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Résumé

Le traumatisme cranien léger (TCL) est I'un des troubles neurologiques les plus courants
affectant la santé publique. Aussi, les troubles du sommeil sont fréquents chez les
patients atteints de TCL. Les études chez les rongeurs montrent que certains marqueurs
de plasticité synaptique diminuent aprés le TCL, ce qui pourrait nuire a la plasticité du
cerveau. Nous suggerons que la perte de sommeil intensifie I'effet neégatif de TCL, qui
peut refléter les changements des marqueurs de plasticité synaptique ou des
changements des voies physiologiques qui régulent le sommeil. En utilisant un modéle
de traumatisme cranien sur crane fermé (closed head injury), nous avons étudié la
relation bidirectionnelle entre le TCL et le sommeil en évaluant les effets de TCL sur
lactivité électrique du cerveau par électroencéphalographie (EEG), et ceux de la
privation de sommeil (PS) sur I'expression génique post-TCL. Premiérement, I'activité
EEG a été enregistrée pour voir si I'architecture du sommeil est altérée suite au TCL.
Nous avons ensuite voulu tester si la PS suite TCL induit des changements dans
I'expression des génes : Arc, Homer1a, Hif1a, Bdnf, Fos et éphrines, qui ont été liés a la
plasticité synaptique et a la régulation du sommeil. Nous avons également étudié I'effet
de la PS post-TCL sur le génome complet dans les régions cibles (cortex et
I'hippocampe). Les principaux résultats obtenus dans cette étude confirment que TCL
modifie de maniére significative I'activité spectrale pendant I'éveil, le sommeil Rapid Eye
Movement (REM) et le sommeil non-REM dans le deuxiéme 24 heures post-TCL. Fait
intéressant, la capacité de maintenir de longues périodes d'éveil a été altérée
immédiatement aprés TCL (premiere 24h post-TCL). La dynamique de l'activité delta
pendant l'éveil a été modifié par le TCL. Parallelement a ces modifications, des
changements dans l'expression des genes ont été observés dans le cortex et
I'hippocampe. Seulement Arc et EfnA3 ont montré une interaction TCL / PS et ce dans
I'hippocampe, tandis que I'expression de tous les autres génes semblait étre affectée
par la PS ou TCL indépendamment. Nos résultats montrent pour la premiére fois que le
TCL induit I'expression de deux chimiokines (Ccl3 et Cxcl5) a la fois dans le cortex
cérébral et I'hippocampe 2,5 jours post-TCL. Egalement, nous avons observé que le
TCL induit une diminution de I'expression de Lgals3 et ST00A8 dans le cortex, et une
augmentation d’Olig2 dans I'hippocampe. Les résultats concernant les effets de la PS
sur le génome complet du cortex et de I'hippocampe montrent des changements
significatifs dans les génes impliqués dans diverses fonctions physiologiques, telles que
les rythmes circadiens, la réponse inflammatoire, ainsi que de l'activation des cellules
gliales. En général, nos résultats précisent les changements dans la qualité de I'éveil
ainsi que dans l'expression de divers génes aprés TCL.

Mots clés: sommeil / éveil, trauma, plasticité synaptique, EEG, activation gliale



Abstract

Mild traumatic brain injury (mTBI) is one of the most common neurological disorders
affecting public health. Sleep disorders are common in patients with mTBI. Studies in
rodents show that some synaptic plasticity markers decreased after mTBI which could
impair brain plasticity. We suggest that sleep loss intensifies the negative effect of mTBI,
which may reflect changes of synaptic plasticity markers or changes of different
physiological pathway that regulates the sleep process. Using a "closed head injury"
model, we have studied the bidirectional relationship between mTBIl and sleep by
investigating the effects of mTBI on sleep structure, and that of sleep deprivation (SD)
on gene expression post-mTBI. First, EEG activity was monitored to investigate if sleep
architecture is altered following mTBIl. We then tested if SD, following mTBI, induces
changes in gene expression of plasticity markers (Arc, Homer1a, Hif1a, Bdnf, Fos, and
Ephrins), which have also been linked to sleep regulation. We also investigated the
effect of SD post-mTBI on genome wide gene expression in target regions. The main
results obtained in this study confirm that mTBI affects wakefulness, and significantly
changes spectral activity during wakefulness, rapid eye movement (REM) sleep, and
non-REM sleep on the second 24 hours post-TCL. Interestingly, the capacity to sustain
long bouts of wakefulness was impaired immediately after mTBI. In addition, delta
activity time course was altered by mTBI during wakefulness. In parallel to these
alterations, changes in gene expression were observed. Only Arc and EfnA3 showed a
mTBI/SD interaction in the hippocampus specifically, whereas expression of all other
genes seemed to be affected by SD or mTBI independently. Our results indicate for the
first time that the TCL induced the expression of two chemokines (Cc/3 and Cxcl5) in the
cerebral cortex and hippocampus 2.5 days post-TCL. Also, we observed that the TCL
induces a decrease in the expression of Lgals3 and S7100A8 in the cortex, and an
increase of Olig2 in the hippocampus.Results of SD effects on genome wide gene
expression in the cortex and hippocampus show significant changes in genes involved in
various physiological functions, such as circadian rhythms, inflammation, and also glial
cell activation. In general, our results precise changes in wakefulness as well as in

expression of various genes after mTBI.

Keywords: sleep/wake process, synaptic plasticity, EEG, glial activation
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Figure 1. (A) Schematic view of the ECoG/EMG recording protocol. mTBI was
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before ZTO and ECoG/EMG were recorded continuously for 48 h starting at light onset.
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Figure 2. (A) Forty-eight-hour time course of vigilance state duration in mTBI and Sham
mice measured using ECoG/EMG recording. The upper panel shows the time course of
wakefulness, the middle panel that of NREMS and the lower panel that of REMS. The
time course of the three vigilance states did not significantly differ between mTBI and
Sham mice on both Day 1 (interaction: wakefulness F23,276 = 0.7, p = 0.9; NREMS
F23,276 = 0.7, p = 0.9; REMS F23,276 = 0.8, p = 0.8) and Day 2 (interaction:
wakefulness F23,276 = 0.7, p = 0.8; NREMS F23,276 = 0.7, p = 0.8; REMS F23,276 =
1.0, p = 0.5). The total duration of vigilance states was also similar between mTBI and
Sham mice (Condition effect wakefulness: F1,12 < 1.3, p > 0.2; NREMS: F1,12<1.9,p



> 0.2; REMS: F1,12 < 0.7,p > 0.4). Grey areas indicate dark periods (same in B). (B)
Number of long bouts of wakefulness (16min) in mTBI and Sham mice averaged for 24h,
12-h light, and 12-h dark periods separately for the first and the second recorded days. A
significant Condition effect (mTBI vs. Sham) was found for 24h and 12-h dark period
only for the first recorded day (t > 2.3, p < 0.05 indicated by stars; Day 1 12-h light
period:t=1.3,p=0.2; Day 2: 1< 0.8, p > 0.4).

