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LA SCOLA Bemard (PU-PH)
RAOULT Didier (PU-PH)

ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH)
GOURIET Frédérique (MCU-PH)
NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)
NINOVE Laetitia (MCU-PH)

CHABRIERE Eric (PR) (64éme section)
LEVASSEUR Anthony (PR) (64éme section)
DESNUES Benoit (MCF) ( 65éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87éme section)

BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801

ALBANESE Jacques (PU-PH)

AUFFRAY Jean-Pierre (PU-PH) Surnombre
BRUDER Nicolas (PU-PH)

KERBAUL Frangois (PU-PH)

LEONE Marc (PU-PH)

MARTIN Claude (PU-PH) Surnombre
MICHEL Fabrice (PU-PH)

MICHELET Pierre (PU-PH)

PAUT Olivier (PU-PH)

GUIDON Catherine (MCU-PH)
VELLY Lionel (MCU-PH)

BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)
ENJALBERT Alain (PU-PH)
GABERT Jean (PU-PH)

GUIEU Régis (PU-PH)
OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

BUFFAT Christophe (MCU-PH)
MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)
SAVEANU Alexandru (MCU-PH)
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ANGLAIS 11

BIOLOGIE CELLULAIRE 4403

BRANDENBURGER Chantal (PRCE)

BURKHART Gary (PAST)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT

ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)

PERRIN Jeanne (MCU-PH)

ROLL Patrice (PU-PH)

GASTALDI Marguerite (MCU-PH)
KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY/MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)
ROBAGLIA/SCHLUPP Andrée (MCU-PH)

BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301

CARDIOLOGIE 5102

GUEDJ Eric (PU-PH)
GUYE Maxime (PU-PH)
MUNDLER Olivier (PU-PH)
TAIEB David (PU-PH)

BELIN Pascal (PR) (69éme section)
RANJEVA Jean-Philippe (PR) (69éme section)

CAMMILLERI Serge (MCU-PH)
VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69eme section)

AVIERINOS Jean-Frangois (PU-PH)
BONELLO Laurent (PU PH)
BONNET Jean-Louis (PU-PH)
CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
FRAISSE Alain (PU-PH) Disponibilité
FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
HABIB Gilbert (PU-PH)

PAGANELLI Franck (PU-PH)
THUNY Franck (PU-PH)

CHIRURGIE DIGESTIVE 5202

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604

CLAVERIE Jean-Michel (PU-PH) Surnombre
GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH)
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
GIUSIANO Bernard (MCU-PH)
MANCINI Julien (MCU-PH)
SOULA Gérard (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5eme section)

BERDAH Stéphane (PU-PH)

HARDWIGSEN Jean (PU-PH)

LE TREUT Yves-Patrice (PU-PH) Surnombre
SASTRE Bernard (PU-PH) Surnombre
SIELEZNEFF Igor (PU-PH)

BEYER BERJOT Laura (MCU-PH)

CHIRURGIE GENERALE 5302

DELPERO Jean-Robert (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
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CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002

ARGENSON Jean-Noél (PU-PH)
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
CURVALE Georges (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH)
PARRATTE Sébastien (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH)

CHIRURGIE INFANTILE 5402

CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702

BERTUCCI Frangois (PU-PH)

CHINOT Olivier (PU-PH)

COWEN Didier (PU-PH)

DUFFAUD Florence (PU-PH)

GONCALVES Anthony PU-PH)
HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH)
MARANINCHI Dominique (PU-PH) Surnombre
SALAS Sébastien (PU-PH)

VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)

ALESSANDRINI Pierre (PU-PH) Surnombre
GUYS Jean-Michel (PU-PH)

JOUVE Jean-Luc (PU-PH)

LAUNAY Franck (PU-PH)

MERROT Thierry (PU-PH)

VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH)

CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503

CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)
GUYOT Laurent (PU-PH)

CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103

COLLART Frédéric (PU-PH)
D'JOURNO Xavier (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH)
GARIBOLDI Vlad (PU-PH)
MACE Loic (PU-PH)
THOMAS Pascal (PU-PH)

FOUILLOUX Virginie (MCU-PH)
GRISOLI Dominigue (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

CHIRURGIE PLASTIQUE,
RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104

CASANOVA Dominique (PU-PH)
LEGRE Régis (PU-PH)

HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH)
BARTOLI Michel (PU-PH)
MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH)

SARLON BARTOLI Gabrielle (MCU PH)

GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201

HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202

GRILLO Jean-Marie (PU-PH) Surnombre
LEPIDI Hubert (PU-PH)

ACHARD Vincent (MCU-PH)
PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH)

BARTHET Marc (PU-PH)

BERNARD Jean-Paul (PU-PH)

BOTTA-FRIDLUND Danielle (PU-PH)

DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)

GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)

GRIMAUD Jean-Charles (PU-PH)
LAUGIER René (PU-PH)

SEITZ Jean-Frangois (PU-PH)
VITTON Véronique (PU-PH)
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| GENETIQUE 4704

DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003 | BEROUD Christophe (PU-PH)
BERBIS Philippe (PU-PH) LEVY Nicolas (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH) MONCLA Anne (PU-PH)
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH) SARLES/PHILIP Nicole (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (MCU-PH) KRAHN Martin (MCU-PH)

NGYUEN Karine (MCU-PH)
TOGA Caroline (MCU-PH)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ; ZATTARA/CANNONI Helene (MCU-PH)
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)
CASTINETTI Frédéric (PU-PH)
NICCOLI/SIRE Patricia (PU-PH)

| GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403

EPIDEMIOLOGIE, ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601 | AGOSTINI Aubert (PU-PH)

AUQUIER Pascal (PU-PH) BOUBLI Léon (PU-PH)

BOYER Laurent (PU-PH) BRETELLE Florence (PU-PH)
CHABOT Jean-Michel (PU-PH) CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH) COURBIERE Blandine (PU-PH)
SAMBUC Roland (PU-PH) CRAVELLO Ludovic (PU-PH)
THIRION Xavier (PU-PH) D'ERCOLE Claude (PU-PH)

BERBIS Julie (MCU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06eme section)
TANTI-HARDOUIN Nicolas (PRAG)

IMMUNOLOGIE 4703 HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701
KAPLANSKI Gilles (PU-PH) BLAISE Didier (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH) COSTELLO Régis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH) CHIARONI Jacques (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH) GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
FERON Frangois (PR) (69éme section) VEY Norbert (PU-PH)
BOUCRAUT Joseph (MCU-PH) BACCINI Véronique (MCU-PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH) CALAS/AILLAUD Marie-Frangoise (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH) FRERE Corinne (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH) GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
VELY Frédéric (MCU-PH) LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64eéme section)

BERAUD/JUVEN Evelyne (MCF) 65éme section) (retraite octobre 2016)

BOUCAULT/GARROUSTE Frangoise (MCF) 65éme section)

Mis a jour 16/11/2016



MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503

BROUQUI Philippe (PU-PH)

PAROLA Philippe (PU-PH)
STEIN Andréas (PU-PH)

LAGIER Jean-Christophe (MCU-PH)
MILLION Matthieu (MCU-PH)

LEONETTI Georges (PU-PH)
PELISSIER/ALICOT Anne-Laure (PU-PH)

PIERCECCHI/MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

BARTOLI Christophe (MCU-PH)

BERLAND/BENHAIM Caroline (MCF) (1ére section)

MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905

MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU
VIEILLISSEMENT ; MEDECINE GENERALE ; ADDICTOLOGIE 5301

BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)
DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)

FRANCES Yves (PU-PH) Surnombre
GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)

HARLE Jean-Robert (PU-PH)

ROSSI Pascal (PU-PH)

SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH

SERRATRICE Jacques (PU-PH) disponibilité

EBBO Mikael (MCU-PH)

GENTILE Gaétan (MCF Méd. Gén. Temps plein)
FILIPPI Simon (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)

ADNOT Sébastien (MCF associé Méd. Gén. a mi-temps)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

BONNET Pierre-André (MCF associé Méd. Gén a mi-temps)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
GUIDA Pierre (MCF associé Méd. Gén. a mi-temps)

BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)
DELARQUE Alain (PU-PH)

VITON Jean-Michel (PU-PH)

MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

BOTTA Alain (PU-PH) Surnombre
LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

BERGE-LEFRANC Jean-Louis (MCU-PH)
SARI/MINODIER Iréne (MCU-PH)

NEPHROLOGIE 5203

BERLAND Yvon (PU-PH)
BRUNET Philippe (PU-PH)

BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)

MOAL Valérie (PU-PH)

JOURDE CHICHE Noémie (MCU PH)

NUTRITION 4404

NEUROCHIRURGIE 4902

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)

VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH)
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66éme section)

DUFOUR Henry (PU-PH)
FUENTES Stéphane (PU-PH)
REGIS Jean (PU-PH)

ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
GRAILLON Thomas (MCU PH)
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NEUROLOGIE 4901

ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE)

CHABANNON Christian (PR) (66éme section)
SOBOL Hagay (PR) (65eme section)

OPHTALMOLOGIE 5502

DENIS Daniéle (PU-PH)
HOFFART Louis (PU-PH)

MATONTI Frédéric (PU-PH)

RIDINGS Bemard (PU-PH) Surnombre

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)
FELICIAN Olivier (PU-PH)

PELLETIER Jean (PU-PH)
POUGET Jean (PU-PH) Surnombre

PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Frangois (PU-PH)

