 d-embolized rats (groups E4 h, E24 h, E
8d, respectively, n=10 for each group) selected from their degree of brain
embolization in order to obtain a similar range of neuronal death severity (i.e. of
degree of embeolization) in the three groups of rats. As shown in Fig. 1, the
repartition of rats according to their degree of embolization was not different
between groups. The individual degree of embolization was plotted against the
individual BDNF levels or GFAP expression. BDNF levels were also measured in
intact rats (n=7).

The second set of experiments was performed to assess the impact of stroke on
BDNF cellular expression. Based on the results of the first experiment showing that
all rats survived after a low degree of embolization, rats were injected with 2000
microspheres (n=10), Then, the animals were euthanized4 h(n=3),24 h(n=3)or
8d (n=4) after embolization. For this experiment, the degree of embolization
cannot be determined since these brains were dedicated to the realization of brain
sections. Cellular localization of BDNF was also studied in intact rats (n=5).

2.9. Statistical analysis

Hemispheric BDNF levels were expressed as mean + standard deviation of n rats,
The Kruskall-Wallis non parametric test was used to detect a global difference
between groups. If the P value was below 0.05, we performed pairwise comparison
between pre-ischemic data and data collected at 4 h, 24 h, or 8 d post-ischemia using
the Mann-Whitney U-test and the Bonferroni's test as a post-hoc test. The comparison
was significant if P < 0.016 (0.05/3 comparisons).

The Kendall rank correlation coefficient (tau) was applied to test the relationship
between BDNF levels and the degree of embolization, and between BDNF levels and
GFAP expression. The relationship was considered significant if P < 0.05.

3. Results

3.1. Relationship between the individual BDNF levels and degree of
embolization

Fig. 2 shows the relationship between BDNF levels and the
degree of embolization. For both hemispheres, no relationship
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Fig. 1. Individual degree of embolization in 4 h-, 24 h- and 8 d embolized rats. The
microspheres were counted in the left hemispheres after injection of 2000, 3000 or
4000 microspheres into the left common carotid artery after ligature of the external
carotid artery. Each dot represents one rat (10 rats per group).
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Fig. 2. Relationship between the hemispheric BDNF content and the degree of
embaolization. The association was assessed in 4 h- (A), 24 h- (B) or 8d- (C)
embeolized rats. Each dot represents a rat in which BDNF levels were separately
measured in the lesioned (black dot) and the unlesioned (empty dots)
hemispheres.

was observed between the two parameters in groups E 4h
(Fig. 2A) and E 24 h{Fig. 2B). In contrast, a positive correlation was
observed between BDNF levels of the lesioned hemisphere and the
degree of embolization after 8d of ischemia (group E 8d,
tau = 0.556, P = 0.0187, Fig. 2C). Thus, the BDNF content of either
the lesioned or the unlesioned hemisphere did not inversely
correlate to neuronal death severity whatever the delay after
stroke onset.

3.2, Effect of ischemic stroke on BDNF immunoreactivity

In embolized rats, lesions were confined to the hemisphere
ipsilateral to the injection site of microspheres and primarily
affected the parietotemporal cortex and the thalamostriate areas
except in one rat of group E 8 d in which the hippocampus was
partly lesioned. Even though the infarction was unilateral, stroke-
induced changes in BDNF-immunoreactivity (BDNF-IR) were
found in both hemispheres. However, whereas BDNF-IR was
restricted to neurons and ependymal cells in the contralateral
hemisphere, it extended to endothelial cells and astromicroglia in
the ipsilateral hemisphere. Because the cellular pattern of BDNF-
IR was independent on the lesions localization, we choose to
show micrographs from brain slices passing through a cortical
lesion (Figs. 3-5), thus allowing visualization of BDNF-IR changes
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Fig. 3. Representative micrographs of BDNF staining in the presence of DAPI nuclear labeling in intact (A and B) and 4 h-embolized rat (C-E), (A) Moderate BDNF staining of
neurons (the cells are NeuN positive as shown in the inset) and of ependymal cells of the pial surface (arrow) in intact rat, (B) ependymal cells of the ventricle wall (arrow) and
of choroids plexus (insert) are BDNF positive in intact rat, (C) ependymal cells (arrow) as well as neurons exhibit intense BDNF staining at 4 h post-embolization as compared
to intact rat, (D} higher magnification of BDNF staining of neurons around the lesion, (E) higher magnification of BDNF staining of neurons localized inside the lesion. Scale

bars =20 um

occurring at the pial surface. Unlike previous studies that
reported a selective neuronal localization of BDNF in adult rat
brain (Kawamoto et al., 1996; Schmidt-Kastner et al.., 1996),
neuronal BDNF expression (Fig. 3A) was also associated with
BDNF staining of ependymal cells in intact rats. Not only

ependymal cells of the pia (Fig. 3A) but also ependymal cells of

the lateral ventricles and of the choroid plexus were BDNF
positive (Fig. 3B). Noteworthy, BDNF expression in ependymal
cells (without precision on their localization) was previously
observed in human brain (Kerschensteiner et al., 1999), and low
levels of BDNF mRNA was reported in choroid plexus in rats
(Timmusk et al., 1995).

After 4h of ischemia, BDNF staining was increased in
ependymocytes of the pia and neurons (Fig. 3C) localized either
around (Fig. 3D) or inside the infarcts (Fig. 3E) as compared to
intact rats. A mild BDNF staining was also detected in endothelial
cells of arterioles located inside the lesions (not shown).

After 24 h of ischemia (Fig. 4), perilesional neurons and
ependymocytes of the pia still exhibited strong BDNF-IR
(Fig. 4A). Between 4 h and 24 h post-lesions, changes neither
in the number of perilesional neurons positive for BDNF nor in
their BDNF-IR intensity were observed. Importantly, neuronal
loss in the lesions was near complete at 24 h of ischemia and no
residual BDNF-stained neurons were observed within the
infarcts at this time. In contrast, endothelial cells of arterioles

confined to the lesions were strongly positive for BDNF (Fig. 4B).
Although we did not use specific endothelial marker, the pattern
of BDNF staining as well as the size and morphology of nucleus
of BDNF positive cells undoubtedly argue for BDNF expression
by these cells. Moreover, please note that the cells immediately
in contact with the microsphere show an intense BDNF staining
(Fig. 4B, insert). In addition, a subset of round-shaped cells
positive for the microglia/macrophages marker 0X-42 showed
BDNF staining. These cells were localized at the inner border of
the lesions (Fig. 4C-F).

After 8d of ischemia, perilesional neurons still exhibited
important BDNF-IR (Fig. 5A and B) as compared to intact rats.
However, at this time, the neuronal staining was of lower intensity
as compared to that observed after 4 h or 24 h of ischemia. BDNF-IR
of ependymocytes of the pia was not different from baseline values
(see Fig. 3A). Numerous cells positive for BDNF and GFAP were
observed around the lesions, around vessels within the lesions and
also at the cortical surface (Fig. 5C-F). Of note, the lesions were
populated by OX-42 positive cells which were all BDNF negative
(Fig. 5G-]).

In the contralateral hemisphere, BDNF staining was above
control values in neurons and ependymal cells after 4 h and 24 h of
ischemia only (data not shown). However, their staining was found
less intense in comparison to the one observed for the
corresponding cells in the lesioned hemisphere
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Fig. 4. Representative micrographs of BDNF staining in 24 h-embolized rats (A-
around the lesio

raphs of the inner border of the lesion
labeling,
sitive cells

lear

) express BDNF. Scale bars = 20 pm.

3.3. Contribution of neuronal versus non neuronal cells in stroke
induced BDNF production

In intact rats, hemispheric BDNF contents (pg/mg of proteins)
were 33.30 + 4.88 for the left hemisphere and 35.21 + 2.34 for the
right hemisphere. As shown in | 6, unilateral embolization

(A) BDNF staining shows that ependymal cells of the pial surface (arrow)
rrowheads) express BDNF. (B) BDNF staining in the prrsunu,u nI DAPI nuclear labeling shows that microvessels inside the lesion (arrowheads) are strongly
ve for BDNF; higher magnification of a microsphere occluding an arteriole reveals an intense BDNF staining of nmjmhwmi cells
rom four identical sections. (C) Round-shaped BDNF-immunolabeled cells, ( A
F) overlay of the three fluorochromes (Alexa Fluor 488, Alexa fluor 568 and DAPI) shows that certain (arrow \vr*]Ll\ but not all (arrows) microglial cells (OX-

and neurons

(insert). (C-F) Represent

tive

E), DAPI

) these cells are positive for OX-4

increased BDNF production in both hemispheres. However, the effect
was more severe and long-lasting in the lesioned hemisphere.

The time course of BDNF levels in the lesioned hemisphere
reveals an increased production of this neurotrophin during the
first 4 h of ischemia and the 4-24 h post-stroke interval. During the
24 h-8 d post-stroke period, BDNF production decreased but the
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Fig. 5. Representative micrographs of BDNF staining in 8 d-embolized rats (A-]). (A) BDNF staining in the presence of DAPI nuclear labeling of ependymal cells of the pia
arrow) and of neurons localized around the lesion (arrowheads). Note the absence of BDNF positive cells inside the lesion, (B) higher magnification of BDNF-labeled neurons
localized around the lesion, (C-F) representative micrographs of the area surrounding the lesion from four identical brain sections, (C) BDNF staining of the pia (asterisk) and
numerous cells localized in the parenchyma (among them, cells localized at the cortical surface (double arrowheads), around the lesion with (arrow) or without (arrowhead)
stellate shape and close to the vessels (double arrows), (D) most of these cells are GFAP positive, (E) DAPI nuclear labeling, (F) averlay of the three fluorechrames (Alexa Fluor
488, Alexa fluor 568 and DAPI) shows that astrocytes (GFAP positive cells) are positive for BDNF whatever their localization, (G-]). Representative micrographs of the lesion
from four identical brain sections, lack of BDNF staining inside the lesion, (H) the lesion is invaded by 0X-42 labeled cells, (1) DAPI nuclear labeling, (]) overlay of the three
fluerochromes (Alexa Fluor 488, Alexa fluor 568 and DAPI) shows that microglial cells (0X-42 positive cells) do not express BDNF. Scale bar = 20 pm
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Fig. 6. Effect of stroke on BDNF production.

BDNF levels were measured by ELISA in the whole hemispheres of intact rats (n=7)
and 4 h-, 24 h-, and 8 d-embolized rats (n =10 for each group), * different from
intact rats (P < 0.016).

BDNF content in the lesioned hemisphere was still above control
values at 8 d of ischemia. These changes were compared to the
pattern of BDNF cellular localization and expression intensity
which are summarized in the Table 1.

At 4 h of ischemia, BDNF levels were 150% of baseline values.
That BDNF production was associated with a marked increase in
BDNF expression in neurons around or inside the lesions and in
ependymal cells, and also with a mild BDNF expression in
endothelial cells as compared to the expression observed in intact
rats. Regarding the cellular distribution and intensity of BDNF
staining, hemispheric BDNF production mainly originates from an
increase in BDNF synthesis by neurons during the first 4 h of
ischemia.

During the 4-24h post-stroke period, an additional and
important rise in hemispheric BDNF content occurred in the
lesioned hemisphere despite an aggravation of neuronal death. The
BDNF levels (pg/mg of proteins) increased from 53.9 + 10.2at4 hto
81.6 + 11.4 at 24 h. Between these two time points, variation in BDNF
staining was neither observed in ependymal cells nor in surviving
neurons located around infarctions. Therefore, the important BDNF
hemispheric production observed within the 4 h-24 h post-stroke
interval was attributable to OX-42-positive and endothelial cells,
which both exhibited intense BDNF staining at 24 h but not at 4 h of
ischemia. Noteworthy, we can assume that OX-42 staining at 24 h of
ischemia was very likely due to local resident microglia since
monocytes infiltration has been shown to not occur before 72 h after
stroke (Engberink et al., 2008).