Figure 3. (A) Wakefulness (upper panels), NREMS (middle panels) and REMS (bottom
panels) relative spectral power averaged for 24 h per 0.25 Hz-bin between 0.75 to 25 Hz
separately for Day 1 and Day 2 in mTBI and Sham mice. Significant group differences
were observed only in NREMS for Day 1 for three bins around 5 Hz (t > 2.2, p < 0.05).
For Day 2, significant group effects (t > 2.2,p < 0.05) were observed for wakefulness for
Hz-bins around 5 Hz and at 16.25 and 20.25 Hz, for NREMS between 3.5 and 6.75 Hz
and between 14.75 and 25 Hz, and for REMS between 3.25 and 5 Hz and between
21.75 and 23 Hz. Significant differences between mTBI and Sham mice are represented
by black bars above the x-axis (thin bars: p < 0.05; thick bars: p < 0.01). Inserts show
maghnifications of indicated spectra with significant differences. (B) Forty-eight-hour time
courses of relative delta activity during wakefulness (upper panel) and NREMS (bottom
panel) in mTBIl and Sham mice. A Condition (mTBI vs. Sham) by Interval interaction was
found for relative delta activity during wakefulness (F35,420 = 1.8, p = 0.02). Stars
indicate significant differences between mTBI and Sham mice for indicated points (p <
0.05, simple effect analysis). No significant Condition by Interval interaction or Condition
effect was found for relative delta activity during NREMS (interaction: F35,420 = 1.0, p =
0.5; condition: F1,12 = 1.8,p = 0.2). Gray areas indicate dark periods.

Figure 4. Effect of mTBI and two consecutive days of 6 h sleep deprivation (SD) on the
expression of plasticity and other target genes measured by qPCR on the third morning
after surgery in the cerebral cortex and hippocampus. In the cerebral cortex, no
significant interaction between Condition (mTBI vs. Sham) and Treatment (SD vs.
Control (Ctrl)) and no significant Condition effect was found. Significant Treatment (SD
vs. Control) effect was found for Arc, Bdnf, DnajB5, Fos, Homer1a, EfnA3 and EphA4
(F1,33 > 4.3,p < 0.05, indicated by +). In the hippocampus, a significant Condition by
Treatment interaction was found for Arc and EfnA3(F1,33 > 4.6, p < 0.04, indicated by

stars), and a tendency for



Condition by Treatment interaction was observed for Fgf1 (F1,33 = 2.6,p = 0.1). No
significant Condition effect was found, but a significant Treatment (SD vs. Control) effect
was found for EfnB3 (F1,33 = 8.6, p < 0.01 indicated by +), and a tendency for a
significant Treatment effect was observed for Fos (F1,33 = 3.4, p = 0.07).

Figure 5. Venn diagrams (upper panels) and heatmap representations (lower panels) of
genes differentially expressed in mTBl and Sham mice after two days of 6 h sleep
deprivation (SD) in the cerebral cortex (A) and hippocampus (B) as measured using
high-throughput sequencing (RNA-Seq). Venn diagrams show the overlap between
genes differentially expressed (FDR < 0.05) in mTBI and Sham mice. In the cerebral
cortex, 25.6% of genes differentially expressed after SD in mTBI mice overlap with those
differentially expressed in Sham mice, whereas 44% of those in Sham mice overlap with
those of mTBI mice. For the hippocampus, 18.2% of genes differentially expressed after
SD in mTBI mice overlap with those differentially expressed in Sham mice, while only
4.2% of those in Sham mice overlap with those of mTBI mice. Heatmaps represent the
expression of the same transcripts with significant differential expression after SD in
mTBI and Sham mice, separately sorted according to the direction of the change with
SD. For each condition (mTBI and Sham), columns refer to three pools of RNA of three
control (C) and three SD mice (total nine per group). Transcripts were ordered by
hierarchical clustering (complete linkage). (C and D) qPCR validations of the effect of
mTBI and SD on the expression of selected transcripts on the third morning after surgery
in the cerebral cortex and hippocampus. (C) In the cerebral cortex, significant Condition
effects (mTBI vs. Sham, indicated by stars) were observed for Ccl3,Cxcl5, Gfap and
S100a8 (F1,33 > 4.3, p < 0.05). A significant Treatment effect (SD vs. Control (Ctrl),
indicated by +) was observed for Nfil3 (F1,33 > 34.6, p < 0.001). A trend for Condition by
Treatment interaction was found for Gfap (F1,33 = 2.6, p = 0.1).

(D) In the hippocampus, significant Condition effects (mTBI vs. Sham, indicated by stars)
were observed for Ccl3, Cxcl5, Olig2 and Gfap(F1,33 > 8.2, p < 0.05). A significant
Treatment effect (SD vs. Control, indicated by +) was observed for

of Nfil3 (F1,33 = 15.1,p < 0.001). No Condition by Treatment interaction was found for
gPCR validation in the hippocampus.
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Supplementary information

Figure S1. RNA-Seq quantification of the effect of mTBI and of two consecutive days of
6h sleep deprivation (SD) on the expression of Bhlhe41 on the third morning after
surgery in the cerebral cortex and hippocampus.
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1.1 Mise en contexte :

Chez toutes les espéces animales, le sommeil est I'une des activités les plus
fondamentales pour le bon fonctionnement de I'organisme et du cerveau. Il joue un réle
central dans la plasticité cérébrale, I'apprentissage, la consolidation de la mémoire, ainsi
que dans la récupération des fonctions physiologiques. Le sommeil NREM, en
particulier, exerce un réle récupérateur lié a son intensité, surtout pour la récupération
des fonctions cognitives (Arico et al., 2010). Cela dit, une perturbation chronique de
sommeil peut étre assez nocive pour bouleverser la santé et la qualité de vie de
l'individu, aussi, elle peut avoir des effets néfastes et considérables sur la performance

des individus dans la vie quotidienne.

Selon le concept de 'homéostasie du sommeil, le besoin de dormir augmente durant
I'éveil et se dissipe durant le sommeil, de fagcon exponentielle. Aussi, I'éveil prolongé
augmente le besoin du sommeil. Certains marqueurs mesurés a partir de l'activité
électroencéphalographique (EEG) aident a caractériser la dynamique de la régulation
homéostatique du sommeil. Grace a cette approche, nous avons évalué dans le présent

travail la relation bidirectionnelle entre le trauma cranien léger (TCL) et le sommeil.