DESSI Patrick (PU-PH)
FAKHRY Nicolas (PU-PH)
GIOVANNI Antoine (PU-PH)
LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH)
NICOLLAS Richard (PU-PH)
TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH)

DEVEZE Arnaud (MCU-PH) Disponibilité

REVIS Joana (MAST) (Orthophonie) (7éme Section)

ROMAN Stéphane (Professeur associé des universités mi-temps)

PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -

PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803

BLIN Olivier (PU-PH)

FAUGERE Gérard (PU-PH)
MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)
SIMON Nicolas (PU-PH)

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)
VALLI Marc (MCU-PH)

PHILOSPHIE 17

PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502

DESSEIN Alain (PU-PH)
PIARROUX Renaud (PU-PH)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L’'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
MARY Charles (MCU-PH)
RANQUE Stéphane (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

LE COZ Pierre (PR) (17éme section)

ALTAVILLA Annagrazia (PR Associé a mi-temps)

PEDIATRIE 5401

PHYSIOLOGIE 4402

CHAMBOST Hervé (PU-PH)
DUBUS Jean-Christophe (PU-PH)
GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH)
MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH)

REYNAUD Rachel (PU-PH)
SARLES Jacques (PU-PH)

TSIMARATOS Michel (PU-PH)

ANDRE Nicolas (MCU-PH)

BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)
BREGEON Fabienne (PU-PH)
CHAUVEL Patrick (PU-PH) Surnombre
JOLIVET/BADIER Monique (PU-PH)
MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)

BARTHELEMY Pierre (MCU-PH)
BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)
DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DEL VOLGO/GORI Marie-José (MCU-PH)
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COZE Carole (MCU-PH)
FABRE Alexandre (MCU-PH)
OUDIN Claire (MCU-PH)
OVAERT Caroline (MCU-PH)

DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)
GABORIT Bénédicte (MCU-PH)

REY Marc (MCU-PH)

TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (MCU-PH)

PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903

| LIMERAT/BOUDOURESQUE Frangoise (MCF) (40éme section)

AZORIN Jean-Michel (PU-PH)
BAILLY Daniel (PU-PH)
LANCON Christophe (PU-PH)

NAUDIN Jean (PU-PH)

RUEL Jérédme (MCF) (69éme section)
STEINBERG Jean-Guillaume (MCF) (66éme section)
THIRION Sylvie (MCF) (66éme section)

PSYCHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIALE 16

AGHABABIAN Valérie (PR)

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101

ASTOUL Philippe (PU-PH)

RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302

BARLESI Fabrice (PU-PH)

BARTOLI Jean-Michel (PU-PH)
CHAGNAUD Christophe (PU-PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)
GORINCOUR Guillaume (PU-PH)
JACQUIER Alexis (PU-PH)
MOULIN Guy (PU-PH)

PANUEL Michel (PU-PH)

PETIT Philippe (PU-PH)

VIDAL Vincent (PU-PH)

CHANEZ Pascal (PU-PH)
CHARPIN Denis (PU-PH) Surnombre

REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)

GREILLIER Laurent (MCU PH)
MASCAUX Céline (MCU-PH)

TOMASINI Pascale (Maitre de conférences associé des universités)

| THERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 4804

REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802

| AMBROSI Pierre (PU-PH)

GAINNIER Marc (PU-PH)

GERBEAUX Patrick (PU-PH)
PAPAZIAN Laurent (PU-PH)

ROCH Antoine (PU-PH)

HRAIECH Sami (MCU-PH)

BARTOLIN Robert (PU-PH) Surnombre
VILLANI Patrick (PU-PH)

DAUMAS Aurélie (MCU-PH)

| UROLOGIE 5204

RHUMATOLOGIE 5001

| BASTIDE Cyille (PU-PH)

GUIS Sandrine (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH)
PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)

KARSENTY Gilles (PU-PH)
LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
ROSSI Dominique (PU-PH)
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REMERCIEMENTS

C'est avec un grand plaisir que je me plie a l'exercice imposé de ces remerciements. De
nombreuses personnes ont participé de pres ou de loin a ce projet et j'espere, dans ces quelques

pages, n'oublier personne. Si par inadvertance cela arrive, je m'en excuse par avance.
Je tiens tout d'abord a exprimer mes sinceres remerciements aux membres du jury :
Au Pr Marc LEONE,

Pour avoir accepté de juger mon travail en qualité de président. Je suis particulieérement touché
que vous ayez accepté de juger mon travail dans un délai aussi court. Je me souviendrai toujours
de la phrase bienveillante que vous avez eu a mon €gard concernant une présentation faite en
staff. C’est ce genre de petite phrase qui font qu’un interne garde un bon souvenir d’un terrain
de stage, comme c’est le cas aujourd’hui pour moi. Mon passage en tant qu’interne dans votre
service a été trés enrichissant et m’a permis de comprendre comment vous aviez su motiver
autant de mes anciens co-internes a venir travailler a vos cotés. Nul doute que 1’état d’esprit
d’équipe et la qualité de la formation que vous proposez aux internes en sont les principales

raisons. Je vous prie de croire en mon plus grand respect.
Au Dr Jean-Charles MARTIN,

Pour m'avoir fait I'honneur d’€tre mon directeur de these. Je te remercie de m’avoir accepté au
sein de ton unité, de m’avoir fait confiance, de m’avoir permis d’évoluer dans les meilleures
conditions et pour ton optimisme permanent. Tes connaissances et ton expérience dans le
domaine de la métabolomique m’ont donné le golt de poursuivre dans ce domaine. Je te

remercie sinceérement pour tout et j’espere que I’on pourra travailler de nouveau ensemble.
Sois assuré de ma profonde gratitude et de ma sincére estime.
Au Pr Marie-Christine ALESSI,

Pour avoir accepté de juger ce travail de thése. Je suis trés honoré de votre présence dans ce
jury. Je vous remercie profondément pour votre disponibilité inconditionnelle, vos conseils

rigoureux. Votre rigueur scientifique m’inspire énormément.

Veuillez croire a ma plus sincére estime.



Au Dr Catherine GUIDON,

Pour m'avoir fait I'honneur de siéger dans mon jury de thése. Je vous remercie sincérement pour
la confiance que vous m’avez accordée des mon arrivée dans votre équipe. Vous avez tout fait
pour que mon intégration se passe au mieux... Votre disponibilité, votre gentillesse et le
profond respect que vous inspirez a toutes les personnes qui travaillent avec vous sont autant
de raisons qui motivent ma venue dans votre équipe. Vous avez réussi a créer une cohésion et
une solidarité au sein de votre équipe qui est une vraie source d’émulation. Travailler a vos

cOtés sera un immense honneur.

Au Pr Nicolas BRUDER,

Je suis particulierement honoré de pouvoir soumettre ce manuscrit a votre analyse d'expert du
sujet. Votre absence ce jour de ma thése m’attriste sincérement mais je sais que vous en étes
profondément désolé. En effet, je connais I’importance que vous accordez a siéger dans les Jury
de These puisque vous avez toujours su avoir un discours bienveillant et marqué d’anecdotes
personnelles a 1’égard des internes dont vous présidiez la soutenance. Cette thése qui est avant
tout le symbole d’un cursus et le résultat de nombreux sacrifices, vous savez en rendre fiéres

les familles qui vous écoutent le jour J.

Avoir été votre éléve au cours de cet internat fut une réelle chance. Votre humilité, votre

disponibilité et votre sérénité ont été et sont toujours pour moi de vraies sources d’inspiration.

Au Pr Lionel VELLY,

Tu as été pour moi une source d’inspiration pour ta rigueur scientifique, et surtout ta capacité a
étre sur tous les fronts : Hopital, cours et formations des internes, laboratoire, roles clefs dans
les comités scientifiques de divers sociétés savantes. Encore merci d’avoir pris de ton temps
pour permettre aux internes du service de la réanimation polyvalente de travailler dans les
meilleures conditions possibles. Encore merci pour toute I’énergie que tu mets quotidiennement
au service de notre spécialité, qui, j’en suis convaincu, va beaucoup s’enrichir de ton

dynamisme, ton travail et ton imagination.



Au Dr Thibaut TRIGLIA,

Pour avoir dirigé mon travail de master 2, pour la confiance que tu m'as accordée tout au long
de ce projet, pour les multiples conseils avisés que tu m'as donnés et surtout pour toutes les
heures que tu as consacrées a diriger cette recherche, pour ta disponibilité dans des délais parfois
serrés de relecture des documents que je t'ai adressés, pour ton amiti¢, pour ta modestie, pour
tous les moments de doute ou tu étais 1a, je ne sais comment te remercier. Je souhaite également
te remercier pour m’avoir guidé dans mes choix tout au long de I’internat et pour ton respect
sans faille de tes engagements. .. mais aussi pour nos longs échanges politiques et rugbystiques
toujours trés profonds ! Tu vas manquer a beaucoup de monde je n’en doute pas... Surtout pour
tes envolées lyriques et tes sauts d’humeur. Merci pour tout. J’ai bien stir une pensée pour Mila
qui peut étre fiere de son papa qui a fait beaucoup de sacrifice au travail. Regois, en ces quelques

mots, la marque de mon profond respect ...

Je me souviendrai toujours de mon choix de réa de 2013 a la réa Poly (choix du déménagement),
ou tu étais jeune CCA et Patrice jeune chef. Choix ou j’étais co-interne de Laurent, Dan, Mick,
Boubou, Marie, Victor, Delphine... quel super choix ! Tu as largement contribué a faire de moi

le médecin que je suis et resterai.