The post-stroke 24 h-8 d interval was characterized by an
important fallin BDNFlevels (from 81.6 = 11.4to41.7 + 4.3 pg/mg

Table 1
Cellular BDNF localization in the lesioned hemisphere,

BDNF staining

Befare stroke After stroke

(n=5) 4h(n=13) 24h(n=3) 8d (n=4)

Neurons +

Around lesion ++4 FHH ++

Within lesion L 0 0
Ependymal cells + ++ ++ +
Endothelial cells - + 44 =
Microglial cells = T =
Astrocytes - = = FUree

BDNF staining before and after (4 h, 24 h, 8d) brain embolization, n=number of rats.
(0) no surviving neuron, (-) no, (+) mild, (++) moderate, (+++) intense BDNF
staining.

GFAP (arbitrary units) o
N
1

200 300 400 500 600
degree of embolization

Fig. 7. Relationship between GFAP expression and the hemispheric BDNF content or
the degree of embolization. (A) Association between the GFAP expression and the
BDNF content or (B) the degree of embolization. The measurements were
performed in the embolized hemisphere of 8 d-embolized rats (n = 10). Each dot
represents a rat.

of proteins) in the lesioned hemisphere, which however remained
above baseline values at 8d of ischemia. At this time and as
compared to control values, the increase in the hemispheric BDNF
content was associated with an increase in BDNF staining in neurons
and a robust BDNF staining in activated astrocytes. Importantly, a
positive association was observed between individual BDNF levels
and GFAP expression (tau = 0.494, p = 0.035, Fig. 7A). Taken together,
these data argue for astrocytes as a main source of BDNF in the
delayed stage of stroke. In addition, a positive correlation was also
obtained between GFAP expression and the degree of embolization
(tau = 0.944, P < 0.005, Fig. 7B), confirming that astroglial activation
correlates with neuronal death severity as already described (Nagai
et al., 2010).

Lastly, stroke-iriduced BDNF production by the unlesioned
hemisphere was modest as compared to the lesioned hemisphere
and significant only during the first 24 h of stroke (Fig. 6).
According to the pattern of BDNF cellular expression in this
hemisphere, BDNF overproduction was attributable to neurons
and ependymal cells since only these cells showed an elevated
BDNF staining as compared to intact rats.

4. Discussion

Using an ischemic stroke model that offers the unique
opportunity to assess the relationship between cerebral BDNF
production and neuronal death severity, our study provides
evidence that both neurons and non neuronal cells contribute to
increase BDNF production after stroke and that the implicated-
non-neuronal-cells differ according to the delay after stroke onset.

Increases in BDNF levels have been reported in pieces of tissue
collected at the infarct or peri-infarct level (Kokaia et al., 1998;
Madinier et al., 2009; Sulejczak et al., 2007). However, as BDNF
can be transported in the axon in both anterograde or retrograde
direction (DiStefano et al., 1992; Reynolds et al.,, 2000; von
Bartheld et al., 1996), changes in BDNF levels in a specific brain
area does not necessarily mean changes in BDNF production in
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that area. For instance, BDNF proteins have been detected in the
adult rodent striatum despite the absence of BDNF mRNA (von
Bartheld et al., 1996). In our study, BDNF levels were separately
measured in the two whole hemispheres. Therefore, changes in
hemispheric BDNF levels obligatory sign changes in BDNF
production. According to this experimental paradigm, our results
show that unilateral ischemic stroke increases BDNF production
in both hemispheres even though the effect was found more
intense and long lasting in the lesioned hemisphere. Contralateral
changes in BDNF synthesize have been poorly investigated after
stroke as compared to ipsilateral changes. However, consistent
with enhanced BDNF production in areas opposite to the lesion
site, increased BDNF mRNA has been reported in the contralateral
hippocampus after focal brain ischemia (Arai et al., 1996; Kokaia
et al., 1995).

In situ hybridization studies in animal models of stroke have
revealed that genes encoding BDNF are specifically induced in
neurons (Comelli et al., 1992; Kokaia et al., 1995; Rickhag et al.,
2007; Zhao et al,, 2000), suggesting that neurons represent the
unique source of BDNF after stroke. However, these studies focus
on the very acute stage of stroke, and therefore miss the
opportunity to detect BDNF mRNA in activated glial cells, which
however have shown to express BDNF (Komitova et al., 2006;
Madinier et al., 2009; Sato et al., 2009; Sulejczak et al., 2007). Our
study provides evidence that both neurons and non neuronal cells
produce substantial amount of BDNF after stroke, but that their
relative contribution is dependent on the delay after stroke onset.
In the first 4 h of stroke, our results show that increase in BDNF
production is mainly due to upregulation of BDNF by neurons
located inside and at vicinity of the lesions, thus confirming results
of in situ hybridization studies. Later, the contribution of
endothelial cells (microvessels within the lesion) and microglial
cells (around lesions) becomes predominant, whereas in a more
delayed stage of stroke, BDNF overproduction involves neurons
again and astrocytes. To the best of our knowledge, our study is the
first to report BDNF upregulation by endothelial cells in the
ischemic brain. This result is important regarding the growing
interest for the cross-talk between endothelial cells and other cells
of the neuraovascular unit in the pathophysiology of stroke (Arai et
al., 2009). Another exciting new finding of the present study is that
ependymal cells respond to an ischemic insult by BDNF
upregulation even though their contribution in stroke-induced
BDNF production seems to be modest. However, recent studies
show that ependymal cell of the lateral ventricles can be activated
to generate neuroblasts in the ischemic brain (Carlen et al., 2009).
In addition, cellular therapy using ependymal cells could represent
a new opportunity since it has been shown that animals
transplanted with encapsulated choroid plexus displayed a
reduction in both functional deficit and lesion size after stroke
(Borlongan et al., 2004a).

Cerebral endogenous BDNF may exert multiple beneficial
effects after an ischemic insult. For instance, BDNF has been
identified as a neuroprotective agent (Schabitz et al., 1997; Wu,
2005), a promoter of angiogenesis (Kermani and Hempstead,
2007), neurogenesis (Keiner et al., 2009; Schabitz et al., 2007), and
synaptic plasticity (Waterhouse and Xu, 2009). The present study,
demonstrating the implication of non neuronal cells in stroke-
induced BDNF neosynthesis, identifies these cells as potential
targets of strategies aimed at improving recovery after stroke. In
this context, decreases in perilesional BDNF levels by abrogation of
early microglial activation reduces neuroplastic changes (Madinier
et al, 2009), suggesting that a targeted protection of early
activated microglial cells could represent an innovative option to
potentiate post-stroke neuroregenerative responses. Similarly, the
BDNF synthesis by endothelial cells may be also beneficial since
BDNF produced by these cells may guide the migration of neuronal

precursors toward the lesion (Snapyan et al., 2009) and has been
proposed to be a trophic link between endothelium and neuronal
survival (Guo et al., 2008). Lastly, in line with astrocytes as a
cellular target of therapeutic interventions after stroke, there is
increasing evidences showing that reactive astrocytes through the
release of growth factors and related molecule have the potential
to remodel neuronal circuitry in the damaged brain (Sofroniew and
Vinters, 2010). Importantly, according to the relatively long delay
for BDNF production by astrocytes after stroke, interventions
targeting these cells offer the advantage to have a large therapeutic
window.,

The factors that control BDNF production by non neuronal
cells after stroke are not well elucidated in vivo. However,
evidences from in vitro studies using cells cultured in conditions
mimicking ischemia reveal that these factors are multiple. For
instance, astrocytes express BDNF when dopamine, glutamate
or cytokines are added to the culture medium (Jean et al., 2008;
Miklic et al., 2004; Saha et al, 2006). Human cerebral
endothelial cells produce substantial amount of BDNF when
exposed to pro-inflammatory conditions and to reduced oxygen
availability (Bayas et al, 2002; Wang et al., 2006), and
microglial cells respond to media from damaged neurons by
BDNF upregulation (Lai and Todd, 2008). Lastly, choroids plexus
produce BDNF when transplanted into the ischemic lesion
(Borlongan et al, 2004b). Although not investigated directly
here, our results suggest that the primarily signal involved in the
control of BDNF production originates from ischemically injured
neurons. Indeed, our results report similar individual BDNF
levels after 4 h or 24 h of ischemia despite large difference in
degree of embolization between rats. More convincing, the
degree of embolization and BDNF levels were positively
correlated at 8 d of ischemia. These data support the idea that
higher is the stroke severity in term of neuronal death, the more
important is the BDNF production by non neuronal cells.
Assuming that BDNF upregulation represents a compensatory
mechanism coping with neuronal death, interventions aimed at
decreasing neuronal death (neuroprotection) might therefore be
not as beneficial as expected because such strategies might
decrease BDNF production by non neuronal cells. Although
provocative, this idea is in concordance with the plethora of
negative clinical trails with neuroprotective drugs in stroke
patients (O'Collins et al, 2006). The possibility that non
neuronal cells can compensate for neuronal death may also
explain why ari extensive brain lesion may be associated
with less functional deficit than a small lesion (Irle, 1987)
and why motor skill performance with the limb ipsilateral to the
ischemic lesion is better in rats with larger lesion size (Allred
and Jones, 2004).

In conclusion, our results suggest that more attention should be
given to ependymal, endothelial cells, microglia and astrocytes in
the design of strategies aimed at improving stroke recovery
through BDNF-related mechanisms. Elaboration of such therapeu-
tic options requires a better understanding of the in vive
mechanisms controlling extra-neuronal BDNF upregulation after
ischemic stroke.
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lI- Etude 2: Taux cérébraux et circulant du BDNF greés une

ischémie cérébrale chez le rat

Publication originale : Circulating and brain BDNF levels in stroke raRelevance to
clinical studies.

Béjot Y, Mossiat C, Giroud M, Marie C.

En révision dan®losOne

A- Objectifs de I'étude

L’interprétation des taux circulants de BDNF cheg patients victimes d’'un AVC a été
jusqu’a présent faite sur la base de données eme@tales montrant que I'ischémie cérébrale
augmente les taux cérébraux de BDNF (cf tableagtx3) et qu'il existe une association entre
les taux circulants et cérébraux de BDNF (Karegalget2002 ; Rasmussen et al. 2009).
Cependant, I'effet de I'ischémie cérébrale surtées circulants n’est pas connu car les taux
avant ischémie ne sont pas disponibles. De plesistence d’une association entre les taux
circulants et cérébraux de BDNF est controversééagamais été établie apres ischémie.

Ainsi, I'objectif de cette étude était de répondréeux questions :

- Lischémie cérébrale qui augmente les taux cérébdauBDNF est-elle associée a
une modification des taux circulants ?