Les traumas craniens, particulierement les TCL, sont associés a des déficits cognitifs a
long terme (Hicks et al., 1993; Milman et al., 2005). Or, ils sont les moins diagnostiqués
car ils ne montrent pas des lésions tissulaires avec les techniques de neuro-imageries.
Autant chez 'lhumain que chez les rongeurs, les données indiquent que le cycle éveil-
sommeil ainsi que la qualité de sommeil sont altérés suite aux TCL (Baumann et al.,
2007). En effet, les patients ayant subi un trauma crénien rapportent souvent une
prévalence élevée d’'insomnie, des symptébmes de fatigue et de somnolence (Baumann
et al., 2007 ; 2010). Ceci suggére qu’il pourrait y avoir des changements au niveau de
I'architecture de sommeil chez ces patients. Ces troubles du sommeil peuvent avoir des
conséquences néfastes sur le fonctionnement des individus en question, et les
dommages neuronaux post-TCL peuvent induire une atteinte au niveau de la plasticité
synaptique, qui génére un besoin de récupération. De maniére intéressante, la
restauration d’'un cycle éveil-sommeil normal semble étre proportionnelle avec la
récupération de certaines fonctions cognitives aprés avoir subi un tel dommage

(Wiseman-Hakes et al., 2013). Cependant, aucune étude n’a permis de distinguer les
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différents stades de sommeil ni d’évaluer son intensité par I'analyse spectrale dans les

premiers jours post-TCL.

De tout cela s’inspire notre étude dont I'objectif est d’étudier en détail la relation
sommeil-trauma cranio-cérébral. Le but de la présente étude était d’explorer la relation
bidirectionnelle entre le TCL et le sommeil : comment le TCL peut affecter I'architecture
de sommeil, et dans un sens inverse, comment le manque de sommeil peut affecter
I'expression des génes associés a la plasticité cérébrale et a la récupération post-TCL.
Dans cette introduction, nous allons présenter les éléments de régulations de sommeil,
les caractéristiques des TCC notamment les TCL, et les troubles de sommeil qui y sont
associés, et enfin décrire comment ces deux aspects (sommeil et TCC) sont liés a une

réponse immunitaire.

1. 2. Le sommeil
1.2.1 Définitions

Le sommeil n'est pas un processus passif, c’est un état périodique et réversible qui
comporte plusieurs niveaux d’activité cérébrale. Les recherches ont prouvé que le
sommeil est un comportement essentiel a la santé et occupe généralement le tiers de
notre vie (Ohlmann et O'Sullivan., 2009). Il est caractérisé par la perte de conscience et
la perte de l'activité sensorielle. En outre, il implique des processus physiologiques
complexes allant de I'expression des génes et mécanismes intracellulaires jusqu’aux
différents circuits neuronaux (Hobsonet al.,, 2002). Aussi, le sommeil joue un role

primordial dans la plasticité synaptique et dans la récupération.

1.2.1.1 Electroencéphalographie

L’électroencéphalographie (EEG) est une technique trés importante qui a permis de
mesurer et de caractériser l'activité électrique synchronisée et désynchronisée des
neurones corticaux. Des électrodes collées sur le créne sont reliées par des fils a un
amplificateur qui enregistre I'activité électrique des neurones situés au cortex. L'activité
électrique se traduit par un potentiel de champ qui chevauche la surface du cerveau et
qui est mesuré sur le cuir chevelu. |l est supposé que la contribution principale aux

enregistrements EEG provient de nombreux neurones situés dans les couches
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corticales et en particulier de grands neurones pyramidaux dirigés vers la surface
corticale, avec arborisations dendritiques étendues dans les couches superficielles
paralleéles a la surface corticale (Coenen., 1997; Pedley et Traub., 1990). La fréquence
et 'amplitude sont les deux caractéristiques de I'EEG qui permettent I'analyse spécifique

de différents stades de sommeil.

Généralement, le sommeil NREM se distingue par trois stades de sommeil appelés N1
(sommeil léger), N2 (sommeil lent) et N3 (sommeil lent profond). Les phases de
sommeil lent sont caractérisées par différents types d'ondes cérébrales. En effet, les
ondes delta (fréquence de 1 a 5 Hz) qui sont associés a la récupération des fonctions
physique apparaissent pendant le stade N3 et y représente plus de 20% de I'EEG de
sommeil (Jouvet et al., 1967; Keenan et Hirshkowitz 2011). Généralement, le stade N3
est prédominant dans le premier tiers de la nuit, tandis que le sommeil paradoxal est
plus présent dans le dernier tiers de la nuit. La fréquence de 'EEG durant le sommeil
NREM est généralement associée a des ondes alpha lentes (8Hz), a des ondes théta
(4-7Hz) prédominantes durant le stade N1, et des ondes delta (1-4Hz) avec I'apparition
du stade N3. Généralement, les rongeurs suivent la méme succession des phases de
sommeil observée chez I'humain, sauf qu’il y a moins de stades chez les rongeurs
comparés aux humains et la durée des stades est moins courtes, par exemple chez la
souris, le sommeil REM se manifeste toutes les 4 minutes de sommeil comparé a 90

minutes chez I’humain.

1.2.1.2 Architecture du sommeil

Le début de sommeil est précédé par une période de 10 a 20 minutes pendant laquelle
la sensation de fatigue et le besoin de dormir s’accroient. Le sommeil chez 'humain suit
une périodicité réguliére qui comprend deux états de sommeil tel que décrit brievement
ci-haut (sommeil lent ou NREM et paradoxal ou REM) suivis par I'éveil formant ainsi

I’architecture du sommeil.

Le sommeil lent (NREM : Non Rapid Eye Movement). D’'une maniére générale, le
sommeil lent est le plus réparateur autant sur le plan physique qu’au plan psychique. Il
est caractérisé par une baisse globale du débit sanguin cérébral et une diminution de

l'activité des structures du tronc cérébral (Maquet et al., 1997). Le sommeil NREM
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commence par le stade N1, ou le sommeil est |éger, suivi du stade N2 ou le sommeil est
lent et le stade N3 du sommeil lent profond, cette derniére phase semble préparer le

cerveau a passer au sommeil REM (Fig. 1).

Le sommeil REM (Rapid Eye Movement). Le sommeil REM, aussi appelé sommeil

paradoxal, est la période des réves et de la mise en mémoire des informations acquises
pendant la journée. Ce stade de sommeil se présente réguliérement toutes les 60-90
minutes chez '’humain. Dans le sommeil humain, les états de sommeil (NREM/REM) se
répétent dans des périodes de temps réguliéres et selon des cycles de 60 a 90 minutes.
Au cours d'une nuit 3 & 7 cycles de sommeil peuvent se succéder. Contrairement au
sommeil lent, le sommeil REM a une fréquence EEG plus élevée avec une faible
amplitude semblable a 'EEG de I'éveil et une activité musculaire EMG trés faible d0 a
'atonie musculaire. Aussi, le sommeil REM est caractérisé par des mouvements

oculaires rapides, et une respiration irréguliere.

L’éveil. Généralement, I'éveil résulte d’une augmentation de Il'activité du cortex qui
produit une désynchronisation corticale. Au cours de I'éveil, la vigilance est élevée, les
yeux généralement ouverts, le temps de réaction a toutes stimulations est trés court et
les réflexes sont vifs. Pendant cette période l'activité EEG est rapide. Il représente chez
les humains prés des deux tiers du temps. Plusieurs zones dans le cerveau sont
impliquées dans la régulation de I'éveil et du sommeil qui sont aussi controlés par les
processus circadien et homéostatique. Nous allons présenter avec plus de détails ces

processus et leur importance dans la régulation du sommeil dans la section suivante.