Je souhaiterais ensuite grandement remercier ['ensemble des équipes qui ont rendu possible,

directement ou indirectement, la réalisation de ce travail jusqu'a son terme :

A toute I’équipe du laboratoire de NORT, unité INSERM 1062/INRA 1260: Claudine,

Nacima, Monique, Delphine, Clément, Catherine.

Je vous remercie tous trés sincérement pour votre accueil chaleureux et 1'aide que vous avez pu
m'apporter tout au long de ce travail. J'ai toujours pris un intense plaisir a travailler dans cette
ambiance amicale qui me rend souvent nostalgique de I’année 2014/15... Sincérement un trés

grand merci !!!

J'ajoute un petit message personnel pour deux personnes particuliéres que j'ai trés fréquemment
cotoyés pendant mon master 2 et qui ont été¢ d’une aide immense : Noélle et Claudine, merci
pour votre gentillesse, votre bonne humeur, votre disponibilité, ce fut un plaisir de vous
rencontrer et de travailler avec vous. Veuillez recevoir, par ces quelques lignes, la marque de

ma grande estime.

Je tiens a remercier le Pr Benjamin GUILLET, pour m’avoir permis d’effectuer une partie de
mes travaux au sein de son équipe, au CERIMED et plus particulierement pour son accueil
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INTRODUCTION

L’hémorragie sous arachnoidienne (HSA) est une pathologie cérébrovasculaire
dévastatrice. Son incidence' mondiale est d’environ 6 a 9 personnes sur 100 000 et par an. Bien
qu’elle représente 5% de la totalité des accidents vasculaires cérébraux (AVC), son impact sur
la société en termes d'années productives perdues et de colit de prise en charge est estimé a deux
fois celui des AVC ischémiques. En effet, ’"HSA survient chez le sujet jeune avec un age moyen
de 55 ans. La mortalité est d’environ 40% dans les 30 premiers jours'. Moins de 40% de ceux
qui survivent seront en capacité de récupérer 1’activité quotidienne qu’ils avaient auparavant?,
souffrant d’altération des fonctions cognitives supérieures et de séquelles fonctionnelles
physiques au cours des mois et années qui suivent 'HSA?. Parmi les patients ayant survécu a
I’hémorragie initiale, I’ischémie cérébrale retardée (ICR) demeure la principale cause de morbi-
mortalité retardée, et de mauvais devenir neurologique dans 30% de tous les cas d’HSA3 en
raison du risque d’évolution vers un infarctus cérébral. Alors que le vasospasme (VP)
cérébral a longtemps été considéré comme ['unique cause a cette morbi-mortalité retardée,
de nombreuses ¢études récentes nous suggerent de cibler d’autres phénomeénes
physiopathologiques coexistant ou non avec un VP. L’intensité de 1’état inflammatoire et du
stress oxydatif liés a la production d’oxyhémoglobine par dégradation érythrocytaire associée
a une ischémie aigiie globale transitoire* créeraient ainsi une inadéquation entre le débit sanguin
cérébral (DSC) et la demande métabolique du tissu cérébral.

En 1946, Hansen et Burr ont mis en évidence que les Inuits vivant a Terre-Neuve
souffraient trés peu de pathologies cardiovasculaires. La principale hypothése en était leur
régime riche en acides gras polyinsaturés de la série oméga 3 (n-3 AGPI) (w3) contenus dans
les poissons et fruits de mer. Le cerveau est 1’organe qui présente la teneur en lipides (30% de
son poids sec) la plus élevée apres le tissu adipeux. Le principal AGPI les composant est I’acide
docosahexaenoique (DHA n-3;22:6n-3), qui représente 10 a 20% de la composition en acides
gras totaux du cortex cérébral. Les acides gras précurseurs de ces AGPI, 'acide linoléique (n-
6) et l'acide alpha-linolénique (n-3), sont uniquement synthétisés par les plantes et doivent donc
étre apportés par I'alimentation chez les mammiferes (AG indispensables). De plus, le DHA est
produit en quantité souvent insuffisante et il est recommand¢ par I’ Agence nationale de sécurité
sanitaire de 1’alimentation, de I’environnement et du travail de consommer des poissons gras
pour compléter ce besoin physiologique (250mg/j de DHA) (ANSES 2011). En raison du
développement de 1’industrie agroalimentaire moderne depuis les années 60, le régime

alimentaire des pays occidentaux s’est modifié¢ qualitativement et quantitativement, coincidant



avec une augmentation des maladies métaboliques (diabéte type 2, obésité), inflammatoires
(Polyarthrite Rhumatoide) et cardiovasculaires (IDM, AVC). Il s’est enrichi en n-6 AGPI
menant ainsi a un déséquilibre du ratio n-6/n-3 a 20:1 au lieu de 1-4:1 au cours de I’évolution
du genre Homo. Puisqu’il existe une compétition entre w6 et w3 pour les voies de biosynthese
ainsi que pour l'estérification et leur incorporation au niveau des membranes cellulaires
notamment neuronale, la baisse de consommation en w3 entraine une augmentation du taux
d’AGPI w6 dans le cerveau.

La recherche de biomarqueurs de I’'ICR a permis d’identifier des médiateurs lipidiques
tels que I’acide arachidonique® et ses dérivés oxydés (isoprostanes®), dont la présence dans le
liquide céphalo-rachidien (LCR) aprés ’HSA est corrélée a la survenue de VP et au pronostic

des patients’. Plus récemment, chez I’homme, Yoneda!®!!
b 9

a noté une réduction du risque de VP
symptomatique, d’infarctus cérébral et une amélioration du pronostic clinique par un apport
oral d’ acide eicosapentaénoique (EPA n-3). Badjatia'? a quant a lui montré qu’un ratio sérique
¢levé n-6/n-3 AGPI semblait accroitre le risque d’ICR aprés HSA. Cependant, 1’association
entre un apport alimentaire riche en n-6 AGPI et I'ICR n’a pas encore été étudiée. Ainsi, avons-
nous posé I’hypothése qu’un apport alimentaire riche en w6 pourrait majorer les taux
d’éicosanoides présents dans le cerveau et I’espace sous arachnoidien (ESA) en réponse a une
HSA, et ainsi favoriser la genése d’une ICR. Des approches nouvelles par des technologies
émergentes récentes telles que la lipidomique fournissent I’opportunité d’identifier de
nouveaux métabolites responsables de phénoménes physiopathologiques donnés!>2!. Cela a été
appliqué a la recherche sur I’AVC ischémique?, mais aucune description de I’'ICR aprés HSA

2021 ont été définis

n’a encore été réalisée. Les termes de « métabonomique ou métabolomique »
par J. Nicholson (1999) puis par O. Fiehn (2001) comme «la mesure quantitative de la réponse
multiparamétrique liée au temps d’un systeme multicellulaire a des stimuli physiopathologiques

ou a des modifications génétiques ». La lipidomique'* "

est une branche de la métabolomique
qui permet « la caractérisation compléte des espeéces moléculaires lipidiques et de leurs roles
biologiques dans le contexte de I’expression des protéines impliquées dans le métabolisme des
lipides et de leur fonction, y compris la régulation des génes ». La lipidomique peut indiquer
une analyse globale sans a priori, ou une analyse ciblée sur une classe particuliére de lipides.
C'est ce que nous rapportons ici, dans le cadre de l'analyse des oxylipines (médiateurs lipidiques
oxygénés dérivés des AGPI).

Notre objectif a d’abord été d’évaluer 1’effet clinique d’un régime riche en oméga 6 sur I'ICR

dans un modéele d’HSA chez le rat. Puis nous avons cherché a identifier les éicosanoides

impliqués dans la genese de I’ICR par lipidomique ciblée.



MATERIELS ET METHODES

Animaux :

Chaque procédure sur I’animal a ¢été réalisée avec [’accord préalable (n°
201507160054966) du Comité d’Ethique pour I’Expérimentation Animale de Marseille
(enregistré aupres du CNREEA).

Soixante rats WISTAR maéles a 3 semaines de vie de 70g environ (JANVIER, France), étaient
répartis randomisés en 4 groupes (Figure 1).

Groupe 1 : SHAM : SHAM-operated, rats nourris avec le régime Chow standard.

Groupe 2 : LCR : Liquide Céphalo-Rachidien artificiel, régime Chow.

Groupe 3 : HSA : HSA régime Chow.

Groupe 4 : HSA W6 : HSA régime Oméga 6.

Apres une période d’acclimatation d’une semaine le régime était poursuivi pendant 6
semaines. Les rats étaient placés par deux dans des cages, et ’'un des deux était marqué a
I’oreille droite dés Dl’arrivée. Les cages demeuraient au sein d’une piece avec un cycle
nycthéméral respecté lumicre/obscurité de 12h-12h (08h00/20h00), une température ambiante
de 22+/-2°C et une hygrométrie relative moyenne de 60-70%.

Le régime enrichi en oméga 6 (Régime S-SUNFLOWER) (Unité de Préparation des
Aliments Expérimentaux -INRA-Domaine de Vilvert-78352 Jouy-en-Josas), sous forme de
poudre, était conservé dans une atmosphere a -20°C pour éviter son oxydation. Sa composition
était : 22% Caséine, 41% Amidon de mais, 20% Sucrose, 2% Cellulose, 4% Minéraux, 1 %
Vitamines, 10% Lipides (Omégas 6 100% Tournesol). Il était administré dans des mangeoires
en verre circulaires, de 3cm de profondeur et 7,3 cm de diametre. Le régime Chow d’acces libre
consiste en des croquettes AO3 (14.2 kJ/g, 61,3% carbohydrates, 13,5% lipides, 25,2%
protéines (w/w)) du Laboratoire SAFE (France).