- Les taux circulants de BDNF sont-ils le reflet teasx cérébraux de BDNF ?
B- Méthodes

L’ischémie était induite chez le rat par embolisatiunilatérale du cerveau avec un
nombre variable de microspheres afin de mimerrigelpanel de sévérité observé en clinique
(cf méthodologie). Le sang était prélevé chez lemmé&at avant et apres (4h, 24h, 8))
embolisation en vue d’'un dosage du BDNF plasmatejuserique. Le BDNF cérébral était
mesuré dans le cerveau entier qui était prélev@4tpu 8j apres embolisation ainsi que chez

des rats controles. Le taux de BDNF était déternsiglén une technique ELISA. Comme
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dans I'étude précédente, les rats inclus étaiefectsgnnés a partir de leur degré
d’embolisation. Ainsi, la distribution du degré dibolisation n’était pas différente entre les
groupes 4h, 24h et 8j d'ischémie, mais chaque gragmportait un large et méme panel de

séverité d’'ischémie.
C- Principaux résultats

- Les taux moyennés de BDNF circulant (plasma etnsgruesurés aprés ischémie ne
sont pas significativement différents des tauxipc&émiques.

- Les taux circulants de BDNF sont indépendants dgrédel’embolisation sauf au
temps 4h ou il existe une corrélation positive @fs taux plasmatiques du BDNF et

le degré d’embolisation.
- Les taux circulants du BDNF aprés une ischémiedfietent pas les taux présents

dans le cerveau.
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ABSTRACT

Background: Whereas brain-derived neurotrophic factor (BDMN#vels are measured in the
brain in animal models of stroke, neurotrophin Isvie stroke patients are measured in
plasma or serum samples. The present study wagnéesito investigate the meaning of
circulating BDNF levels in stroke patients.

Methods and Results Unilateral ischemic stroke was induced in ratsthg injection of
various numbers of microspheres into the carotidutation in order to mimic the different
degrees of stroke severity observed in stroke miatiédlood was serially collected from the
jugular vein before and after (4h, 24h and 8d) dimbtion and the whole brains were
collected at 4, 24h and 8d post-embolization. Raee then selected from their degree of
embolization, so that the distribution of strokeeséy in the rats at the different time points
was large but similar. Using ELISA tests, BDNF lisverere measured in plasma, serum and
brain of selected rats. Whereas plasma and seruNFBBvels were not changed by stroke,
stroke induced an increase in brain BDNF levehatind 24h post-embolization, which was
not correlated with stroke severity. Individual $t@a BDNF levels did not correlate with
brain levels at any time point after stroke butealvbut a positive correlation was observed
between individual plasma BDNF levels and strokeeggy at 4h post-embolization.
Conclusiont Circulating BDNF levels do not mirror brain BDNEvels after stroke, and

severe stroke is associated with high plasma BDi\Re very acute stage.
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Introduction

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), whichninly synthesized by neurons, is
present in large amounts in the adult brain whengldys a crucial role in plasticity and
function [1].Blood also contains BDNF, which is at a higher @rication in serum than in
plasma since platelets release BDNF during thdimtpprocess [2]indeed, platelets which
cannot synthesize BDNF are rich in BDNF becausyg &ne able to take up the BDNF present
in plasma. However, the cellular source of the BOiM&sent in plasma is not known. BDNF
may be secreted into the plasma by endotheliairoulating immune cells [3-6From the
evidence of parallel changes in serum and corticaih BDNF during postnatal development
in rats [7],the brain has been assumed to be an additionatesaiirthe BDNF present in
plasma. Nevertheless, recent studies have showmrtibages in regional brain BDNF levels

are not associated with respective changes in plasrmeerum [8-10].

Brain BDNF has been extensively studied in animatlets of ischemic stroke. The
studies consistently showed that brain BDNF leusiseased after stroke [11-13]jggesting
that BDNF promoted post-lesional plasticity [12,, 14]. A few studies have focused on
BDNF in stroke patients [16-19]. In these studresyrotrophin levels were measured in blood
samples. In the interpretation of circulating BDM¥vels it was assumed that BDNF levels
increased in the brain of stroke patients as olesev animals and that circulating BDNF
levels mirrored brain BDNF levels. However, BDNFvédés have never been measured in
post-mortem brains of stroke patients. Moreover,uaresolved but important question is
whether circulating BDNF levels are modified byo&&. Indeed, circulating BDNF levels
before hospital admission are unknown in patieatg] there are no studies on circulating

BDNF levels in animal models of stroke.

In order to help the interpretation of circulatiBfPNF levels in stroke patients, we
measured BDNF levels in plasma, serum, and brafordeand up to 8 days after the
induction of embolic stroke in rats. This study,ievhis the first to document circulating
BDNF levels in an animal model of stroke, was destyjto answer the following questions:
1) does stroke induce changes in circulating BDBNels? 2) do circulating BDNF levels

mirror brain BDNF levels after stroke?
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Methods

Ethics statement:

All experimental procedures were performed on latwy animals in accordance with
institutional guidelines for the care and use tllatory animals and were approved by an
official committee (French Department of Agricukuguidelines, licence 1308).

Adult male Wistar rats (290-350 g) were housed fiee cage at 21°C in an artificial 12-h
light and 12-h dark cycle with lights on at 7 amgddood and watead libitum.

1) Induction of ischemic stroke
Multifocal infarction of the left hemisphere waglucted in the rats by injection into the left
carotid circulation of 50 pm-calibrated microsplse(earbonized microspheres, 3M, Cergy-
Pontoise, France), a model that is routinely usedur laboratory [13, 20-24]. In order to
mimic the different degrees of stroke severity obseé in patients, we chose this model that
offers the unique opportunity to modulate strokeesiéy voluntarily by changing the number
of injected microspheres, and that results in im&ee BDNF content of both hemispheres, but
with a greater and more sustained increase inesieried than in the unlesioned hemisphere
[13]. Animal death induced by embolization is in propamtiwith the number of injected
microspheres and occurs mainly overnight after dixdiiton. Briefly, after anaesthesia with
chloral hydrate (400 mg/kg, i.p.) and definitiveclusion of the external carotid artery in
order to prevent embolization of extracerebralugssa suspension of 2000, 3000 or 4000
microspheres in polyvinylpyrrolidone (20% in waters injected (0.3 ml for 25-30s) into the
left common carotid artery. Then, the artery wafnitesely occluded. The embolized rats
were assigned into one of the three time groupsoKe 4h”, “stroke 24h” and “stroke 8d")
according to the delay (4h, 24h and 8d) betweenoémation and brain removal. Each group
included rats embolized with 2000, 3000 and 400€&r@spheres.

2) Preparation of brain samples
The brains were collected after choral hydrate sih@sia followed by transcardial perfusion
with saline in order to flush blood out of the dma vasculature. The cerebellum,
hypothalamus and mesencephale were discarded. €hwining hemispheres were
homogenized in 7 volumes with ice cold buffer (pH})7containing trizma base (100
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mmol/L), NaCl (150 mmol/L), EGTA (1 mmol/L), trito(l%) and 1% cocktail of protease
inhibitors. After centrifugation, tissue pellets neekept to assess the degree of embolization

and supernatants were stored at -80°C until meamsumeof BDNF levels.

3) Preparation of blood samples

Blood was withdrawn (by direct venous puncture)rfrthe jugular vein, a vein that collects
blood from the entire brain, before and after 4#h), 8d) embolization in the same rats. Two,
3 or 4 samples (1 ml each) were serially colle@ecbrding to the time group of the stroke
rats. The first and last samples were collectedeunchloral anaesthesia just before
embolization and just before removal of the brdamermediate samples, if present, were
collected under short-term halothane anaesthesiedier to reduce the overall duration of the
anaesthesia. As the circadian rhythm may influeciceulating BDNF levels [25], blood
samples were always collected between 10 am anch.2The blood was collected into
sampling tubes and centrifuged to obtain serumepahn-anticoagulated plasma. The plasma

and serum were then divided into aliquots and dtate80°C until BDNF measurements.

4) Assessment of the degree of embolization

Stroke severity was assessed from the degree ebregrembolization as different clinical
markers of stroke severity including vasogenic oealedepletion in the neuronal marker N-
acetyl-aspartate, and acute neurological deficitretate with the degree of cerebral
embolization [20-22]. In order to quantify the degrof cerebral embolization, the
centrifugation pellets of brain tissue were dissediin 5 ml of 20% KOH and centrifuged
(500 g). The microspheres were then re-suspended iml KOH, and counted in triplicate in
50 upl of the suspension by a person blinded to @kperimental conditions. A light

microscope was used to count the microspheres.

5) BDNF measurement
BDNF levels were determined with a commercial sanbvELISA kit (ChemiKiné™, Cat.
No CYT306, MERCK MILLIPORE) according to the manciiarer’s instructions.
Supernatants of brain homogenates and serum sames diluted (1/10, v/v) in the
homogenization buffer (see above for its compasjtiand in TRIS buffer (pH 7.4). The
diluted samples (50uL) were again diluted (1/2) divectly on the plate in a buffer provided
by the kit. In contrast, plasma samples were rateti (100 pL of plasma into each well). All
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assays were performed in duplicate. Brain BDNF Ikeweere expressed as mg/g of fresh
tissue and circulating BDNF levels as ng/mL

6) Statistical analysis
Data are expressed as mean = standard deviation &&tistical analysis was performed
using non-parametric tests. The Kruskall Wallig teBowed by the Mann—Whitney test was
used to detect differences between groups of asd,the Friedman’s test followed by the
Willcoxon’s test to detect differences within a givgroup The Bonferroni’'s procedure was
used to reduce the risk | error. The Spearman’s carrelation coefficient { was calculated
to examine the dependence between two variablgsifiSance was set at p < 0.05.

Results

Embolized rats (n=81) were divided into the follagigroups: “stroke 4h” (n=15), “stroke
24h" (n=26), “stroke 8d(n=20) and “stroke 8&d (n=20). In the first three groups, blood
samples were treated in order to obtain plasmaewhilthe last group blood samples were
treated in order to obtain serum. Serum and plaBBidF levels were collected in separate
groups of rats in order to avoid excessive bloothdvawal in a given rat. No mortality was
observed in group “stroke 4h”. In contrast, motyateached 54% (14/26) in group “stroke
24h” (2 rats died under halothane anaesthesia andt& from embolization), 40% (8/20) in
group “stroke 8d” (1 rats died during halothaneemtiaesia and 7 rats from embolization) and
40% (8/20) in group “stroke 8d(2 rats died during halothane anaesthesia anatfrom
embolization). In each group, we then selectedfrata the number of microspheres found in
their brain so that the distribution of stroke s#yewas large but similar among groups.
Accordingly, a certain number of rats were excludiedn further experiments. Finally, 10
rats per group were selected, and the number ofospberes expressed as mean + SD
(minimal-maximal value) was 476 + 83 (328- 615}the “stroke 4h” group, 412 +122 (288-
618) in the “stroke 24h” group, 413 + 97 (271-5%4}the “stroke 8d” group, and 368 + 82
(242-487 for range) in the “stroke 8djroup. It was not surprising that the maximum réeg

of cerebral embolization was higher in groups ‘etro4h” and “stroke 24h’ (~600
microspheres) than in groups “stroke 8d” and “str8kl” (~500 microspheres) since highly
embolized rats did not generally survive beyond.2d4bwever, the distribution of stroke
severity was large and similar in each group. BDM¥els were measured in selected
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embolized rats and also in intact rats (no surgmacedure but anaesthesia and blood
collection on the model of group “stroke 8d”, n=7).