SWA (% of 24-h mean)

B ' Waking NREMS REMS

EEG malwstiontoibabiitl A <0 v
Is

Figure 1: Architecture du sommeil et de I'activité corticale. (A) L'activité a ondes lentes de 'EEG
et hypnogramme correspondant a 24h de baseline (référence) chez un rat. Les barres verticales

18



représentent valeurs consécutifs de 4-s de I'activité a ondes lentes (AOL). L’AOL diminue au
cours de la période de lumiére de 12 h, et augmentent aprés les long épisodes de I'éveil. (B)
L’électroencéphalogramme (EEG) pendant I'éveil, le sommeil lent et le sommeil paradoxal chez
un rat (Reproduit de Vyazovskiy, et al., 2011, Electrophysiological correlates of sleep
homeostasis in freely behaving rats).

1.2.2 Processus de régulation du sommeil

Il est connu que le sommeil est régulé par deux processus, impliquant que les transitions
entre le sommeil et I'éveil sont médiées par l'interaction d'un processus homéostatique
(processus S) et un processus circadien (Processus C) (Borbely, 1982; Daan et al.,
1984). La pression controlé par le processus S augmente au cours de I'éveil et diminue
durant le sommeil, et c’est ainsi qu'’il induit la sensation du besoin de dormir et I'intensité
du sommeil (Daan et al., 1984; Borbély et al., 1982 ; Franken et al., 1991). Quant au
processus C, il est généré par notre horloge biologique interne située dans les noyaux
suprachiasmatiques (NSC) de I'hypothalamus. En effet, I'horloge biologique serait
responsable de la rythmicité du cycle éveil-sommeil (Ralph et al., 1990; Daan et al.,
1984), elle contrdle un grand nombre de fonctions physiologiques sur un rythme

d’environ 24 heures, appelée rythme circadien.

1.2.21 Processus circadien

Le cycle éveil-sommeil est I'un des processus biologiques controlé par le rythme
circadien (Aschoff et al., 1965; Hur et al., 1998; Lavie, 2001). Toutes les cellules du
corps humain sont capables de générer ces rythmes circadiens, et la variation génétique
est en partie responsable de la différence des horloges circadiennes internes et la
rythmicité entre les individus (Harano et Miyatake 2010). Cette variabilité génétique peut
aussi étre responsable de la différence de cycle éveil-sommeil entre les individus et du
chronotype qui définit les préférences pour I'horaire de sommeil (individus dits matinaux
qui se couchent et se lévent t6t ou vespéraux qui se couchent et se lévent tard). La
rétine, ’lhormone mélatonine et la température corporelle jouent un réle essentiel dans le
systeme circadien et sont impliquées dans le contréle des variations endogénes
importantes au cours de la journée et/ou en réponse aux stimuli du cycle

lumiére/obscurité.
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La rythmicité circadienne origine d’un ensemble de mécanismes moléculaires impliquant
des génes nommés génes de I'horloge (ex: Brain and muscle ARNT like 1 (Bmali),
Circadian Locomotor Output Cycles Kaput (Clock), Period (Per)) (King et al., 1997). Le
premier géne de I'horloge isolé est appelé Period (per), pour lequel différentes mutations
ont été identifiees. Ce sont des génes qui composent une boucle de rétroaction ou
l'activation initiale d'un géne est régulée par ce dernier selon un cycle qui dure environ
24 h. L'horloge circadienne chez les mammiféres est contrélée par deux facteurs de
transcription principaux BMAL1 et CLOCK qui forment un hétérodimeére et se lient aux
séquences E-box (séquence d'ADN trouvé dans certaines régions de promoteur qui agit
comme un site de liaison de protéine) dans 'ADN des génes Period (Per1, Per2) et
Cryptochrome (Cry1, Cry2). Le fonctionnement en boucle de rétroaction fait en sorte
qu’apres la traduction de Per et Cry en protéines, elles interagissent ensuite pour inhiber
I'activité de BMAL1/CLOCK (Young et al., 2001; Ko et Takahashi 2006).

L’isolement des mutants est une approche assez prometteuse pour comprendre les
fonctions de certains génes. En effet, des souris dont le géne Per1 est muté montrent
des actogrammes ayant une période de I'horloge interne plus courte que la normale.
Aussi, des souris dont le géne Clock est inactivé ont perdu leur rythmicité lorsqu’elles
ont été plongées dans l'obscurité constante. Le géne Clock, isolé et séquencé. Les

animaux portant la mutation Clock présentent un actogramme anormal.

1.2.2.2 Processus homéostatique

La dynamique de 'homéostasie du sommeil est mesurée par l'activité a ondes lentes de
'EEG (Fig. 1). La pression homéostatique pour le sommeil augmente pendant I'éveil et
diminue pendant le sommeil. Ainsi, un manque de sommeil provoque une augmentation
compensatoire de l'intensité du sommeil, tel que mesurée par l'activité a ondes lentes.
Le processus S définit donc la récupération pendant le sommeil en fonction de la
période d’éveil. Cette fonction récupératrice a été proposée en se basant sur le fait que
l'activité a ondes lentes augmente durant le sommeil proportionnellement a la durée

précédente de I'éveil.

Plusieurs hypothéses ont été développées pour répondre a la question fondamentale de
la fonction du sommeil et de I'intensité du sommeil qui reste toujours un mystére. Dans

les derniéres décennies, de nombreuses hypothéses sur la fonction de 'homéostasie du
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sommeil ont été proposées, en mettant l'accent sur le maintien de I'homéostasie
cellulaire de I'énergie, la plasticité synaptique, la consolidation de la mémoire, la
thermorégulation, la biosynthése de macromolécule et sur d’autres fonctions (Abel et al.,
2013; Cirelli et Tononi 2008; Diekelmann et Born 2010; Frank 2006; Mackiewicz et al
2007; Varshavsky., 2012; Vyazovskiy et Harris., 2013). Ces hypothéses ne sont pas
nécessairement exclusives, il est possible et probable que différents processus

moléculaires se produisent en paralléle durant le sommeil.

Dans la plupart des espéces de mammiferes étudiées, la quantité de sommeil est élevée
au cours de la période néonatale, la phase de la vie qui se caractérise par le
développement du cerveau et beaucoup de plasticité synaptique (Frank et Heller 1997;
Frank., 1997; Roffwarg et al., 1966). Ceci suggére un lien étroit entre le sommeil et la
plasticité synaptique. Ainsi, 'une des principales hypothéses qui ont été abordées les
derniéres années est I'hypothése de '’homéostasie synaptique proposé par Tononi et
Cirelli (2003; 2006; 2013). Cette hypothése suggére que le sommeil reflete des
changements liés a la plasticité synaptique. Plus précisément, elle suggére que pendant
I'éveil, les connexions entre les neurones sont augmentées en induisant ainsi le besoin
de sommeil. Ceci serait lié a la régulation homéostatique du sommeil et a la

récupération.