Le LCR artificiel (TOCRIS-Biotechne) présentait la composition suivante : Na : 150 ;
K:3,0;Ca:14;Mg:0,8;P:1,0;Cl: 155. Celui-ci nous permettait d’obtenir un groupe

contrdle de I’injection de sang.



Figure 1: Protocole Expérimental
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Modele expérimental : (Figure I annexe)

Notre modele d’HSA utilisé chez le rat a été celui décrit pour la premiere fois en 1985 par

1'23

Solomon et al.”.I consiste en une double injection intra-cisternale (IIC) de sang artériel

2425 afin de diminuer les artéfacts en imagerie liés a la

autologue, dans sa version mini invasive
chirurgie®®. A J1, aprés induction d’une anesthésie générale (AG) par injection intrapéritonéale
de kétamine (75mg/kg) et médétomidine (15mcg/kg), I’artére ventrale de la queue est
ponctionnée par voie percutanée (aiguille 29 G) pour recueillir 0,35mL de sang artériel dans
une seringue préalablement héparinée. Une ventilation spontanée était maintenue et un masque
de taille adaptée apportait [’oxygeéne nécessaire. Monitoring température rectale et
réchauffement externe par matelas chauffant et lampe UV. Analgésie assurée par infiltration
(2mg/kg) de la zone opératoire par de la ropivacaine 0,2% (Astra Zeneca®) et par de la lidocaine

1% en gel au niveau des barres d’oreille. Téte du rat positionnée dans un cadre de stéréotaxie

(900LS, 100 microns de précision, KOPF instruments®). Aprés rasage et antisepsie de la zone



sous occipitale, cisterna magna ponctionnée par voie percutanée (aiguille de 25G adaptée a un
systeme de recueil du LCR (Cathéter et seringue de 1ml)): niveau hydro-aérique visualisé, apres
progression lente, 2 ressauts doivent ressentis afin de parvenir avec certitude dans 1’espace sous
arachnoidien (ESA), et LCR refluent spontanément vers la seringue). 0,1mL de LCR retirés
avant I’injection de 0,25mL de sang artériel dans I’ESA (Injection lente sur durée supérieure a
Iminute). Aprées retrait de 1’aiguille, té€te du rat maintenue en position déclive a 45° pendant
30 minutes. La méme procédure est reproduite a 24h d’intervalle (J2). Avant le réveil de
I’animal la buprénorphine (0.05mg/kg) était administrée par injection sous-cutanée. Les rats
SHAM subissaient une AG et la cisterna-magna était ponctionnée sans que ni du LCR ne soit

prélevé, ni du sang ou du LCR artificiel ne soit injectés.

Les rats étaient pesés a 1’arrivée puis de fagon hebdomadaire pendant les 8 semaines de
protocole. Deux jours avant I’opération, les rats étaient répartis de fagon individuelle par cage
de fagon a monitorer de fagon quotidienne les ingesta (pesée de chaque mangeoire). Dés JO au
matin (veille de I’HSA), le poids et les ingesta sont suivis de fagon longitudinale jusqu’a J6.
Sept jours de training préopératoire (Figure 2 annexe) étaient imposés aux rats évalués sur le

plan clinique.?’

Un score neuro-cognitif global (Figure 2 annexe) était réalisé tel que décrit par Garcia et
al.”%, 4 JO, J2 et J5. L’évaluation neurocognitive comprend 6 mesures distinctes (activité
spontanée, mouvement spontanée des quatre membres, extension des pattes avant lors de la
traction par la queue, escalade sur la grille de la cage, réponse a une stimulation proprioceptive
et a une stimulation des vibrisses) notées de 0 a 3. Les animaux étaient donc notés entre 0 et
18.

Un Beam Walking Test (BWT) (Figure 2 annexe) était réalisé tel que décrit par Goldstein et
al.”®, 4 J0, J2 et J5 aprés conditionnement préopératoire. Les rats avaient été préalablement
entrainés a traverser une barre en bois parallélépipédique (longueur 1m, largeur 28mm, hauteur
50 cm du sol). Le parametre étudié était le temps, en secondes, nécessaire pour la traversée.

Une chute ou un temps supérieur a 30s étaient considérés comme un échec.

Les 32 rats évalués sur le versant clinique étaient différents des 28 rats évalués sur le versant
imagerie afin de ne pas biaiser 1’évaluation clinique par I’effet d’anesthésies inhalées répétées

réalisées lors des séquences d’imagerie.



(cf. annexe)

Elle*® associe une technique conventionnelle d’imagerie nucléaire associée a des
reconstructions dans 1’espace a partir de projections tomodensitométriques (TDM). Apres
I’injection d’un traceur radio-pharmacologique, associant un radio-ligand 1i¢ a un radio-isotope,
une gamma camera détecte 1’émission de rayons y dans un volume déterminé de 1’organisme

(fixation du radio-traceur radio-pharmacologique).

Les acquisitions ont toutes été réalisées sur NanoSPECT/CT+ ® mis au point par le laboratoire
BioScan® (France) en utilisant le logiciel d’acquisition Bioscan Nucline V1.02®. Toutes les
acquisitions ont €té pratiquées sous anesthésie générale et ventilation mécanique par un
mélange d’Air/O2 (2 :1) et d’Isoflurane avec une Fi entre 1,5 et 2 %. Le traceur radio-
pharmacologique était injecté dans la veine latérale de la queue par voie percutanée avec une
aiguille de 25G. Un temps minimal d’uptake biologique de 40 minutes était respecté avant

I’acquisition SPECT.

Notre analyse comprend 1’étude de la fixation au niveau encéphalique de 2 traceurs, radio-
marqués par le méme radio-isotope (Technétium 99m, 99mTc) :

- A J4 1’ Annexin V-128® (AXV) quantifie I’apoptose et la microthrombose (flip-flop des
phospholipides membranaires : phosphatidyl-sérines)

- A JO, J2 et J5S THMPAO, dont la fixation est proportionnelle au débit sanguin cérébral
(DSC) au moment de I’injection.

Puis, 3 ROIs (Region Of Interest) ont été définies : hémispheéres cérébraux (HC) (télencéphale
et diencéphale), cervelet (CVT) (deux hémispheres cérébelleux et vermis) et tronc cérébral (TC)
(mésencéphale, protubérance et bulbe rachidien). Les concentrations dans I’encéphale entier
(EE=CVT+TC+HC) ont été¢ calculées comme les sommes des ROI concernés (Figure 1

annexe).

Chaque mesure correspond a la concentration de radioactivité en Mbq par mm? de tissus. Pour
I’AXV, les mesures sont exprimées en partie par million de la dose injectée par mm? de tissu
(ppm DI/mm?). Les résultats HMPAO a J2 et J5 étaient exprimés en pourcentage de ’activité

mesurée en préopératoire.



Echantillons : A J6, aprés anesthésie intra-péritonéale par medetor/kétamine, sang prélevé par
ponction intra-cardiaque (Tube EDTA) apres mise a plat du médiastin. Puis, les rats étaient
décapités par guillotine, les cerveaux extraits et pesés au moyen d’une balance de précision
¢taient immédiatement transférés dans de 1’azote liquide puis conservés dans une atmospheére a
-80°C. Le sang ¢tait immédiatement centrifugé 2500tr/mn -15 mns-4°C pour séparation
érythrocytes- plasma aliquoté par 500microL, puis cryoconservation a -80°C. Les échantillons
(cerveaux/plasma) étaient homogénéisés (comprenant le broyage Fast Prep) et extraits en
présence de standards internes deutérés sur plaque SPE HRX (Macherey Nagel). L’extrait final
¢tait repris dans 10 uL de méthanol et conservé a — 80 °C avant analyse.

Oxylipines :

HPLC (high performance liquid chromatography) : 1290 Infinity (Agilent) ; colonne Zorbax

SB-C18 (Agilent), 1,8 um, 2,1x50 mm; phases A et B composées d’acétonitrile, d’H20 et
d’acide formique ; volume d’échantillon injecté : 5 pL.

MS/MS (tandem mass spectrometry) : G6460 Triple Quadripole (Agilent) ; ESI mode négatif ;

acquisition mode SRM. Gammes de calibration externes réalisées entre 0,98 ng/mL et
500 ng/mL avec une concentration en standards internes fixe de 200 ng/mL.
Profils en acides gras des lipides totaux (libres et estérifiés) :

GC FID (gas chromatography with flame ionization detector): CLARUS 600 (Perkin Elmer) ;

colonne Famewax (Restek) Crossbond polyethylene glycol, longueur 30 m, ID 0,3 mm, film

0,25 pm ; volume d’injection de 1 pL ; pression gaz vecteur Hy de 7 psi ; température du four

de 110 °C a 245 °C ; durée d’acquisition de 63 minutes.

Valeurs exprimées en moyenne +écart-type. Les résultats du score de Garcia sont exprimés en
score médian avec 1 et 3°™ Quartile [Q1-Q3].

Un test de normalit¢ de Kolmogorov-Smirnov a ¢été réalisé sur chaque groupe. Analyse
statistique pratiquée avec une analyse de variance type One-Way ANOVA, suivi, en cas de
significativité (p < 0,05), d’un Test post hoc de Tukey dit de comparaison multiple (test t de
Student bilatéral non appari¢) pour I’analyse de la différence entre les différents groupes. Les
données cliniques ont été analysées a 1’aide de Prism 6.0 (Graphpad software®). Les données

de métabolomique ont été analysées avec le logiciel SIMCA-P+ 12.0.1 (Umetrics).