1) Effect of stroke on circulating BDNF levels
The effect of stroke on circulating BDNF levels vassessed from the serial measurement of
serum and plasma levels in the groups “stroké @egure 1) and “stroke 8d” (Figure 2),
respectively. In these two groups, the distributbdrstroke severity was quite similar (please
compare individual degree of embolization betweegufe 1 and Figure 2). Stroke did not
modify serum BDNF levels (Figure 1A), and individlsarum BDNF levels did not correlate
with stroke severity at any time point after strqkégure 1B). Like serum levels, pre- and
post-embolization plasma BDNF levels were not digantly different (Figure 2A).
However, a weak but positive correlation was obsgrvetween plasma BDNF levels at 4h
post-embolization and stroke severity (rs = 0.§&3).019) (Figure 2B). At other time points,
no association was observed between the two pagesnelhe stroke severity-dependant
changes in plasma BDNF levels at 4h post-embotimatioincided with the great inter-
individual variability in plasma BDNF levels obsed/at this time point (please compare the
standard deviation obtained at 4h, 24h and 8d @mételization in Figure 2A). Notably, a
positive correlation between plasma BDNF leveldlatpost-embolization and the degree of
embolization was also found after pooling the gsotgiroke 4h”, “stroke 24h” and “stroke
8d” (n= 30, £ = 0.364, p= 0.024). In these rats, pre- and 4lt-@adolization plasma BDNF
levels were again not statistically different (22.26.5 and 37.8 + 44.6 ng/mL before and 4h
after embolization, n=30, NS).

2) Relationship between brain and circulating BDNftroke

Figure 3A showed brain BDNF levels in intact andbefized rats (groups “stroke 4h”,
“stroke 24h”, and “stroke 8d”). Stroke significanihcreased brain BDNF levels at 4h and
24h post-embolization (Figure 3A), but the leveld dot correlate with the degree of
embolization in any of the three time groups oblstrrats (Figure 3B). When plasma BDNF
levels were plotted against brain BDNF levels mesgat the same time (4h, 24h or 8d) after
stroke we did not find any correlation betweentthe parameters (Figure 4).

As expected, no difference in brain BDNF levels/@)gvas observed between groups “stroke
8d” (3.74 £ 0.22) and “stroke 8d(3.36 + 0.68). When serum BDNF levels were pldtte
against brain BDNF levels, both parameters beingsmeed at day 8 post-embolization, we
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did not find any correlation between the two parre (n=10, & 0.139, NS, data not

shown).

Discussion

BDNF levels were measured in the whole brain antheblood (plasma and serum)
collected from the jugular vein in rats subjecteddifferent severities of unilateral embolic
stroke. The measurements were made before strakai@arnio 8d after stroke. The results
report an increase in brain BDNF levels at 4 ankl &4er stroke onset, which, however, was
not accompanied by parallel changes in plasmaranse

In the present study, embolic stroke was inducedhiyinjection into the left carotid
circulation of 50 pum-calibrated microspheres, a etdbat results in severe ischemia of the
left hemisphere and formation of multiple infarttsit primarily affects the parieto-temporal
cortex, the hippocampus and the thalamostriatesgPda 22]. This model is unique because it
allows inducing a large but controlled distributiohdegrees of stroke severity by changing
the number of injected microspheres. The presentlteeshowed that brain BDNF content
increased after embolization and that the incremas not correlated with the degree of
embolization. The lack of correlation between the parameters supports our previous study
revealing that the induction of BDNF synthesis ionmeuronal cells and BDNF over-
expression by surviving neurons compensate foramalrdeath-induced decreases in brain
BDNF synthesis [13]

In stroke patients circulating BDNF levels beforespital admission are unknown.
Therefore, the effect of stroke on circulating BDN&n only be assessed by comparing
BDNF levels in stroke patients with those in healdlubjects. However, difference between
the two populations in life style, living environnte and indices of metabolic and
cardiovascular health, which are determinants a@h ppdasma and serum BDNF levels [26,
27] may be confounding factors. Our present anistaty in which BDNF levels were
measured before and after embolization in the seatee offers the unique opportunity to
directly investigate the effect of stroke on ciatinig BDNF levels. Our results reveal that
stroke did not significantly change plasma BDNFelswvhen stroke severity was not taken
into account. In contrast, a weak but significaosipve correlation was observed between
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plasma BDNF levels and stroke severity in the astdge of stroke (4h post-embolization).
At the first sight, these data contrast with a gtadnducted on a small cohort (n=10) of
stroke patients [16]. This study reported a remiaekatability in plasma BDNF levels from
hospital admission up to 4d as well as a lack ofetation between plasma BDNF levels and
the lesion size or the clinical score. Howevelsipossible that the first blood sample was
collected too late in stroke patients (10.7h £f@r6SD vs 4h post-embolization), thus missing
the opportunity to detect stroke severity-dependgmnges in plasma BDNF levels in
patients. Alternatively, the lack of correlation yriae due to a small number of patients with
severe stroke (only two patients with a NIHSS >d#&ta on lesion size were not available).
The mechanisms by which plasma BDNF levels at 4t-pmbolization are related to stroke
severity have not been investigated here. Howetlierfact that plasma but not brain BDNF
correlated with stroke severity supports the hypsith that the excess of BDNF found in
plasma of rats with severe stroke do not origirfeden the brain. An alternative but still
speculative source of BDNF could be the endothelitmdeed, circulating levels of pro-
inflammatory cytokines or markers of oxidative streat hospital admission have been
previously correlated with stroke severity [28, .2Bgside, when exposed to oxidative stress
and pro-inflammatory cytokines endothelial cellsthgsize and secrete high amounts of
BDNF [3, 5]. Whereas plasma BDNF is taken up byghds, the elevation of plasma BDNF
levels at 4h post-embolization did not lead to amorease in platelet BDNF content as
evidenced by the lack of change of BDNF levelserum after stroke. As BDNF levels are
200 times higher in serum than in plasma (in ratsfaumans), we suggest that severe stroke-
induced elevation in plasma BDNF levels is too lmnnduce detectable changes in serum.
Notably, it has been shown that serum BDNF levedsewnot associated with lesion size or
recovery in stroke patients [17, 18]. Further daii studies are needed to evaluate the

reliability of plasma BDNF as an early biologicaarker of stroke severity.

The interpretation of circulating BDNF level in aite patients has been made on the
basis of the assumptions that circulating BDNF leweirror brain BDNF levels. Our study,
that is the first to simultaneously measure cirtotpand brain BDNF levels in stroke rats,
reveals that changes in brain BDNF levels inducedtibke were not associated with parallel
changes in plasma or serum. Thus, whereas strakeased brain BDNF levels at 4h and
24h, it did not induce significant changes in plason serum. In addition, no correlation was
observed between individual circulating and bralDNE- levels. These data clearly indicate
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that circulating BDNF levels do not mirror brairvéds after stroke regardless the delay after
stroke onset, thus challenging the idea that thesomement of circulating BDNF is a reliable
way to assess BDNF levels in brain of stroke p#iefhe corollary is that only post-mortem
analysis of the ischemic brain will document théeef of human stroke on brain BDNF
levels. Assuming that circulating BDNF levels dd neflect levels present in the brain after
stroke, some clinical data may need to be reintéepr For instance, the stability in plasma
BDNF levels observed in stroke patients [16] remmaiompatible with increased BDNF levels
in the ischemic brain, and differences in serum BD&Vels that have been reported between
patients without post-stroke depression (PSD) a®D Patients [18, 19] do not necessarily
indicate that increased BDNF production in thetb@iPSD patients is compromised.

In conclusion, stroke increases BDNF levels invitwle brain but not in the blood, and

high plasma BDNF levels in the very acute stageaaseciated with severe stroke.
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Figure 1. Serum BDNF levels after stroke. A) BDNF levels sveerially measured before
and 4h, 24h, 8d after embolization in the “strokié’ §roup (n=10), B) Scatter plot between
individual BDNF levels and degree of cerebral en#ation according to the time of
measurement of BDNF levels after embolization. aaexpressed as mean = SD, BE =

before embolizationg= Spearman’s rank correlation coefficient
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Figure 2. Plasma BDNF levels after stroke. A) BDNF levelsraveerially measured before
and 4h, 24h, 8d after embolization in the “stroki §roup (n=10), B) Scatter plot between
individual BDNF levels and degree of cerebral endation according to the time of
measurement of BDNF levels after embolization. Data expressed as mean + SD, BE =

before embolizationg= Spearman’s rank correlation coefficient
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Figure 3. Brain BDNF levels after stroke. A) brain was cotkd in control rats (empty bars,

7 rats) and in the “stroke 4h”, “stroke 24h”, aredrbke 8d” groups (dashed bars, 10 rats per
group), B). Scatter plot between levels of BDNHRndividual brains and degree of cerebral
embolization. Data are expressed as mean = SDgrifsiantly different from control rats

(p<0.016), £ = Spearman’s rank correlation coefficient.
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Figure 4. Scatter plot between individual levels of BDNF ptasma (ng/mL) and brains
(ng/g) that were simultaneously measured 4h, 24d,8d after embolization in the “stroke

4h”, “stroke 24h”, and “stroke 8d” groups (10 rair group), respectivelys # Spearman’s
rank correlation coefficient.
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lll- Etude 3: Effet de la fluoxetine sur la récupé&ation motrice
apres un infarctus cérébral aigu : essai randomiséontrdlé contre

placebo.

Publication originale : Fluoxetine for motor recovery after acute ischaestioke (FLAME):
a randomised placebo-controlled trial.

Chollet F, Tardy J, Albucher JF, Thalamas C, BeErtlamy C, Béjot Y, Deltour S, Jaillard
A, Niclot P, Guillon B, Moulin T, Marque P, Pariend, Arnaud C, Loubinoux I.

Lancet Neurol2011;10:123-30.

A- Obijectifs de I'étude

Cet essai randomisé contrélé contre placebo awmit pbjectif principal d’évaluer
I'efficacité de I'administration précoce de fluoke, un inhibiteur sélectif de la recapture de
la sérotonine, sur la récupération motrice a 3 nu@Es patients victimes d'un infarctus
cérébral.

Dans cette étude, la récupération motrice deemtatiétait évaluée par une échelle
clinique : la Fugl-Meyer Motor Scale (FMMS). Ceéehelle avait été choisie car elle possede
une excellente fiabilité et validité inter et intvhservateurs, et est capable de détecter des

variations méme minimes de la fonction motrice (iStane et al., 2002).

L’intérét de ce travail était de démontrer de meamidiable d’'un point de vue
méthodologique que les stratégies médicamenteusestva stimuler la plasticité post-
lésionnelle peuvent s’avérer efficaces chez 'Hometale confirmer ainsi que la modulation

pharmacologique de la plasticité cérébrale estilpless

B- Principaux résultats
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Parmi les 118 patients inclus dans cette étudegédapération motrice a 3 mois était
significativement meilleure chez ceux bénéficiarindtraitement par fluoxétine,
comparee a celle observée sous placebo.

Cette amélioration concernait aussi bien le mersbpgrieur que le membre inférieur
parétique.

Ce résultat positif était indépendant de I'effendfique du traitement sur le risque de
survenue d’'une dépression.

Le traitement par fluoxétine était bien tolérée learpatients.
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Fluoxetine for motor recovery after acute ischaemic stroke
(FLAME): a randomised placebo-controlled trial

Frangois Chollet, jean Tardy, Jean-Frangois Albucher, Claire Thalamas, Emilie Berard, Catherine Lamy, Yannick Bejot, Sandrine Deltour, Assia Jaillard,
Philippe Niclot, Benoit Guillon, Thierry Moulin, Philippe Marque, Jérémie Pariente, Catherine Amaud, Isabelle Loubinoux

Summary

Background Hemiplegia and hemiparesis are the most common deficits caused by stroke. A few small clinical trials
suggest that fluoxetine enhances motor recovery but its clinical efficacy is unknown. We therefore aimed to investigate
whether fluoxetine would enhance motor recovery if given soon after an ischaemic stroke to patients who have
motor deficits.