Il est établi que I'état d’éveil est associé a certains changements moléculaires,
structurels et fonctionnels dans le cerveau qui se produisent progressivement. Il s’avéere
ainsi logique de conclure que des difficultés de sommeil en réponse a une certaine
perturbation peuvent avoir un impact négatif sur la récupération, et ils peuvent
également exacerber d’autres troubles. Une étude effectuée sur des patients vacciné,
ayant subi ensuite une privation de sommeil ou non, a rapporté que ceux qui ont été
privés de sommeil avaient des niveaux d'anticorps plus faibles quelques semaines plus
tard, ce qui démontre que le manque de sommeil peut, aprés la vaccination, nuire a la
formation des acteurs de défenses immunitaires spécifiques de I'antigéne (Spiegel et al.,
2002). Ceci montre qu’outre la cognition, I'effet de manque du sommeil pour s’étendre et
affecter d’autres processus physiologiques tel que le systéme immunitaire. Afin de
mieux comprendre les conséquences de manque de sommeil, nous allons présenter les

effets de la privation de sommeil dans les sections suivantes.
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1.2.3 Effets de la privation de sommeil (PS) sur la cognition

La privation de sommeil expérimentale est une excellente méthode qui permet d’élucider
l'importance du sommeil dans les processus physiologiques et comportementaux. De
nombreuses études ont rapportés que la privation chronique de sommeil peut avoir des
effets néfastes et considérables sur la performance, I'apprentissage, la mémoire et la
récupération des fonctions physiques ou psychologiques (Killgore 2010; Diekelmann et
Born., 2010; Palagini et Rosenlicht.,, 2011; Krueger et al., 1999). En général, plus la
durée de I'éveil est prolongée, plus la performance est altérée. Aussi, il a été observé
que le temps de réaction a des taches de vigilance psychomotrice était plus élevé aprés
une privation de sommeil total, partielle ou méme aprés un sommeil fragmenté (Dinges.,
1997; Belenky et al., 2003), ce qui indique que la PS entraine un ralentissement cognitif
considérable. Cette détérioration de la performance peut étre restaurée quand le tiers du

sommeil perdu est récupéré (Horne., 1988; 1993; Dinges et Kribbs., 1991).

Les résultats d'une étude de neuro-imagerie, ont montré qu'une seule nuit sans sommeil
altére la connexion entre 'amygdale et le cortex préfrontal. Plus précisément, la PS
génére une perte de contréle et empéche l'inhibition de l'activation de 'amygdale (Yoo
et al., 2007). Les auteurs de la méme étude ont suggéré que le sommeil semble
effectuer une remise a la base (reset) du cerveau et de la réactivité émotionnelle, en
assurant le maintien de l'intégrité du circuit préfrontal. Des études chez les rongeurs
montrent que la mémoire et I'apprentissage dépendent du sommeil. Des souris
soumises a 6h de privation de sommeil immédiatement aprés une tache de
reconnaissance d'objet ont eu des troubles de mémoire, tandis que la mémoire reste
intacte si la privation de sommeil n’est effectuée qu’aprés 6h suite a la méme tache
(Palchykova et al., 2006). Ces données montrent une relation étroite entre le sommeil, la

plasticité et la récupération des fonctions cognitives.

La privation de sommeil affecte la cognition, l'attention, et les comportements
émotionnels contrdlés par les régions du cerveau comme le néocortex et I'hippocampe
(Nilsson et al., 2005; Smith et al., 2002; Yoo et al., 2007). Dans le cortex préfrontal : Les

structures corticales sont impliquées dans le maintien de l'attention et la cognition. Des

données de traitement du signal électroencéphalographique (EEG) suggérent que

pendant la privation de sommeil, les performances lors des taches de mémoire et
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d'attention sont associés a une baisse de I'amplitude des caractéristiques spectrales
associées a la vigilance (Gevins et al., 1997). Aussi, I'effet de I'éveil prolongé au-dela de
15 heures sur la capacité de mémoire de travail a montré une association fonctionnelle
avec des déficits neuroanatomique, tel que les structures du lobe pariétal et frontal
connues pour étre impliquées dans la mémoire de travail et d'attention. Des données
montrent que la privation de sommeil est liée a I'augmentation de I'activation du cortex
préfrontal et du lobe pariétal lors de taches de l'apprentissage. Cette information
suggére que les taches d'attention partagée nécessitent plus de ressources
attentionnelles que normalement requis par une personne privee de sommeil
(Drummond et al., 2001) .

Dans I'hippocampe : Des études antérieures ont montré que la perte de sommeil induit

une diminution de l'activités de I'hippocampe (Yoo et al., 2007). Ceci est également
suggéré par le fait que la privation de sommeil altére I'apprentissage dépendant de
I'hippocampe et la mémoire, ceci est associés a des changements des molécules liés a
la mémoire et a la plasticité synaptique telles que P-CaMKII, BDNF (Youngblood et al.,
1997; Alhaider et al., 2010; McDermott et al., 2003). En outre, le BDNF est réduit aprés
la PS dans I'nippocampe. Il est bien connu que le déficit d'expression hippocampique de
BDNF affecte la cognition comme la reconnaissance d'objet et la mémoire spatiale
(Heldt et al., 2007)

1.2.4 Les mécanismes moléculaires impliqués dans ’lhoméostasie du sommeil

De nombreuses voies moléculaires sont associées au sommeil/éveil. Nous allons
présenter dans ce chapitre la relation entre le sommeil et les marqueurs de plasticité, les
cytokines et les génes de I'horloge biologique, et comment ces éléments peuvent étre
impliqués dans la régulation de sommeil. Essentiellement, le sommeil est régulé via

deux voies moléculaires principales :

1.2.4.1 Voies moléculaires liées a la plasticité synaptique
Suite a une privation de sommeil, I'expression des génes de plasticité augmente
immédiatement d’'une maniére importante au niveau de l'hippocampe et le cortex

cérébral. Cela comprend les génes de réponse immédiate (Arc, c-Fos, Ngfl-A,
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Homer1a), les facteurs de transcription (Creb), les génes liés au métabolisme, des
facteurs de croissance neuronale (Bdnf) et les protéines de choc thermique (Sheng et
Greenberg., 1990; Cirelli and Tononi., 2000; Chen et al., 2006; Maret et al., 2007; Aton
et al., 2009; Curie et al., 2013; El Helou et al., 2013). Aussi, la privation de sommeil
induit des changement sur I'expression des protienes d’adhesion synaptique telle que
NIgn1, mais ces changement varient selon la souche de I'animal et le variant
transcriptionnel étudiés (El Helou et al., 2013). Le sommeil semble étre régulé par ces
éléments dépendant de la plasticité synaptique. Il est important de souligner que,
indépendamment de la catégorie dans laquelle ils sont répertoriés, plusieurs de ces
genes qui augmentent durant I'éveil ou aprés la PS ont été impliqués dans les
mécanismes moléculaires de la plasticité neuronale. Aussi, plusieurs de ces génes ont
été associés a l'apprentissage, la mémoire et a la cognition. La PS induit une régulation
différentielle des génes a réponse immédiate dans le noyau suprachiasmatique et le
néocortex (Thompson et al., 2010). Il y a eu des évidences que les genes d'horloge
peuvent étre impliqués dans I'homéostasie du sommeil dans le cortex cérébral, en
particulier Per1, Per2 et Dbp. En effet, la privation de sommeil induit 'augmentation de
Per2 principalement dans le cortex cérébral, tandis que son niveau dans le noyaux

suprachiasmatiques (NSC) reste inchangé (Franken et al., 2007; Curie et al., 2015)