RESULTATS

Parmi les 32 rats inclus, 5 (15,5%) sont décédés dont 2 sur 8 dans le groupe HSA, 2 sur 8 dans
le groupe HSA_ w6, 1 sur 8 dans le groupe LCR et 0 dans le groupe SHAM.

L’analyse du suivi quotidien des ingesta (Figure 3 et Figure 3 annexe) Il existe a J3 une
diminution moyenne de -63+6 % a -79+9 % par rapport a J1, dans tous les groupes ayant recu
une IIC, significativement différente du groupe SHAM (2+17 %). A J6, ne persiste aucune
différence significative entre les groupes. Entre JO et J6 la quantité¢ totale d’ingesta est
significativement plus faible dans le groupe LCR (169+16 g) que SHAM (196+7 g) (p=0.03),
de méme qu’entre LCR et HSA w6 (138+19 g) (p=0.01).

L’analyse du suivi quotidien du poids (Figure 4 et Figures 4 annexe) retrouve a J1, un poids
moyen de 425+19g sans différence entre les groupes. A J3, il existe une diminution moyenne
de -3,8+1,1 % a -5,3+0,5 % par rapport a J1, dans tous les groupes ayant recu une IIC,
significativement différente du groupe SHAM (1,2+1,7%) (p<0.0001). A J6, persiste une
différence significative par rapport a J1 entre les groupes SHAM (5,8+1,5%) et LCR
(2,7£1,5%) (p=0.003), et entre les groupes LCR et HSA w6 (-2,6+2,3%) (p =0.0007).

L’évaluation du score de Garcia (Figure 5 annexe) retrouve a J2 une diminution du score
dans tous les groupes ayant recu une IIC, significativement différente du groupe SHAM (18 ;
[17.75-18]) et LCR (14 ; [12-14]) (p<0.0001). A J5, seule une différence significative existe
entre LCR (18 ; [18-18]) et HSA_ w6 (17 ; [17-17,75]) (p =0.01).

L’épreuve du BWT (Figure 6 annexe) reléve a J2 un allongement significatif des temps dans
tous les groupes ayant recu une IIC comparativement au groupe SHAM (temps moyen de
10,13+1.9 secs) et LCR (24,7+£5.5 secs) (p <0.0001). A J5, ’ensemble des animaux retrouve
des performances quasi comparables a celles notées en préopératoire et le test ne permet pas de

discriminer les groupes.
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Imagerie :

1. 99mTc Annexin V-128 SPECT a J4 pour la quantification des phénomeénes

apoptotiques et microthrombotiques : (Figure 7)

Sur I’analyse en EE : Il existe une différence significative entre les groupes SHAM (0,23+0,04
ppm DI/mm?®) et HSA (0,37+£0,05 ppm DI/mm?’) (p =0.0004) et entre LCR et HSA w6
(0,43+0,04 ppm DI/mm?) (p =0.0003). Il n’existe pas de différence significative entre les
groupes LCR (0,29+0,08 ppm DI/mm?) et SHAM (p =0.2) ni entre LCR et HSA (p =0.05) sur
I’'uptake de ’AXV. Aucune différence n’a pu étre mise en évidence entre HSA et HSA wo6.
En ce qui concerne 1’analyse par ROI : Le régime w6 majore significativement [’uptake de
I’AXV au niveau du TC (0,49+0,09 ppm DI/mm?®) vs HSA (0,36+0,07 ppm DI/mm?) (p = 0.03)
et vs LCR (0,27+0,06 ppm DI/mm?®) (p < 0.0001).

Figure 7 : Analyse de ’'uptake de ’apoptose (99™Tc AXV) a J4 sur les ROI encéphale entier
(A) et tronc cérébral (B), exprimée en ppm de la dose injectée par mm?® de tissu, n=28, *p<0.05,
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2. 99mTc HMPAO SPECT a J2 et J5 pour quantifier de la perfusion cérébrale: (Figure 8)

A J2, en EE, il existe des baisses d’uptake de -47,8 = 9%, -54,6 = 6%, -49,5 = 3%,
respectivement pour les groupes LCR, HSA et HSA w6, significativement différente du groupe
SHAM (0,7 £+ 2%) (p <0.005).

A J5, sur I’analyse en EE, seule une différence significative existe entre les groupes LCR
(-0,245,8%) et HSA w6 (-20,6+14 %) (p =0.001). En revanche, aucune différence n’est notée
ni entre LCR et SHAM (-3,8+4,6%) (p =0.99), ni entre LCR et HSA (-8,2+£8 %) (p =0.35), ni
entre HSA et HSA w6 (p =0.06).

En ce qui concerne I’analyse par ROI : Aucune différence significative n’est relevée au niveau
des HC. Au niveau du TC, I’'llC de sang entraine une baisse du DSC significativement plus
importante que dans le groupe LCR : HSA (-12,248%) vs. LCR (2,8+6,7%) (p =0.034). Le
régime w6 majore significativement cette hypo perfusion : HSA vs. HSA w6 (-27,9+16%)
(p =0.026). Il n’y a pas de différence entre SHAM et LCR.

Figure 8 : Analyse du DSC (99™Tc HMPAO) a J5 comparativement au DSC a JO (pré-
opératoire) sur les ROI encéphale entier (A) et tronc cérébral (B), exprimée en pourcentage de

la valeur de uptake (ppm DI/mm? de tissu) a JO, n=28, *p<0.05, **p<0.001
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1. Approche par lipidomique ciblée sur les acides gras plasmatiques :

A J6, la quantification relative des AG totaux (libres et estérifiés aux lipides complexes) dans

du plasma (exprimée en % des acides gras totaux) met en évidence que : (Figure 9 annexe).

Le profil en AG des lipides totaux plasmatiques des groupes wo diffeérent significativement de
celui des groupes non wo6. Il existe notamment des différences significatives pour le ratio
w6/w3 entre les groupes HSA (7£1 :1) et HSA w6 (42+6 :1) (p<0.0001) ; pour I’acide
arachidonique (AA) (C20 :4n-6) entre les groupes HSA (12,8+1,4%) et HSA w6 (24,1£2,6%)
(p<0.0001) ; pour I’acide docosapentaenoique (DPA, C22 :5n-6) entre les groupes HSA
(0,3+£0,04%) et HSA w6 (2,5+0,4%) (p<0.0001) et pour ’acide docosahexaenoique (DHA,
C22 : 6n-3) entre les groupes HSA (3,4+0,5%) et HSA w6 (0,7 + 0,2%) (p<0.0001).

2. Approche par lipidomique ciblée sur les éicosanoides cérébraux :

A J6. la quantification des éicosanoides dans le cerveau met en évidence que :

La concentration de 8-iso Prostaglandine A2 (8-isoPGA?2) significativement plus élevée dans
le groupe HSA w6 (11,3+3,9 pg/mg de protéine) comparativement aux groupes HSA
(7,5 = 1 pg/mg de protéine) (p=0.03) et LCR (6,3+1,5 pg/mg de protéine) (p=0.007). La
concentration en Lipoxines A4 (LXA4) est significativement plus ¢levée dans le groupe
HSA w6 (31,5+9,3 pg/mg de protéine) que dans les groupes HSA (18,2+7,4 pg/mg de protéine)
(p=0.01) et LCR (1444,1 pg/mg de protéine) (p =0.001).

L’ensemble des éicosanoides dont la concentration est significativement différente entre les
groupes HSA vs LCR et entre HSA w6 vs LCR est rapporté dans le tableau 1 (Figure 10

annexe).
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Tableau 1: Concentration en ¢éicosanoides discriminant les groupes HSA et LCR (A) et les
groupes HSA w6 et LCR (B), et détectés a J6 dans le cerveau.

o : Moyenne + Ecart-type, B : pg/mg de protéine.

A
Groupe HSA vs LCR «g B
= sl TXB2 111,8£32,1 vs 53,4£13,7 0.0025
2 (COX)
g
&
% & LTB4 14,5+4 vs 8,7+1,8 0.0359
g LXA4 18,247,4 vs 1414,1 ns
e § Lipo-oxygénases (LOX) 5-HETE 1154,7+319,5 vs 874,2+126,3 ns
[ 8-HETE 163,2445 vs 115,6+14,1 0.0488
e 12-HETE 1871,3£789 vs 956,6+386,9 ns
8 ) 8isoPGA2 7,5+1 vs 6,3+1,5 ns
£ Produits du stress 9-HODE 135:59,5 vs 101,3£18 ns
a oxydatif
13-HODE 277,5£59,5 vs 188,1£21,7 ns
B
Groupe HSA_w6 vs LCR «g P
3 Cy°'°g‘é§g“ases TXB2 101,9+27,7 vs 53,4£13,7 0.0108
=
=
2o LTB4 19+4,8 vs 8,7+1,8 0.0005
§ g LXA4 31,5£9,3 vs 14:4,1 0.0014
0 E Lipo-oxygénases (LOX) 5-HETE 1352,3+322 vs 874,2+126,3 0.0173
A 8-HETE 168,9+30,6 vs 115,6414,1 0.0263
8 12-HETE 2177,5:694 vs 956,6£386,9 | 0.0104
3 _ 8isOPGA2 11,3%3,9 vs 6,3+1,5 0.0069
£ P’°d‘g;§g:ﬁ§"ess 9-HODE 151,7:40,4 vs 101,3£18 0.0258
= 13-HODE 312,1£94,8 vs 188,1£21,7 0.0112