Methods In this double-blind, placebo-controlled trial, patients from nine stroke centres in France who had ischaemic
stroke and hemiplegia or hemiparesis, had Fugl-Meyer motor scale (FMMS) scores of 55 or less, and were aged
between 18 years and 85 years were eligible for inclusion. Patients were randomly assigned, using a computer
random-number generator, in a 1:1 ratio to fluoxetine (20 mg once per day, orally) or placebo for 3 months starting
5-10 days after the onset of stroke. All patients had physiotherapy. The primary outcome measure was the change on
the FMMS between day 0 and day 90 after the start of the study drug. Participants, carers, and physicians assessing
the outcome were masked to group assignment. Analysis was of all patients for whom data were available (full
analysis set). This trial is registered with ClinicalTrials.gov, number NCT00657163.

Findings 118 patients were randomly assigned to fluoxetine (n=59) or placebo (n=59), and 113 were included in the
analysis (57 in the Auoxetine group and 56 in the placebo group). Two patients died before day 90 and three withdrew
from the study. FMMS improvement at day 90 was significantly greater in the fluoxetine group (adjusted mean
34.0 points [95% CI 29.7-38-4]) than in the placebo group (24-3 poinis [19-9-28.7]; p=0-003). The main adverse
events in the fluoxetine and placebo groups were hyponatraemia (two [4%] vs two [4%)]), transient digestive disorders
including nausea, diarrhoea, and abdominal pain (14 [25%] vs six [11%]), hepatic enzyme disorders (five [9%] vs ten
[18%]), psychiatric disorders (three [5%] vs four [7%]), insomnia (19 [33%] vs 20 [36%]), and partial seizute (one
[<19%] vs 0).

Interpretation In patients with ischaemic stroke and moderate to severe motor deficit, the early prescription of
fluoxetine with physiotherapy enhanced motor recovery after 3 months. Modulation of spontaneous brain plasticity
by drugs is a promising pathway for treatment of patients with ischaemic stroke and moderate to
severe motor deficit.

Funding Public French National Programme for Clinical Research.

Introduction

Thrombolysis with alteplase given within the first few
hours of an ischaemic stroke has long been the only
treatment recognised to improve the spontaneous
recovery of neurological functions. However, we have
learnt over the past decade, by use of neuroimaging and
electrophysiological techniques, that spontaneous
recovery of neurological functions is associated with a
large intracerebral reorganisation of the damaged
human brain.

Various interventions, such as monoaminergic drugs,
have been shown to modulate brain plasticity after a
stroke and to reduce the residual neurological deficit and
subsequent disability.> Amphetamines have enhanced
recovery in animal models of acute brain lesions, whereas
neuroleptic drugs or benzodiazepines have reduced it.”
Little evidence exists for the efficacy of serotonin-reuptake
inhibitors in studies of animals, but these inhibitors have
an acute neuroprotective action on the ischaemic brain

and promote hippocampal neurogenesis.“* In clinical
trials of amphetamine in patients with stroke, either no
positive effect was noted on the recovery of motor function
or the results were contradictory.” " The few small clinical
trials of serotonin-reuptake inhibitors that have been
reported (table 1) all suggest that drugs of this type might
have a positive effect.”* Use of functional MRI in other
studies showed that single doses of fluoxetine and
paroxetine overactivated motor cortices compared with
placebo in both healthy individuals and patients with
stroke, and use of transcranial magnetic stimulation
showed that cortex overactivation was associated with
drug-induced cortex hyperexcitability.”

In the fluoxetine in motor recovery of patients with
acute ischaemic stroke (FLAME) trial, we aimed to test
whether a 3-month treatment with fluoxetine would
enhance motor recovery when given early after an
ischaemic stroke to patients with moderate to severe
motor deficits.
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Drug(s) Dose, regimen, and Numberof Trial design Timeofinclusion  Clinical outcome  Otheroutcome  Patientsin  Main resuits
treatment duration patients afterstroke criteria criteria rehabilitation
programme
Dam Fluoxetineand  Fluoxetine 20 mgonce 48 Parallel groups  1-6 months Graded neurological None Yes. 107% improvement
etal” maprotiline per day for 90 days (three groups) scale (HSS) in HSS score
Pariente  Fluoxetine 20 mg (single dose) 8 Crossover 15-30 days Finger tappingand  Functional MRI; Yes 20-30% finger
etal? dynamometer hyperactivation of tapping and
motor cortices dynamometer
impravement
Zittel Citalopram 40 mg (single dose) 8 Crossover More than Motor dexterity None Yes 11:4% improvement
etal* 6 months with nine-hole-peg in nine-hole -peg test
test
Acler Citalopram 10 mgonce perday for 20 Parallel groups  Not reported NIHSS score TMS: modulation  Yes 38-8% improvement
etal® 30days (two groups) of cortical of NIHSS score
excitability

 Results of all trials showed positive effects on motor performance. Results of a randomised piaoei:o_-‘-:ontm lled trial by Gerdelat-Mas and colleagues™ in healthy individuals also confirmed the madulation of
cortical excitability induced by transcranial magnetic stimulation (TMS) with a single and chronic doses of paroxetine. HSS=hemispheric stroke scale. NIHSS=National Institutes of Health stroke scale.

Table 1: Reported prospective randomised placebo-controlled clinical trials of selective serotonin-reuptake inhibitors in motor recovery after ischaemic stroke

Hospitalier Universitaire de
Besancon, Besangon, France
(T Moulin MD)

Carrespondence to:

Prof Frangois Chollet, Neurology
Department, Hépital Purpan,
Place Baylac, 31059,

Toulouse, France
francois.chollet@inserm.fr

! Fluoxetine Placebo
(n=59) (n=59)
Age (years) 66:4(117) 629 (13.4)
Men 37(63%) 35 (59%)
Body-mass index (kg/m?) 262 (4-4) 253(42)
Vascular risk factors
Diabetes 14 (24%) 11(19%)
Hypertension 39 (66%) 40 (68%)
Dyslipidaemia 36 (61%) 33(56%)
Current smoker 30 (51%) 26 (44%)
Previous cardiac disease 34 (58%) 28 (47%)
Atrial fibrillation 6 (10%) 7 (12%)
Previous stroke 10 (17%) 4 (7%)
Stroke characteristics :
Location ;
Carotid territory 51(B6%) 49 (83%)
Vertebrobasilar territory 6 (10%) 4(7%): -
Lacunar 2(3%) 6 (10%) |
Baseline stroke severity L
Total FMMS score: 171 (117) 134(88)
Upper limh FMMS score 55(5:5) 47 (4-2)
Lower limb FMMS score 116(79) 87(6)
NIHSS score 128(39)  131(43)
NIHSS motor component score 99(22) 10:3(1:9)
Modified Rankin scale score
02 [ e
3: moderate disability JlELE )
- 4: maderately severe disability 25(42%) 22(37%)
5: severe disability 32(54%) 37 (63%)
Intravenaus thrombolysis 21(36%) 17 (29%)
MADRS score 5.6(5:9) 52(55)
Time from stroke to treatment (days) 8.9 (1'8) 88(18)
Dataare n_umber‘(%) or mean (D). FMMS=Fugl-Meyer motor scale.
NIHSS=National Institutes of Health stroke scale. MADRS=Montgomery Asberg
depression rating scale. :
Table 2: Demographic and baseline characteristics

Methods
Participants
Patients who had an acute ischaemic stroke within the
past 5-10 days that caused hemiparesis or hemiplegia
were prospectively enrolled from nine stroke units in
France. Those who were aged between 18 years and
85 years and who had Fugl-Meyer motor scale (FMMS)
scores of 55 or less at baseline were eligible for inclusion.

Patients were excluded if they had severe post-stroke
disability (National Institutes of Health stroke scale
[NIHSS] score >20), substantial premorbid disability, or a
pre-existing deficitthatcouldinterfere withassessments—
ie, residual motor deficit from a previous stroke,
comprehension deficits severe enough to prevent
understanding of motor testing, or severe aphasia
masking detection and assessment of depression,
Patients were excluded if they were clinically diagnosed
with depression or Montgomery Asberg depression
rating scale (MADRS) score of more than 19;7 taking
antidepressant drugs, monoamine oxidase inhibitors,
neuroleptic drugs, or benzodiazepines during the month
before inclusion; or due to underg carotid endarterectomy.
Other exclusion criteria included pregnancy and other
major diseases that would prevent follow-up. Enrolment,
follow-up, and clinical assessments were done in each
centre by the investigators,

The study was approved for all centres, according to the
French law, by the Toulouse Ethics Committee. All
patients provided written informed consent.

Randomisation and masking

Randomisation was balanced by centre, with an allocation
sequence based on a block size of four, generated with a
computer random-number generator by the pharmacist
at the coordinating centre (Hopital Purpan, Toulouse).
The pharmacist assigned the participants to the trial
groups in accordance with the randomisation list,
Allocation was concealed by use of sequentially numbered
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opaque envelopes. Fluoxetine and placebo capsules were
both prepared by the pharmacist for the study. The
capsules were distributed to each centre by the Toulouse
Hospital Pharmacy. The placebo was identical to the
active drug in appearance and packaging.

An independent organisation (Centre d’Investigation
Clinique, Toulouse, France) was in charge of the logistic
coordination of the study. Patients, carers, all site study
staff, and investigators were masked to treatment
assignment.

Procedures

Patients were randomly allocated to fluoxetine (20 mg
once per day, orally) or placebo for 90 days. All patients,
irrespective of the treatment group, also received
physiotherapy  during the treatment period.
Physiotherapists were instructed not to design a specific
rehabilitation programme but to use the normal
protocol for their centre. All participants received
standard care, delivered by an organised inpatient
stroke care team.

The primary outcome was the mean change in FMMS
score” between inclusion (day 0) and day 90. FMMS is
an index that is widely used for assessment of motor
recovery after stroke and has excellent intra-rater and
inter-rater reliability and validity.” The motor domain
ranges from a score of 0 (flaccid hemiplegia) to 100
(normal movement), with 66 points for the upper limb
and 34 points for the lower limb; each item is rated as
not, partly, or fully performed. All motor assessments
were made by a physiotherapist at day 0 (baseline) and
then 30 days and 90 days after enrolment. Secondary
endpoints were NIHSS** modified Rankin scale
(mRS),” and MADRS,* with all scores measured at
baseline, day 30, and day 90.

Data were gathered for adverse events and deaths
within 3 months after randomisation. Reports were
periodically examined by the FLAME executive
committee, which tried to assess whether the side-
effects could be related or not to the drug intake, but
the committee remained masked during the study.
When depression occurred (according to clinical
assessment) during the 3 months of treatment,
clinicians were instructed to continue the study
treatment (fluoxetine or placebo), to avoid use of any
other antidepressant drugs and, if necessary, to give
open-label fluoxetine (20 mg once a day) so that the
patient received either 20 mg (placebo group) or 40 mg
per day (fluoxetine group). If a patient was given another
antidepressant drug, the study treatment was stopped.
The blinding code was not broken. All patients were
followed up until day 90.