Les génes de plasticité sont affectés differemment dans le cortex et dans I'hippocampe.
Des études ont permis d’examiner I'expression des génes de plasticité aprés la privation
de sommeil. Cela a conduit a l'identification des classes de génes dont les expressions
sont modifiées par la privation de sommeil dans le cortex et I'hippocampe (Mackiewicz et
al 2009; Wang et al., 2010).

Dans le cortex : Aprés des périodes de courte durée de la privation de sommeil, il y a

une augmentation observée des génes de plasticité tels que Bdnf, Arc, c-fos et NGFI-A
dans le cortex cérébral. Quand la privation de sommeil s’allonge, des changements
d'expression des génes dans d'autres classes de génes (tels que les génes exprimant
pour : des protéines de choc de chaleur, des protéines chaperons, des facteurs de
croissance, des molécules d'adhésion, et des composants de neurotransmission
présynaptique et postsynaptique) sont observés dans le cortex (Cirelli et Tononi 2000;
Tononi et Cirelli 2001; Cirelli 2002; Cirelli et al 2006; Mackiewicz et al 2009; Wang et al
2010; Curie et al 2013).
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Dans I'hippocampe: Comme I'hippocampe est lié directement a I'apprentissage et la

mémoire, il n'est pas surprenant que la privation de sommeil perturbe la plasticité
synaptique dans I'hippocampe. Les changements dans l'expression des génes liés a la
plasticité synaptique dans I'hippocampe aprés PS différent de ce qui a été observé dans
le cortex. Les chercheurs ont méme observé des résultats contradictoires concernant
I'expression des génes aprés la privation de sommeil. Taishi et al. (2001) ont constaté
que, aprés 8 h de la privation de sommeil, le géne a réponse immédiate Arc augmente
dans I'hippocampe, tandis que Bdnf reste inchangé. Cependant, d’autres chercheurs ont
observé plus tard que le Bdnf, ainsi que CREB, et I'expression de CAMKII ont été
réduites aprés privation de sommeil (Guzman-Marin et al., 2006). Ces changements
dans l'expression des génes au niveau de I'hippocampe sont inversés aprés 2,5 h de

sommeil suite a la PS (Vecsey et al. 2012).

L’état de sommeil et I'éveil different sur plusieurs volets, que ce soit en matiere de
comportement, du métabolisme, d’activité neuronale, des médiateurs de l'inflammation
ou au niveau de I'expression des geénes. Il est évident que la transition entre ces deux
états engendre d’autres changements physiologiques tels que la synthése des
protéines, les neurotransmetteurs et le métabolisme qui peuvent également étre
associés a la plasticité synaptique. Effectivement, des données récentes montrent que
le besoin accru de sommeil induit des changement de I'expression des génes dans le
cerveau impliquant I'ensemble du génome (voir Rachalski et al., 2014 pour revue de

littérature).

Les génes de plasticité et la régulation de sommeil:

L'activité a ondes lentes (0-4 Hz) pendant le sommeil NREM est un indicateur du besoin
de sommeil, car elle augmente avec la durée de I'éveil préalable et diminue pendant le
sommeil. Dans une étude, Huber et ses collaborateurs (2007) ont voulu déterminer chez
des rats, si la plasticité neuronale sous-tend le lien entre I'éveil et I'activité a ondes
lentes. A I'aide d’une expermientation qui combine 'EEG et la stimulation magnétique
transcranienne (SMT), ils ont mesurés la quantité d'activité a ondes lentes (AOL) durant
le sommeil suivant une tache d’apprentissage. Plus precisemment, les sujets de I'étude
ont subi une potentialisation par SMT et les réponses corticales ainsi que les

changements locaux en AOL ont été surveillés a I'aide 'EEG. Les résultats montrent que
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la SMT produit une potentialisation suivie par une augmentation locale des AOL durant
le sommeil. Ensuite ils ont mesuré I'expression corticale de génes liés a la plasticité
(Bdnf, Arc, Homer, NGFI-A). Leur étude suggére un lien direct entre la plasticité
synaptique déclenché durant I'éveil et identifie BDNF comme un médiateur majeur de ce
lien au niveau moléculaire. En effet, aprés une privation de sommeil par manipulation
douce chez les jeunes rats, les niveaux corticaux de Bdnf ont été augmentés (Hairston
et al., 2004). De plus, suite a une cartographie du génome, Thompson et al. (2010) ont
montrés que I'expression d’Arc est augmenté dans le cortex et I'hippocampe des souris

ayant subi 6h de privation de sommeil comparés aux contréles.

1.24.2 Voies moléculaires liées a I'inflammation

Il a été démontré que des perturbations du cycle veille sommeil peuvent affecter de
maniére significative la fonction immunitaire. Par exemple, la privation de sommeil
augmente les taux circulants de marqueurs inflammatoires telles que I'lL-6, le facteur de
nécrose tumorale (TNF) a, et la protéine C réactive (Vgontzas et al., 2004; Meier-Ewert
et al.,, 2004; Irwin et al., 2004). Aussi, la perte de sommeil induit I'altération de la
réponse innée de systéme immunitaire. Ceci est rapporté par une étude ayant observé
aprées une nuit de privation de sommeil une augmentation significative de cytokines et de
TNF-a au niveau des monocytes périphériques comparés aux controles (Ackermann et
al., 2012; Zielinski et al., 2014). En outre, la perte de sommeil a un impact sur
I'expression de génes de cytokines pro-inflammatoires (Irwin et al., 2006). Dans une
étude sur de jeunes adultes portant sur la durée/qualité du sommeil et la sécrétion d'IL,
la privation de sommeil a augmenté les niveaux diurne d’IL-6 et provoqué de la
somnolence et de la fatigue pendant la journée suivante (Vgontzas et al., 1999). Ceci
suggere que la perte de sommeil est assez nocive pour troubler le systeme immunitaire
et pour créer un véritable stress pour l'organisme en général et pour le cerveau en

particulier (Ackermann et al., 2012).