DISCUSSION

Depuis la démonstration pour la premicre fois il y a une soixantaine d’année par Ecker, de
I’existence d’un VP, les données de la littérature nous poussent désormais a accepter 1’idée
d’une dissociation fonctionnelle entre VP et devenir neurologique®'*. Si le VP33* peut étre
responsable d’une ICR, des processus additionnels ou non au VP participent a sa pathogenése.*
En 2010, Vergouwen propose dans Stroke* le nouveau paradigme du déficit neurologique
ischémique retardé (DNIR), émergeant chez 30 a 50% des patients, et causée par une ICR?
apparaissant entre le 4° et le 14¢ jour aprés ’HSA3%37-3, L’Early Brain Injury®**4142 (EBI),
survenant des les premieres minutes et au cours des 72 premieres heures suivant la rupture de
’anévrysme, constituerait le primum movens de cette phase tardive d’ICR*3®. Elle résulterait a
la fois de 1’ischémie aigiie globale transitoire** ; liée a 1’augmentation brutale de la pression
intra-cranienne (PIC) et a la baisse de la pression de perfusion cérébrale (PPC)* ; et des effets
du sang intracérébral lui-méme. Nous avons d’abord démontré que I’HSA entraine une chute
précoce du DSC, confirmée cliniquement par une baisse des scores aux tests cliniques a J2 et
une altération des parameétres anthropomorphiques a J3. La chute initiale de DSC est
principalement attribuée a une élévation de la PIC liée a I’injection d’un volume de sang dans
un espace intra-cranien inextensible. Ces résultats, associés a une intense apoptose a J4,
confirment la présence d’une EBI. Dans notre travail, on observe a J5 une chute globale du
DSC uniquement dans les groupes HSA+w6. Cela confirme* 1’apparition d’une seconde
agression ischémique, retardée, imputable aux effets du sang lui-méme, et plus intense a
proximité du caillot de sang, donc au niveau du tronc cérébral.

Le cerveau est I’organe qui présente la teneur en lipides (30% de son poids sec) la plus
¢levée apres le tissu adipeux, essentiellement sous forme de phospholipides. Ceux-ci sont
particulierement riches en AGPI a longue chaine (AGPI-LC) (33%), notamment en AA, DPA
et en DHA (jusqu’a 50% des AGPI). Puisqu’il existe une compétition entre les n-6 (w6) et n-
3 (w3) AGPI lors de leur synthése et leur incorporation aux phospholipides membranaires, la
baisse de consommation alimentaire en w3 associée a une hausse de consommation d’w6*
entraine un déficit en DHA dans le cerveau et une augmentation du taux d’AA. Par conséquent,
les membranes cellulaires de toutes les cellules et les lipides circulants voient leur composition
en AA croitre aux dépens des w3. Les w6 et w3 ne sont pas inter-convertibles, et entrent donc
en compétition dans les voies métaboliques qui régulent directement la réponse physiologique
au stress. La résultante de cette compétition arbitrée par les cyclooxygénase (COX),

lipoxygénase (LOX), cytochrome (CYP) et le stress oxydatif, détermine quels types et quantités
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d’éicosanoides seront synthétisés et ainsi, influenceront potentiellement les réponses
vasculaires, neuronales et inflammatoires a une agression*®. Un déséquilibre entre ces classes
d’AGPI en faveur des w6 entraine un changement d’état physiologique vers un état pro-
thrombotique, pro-agrégant et pro-inflammatoire, vers une viscosité sanguine, une perméabilité
vasculaire et une susceptibilité aux vasoconstricteurs accrues. Cet état pro-inflammatoire est
renforcé par le potentiel régulateur de I’expression génique des AGPI-LC. En effet les w3 sont
de plus puissants activateurs des récepteurs PPAR que les w6*. Or, ces PPAR participent a la
régulation de la signalisation métabolique et inflammatoire notamment par 1’inhibition de
I’expression du facteur nucléaire NFkB. Dans notre étude, le régime de 6 semaines riche en wo,
a permis d’obtenir un ratio w6/w3 plasmatique 6 fois plus €levé dans le groupe w6 que dans les
groupes chow. Ainsi a-t-il pu contribuer a majorer significativement 1’apoptose a J4 et 'ICR a
J5, avec une répercussion sur le poids et les ingesta a J6.

L’agression cérébrale aigiie que représente I’HSA, suivie de la dégradation des éléments
figurés du sang sont responsables d’un relargage massif dés les premicres minutes
d’oxyhémoglobine*’ (BOXes), et de lipides bioactifs (AGPI libres plasmatiques, oxylipines)
dans ’ESA*. La voie de signalisation de I’ AA joue un role important en réponse a I’HSA®. 1
existe plusieurs sources d’AA (Figure 12). D’une part, I’hydrolyse en position sn-2 des
glycérophospholipides membranaires par les phospholipases A2 (PLA2), elles-mémes activées
par I’ischémie cérébrale et les BOXes. D’autre part, 1’activation plaquettaire liée au caillot
présent dans I’ESA et le phénomene de microthrombose qui s’en suit deés les premicres minutes
suivant I’HSA, entrainent un relargage massif d’AA et d’¢icosanoides. En fonction du volume
de ’HSA et de I’intensité de 1’ischémie aigiie transitoire consécutive, I’AA3 libre s’accumule
au cours des 72h suivantes proportionnellement au volume du caillot. Cette surproduction d’AA
a des effets propres directs et indirects via sa métabolisation incontrdlée par la cascade de I’AA:
production de radicaux libres (ERO), altération de canaux ioniques, et inhibition de 1’activité
de certaines enzymes dont la Na/K ATP-ase®, majorée par la déplétion énergétique en ATP
liée a I’ischémie. Le déclin de 1’activité de la Na/K ATP-ase entraine un déséquilibre ionique,
al’origine d’cedéme cellulaire et de dépolarisation neuronale. La combinaison d’une diminution
du DSC, d’une altération de ’autorégulation cérébrale®! et d’une augmentation de la demande
métabolique induite par les dépolarisations (cortical spreading depolarizations) et la
peroxydation lipidique (PL), aggrave et étend les Iésions ischémiques selon la propagation des
ondes de dépolarisation (cortical spreading ischemia-CSI)*>33, et génére de 'ICR. L’AA
exerce par ailleurs une toxicité directe sur les cellules endothéliales liée a sa surproduction intra-

cellulaire stimulée par les BOXes**>*3 1l participerait également a I’apoptose cellulaire induite
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par le TNFa. par accumulation de céramides liée a I’activation de sphingomyélinases®. Enfin,
il potentialiserait le role vasoconstricteur de 1I’oxyHb par un rdle activateur de la Rho-kinase et
de la PKC>78, L’accumulation d’AA et son métabolisme au sein du parenchyme cérébral et
dans ’ESA favoriserait ainsi la survenue de VP*®! et d’ICR. Tous ces effets délétéres de I’AA
sont accentués chez les rats soumis a un régime riche en w6, puisqu’apres 6 semaines, il double
les taux d'AA de 12% a 24% dans les lipides totaux circulants.

Dans notre étude, nous pouvons lier la chute tardive du DSC dans les groupes HSA+w6 a
la détection de taux de TXB2, de LTB4 significativement plus élevés que dans le groupe LCR.
Les éicosanoides®’, jouent le role de chefs d’orchestre homéostatiques d’une cascade
d’événements physiopathologiques générant de I’ICR. Plus précisément, [’intensité
d’activation de la cascade de I’AA semble proportionnelle a I’'importance du saignement®>* et
croissante au cours du temps. Les éicosanoides dérivés des wo (séries 2 et 4) sont de puissants
médiateurs de la thrombose et de I’inflammation contrairement a ceux dérivés de ’EPA (séries
3 et5). La voie des COX produit les PG dont le TXA2 et la prostacycline (PGI2). En conditions
physiologiques, il existe un équilibre entre vasoconstricteurs (TXA2, ET1) et vasodilatateurs
(PGI2, NO). Dans le cas d’une HSA%, cet équilibre est rompu®, avec une surproduction de
TXA2536768 une surexpression de son récepteur TP® et une chute de la production de PGI2"°.
La Rho-kinase”', qui régule le tonus-vasculaire, est activée via l’interaction entre des
spasmogénes tels que le TXA2%72 et ’AAS7375 et leurs récepteurs membranaires. Dans un
modele canin d’HSA, Yokota a mis en évidence une augmentation du taux de TXB2 a J7,
concomitante d’une chute du DSC’®. Aussi, une augmentation de I’activation plaquettaire
associée a un relargage accru de TXB2 (forme stable et quantifiable du TXA2) parait corrélée
a la survenue de complications ischémiques retardées chez I’homme”” ™. La voie de la LOX
génere des leucotrienes (LTB4) et des acides hydroxyeicosatétraénoiques (5 et 12 HETE). Une
biosynthése et un relargage accrus précoce et jusqu’a J3 de LT aprées HSA expérimentale ont
été mis en évidence dans le parenchyme cérébral, notamment en cas d’hypoperfusion®*? et de

85,86

VP8384 La 5LOX parait activée précocement au niveau vasculaire®>®, par les ERO et la hausse

du pool calcique intra-cellulaire. Les taux de LT et ’HETE croissent rapidement dans le LCR