Statistical analysis

The trial was designed to have greater than 90% power
to detect a 40% difference in the change in the FMMS
score (ie, 12 points, which corresponds to a full

IES patients randomly assigned I
|

59 allocated to fluoxetine | | 59 allocated to placebo

1 died from respiratory distress

1 withdrew (severe hypoxia)

1 died from septic shack
P after inhalation of food » 2 withdrew (1 kidney tumaour;
1 pulmonary embolism)

+

57 analysed for primary endpoint in
full-analysis set at day 90

full-analysis set at day 90

56 analysed for primary endpoint in

Figure 1: Trial profile

Fluoxetine (n=57)  Placebo (n=56)

Difference between p value

' FMMS score at inclusion).

groups (95% Cl)
 Day9o :
Total score
Mean (SD) 53-7(27-8) 35-1(22) 186 (9-2t027.9)
Median (IQR) 59 (28t077) 29 (22to 47-5) 0.0006*
~ Upperlimb
Mean (5D) 29:7(22:2) 162 (16-6) 13:5(6-2t0 20-8)
Median (IQR) 32 (610 50) 10 (4 to 24) 0-001*
Lower limb
Mean (SD) 24.(7-9) 18.9(8:2) 51(21t081)
Median (IQR) 27 (19t0 31) 19 (13 to 25) 0.001*
Change from day 0 to day 90
Total score
Mean (SD) 36-4(21:3) 21.9 (16:7) 14.5(73t0 21-6)
Adjusted mean (95% Cl)  34-0(29-7t038-4) 243(199t0287) 9.8(3-4t016.1) 0-003t
Upperlimb
Mean (SD) 24-2(19-8) 118 (14.8) 12:4(59t018-9)
Adjusted mean (95% Cl)  22.9(18-6t027.1) 131(89t0174)  97(36t01579) 0-0021
Lower limb
Mean (SD) 122 (6-8) 101(6-8) 21(-0:4t0 4.6)
Adjusted mean(95% (1)  12:8(111to145) 95(7-8t0112) 33(08t057) 0-0101

Mean was adjusted for age, history of stroke, and FMMS score at friqlaésiqn. 'Ménr_u-'whit_r}.ej-‘u test. fLinear
 regression including treatment and centre as fixed effects, and confounding factors (age, _If\_is:pry,n__f stroke, and

Table 3: Fugl-Meyer motor scale (FMMS) scores

recovery of six functions or incomplete recovery of
12 functions, and is judged to be clinically relevant)
3 months after the stroke if 100 patients were enrolled,
assuming a spontaneous 30-point (SD 18) mean
increase at day 90.* Because we expected frequency of
patients lost to follow-up to be high, related to
depression and complications after stroke, we planned
to enrol up to 168 patients. However, the loss to follow-
up was lower than expected, leading us to stop the
enrolment after 118 patients.

Baseline characteristics, including disease description,
were reported by use of descriptive statistics (eg, mean
and SD for continuous variables, or frequency
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60 -4 A Fluoxetine
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20
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Mean FMMS total score

Figure 2: Adjusted mean Fugl-Meyer motor scale (FMMS) total scores at
days 0, 30, and 90

Mean was adjusted for centre, age, history of stroke (at days 0, 30, and 90), and
FMMS score at inclusion (at days 30 and 90). Error bars represent 95% (1

Placebo :. pvalue

Fluoxetine
NIHSS scores on day 90 n=57 =55
Total score, mean (SD) 5-8(37) 6.9 (4-4) 0:151*
Patients with score 0-5, adjusted mean (95% Cl) 55%(45t064) 43% (34t052) 0193t
Motor scores, mean (SD) 47 (32) 63(3:2) 0-012%
‘mRS scores on day 90 n=57 n=55
Patients with mRS score 0-2§ 15 (26%) 5(9%) 0-015%
Patients with mRS score 0-25, adjusted mean 34%(25t043) 11%(6to15)  0-0219
(95% Q1)
MADRS scores n=56 n=54
Day 90, mean (SD) 54 (4:9) 84(79) .
Day 90, median (1QR) 45(15t08)  75(0to14) o101
Change from day 0 to day 90, mean (SD) 0(61) 31(91)

Change from day 0'to day 90, adjusted mean
(95% ).

01(21t019) 32(11to53) 0:032*

Data are number (%), unfess otherwise indicated, Mean was adjusted for age, history of stroke, and Fugl-Meyer motor

scale smre atinclusion, NIHSS=National instxtutsof Health stroke scale. mRS=modified Rankin scale,

MADRS:Muntgomery Asberg depression rating scale. *Student's t test. {Binomial regression including treatment and

centre as fixed effects, and confounding factors (age, hlsteryof stroke, and NIHSS score at inclusion). 1 test. §None of

the pat:ems had an mRS score of 0. 9Binomial regres and centre as fixed effects, and

f g factors (age, history f stroke, and mRS score at inclusion). ||Mann-Whitney U test. **Linear regression

including’ treaunentand centre as fixed effects, and confounding factors (age, history of stmke, and Fugl-Meyer motor

scale score at mchrsson) i

including

Table 4: Secondary endpoints

tabulations for categorical variables) for each group.
Homogeneity of these variables was assessed
descriptively.” At day 90, FMMS, NIHSS, and MADRS
scores were compared in the treatment groups by use of
a Student’s ¢ test or Mann-Whitney U test when
appropriate. Patients were classified on the basis of
mRS scores as independent (scores 0-2) or non-
independent (scores 3-5), and the groups were compared
at day 90 by use of the ¥2 test. The primary analysis for
efficacy (full-analysis set) consisted of a comparison of
the change in FMMS distribution (total score, upper

limb score, and lower limb score) over 90 days. We did
a multiple linear regression analysis to control for centre
and baseline factors that showed treatment group
imbalance. The same approach was used to assess
changes from day 0 to day 90 in MADRS scores
(secondary endpoint). We' also undertook post-hoc
binomial regression analyses to test whether the
treatment had an effect at day 90 on the mRS scores
(probability of being an independent patient—ie, with a
score of 0-2) and on NIHSS scores (probability of having
a less severe outcome—ie, with scores of 0-5) compared
with placebo. The analyses were adjusted for centre, age
of patient, history of stroke, and mRS or NIHSS scores,
accordingly, at baseline. All reported p values are two-
sided. The statistical analyses were done by use of
STATA (version 11.0).

This study is registered with ClinicalTrials.gov,
number NCT00657163.

Role of the funding source

The sponsor had no involvement in study design, data
collection, data analysis, data interpretation, or writing of
the report. The principal investigator (FC) had full access
to all the data in the study and had final responsibility for
the decision to submit the report for publication.

Results

Between March 14, 2005, and June 9, 2009, 118 patients
were prospectively enrolled. The two groups were well
balanced in terms of baseline and demographic
characteristics and stroke severity (table 2). However,
mean age was slightly higher and previous history of
stroke was more frequent in the fluoxetine group than in
the control group. FMMS score at inclusion was higher
in the fluoxetine group than in the placebo group (table 2).
NIHSS, mRS, and MADRS mean scores did not differ in
the two groups (table 2).

Treatment compliance was similar in the two groups.
The mean cumulative dose at day 90 (defined as the sum
of all doses taken during the treatment period) was
88-3 tablets (SD 11-6) in the fluoxetine group and
874 tablets (12-3) in the placebo group (p=0-722). The
mean dose intensity at day 90 (calculated as the overall
cumulative dose divided by the number of days that the
patient was receiving a dose) was 0-9 tablets (0-1) per day
in both groups (p=0-854). The mean relative dose
intensity (dose intensity divided by the planned dose
intensity) was 94.8% (12.6) in the fluoxetine group
and 94-0% (13-0) in the placebo group (p=0-854).

Study treatment began a similar number of days after
the stroke in the fluoxetine and placebo groups.
113 patients were included in the full-set analysis (figure 1).
Two patients died before day 90, and three withdrew from
follow-up (figure 1). Mean progression in FMMS total
score from baseline to day 90 was significantly higher in
the fluoxetine group than in the placebo group after
controlling for centre, age, history of stroke, and FMMS
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score at inclusion (table 3). The gain was significant for
both the upper and the lower limb scores. The adjusted
mean FMMS total score was significantly higher at day 90
in the fluoxetine group than in the placebo group
(figure 2).

3 months after the stroke, NIHSS total score did not
significantly differ in the fluoxetine and control groups,
whereas the motor component score was significantly
higher in the fluoxetine group (table 4). However, after
controlling for age, history of stroke, and FMMS score at
baseline, the probability of having a NIHSS score of 0-5
did not significantly differ between groups. Independence
in activities of daily life, measured by use of mRS,
improved during treatment in both groups, but at day 90
the proportion of independent patients (mRS
scores 0, 1, or 2) adjusted for centre, age, history of stroke,
and mRS score at baseline was significantly higher in the
fluoxetine group than in the «control group
(table 4; figure 3).

The distribution of the MADRS scores did not differ
significantly between the fluoxetine and control groups
at inclusion or at day 90, whereas the adjusted mean
change in MADRS scores between day 0 and day 90 was
significantly lower in the fluoxetine group than in the
placebo group (table 4). Moreover, the frequency of
depression was significantly higher in the placebo group
(17 [29%] patients) than in the fluoxetine group (four [7%)]
patients; p=0-002).

After adjustment of our analysis for dinical depression
diagnosed before day 90, we noted that FMMS change
between day 0 and day 90 was still significantly greater in
the fluoxetine group (adjusted mean 34-2 points [95% CI
29-7-38-6]) than in the placebo group (24-2 [19-6-28-7];
p=0-004). In a sensitivity analysis of the subgroup of
patients who were not given thrombolysis (n=36 in
fluoxetine group, n=40 in placebo), improvement in
FMMS was still significantly higher in the fluoxetine
group (37-7 [32-0-43-3]) than in the placebo group
(24-4[19-1-29-7]; p=0-002).

Two patients died (one in each group; figure 1). The
cause of death was related to their neurological disorder
(septic shock, respiratory distress; figure 1). The main
adverse events were hyponatraemia, transient digestive
disorders including nausea, diarrhoea, and abdominal
pain, hepatic enzyme disorders, psychiatric disorders,
insomnia, and partial seizure (table 5). Two of the adverse
events in the fluoxetine group were serious
(one hyponatraemia and one partial seizure). Transient
digestive disorders were more frequent in the fluoxetine
group (p=0-19). Treatment was not interrupted in patients
with adverse events.

Discussion

We noted a positive effect on motor recovery in patients
with acute ischaemic stroke who were treated with
fluoxetine for 3 months. This effect, assessed as a change
in FMMS score between day 0 and day 90, was noticeable

Score 1 2 3
3(5%)
T + 12(21%) 18(32%)
Fluoxetine
(n=57)

Placebo

(n=56)

26 (46%)

22 (39%)

21(37%) 3(5%)

T T T
0 20 40 60

Percentage of patients

Figure 3: Distribution of modified Rankin scale scores at day 90
Data are number (%).

Fluoxetine'(n-s?j Placebo (n=55:)
Hyponatraemia 2(4%) 2 (4%)
Nausea 5(9%) 0
Diarrhoea 7 (12%) 4* (7%)
Abdominal pain 2 (4%) 2 (4%)
Hepatic enzyme disorders 5t (9%) 10 (18%)
Psychiatric disorders 3% (5%) 4(7%)
Insomnia i 19(33%) 20(36%)
Partial seizure 1(2%) 0
 Data are number (%). “Five adverse events in four patients. 15ix adverse events in
five patients. #Four adverse events in three patients. i
Table 5: Adverse events.

in the FMMS subscores for both the upper and the lower
limb at day 90. By contrast, no effect was noted with
NIHSS at day 90. However, NIHSS motor component
score at day 90 was lower in the fluoxetine group than in
the placebo group, in agreement with the data for FMMS
scores. The mRS scores showed more independent
patients (scores 0-2) in the fluoxetine group than in the
placebo group at day 90, which, when combined with the
efficacy of fluoxetine, confirms the major role of motor
function recovery in global recovery and return to
independent activities of everyday life.