Les cytokines sont des molécules sécrétées par les cellules du systéme immunitaire qui
agissent comme médiateurs et régulateurs de processus immunitaires, l'inflammation et
I'hématopoiese. Des cytokines, telles que IL-1 ou de TNF-a, NGF, IL-10 et IL-4 semblent
tous faire partie d’'un réseau de régulation biochimique du sommeil, et modulent

plusieurs fonctions telles que la mémoire, la cognition, la fatigue et la somnolence (Pugh
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et al., 2001; McAfoose et al., 2009; Kurzrock., 2001; Vgontzas et al., 1997). |l est établi
que le sommeil a un réle important dans le renforcement du systéme immunitaire et que
celui-ci change tout au long de la journée en méme temps que le cycle veille-sommeil,
d’ou l'existence probable d’'une communication bidirectionnelle entre le sommeil et le
systeme immunitaire (Krueger et al., 1995; Krueger et Toth., 1994). D’ailleurs, un grand
nombre de variables qui influent sur le sommeil ont été liées a des mécanismes
hormonaux et humoraux, qui sont régulés par une cascade biochimique impliquant des

éléments du systéme immunitaire.

Ainsi, dans les conditions physiologiques de sommeil normal, des cytokines comme [I'IL-
6 et I'lL-2, sont impliquées a la régulation de sommeil. Une étude chez I'humain, a
démontré que les concentrations circulantes d'IL-2 changent dans la période nocturne,
avec des niveaux élevés des IL-2 dans les premiéres heures de sommeil (Irwin et al.,
1999). Pareillement, des données suggerent une interaction entre le sommeil, les
rythmes circadiens, et les cytokines (Keller et al., 2009; Yoshida et al., 2014). Comme
par exemple, la concentrations de TNF et d'IL-6 chez des patients atteints de troubles du
sommeil montrent souvent des différence entre la journée et la nuit (Vgontzas et al.,
1997; 1999; Bauer et al 1994). Toutes ces observations suggérent que le sommeil est

modulé par l'inflammation.

Des études au cours des derniéres années ont permis d'élucider l'influence de cytokines
inflammatoires sur le systéme circadien. En effet, des observations indiquent que les
deux cytokines IL-1 et TNF inhibent I'expression des génes de I'horloge (Clock, Bmal1,
Per) via la perturbation d'activation des éléments de régulation E-box (Cavadini et al.,
2007; Krueger et al 2007; Krueger., 2008; Petrzilka et al., 2009). De plus, le niveau de
ces cytokines dans le sang est élevé en début de soirée, et plus bas dans la matinée.
Par ailleurs, dans les conditions physiologiques normales, les taux plasmatiques de TNF
varient parallelement avec [lactivite EEG a ondes lentes et avec Ila
propension a s'endormir. Aussi, l'injection des deux cytokines TNF- a ou IL-1f induit de
fortes augmentations du sommeil NREM, et l'inhibition de ces mémes cytokines réduit le
sommeil NREM (Fig. 2). De plus, des observations chez des souris dépourvues de
récepteurs TNF ou IL-1B rapportent qu’ils dorment moins comparés aux contrbles. Ceci
porte a penser que des changements des acteurs du systéme immunitaire peuvent
assumer un role important dans la régulation homéostatique du sommeil (Redwine et al.,
2000; Hublin et al., 2007; Papanicolaou et al., 1998).
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Figure 2: L'effet de Iinterleukine-1 béta sur le sommeil chez la souris. Le sommeil enregistré
pour les 24h suivantes linjection d’IL-13. La durée du sommeil NREM était beaucoup plus
grande aprés IL-1p (cercles vides) que celle observée pendant les enregistrements des contréles
(cercles pleins) pendant environ 6h. (Reproduit de Krueger et al., 2011; Involvement of cytokines
in slow wave sleep).

Dans le méme contexte, Krueger et al. (2011) proposent un rble des cytokines TNF et
IL-1 dans le fonctionnement synaptique ‘Scaling’, qui est I'une des principales
hypothéses sur la fonction des oscillations lentes pendant le sommeil (Someren et al.,
2011; Tononi et Cirelli, 2006). Ces changements aux niveaux des cytokines peuvent étre
en lien directe avec la plasticité synaptique, surtout que le TNF est impliqué dans
I'expression des récepteurs glutaminergiques et la plasticité synaptique (Pickering et al.,
2005). D’autre part, la relation entre le processus inflammatoire et le sommeil
est médiée en partie par I'adénosine-5'triphosphate (ATP). Comme dans toutes les
cellules, 'ATP se trouve aussi dans les cellules gliales (Burnstock et al., 2007). La
libération de cytokines est renforcée par I'activité neuronale via I'adénosine, qui est un
produit de la dégradation de 'ATP (adénosine triphosphate). La production d’adénosine
reflete aussi le niveau d’activité des neurones et des cellules gliales (Zielinski et
Krueger., 2011). Egalement, 'adénosine a été proposé comme marqueur, pendant le

sommeil et I'éveil, de la régulation homéostatique (Dworak et al., 2010).
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1.3 Le traumatisme cranien
1.3.1 Définition

Le TCC est un probléme de santé publique rencontré dans la communauté générale. |l
entraine un large éventail de séquelles a court et a long terme, qui peuvent persister
pendant une longue période de temps. Cliniquement, les types de TCC sont classés en
fonction de I'échelle de Glasgow (Glasgow coma scale (GCS)), une méthode qui permet
de mesurer la sévérité d’'un coma, et ce par I'évaluation de 4 critéres cliniques:
'ouverture des yeux, la réponse verbale, la perte de conscience et la réponse motrice.
Un TCC sévére est définit par un coma avec échelle de Glasgow < 9, et le TCC modéré
se définit par un Glascow de 9 a 12. Quant au TCL, il est traduit par un score de
Glasgow de 13 a 15, avec un ou plusieurs des éléments suivants : confusion,
désorientation, amnésie post-trauma inférieure a 24 heures, perte de conscience
inférieure a 30 minutes (Teasdale et Jennett., 1974, Prins et al., 2013). Le présent projet

portera spécifiquement sur les TCL.

1.3.2 Le traumatisme cranien léger (TCL)

Selon les données épidémiologiques, plus de 1,5 millions de personnes subissent un
TCC chaque année aux Etats-Unis, dont 75 % sont considéré comme TCL. Ces
blessures peuvent provoquer des séquelles a long terme. De plus, beaucoup de patients
avec TCL ont des difficultés pour la reprise des activités quotidiennes, et peuvent
devenir incapables de retourner au travail pendant plusieurs semaines voir des mois
(Bazarian et al., 2005; Macciocchiet al., 1993). Outre les conséquences sur la santé
humaine, le TCL entraine des collts élevés au budget de la santé. Aux Etats-Unis par
exemple, le colt des TCL est de 17 milliards de dollars chaque année selon le centre
national de prévention et de contréle des traumatismes (Rapport au Congrés sur TCL
aux Etats-Unis, 2003).