85,87 88,89 le

et les vaisseaux cérébraux des la premiere demi-heure®®’, puis les leucocytes infiltrants
parenchyme cérébral et la paroi vasculaire poursuivent cette syntheése par leur SLOX. Les LT
exercent ainsi un effet vasoconstricteur prolongé renforcé par un effet inhibiteur sur 1’action et
la synthése de PGI2®. Aussi, I’action chémotactique du LTB4, est un facteur important de la
réponse inflammatoire (phase d’initiation®'?). Le LTB4 receptor (BLT1), exprimé par les

neutrophiles, induit leur chimiotaxie et leur adhésion en réponse au LTB4. L’axe LTB4-BLT1%
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semble agir comme un élément indispensable de la réponse inflammatoire au cours de ’HSA**
notamment via la voie NF-kB et I’'up-régulation du BLT1 (unité neuro-vasculaire (UNV)) des
les 72 premicres heures suivant ’HSA chez le rat. Les LT semblent donc largement impliqués
dans I’'ICR. Aussi, la production accrue de 5- et 12-HETE mesurée dans le groupe HSA w6,
est a mettre en paralléle avec les résultats de Watanabe qui a mis en évidence!® dans un modéle
expérimental d’HSA chez le chien, la présence exclusive de 5 et 12-HETE dans 1’artére
basilaire et le caillot, confirmant le role clef des LOX. Apres HSA, Iactivité de la SLOX semble
renforcée®®1%? et le taux de 5-HETE accru dans le LCR!"!, avec un réle probable dans la
pathogenése du VP!, Les HETE produits par la SLOX favoriseraient I’ICR par : I’activation
de la voie de la PLC (vasoconstrictrice) ; I’action directe vasoconstrictrice des LT et des HETE ;
la production d’ERO par la réduction du 5-HpETE en 5-HETE ; I’antagonisation des effets
vasodilatateurs de la PGI2 ; la promotion de I’inflammation au sein de la paroi vasculaire et de
I’ESA. Le 12-HETE, synthétisé par la 12/15LOX, a été¢ montré accru en situation ischémique
cérébrale®? et d’HSA!?%1% 1] pourrait étre ici le témoin de la présence d’une ICR.

Nous avons par ailleurs mis en évidence, une synthése significativement plus élevée
d’isoprostanes (8-iso PGA2) et d’hydroxyoctadécadienoiques (9 et 13 HODE) dans le groupe
nourri avec les w6, témoins de la présence d’un stress oxydant qui pourrait expliquer la chute
tardive plus forte du DSC dans le groupe HSA w6. Le stress oxydatif généré par les BOXes
engendre des les premicres minutes suivant ’HSA de la PL non enzymatique via la synthése
de produits primaires tels que les HODE (issu de I’acide linoléique) et de produits secondaires
terminaux tels que les isoprostanes’®%% dont le taux dans le LCR a J2 semble
proportionnellement corrélé au pronostic neurologique. Ces-derniers peuvent activer de
multiples réactions enzymatiques dont celles médiées par les COX et les LOX et de nombreux
facteurs de transcription (NfKB), contribuant ainsi a majorer la neuroinflammation et
I’apoptose. Ils pourraient aussi agir par fixation sur le récepteur TP® au TXA2, surexprimé lors
de I’'HSA, et qui favorise le VP, I’activation plaquettaire, et I’expression endothéliale de
molécules d’adhésion favorisant le recrutement leucocytaire. Badjatia et al. en 2012' ont mis
en évidence que des taux plus élevés en acides gras libres sériques étaient associé¢s de facon
indépendante a une consommation en O2 plus ¢élevée et a la sévérité de ’'HSA. De plus, une
augmentation du ratio sérique w6/w3 était associée de facon indépendante a I’'ICR et a la
sévérité de ’HSA (WFNS/Fisher). La PL pourrait étre le lien entre hypermétabolisme et I’'ICR.
L’état pro-inflammatoire 1i¢ a ’HSA pourrait expliquer cet hypermétabolisme et accroitre
I’utilisation d’AG. En effet, ’HSA induit un cercle vicicux de neuroinflammation et de stress

oxydatif dépassant les mécanismes physiologiques de réparation tissulaire. L’activation
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microgliale dérégulée®® dont les DAMPS (BOXes et autres produits de lyse cellulaire) sont les
principaux friggers, notamment via 1’activation de pattern recognition receptors (PRRs) que
sont les Toll-Like receptors (TLR4), favorise la production d’éicosanoides pro-
inflammatoires®’” . Cette voie favorise I’apoptose au sein de I’'UNV *, a I’origine de I’ICR.

En outre, le ratio (2:1) de 13 HODE sur 9 HODE!%, suggére qu’en plus du stress oxydatif, il
existe une synthése de 9 HODE et surtout de 13 HODE par la 12/15LOX. La 12/15LOX!06-109

HO.ITT ot aux 1ésions microvasculaires'!2. Par ailleurs,

contribuerait a la fois a la mort neuronale
la 1ésion des fibres nerveuses périvasculaires, par les BOXes, entraine le relargage antidromique
de peptides transmetteurs (SP et CGRP) aprés HSA expérimentale, eux-mémes stimulant la
cascade de I’AA dans les plaquettes via la LOX (SP seulement) et la COX (SP et CGRP). Ce
phénomene est a ’origine d’une inflammation neurogénique au cours de ’HSA!!3,

Enfin, nous avons observé une concentration en Lipoxine A4 significativement plus
¢levée a J6 dans le groupe HSA w6 que dans le groupe HSA. Ceci s’explique probablement
par une réaction inflammatoire intense dans le groupe HSA w6 qui active secondairement des
mécanismes de résolution de [I’inflammation (eicosanoid class switching®>!'*!15),
proportionnellement a son activation, et dont les pro-resolving mediator (PRM) dérivés des w6
(LXA4) sont des effecteurs’'*>!'* (Figure 11 annexe). L’eicosanoid class switching®>'*!13
favorise la résolution de I’inflammation par les axes TLR4-(NFkB/COX2 ou PLA2)-15-HETE.
La 12/15LOX catalyse par ailleurs la réaction qui convertit I’AA en précurseur des lipoxines
(LX), le 15-HETE. Ce dernier est ensuite transformé en LXA4 par ’action de la SLOX. La

LXA4 est un puissant anti-inflammatoire (phase de résolution®!:!14113.116

par fixation a son
récepteur formyl peptide receptor 2 (ALX-FPR2) présent notamment sur la microglie et dont
I’expression semble up-régulée aprées HSA. Elle inhibe la production de cytokines pro-
inflammatoires, supprime ’activité des métalloprotéinases (MMP), diminue la production de
superoxydes par les PNN, diminue 1’expression de molécules d’adhésion, accroit la capacité de
phagocytose des macrophages et inhibe 1’axe LTB4-BLT1. L’administration intra-thécale de
LXA4'"7 exogéne a été réalisée dans un modéle d’HSA chez le rat, permettant de réduire la
perméabilité vasculaire et ’cedéme cérébral et de préserver l'intégrité de la BHE. Le
changement de profil lipidique (/ipid mediator class switch) pro-inflammatoire vers anti-
inflammatoire s’installe au cours du temps notamment lorsque les PNN (qui expriment la 5-
LOX) infiltrant le parenchyme cérébral 1ésé, interagissent avec les cellules résidentes
(exprimant la 15-LOX). L’interaction intercellulaire (cell-cell interactions) va ainsi générer une

biosynthése trans-cellulaire de LX (transcellular biosynthesis®***!1%),
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LIMITES

Notre étude présente plusieurs avantages. Nous avons utilisé la lipidomique pour
explorer la physiopathologie de I’ICR et I’'impact d’un régime w6. Cette technique posseéde une
excellente sensibilté, reproductibilité et capacité quantitative. Toutefois, 1’approche ciblée a
restreint notre champ d’exploration a une partie limitée du lipidome, les oxylipines. Or, d’autres
métabolites non détectés ici, pourraient expliquer les résultats cliniques observés. Aussi, afin
de mieux comprendre la mécanistique lipidique impliquée dans notre travail, il sera intéressant
de connaitre le ratio w6/w3 cérébral. Par ailleurs, le modéle d’HSA utilisé ici permet de décrire
efficacement les phénoménes ischémiques tardifs>*? et a été largement validé (Dudhani 2013).
Enfin, une force de notre étude a été d’étudier la physiopathologie de I’ICR directement au sein
du parenchyme cérébral et non de fagon indirecte dans le plasma ou le LCR. Finalement, la

limite principale de notre travail demeure celle de I’extrapolation de nos résultats a I’homme.