Results from some early and more recent studies
suggested that a tight coupling between physiotherapy
and drug therapy was necessary for beneficial motor
changes. In our study, all patients were admitted to a
dedicated stroke unit and were all included in the local
daily inpatient management. Some were given acute
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thrombolysis with intravenous alteplase within the first
4-5 h after the stroke, in accordance with the
recommendations of the French health authorities. The
number of patients given thrombolysis was not
significantly different in the fluoxetine and the placebo
groups, and we did not note any confounding effect of
thrombolysis in  this study. Physiotherapy and
rehabilitation was delivered to each patient during the
3-month treatment. Because intercentre variability in the
rehabilitation interventions was high, we decided that
each centre would propose rehabilitation interventions
according to the current onsite procedures rather than
according to a unified procedure. A possible centre effect
was taken into account in the linear regression analysis.

Patients were enrolled, allocated to treatment, and first
given treatment between days 5 and 10 after the stroke to
exclude those who had early complications that would
have compromised follow-up. Depressed patients and
those with comprehension disturbances related to
profound aphasia or cognitive impairment were also
excluded. Patients had an initial severe motor deficit as
assessed with the FMMS score (table 1), probably more
severe than in patients in other trials: for example, in a
trial of dexamfetamine that included 71 patients, mean
FMMS score at inclusion was 269 in the dexamfetamine
group and 30-0 in the placebo group.”

The treatment was well tolerated. Occurrence of
depression during the 3 months was significantly lower
in the fluoxetine group than in the placebo group,
suggesting that fluoxetine when given early after the
stroke can prevent depression. These results are in
accord with those reported in other studies, showing the
beneficial effect of serotonin-reuptake inhibitors on the
occurrence of depression after stroke.®* An effect of
fluoxetine on mood is likely, as shown by the significant
difference in the change in MADRS score between the
two groups. However, we do not think that fluoxetine
acted only through antidepressant mechanisms in this
study. In a previous study,” a single dose of fluoxetine
improved hand motor function and increased activity in
the motor cortex compared with placebo in patients
recovering from stroke, showing a specific motor effect,
whereas a mood effect is unlikely after a single dose.
However, a fluoxetine-mediated attention effect cannot
be excluded in our patients.

Studies in animals show that the rate and extent of
functional recovery after brain injury can be modulated
by the effects of drugs on neurotransmitters in the
CNS." For example, infusion of norepinephrine hastens
recovery in rats with brain lesions, whereas antagonists
delay the recovery process. Further evidence for
modulation of recovery has come from studies showing
drug-induced physiological or structural changes in the
brain that might be relevant to recovery. By contrast,
little evidence exists to suggest that serotonin-reuptake
inhibitors induce motor recovery after focal ischaemia in
rats.* However, fluoxetine was recognised to have a

neuroprotective effect in the postischaemic brain
through its anti-inflaimmatory effects,” and it has
improved ischaemia-induced spatial cognitive deficits by
increasing hippocampal neurogenesis after stroke in
rats.* One hypothesis is that a primary function of the
brain serotoninergic system is to facilitate motor output,”
which emphasises that the drug intake would be more
efficient when paired with training. In Aplysia, serotonin
enhances short-term facilitation, storage of long-term
memory in sensorimotor synapses, long-term facilitation,
and growth factor gene expression.” As a monoamine,
serotonin might promote long-term potentiation,
optimise activity-dependent learning, and possibly
facilitate relearning after stroke in human beings.'

Few clinical trials with serotonin-reuptake inhibitors
have been reported (table 1; panel). They have all
included small numbers of patients; all have results
that suggest a positive effect on recovery after stroke. In
an early trial, fluoxetine and maprotiline were tested
against placebo for 3 months in patients with hemiplegic
stroke enrolled 1-6 months after the stroke.? The
patients in the fluoxetine group (n=16) had a better
outcome than did those in the maprotiline or placebo
groups.” Acler and colleagues® confirmed this finding
in ten patients in the active-treatment group versus ten
in the placebo group. In a double-blind placebo-
controlled study, Pariente and colleagues," by combining
clinical motor testing and functional MRI motor

Panel: Research in context

Systematic review

We searched the Cochrane Central Register of Controlled
Trials (CENTRAL) on the Cochrane Library (issue 1, 2010),
Medline (1985-2010), and Embase (1985-2010). We
included placebo-controlled, randomised clinical trials in
which the effects of selective sérotonin-req'ptake inhibitors
on motor recovery after stroke were assessed. We also
selected key articles and illustrative reviews of studies in
animals, selective serotonin-reuptake inhibitors, and
depression after stroke, and found a large number of
references for clinical trials of amphetamines and dopamine
in mator recovery after stroke.

Interpretation
The few previous clinical trials of selective serotonin-reuptake
inhibitors after stroke™* were small and their results have
suggested a positive effect on motor recovery. The results of
the FLAME trial extend these findings by showing in a larger
group of patients with moderate to severe hemiplegia after
ischaemic stroke that early treatment with fluoxetine
enhances motor recovery and reduces the number of
dependent patients. The positive effect of the drug on motor
 function of recovering patients suggests that the neuronal,
non-vascular-targeted action of selective serotonin-reuptake
inhibitors provides a new pathway that should be explored
further in the treatment of acute ischaemic stroke,
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assessment in patients recovering from post-stroke
hemiplegia (n=8), showed that a single dose (20 mg) of
fluoxetine improved hand motor function and was
correlated with an overactivation of motor cortices on
functional MRI"” In a subsequent double-blind,
placebo-controlled trial in healthy individuals,
transcranial magnetic stimulation has shown that the
intake of a single dose of the serotonin-reuptake
inhibitor ~ paroxetine was associated with a
hyperexcitability of the primary motor cortex, whereas
chronic intake was associated with hypoexcitability of
brain motor cortices.” Serotonin-reuptake inhibitors
increase interneuron-facilitating activity in the primary
motor cortex. In a double-blind, placebo-controlled
crossover trial, Zittel and colleagues™ investigated the
effects of a single dose (40 mg) of citalopram in eight
patients with chronic stroke; dexterity was significantly
improved.* Our trial is the largest in which the effects
of serotonin-reuptake inhibitors and stroke recovery
were investigated, and the largest in the specialty of
monoamines and stroke recovery. Several trials with
amphetamine or amphetamine-like drugs have been
reported.”™"" The results of a few studies suggested
amphetamine and norepinephrine were efficacious, but
this positive effect was not confirmed in further larger
trials.*"" Notably, most of the trials included only a few
patients (from eight to 71) and the dose (amphetamine
10 mg once per day) and regimen (1-17 days) remain
questionable because no rationale was proposed for
dose and duration of treatment. Results of other
small trials of drugs including levodopa were
contradictory and no definite conclusions could be
drawn from them.”*

Although the results of the FLAME trial show the
efficacy of fluoxetine in motor recovery of patients with
ischaemic stroke, we must draw attention to some
limitations of the study. First, the number of patients
included was small. Those who were included were
selected for motor deficit and did not represent the
general population of stroke patients, as shown by the
inclusion and exclusion criteria and the clinical
characteristics at inclusion (table 2). Second, treatment
was stopped after 90 days and we have no idea of the
long-term development of patients’ motor function and
whether the treatment effect persisted in the months
after treatment was stopped. Third, a potential random
error cannot be eliminated completely and our results
remain to be confirmed, even though error is unlikely
because of the low p value associated with the change in
the FMMS score at day 90 (p=0-003). However, the
effect of fluoxetine seems to be strong and clinically
relevant, and the data show a global coherence (ie, motor
improvement in FMMS and motor items of NIHSS).
Future studies should include a larger number of
patients whose characteristics are more similar to those
of the general population of patients with stroke; the
primary outcome criteria should be more functional

(mRS, which scores the capacity of patients to return to
home daily life, rather than FMMS, which is a pure
neurological analytical scale of motor function), and the
duration of treatment and permanence of the effects
will have to be addressed. Selective serotonin-reuptake
inhibitors are not a uniform category of drugs, and
further basic science and pharmacology studies will also
be needed to increase understanding of their
mechanisms of action.

Fluoxetine is a well tolerated drug that no longer has a
patent, and therefore ils cost is reasonable. Acute
deocclusion of brain arteries is already a successfully
validated approach to treatment, and modulation of
spontaneous brain plasticity by external agents is
undoubtedly another promising pathway for patients
with stroke.
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Nos travaux précliniques sont les premiers a moquen cas d’ischémie cérébrale :

- les cellules endothéliales cérébrales deviennemtsonrce de BDNF

- la production non neuronale de BDNF par le cenesdud’autant plus importante que
la perte neuronale est sévere

- les taux circulants de BDNF ne sont pas le refdsttdux cérébraux

Le BDNF a été dosé dans le sang et dans le cerxeant et apres embolisation du
cerveau avec un nombre variable de microsphérdz@ad en carbone afin de reproduire le
large panel de souffrance cérébrale (en termesatemauronale) rencontrée en clinique. Ce
modéle est utilisé depuis longtemps au laboratdBealet et al., 1979 ; Bralet et al., 1983 ;
Gueldry et al., 1990 ; Demougeot et al., 2001 jeviilt et al., 2005). Il conduit a la formation
de multiples plages d’ischémie (autant que d'astési occluses) a I'origine de la formation
d’infarctus affectant préférentiellement I'hippogaen les corps striés, le thalamus et le cortex
pariéto-temporal. Ce modéle est en conséquenagnéldie la clinique sur 2 points essentiels :
I'ischémie est multifocale alors qu’elle est fosék a un territoire chez le patient, I'ischémie
est irréversible alors qu’une reperfusion spontanémduite (par le t-PA) est possible chez le
patient. En fait, nous avons choisi ce modéle d¢apffre la possibilité de mesurer
simultanément chez le méme animal la sévérité adesnthges neuronaux et le taux de
BDNF. Par ailleurs, I'expérimentateur peut séleatier les animaux en fonction de la sévérité
de la mort neuronale qui est quantifiée (a pogtgripar le nombre de microsphéres
retrouvées dans le cerveau. Pour les modéles ditnfaclassiquement utilisés chez I'animal
qgue sont l'occlusion (transitoire ou permanente)’adére cérébrale moyenne (OACM) et
I'occlusion (irréversible) d’origine photothrombgtie des petits vaisseaux du cortex cérébral,
différentes intensités de mort neuronale peuvemé @&btenues mais au prix dune
augmentation importante du nombre d’animaux (ckifés lots d’animaux avec des
conditions expérimentales différentes concernantepample la durée de I'occlusion pour
I'OACM transitoire ou la puissance de lirradiatitaser). Par ailleurs, pour ces 2 modeles, la
sévérité de la mort neuronale est évaluée par fairealu volume de l'infarctus, ce qui oblige
a la fabrication de coupes cérébrales. Ainsi, o&tanimaux sont dédiés a la détermination
de la sévérité de lischémie et dautres aux mesusschimiques. Pour le modeéle
embolisation, nous avons antérieurement montréugaoiaeau de I'hémisphére embolisé, la

perte neuronale (quantifiée par la chute du taukl-@eétyl-aspartate, un marqueur neuronal)
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était proportionnelle au degré d’embolisation (Degeot et al, 2001). Aussi, le comptage
des microsphéres dans le culot d’homogénéisatida etesure du taux de BDNF dans le
surnageant permet de connaitre, chez le mémersévirité de la mort neuronale et le taux
de BDNF. De facon importante, le BDNF cérébraléadesé dans chacun des hémispheres et
pas dans une région unique comme classiquemer{tfatat de I'art, 1ll). En conséquence,
toute augmentation du taux de BDNF signe obligato@nt une augmentation de la synthése
de BDNF (inutile de mesurer I'expression des ARNimBiIDNF) mais évidemment ne permet

pas d’identifier les régions impliquées.

Notre premiére étude montre que I'embolisation aempen le contenu hémisphérique en
BDNF et que la surproduction de la neurotrophinephss intense et plus prolongée pour
I’'hémisphére lésé que I'hémisphére non lésé. Ceméks suggerent que les mécanismes
impliqués dans l'induction du germinf difféerent entre les 2 hémisphéres. En accord avec
cette hypothese, nous avons montré que la surpiodwte BDNF impliquait les neurones,
les cellules épendymaires, les cellules endotsljamicrogliales et astrocytaires pour
I'hémisphére 1ésé et que seuls les 2 premiers typHsilaires étaient impliqués pour
I'némisphére non lésé. Cette différence est corbjeatavec l'idée selon laquelle il est
possible de moduler sélectivement la productionB@NF dans I'un ou l'autre des 2
hémisphéeres avec des drogues ciblant tel ou tet¢ typllulaire. De telles stratégies
permettraient de faire avancer les connaissanceslaswcontribution a la récupération
fonctionnelle post-AVC de la surproduction de BDN&ns I'hémisphere controlatéral a la
lésion et sur le caractére éventuellement néfasiedéquilibre dans la production de BDNF
existant entre les 2 hémisphéres. En effet, ceqddd®e pourrait étre impliqué dans la
genese des convulsions post-ischémiques (Bindat.,eR001). Cependant, le pré-requis a
I'élaboration de telles stratégies est l'identifioa des mécanismes qui contrélémtvivo la
production de BDNF par les cellules non neuronagbesnt relativement délaissé par les
chercheurs. Un résultat tres intéressant de nateenipre étude est que la production
hémisphérique de BDNF est toujours la méme quekespit la sévérité de la mort neuronale.
Ainsi, plus la mort neuronale est sévere plus é&iles non neuronales se mettent a produire
du BDNF. Dit autrement, I'exposition des neuronasvivants au BDNF est d’autant plus

importante que ces neurones sont moins nombreggesant que le cerveau a mis au point

113



Conclusion

une stratégie de défense capable de s’adapter aévarité de la mort neuronale.
L’inflammation aigué qui accompagne l'ischémie paitrétre au centre de cette stratégie. En
effet, l'inflammation aigué est définie comme ungponse de défense de l'organisme
déclenchée par la mort cellulaire et dont I'objeetit de « réparer » le tissu Iésé, de lui faire
retrouver sa fonction. En cas d’ischémie cérébtatdlammation aigué est proportionnelle a
la mort neuronale. Elle est dominée par l'activatites cellules microgliales et astrocytaires
(Wang et al., 2007), cellules qui sont une soue®DNF (nos travaux ; Miklic et al., 2004 ;
Saha et al., 2006 ; Jean et al., 2008 ; Lay et ,;Ta@d8 ; Madinier et al,. 2009 ; Sato et al.,
2009 ; Uchida et al.,, 2010). Nous avons méme monde le contenu hémisphérique en
BDNF (coté |ésé) était proportionnel & I'activatiastrocytaire, elle-méme proportionnelle a
la mort neuronale. Une autre donnée apportée e dtude est I'existence d’une expression
forte du BDNF par les cellules endothéliales dasseaux situés dans les régions ischémiees.
Certaines gquestions sont néanmoins sans réporsd&3DNF est-il sécrété dans le sang ou
dans l'espace interstitiel cérébral ? Et si le BDMiSte dans le cerveau, quelle est sa
contribution a la récupération fonctionnelle spog®? En d'autres termes, la cellule
endothéliale est-elle une cible potentielle detétiias destinées a augmenter le taux cérébral
de BDNF ? Si c'était le cas, alors des médicameetgpassant pas la BHE deviennent

envisageables dans le traitement de 'AVC.

Notre seconde étude remet en cause l'idée seloellagen cas d'ischémie, la production
de BDNF par le cerveau peut étre estimée par laummedes taux circulants de la
neurotrophine. L’absence d’association entre lepaPametres nous ameéene a aborder la
question de la perméabilité de la BHE au BDNF. INB, qui est un peptide, est incapable
de traverser la BHE selon un mécanisme de diffusimple que ce soit dans le sens cerveau-
sang ou sang-cerveau. Un transport spécifique diBB été mis en évidence au niveau des
cellules endothéliales cérébrales chez la soudn @ al., 1998) mais ces données n’ont pas
été confirmées chez le rat (Podulso et Curran, 1996chémie cérébrale est associée a une
rupture de la BHE au niveau de la région en soafEasuggérant que le BDNF produit par le
cerveau peut en théorie passer dans le sang. Bansdele embolisation, la rupture de BHE
est maximale a 24h (Bralet et al., 197)pourtant & ce temps les taux circulants de BDNF
ne sont pas différents des valeurs pré-ischémidiesesultat a 2 interprétations : le BDNF

ne passe pas a travers la BHE endommagée, oudageaa effectivement lieu mais sa mise
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en évidence n’est pas possible compte tenu d'wst @i dilution dans le sang. Pour tester
cette derniére possibilité, nous avons calculé atabien augmenterait la concentration en
BDNF circulant si le BDNF produit en exces en casctiémie passait en totalité dans le
sang. Sachant que le volume plasmatique corresp@3¥d du poids corporel (soit 12 ml), et
que la surproduction cérébrale de BDNF observédardries 4 premieres heures atteint 1600
pg, le BDNF plasmatique aurait di approximativensrgmenter de 25 a 160 pg/mL dans le
plasma a la condition que le BDNF ne soit pas cagtéles plaquettes, ce qui est peu
probable. A c6té, si le BDNF plasmatique d’origo@ébrale passe dans les plaquettes et que
le BDNF plaquettaire est en totalité sécrété lardadcoagulation, le BDNF sérique aurait dQ
passer de 250 a 380 pg/mL, une telle augmentagwiewnt plus difficile a mettre en évidence
compte tenu de la variabilité interindividuelle desix sérigues de BDNF. Aussi, en cas
d’AVC dorigine ischémique, le passage du BDNF avérs la BHE dans le sens cerveau-
sang ne peut pas étre exclu. Notre deuxieme étédeler également I'existence d’une
corrélation entre le taux plasmatigue de BDNF easphaigué de l'ischémie (4h aprés
embolisation) et le degré d’embolisation suggécaret le BDNF plasmatique est un marqueur
potentiel de la sévérité de lischémie au mémee tijue I'’hypertension réactionnelle,
I'hyperglycémie, les taux circulants des marqualed’inflammation systémique (cf état de
l'art, I-D). Cependant, compte tenu des nombreantelurs capables d’influencer les taux
circulants de BDNF, il est peu probable que le BOdWEulant soit utilisé un jour comme un
outil biochimique pour quantifier la sévérité dddaion chez les patients victimes d’'un AVC.
Par ailleurs, le dosage ELISA du BDNF se faisant2sjours, se servir des taux circulants de

BDNF comme un outil décisionnel concernant la fiblyse est inconcevable.

Notre étude clinique montre qu’un traitement joligra(20 mg) par la fluoxétine
(PROZAC) débuté de facon précoce, 5 a 10 apresptemiers symptomes de I'AVC
ischémique, et associé a un programme standareééathication, améliore la récupération
motrice a 3 mois. Le traitement a réduit I'incidend’'une dépression cliniquement
significative a 3 mois mais l'effet bénéfique de flaoxétine sur le déficit moteur est
indépendant de son effet antidépresseur. Ces atsidont encourageants et devront étre
confirmés sur une cohorte plus grande de patieinte equelque soit le déficit moteur et
cognitif a I'hospitalisation. Cependant, ils perteat de fonder de gros espoirs sur les
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inhibiteurs de la recapture de la sérotonine peuprise en charge pharmacologique du
handicap associé a I'AVC. Les études réalisées ki@imal et chez 'homme suggérent que
le bénéfice de la fluoxétine pourrait étre reli@raeffet neuroprotecteur (Lim et al., 2009)
et/ou a un effet inducteur de la plasticité (Pdaest al., 2001), effets qui pourraient d’ailleurs
étre le résultat d’'une induction de la synthéseB@NF (Coppell et al., 2003 ; Maya
Vetencourt et al., 2008 ; Lee et al., 2011). Cepandil est possible que I'amélioration du
déficit moteur post-AVC offert par la fluoxétine seit que le reflet du réle de la sérotonine
dans le contréle des voies motrices. En effet, féésceaux réticulospinaux incluent des
neurones sérotoninergiques connus pour modifiekcitabilité des interneurones et
motoneurones médullaires. Un résultat intéressanhatre étude est que la fluoxétine est
efficace aussi bien chez les patients fibrinolygés non fibrinolysés suggérant que la
molécule n’a pas besoin d’'atteindre les régionisésuées pour étre efficace (en I'absence de
fibrinolyse, le vaisseau reste le plus souventuxdt I'apport de la molécule a la région
ischémiée est trés faible voire nulle). En d’autezmes, le bénéfice de la fluoxétine pourrait
étre d0 a son action sur des régions cérébralégnéks de la lésion, ceci est d’autant plus
probable que pratiqguement toutes les régions clexrrecoivent des afférences
sérotoninergiques. Enfin, un point qui mérite alergr concerne la durée optimale du
traitement par la fluoxétine et notamment la péasice dans le temps des bénéfices pour le

patient apres arrét de son administration.

Nos travaux concernant le BDNF ne permettent padisteiter sur le role du BDNF dans
la plasticité post-lésionnelle. En effet, la mesdes taux cérébraux de BDNF a fait appel a
des kits ELISA utilisant des anticorps anti-BDNEaoBnaissant une séquence peptidique du
BDNF mature. Aussi, ils se fixent aussi bien sumpté-pro BDNF, le pro-BDNF que le
BDNFm. En conséquence, les taux de BDNF rappodés dotre étude correspondent aux 3
formes de BDNF. Ceci pose probleme si I'on congidfire seul le BDNF mature exerce des
effets bénéfiques en cas dischémie cérébrale. lise nen vente récente d’anticorps
spécifigues du pro-BDNF autorise maintenant le gesaéparé du BDNFm et de son
précurseur le pro-BDNF par la technique de WesRloiting et la possibilité d'étudier
spécifiguement la localisation cellulaire du pro{8b par technique immunohistochimique.
Le dosage séparé de chacune des formes de BDNFoe=t et déja au point au laboratoire

qui envisage d’étudier I'effet de I'embolisationr das taux hémisphériques de pro-BDNF et
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BDNFm en fonction du temps et du degré de I'embtibs. Il est également envisagé de
déterminer la nature exacte (précurseur ou forméunema du BDNF présent dans les
plaguettes et dans le plasma, ce qui devrait néeessie concentration par évaporation des
échantillons.

Actuellement, le laboratoire teste I'hypothése sdequelle les bénéfices du traitement
par le t-PA chez le patients victimes d’'un AVC meatten jeu, au dela de la recanalisation du
vaisseau occlus, la transformation du pro-BDNF &NBm. Des études sont en cours chez

I'animal et chez ’lhomme (déja 28 patients inclus).
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