CONCLUSION

Vus dans leur ensemble, nos résultats mettent en évidence un continuum entre
I’ischémie cérébrale précoce (EBI) (chute débit sanguin cérébral a J2) et I’ischémie cérébrale
retardée retrouvée a J5. Les acides gras de la série omega 6 favorisent dans notre étude
I’apoptose et 1’ischémie cérébrale. Nos résultats soulignent enfin le rdéle potentiellement
délétere d’une alimentation riche en omega 6, 1i¢ a une production accrue d’éicosanoides pro-
oxydants et pro-inflammatoires issus de la cascade de 1’acide arachidonique. Cette dernicre
parait étre au cceur de la physiopathologie de I’ischémie cérébrale retardée (Figures 11 et 12).
Elle confirme la complexité des mécanismes lipidiques impliqués et le role du déséquilibre

10,110,118 ont évalué I’apport de fortes

entre éicosanoides protecteurs et déléteres. D’autres auteurs
doses d’omega 3 et ont montré une diminution de 1’apoptose cellulaire, notamment par la
réduction de facteurs pro-inflammatoires au cours de I’ischémie cérébrale précoce’'®. Peut-étre
s’agira-t-il a ’avenir d’évaluer I’intérét d’une supplémentation quotidienne en omega 3 au

décours immédiat d’une hémorragie sous arachnoidienne.
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ABREVIATIONS

AA: acide arachidonique

AG: anesthésie générale

AGL : acides gras libres

AGPI-LC : acide gras polyinsaturé a longue
chaine

BHE :  barriére hémato-encéphalique

BOXes: bilirubin oxidation products

BWT : Beam Walking Test

CVT:  cervelet

DNIR:  déficits neurologiques
ischémiques retardés

DSC:  débit sanguin cérébral

EBI : early brain injury

EE : encéphale entier

ESA:  espaces sous-arachnoidiens

GC-Fid : gas chromatography with flame

1onization detector

HC: hémispheéres cérébraux

HPLC : high performance liquid
chromatography

HSA :  hémorragie sous-arachnoidienne

HTIC: hypertension intra-cranienne

ICR : ischémie cérébrale retardée

IIC : injection intra-cisternale

IRM:  imagerie par résonnance
magnétique

LCR: liquide céphalo-rachidien

LT: leucotriénes

MS/MS : tandem mass spectrometry

PIC: pression intra-cranienne

PL: peroxydation lipidique

PPC: pression de perfusion cérébrale
(PPC=PAM-PIC)
ppm : (partie par million) 1ppm=1,0E-06

PRM:  Pro-resolving mediator

ROLI: region of interest

TC: tronc cerebral

TPR: Thromboxane and
Prostaglandine = endoperoxyde
receptor

TXA2: thromboxane A2

UNV :  unité neurovasculaire

VP : vasospasme cérébral

w6 =n-6 AGPI : oméga 6 (catégorie d’acide
gras polyinsaturés)

w3 =n-3 AGPI : omega 3
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ANNEXES

Figure 1 :
Protocole expérimental distinguant les groupes A évalués cliniquement et B par imagerie

|
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Figure 2a :
Protocole du training pré-opératoire : BWT: Beam walking test; Open Field (score de Garcia)
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Figure 2b : Score de Garcia modifié réalisé a JO, J2, J5

0 1 2 3
Spontaneous Not approach Approach one Approach two Approach at least
activity any wall wall of cage walls of cage three walls of
of cage cage
move- No movement Limited Move fully Move the same as
ment of all four movement but slowly pre-SAH
limbs
Forepaw No Slight Limited Outstretch
outstretching outstretching outstretching outstretching the same as
pre-SAH
Climbing Fall from slope Failed climbing Weak climbing Normal climbing
Body - No response Weak response Normal response
proprioception
Response to - No response Weak response Normal response
vibrissae touch

Figure 2¢ : Schéma du Beam walking Test réalisé a JO, J2, J5

Rear View
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Investigations par Imagerie microSPECT :

Chaque acquisition a suivi un méme protocole préalablement défini et organisé en 3 séquences :
Radiographie « Scout » : en corps entier (topogramme).

CT-scan de la région encéphalique avec reconstruction de coupes TDM de 0,8mm.

Pinhole SPECT de la région encéphalique a 20 projections par rotation. Une reconstruction post-
acquisition intégrée aux coupes TDM était réalisée grace au logiciel de reconstruction SciVis
HiSPECT 1.4.3049%.

Les mesures SPECT ont été réalisées a I’aide du logiciel de traitement d’image Bioscan InVivoScope
2.00®. Une mesure globale de la fixation en encéphale entier (EE) a été réalisée d’abord, suivie d’une
mesure en fosse postérieure (FP).

Le repérage anatomique des ROIs était réalisé a I’aide des coupes TDM obtenues avec le CT-scan.
Les ROIs ont été dessinées avec une taille de voxel fixe de fagon a maintenir une comparabilité entre
les groupes. Chaque mesure ¢€tait corrigée par la dose injectée (dose tirée — dose restante dans la

seringue apres injection, mesurée par un activimetre) et la décroissance physique du 99mTec.

Figure 3 : Baisse des ingesta a J3 en pourcentage des ingesta a J1
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Figure 4a : Poids en gramme des rats présents dans chaque groupe a J1
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Scorede 0 a 18

Figure 4b : Perte de poids a J3 en pourcentage du poids a J1

10 7
k 3k
]
3 5 -
o
o
[
° 04 I.EEI
[
= %
> -5 . %‘ Nl
B A
-10 T T
< \o QD
N - RN v’
@ %
BN

Figure 5 : Test de Garcia modifié réalisé a J2 (A) et a J5 (B) et exprimé en score sur 18
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Figure 6 : Epreuve du Beam walking test réalisée a J2 (A) et a JS (B) et exprimée en secondes
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Figure 9 :

A: Analyse de la concentration a J6 en différents types d’AGL plasmatiques des séries w6 ou w3
en proportion des acides gras totaux et du ratio wo6/w3 (*=p<0.05 et **=p<0.001).
B: Profils d’expression des AGL (ordonnée) dans les cerveaux (abscisse) exprimés selon

une classification hiérarchique ascendante
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Figure 11 : Chronologie des éveénements inflammatoires menant a I’ICR. Les éicosanoides :

I’initiation de 1’inflammation a la résolution de I’inflammation.
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RESUME

INTRODUCTION : L’ischémie cérébrale retardée (ICR) /1] est la premiere cause de morbi-
mortalité chez les patients survivants a une hémorragie sous-arachnoidienne (HSA). Différents
éicosanoides ont été retrouvés dans le LCR de patients atteints d’ICR. Ces métabolites de 1’acide
arachidonique (AA), par leurs effets vasoconstricteurs et pro-agrégants plaquettaires et pro-
inflammatoires participent a la geneése de I’ICR. L’objectif est d’évaluer I’effet d’un régime enrichi
en omégab (w6) sur 'ICR et d’identifier les éicosanoides responsables. MATERIELS ET
METHODES: Soixante rats Wistar adultes males ont été répartis en 4 groupes (n=15 par groupe).
Une double injection intra-cisternale de 250 pL a été réalisée avec du sang artériel autologue dans les
groupes HSA et HSA w6 ou avec du LCR (groupe LCR). Le groupe HSA w6 a été nourri pendant
6 semaines avant I’HSA avec un régime enrichi en w6. L’étude par imagerie microSPECT/CT de la
fixation encéphalique de 2 traceurs [99mTc]-radiomarqués a permis d’étudier : HMPAO a JO et J5
pour le débit sanguin cérébral (DSC), Annexin V-128 (AXV) a J4 pour [activité
apoptotique/microthrombotique. Cerveaux et plasma ont été extraits a J6 pour étude lipidomique
ciblée. RESULTATS : Le DSC a J5 était significativement plus faible dans le groupe HSA w6 que
dans le groupe HSA et la fixation de I’AXV significativement plus élevée dans le groupe HSA wob.
Le ratio w6/w3 plasmatique a J6 était significativement accru dans le groupe HSA w6 par rapport
aux autres groupes. Les éicosanoides significativement plus élevés dans le groupe HSA wb6
comparativement au groupe HSA étaient le 8isoPGA2 et la LXA4. CONCLUSION: Pour la
premiere fois, un modéle d’HSA chez le rat a permis de souligner le role délétére d’une alimentation
riche en w6 dans la physiopathologie de I’ICR. Les ¢€icosanoides issus du métabolisme de ’AA
semblent, par leurs effets pléiotropes, étre largement impliqués.

BACKGROUND AND GOAL OF STUDY: Delayed cerebral ischaemia (DCI) [1] is the first cause
of morbidity after subarachnoid haemorrhage (SAH). A growing body of evidence suggests that
arachidonic acid (AA) metabolism is a driving force behind the patho-physiology of DC. Several
eicosanoids were found in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients with DCI. These potent
vasoconstrictors induce platelet aggregation and mediate inflammation which in turn leads to
ischemic brain injury. The aim of our study was first to estimate the occurrence of DCI in a pro-
inflammatory state using a high-omega 6 polyunsaturated fatty acids diet (w6) and second to identify
eicosanoids underlying this trend. MATERIALS AND METHODS: Sixty rats (400g) were
randomly assigned to one of 4 groups: (n=15 per group: a double 250uL intracisternal injection of
autologous arterial blood (SAH groups) or artificial CSF (CSF group) was performed. To induce a
proinflammatory state animals were fat with w6 during 6 weeks before SAH procedure (SAH_wo).
Evaluation of uptakes of 3 [99mTc]-radiolabeled agents was achieved using microSPECT/CT
imaging: HMPAO at D5 for cerebral perfusion quantification and AnnexinV at D4 for apoptotic
activity study. Brain and plasma were harvested at D6 for further lipidomics analysis. RESULTS
AND DISCUSSION: W6 enriched diet state before SAH dramatically decreased HMPAO uptake
compare to SAH group. AnnexinV uptake were also significantly increased in the SAH w6 group
compare to SAH group. w6/w3 plasma ratio was significantly higher in the SAH w6 group compare
to others. Brain concentrations of 8isoPGA2 and LXA4 were higher in the SAH w6 group compare
to SAH group. CONCLUSION: For the first time, a SAH rat model served to highlight the
deleterious role of w6 in the pathophysiology of DCI. Arachidonic-acid-derived eicosanoids seem to
be involved through their pleiotropic effects.

[1] Vergouwen, M. D. I. et al. Stroke 42, 924-929 (2011)
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