Malgré la nature légére du TCL, la prévalence des séquelles post-TCL est non
négligeable. Ainsi, le TCL est fréquemment associée a un dysfonctionnement cognitif et
psychologique, qui comprend des plaintes de fatigue, des maux de téte, de I'anxiété, de
la dépression et bien évidemment des troubles de sommeil comme étant les plus
courants (Fig. 3). Ces séquelles entrainent des conséquences socio-économiques

importantes tel que le chémage et linvalidité (Dikman et al., 2009; Englander et al.,
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1992). En général, ces symptdbmes post-commotionnel affectent jusqu'a 50% des
patients TCL aprés un mois, et entre 15 a 25% aprés un an (Bazarian et al., 1999;
Petchprapai et Winkelman., 2007).

La variabilité du diagnostic associée a une définition plus ou moins uniforme du TCL,
ainsi que le manque de biomarqueurs fiables rendent I'évaluation du pronostic de la
récupération difficile (Ellenberg et al., 2009). Une meilleure identification des TCL
permettrait de catégoriser l'offre des soins en fonction du niveau de gravité des
blessures, du pronostic de récupération et du niveau de services nécessaires pour y
répondre de maniére appropriée. En outre, si le pronostic de récupération est bon pour
la grande majorité des personnes atteintes de TCL, un certain nombre d’individus
rapportera des symptomes persistants au-dela de trois mois (Wiseman-Hakes et al.,
2011).
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Figure 3: Les effets a court et a long terme d’'un TCL. Schéma descriptif des symptdémes post-
commotionnels et des éléments qui servent pour le diagnostic des commotions cérébrales a court
et a long terme (Reproduit de Toledo et al., 2012; The Young Brain and Concussion: Imaging
as a Biomarker for Diagnosis and Prognosis.)

1.3.3 Dommages dus aux TCL
La plupart des études ont porté sur les TCC modérees et sévéres. En conséquence, les
TCL ont recu moins d'attention comparés aux problémes qui en découlent. Pourtant, une

commotion cérébrale avec un impact moins sévére tend a affecter beaucoup plus
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fréquemment les patients. C’est ainsi que les TCL sont décrits comme une épidémie
silencieuse (Feinstein et Rapoport 2000). On sait que le cerveau est protégé contre les
chocs par le crane, mais les méninges et le liquide céphalo-rachidien demeurent
toutefois trés fragiles. Suite a la Iésion, la force de I'impact externe induit une atteinte du
flux sanguin et de la pression intracranienne (Fig. 3). Cet impact cause souvent des
dommages et des Iésions aux tissus, appelés dommages primaires. Cependant, les
lésions dues aux TCL sont souvent invisibles en neuro-imagerie (IRM, TDM), mais ils
entrainent toutefois des altérations au niveau neuronal, telle que latteinte de la
substance blanche, la dégénérescence des dendrites, ainsi que la réduction du nombre
des synapses (Gao et al., 2011). Effectivement, une étude chez les patients TCC montre
que la concentration de la matiere grise a diminué dans plusieurs régions du cerveau y
compris le cortex frontal et temporal comparés aux contréles (Gale et al., 2005). Les
données actuelles soulignent également que les changements de la substance blanche
existent chez la population TCC a différentes sévérités, y compris les TCL. Aussi la
morphologie des épines dendritiques est affectée de maniére significative suite aux
Iésions du cortex ipsilatéral (Winstonet al., 2013; Gao et al., 2011; Tay et al., 2010;
Kraus et al., 2007). Ces altérations synaptiques et dendritiques peuvent nuire
considérablement au fonctionnement du systéme nerveux central et en conséquence

nuire a la mémoire, la cognition et au sommeil (Tada et Sheng., 2006).

Les changements qui succédent aux dommages primaires donnent naissance aux
dommages secondaires. |l a été montré que le TCC déclenche une réponse cellulaire
(Fig. 4A) dans les différents circuits neuronaux que nous allons présenter dans les
sections suivantes. Cette réponse cellulaire aboutie a la neuro-dégénérescence corticale
et hippocampique, entrainant une perte majeure de tissu dans le cortex, qui s’étend
souvent dans I'hippocampe. Aussi, des données indiquent que le TCC modéré
déclenche une mort nécrotiques des neurones immatures dans I'hippocampe chez la
souris (Colicos et al., 1996; Fox et al., 1998; Kochanek et al., 2006; Mtchedlishvili et al.,
2010; Yang et al., 2010; Zhou et al., 2012).

31



A: Neuronal Changes B: Axonal Changes.

K+

K+ to run the pumps and restore equilibrium
TN K+ - S R 3
U N~ % s
\ Y\ 7 ke A\ 7 ; .
AN ’/ S \V/ Worst case scenario N
K+ o NV / ‘J ? 4 Axonal disruption < ~

A 4 = / >
\ ' Na-K R X %
ADRP 7 ATPas

S ofate Nasdf  Lesermeeen, 3 .

" calgium influx s, )

i N aloalo e . ~ s
K 3 2: -~

Neurofilament compaction Caz+

/, N2
/( K+ [Ir\creased energy demand and glucose consumption] a

o +Caz* ‘e, | Axonal swelling and b p—

s - H L/ | c
7 o3t g e, secondary axotomy A e s
A s \ é.. \ e

Pad (
-
\ g \ - X L
N\ \ v \ \J] W energy production and reduced d
\ N— j {_brain blood flow/nutrient supply . - —
—_— —

Worst case scenario
Apoptosis/cell death

Figure 4: Schéma descriptif des changements cellulaires et métaboliques en réponse au TCL.
(A): Certaines changements physiologiques surviennent au cerveau suite au TCL, tels que la
dépolarisation neuronale, la libération de neurotransmetteurs excitateurs, des changements
métaboliques et l'altération de débit sanguin cérébral. (B): Changements axonaux dans le tissu
humain suite au TCL identifiés par APP (immunoreactivity to amyloid precursor protein)
immunohistochimie. (Reproduit de Toledo et al., 2012; The Young Brain and Concussion: Imaging
as a Biomarker for Diagnosis and Prognosis.).

1.3.4 Trouble de sommeil chez les TCL :

Les troubles de sommeil (TS) sont les problémes les plus rapportés suite a un TCL, leur
prévalence varie selon les études de 30 a 80% (Cohen et al., 1992). Les TS post-TCL
peuvent prendre plusieurs formes, telles que I’hypersomnie (allongement de la durée de
sommeil), l'insomnie (difficulté d’endormissement ou de maintien du sommeil), la
somnolence diurne et le délai de phase (se coucher plus tard et se lever plus tard). La
somnolence diurne excessive semble étre la plus répandue (Baumann et al., 2012;
Baumann et al., 2007). Dans les derniéres années, la recherche cliniques a permis la
collecte des données pertinentes sur les TS a la suite de différentes formes des TCC,
suggérant que les TS se développent a travers un large spectre des patients TCL
(Duclos et al., 2013; 2014; Tham et al., 2012). Les données suggérent que le sommeil
altéré présente un impact négatif sur la récupération neuronale et cognitive. En outre,
l'altération de sommeil peut exacerber les troubles de I'humeur, de mémoire, des
troubles d’attention et de la vitesse de traitement de l'information, et il peut méme étre
associé a la douleur post-TCL (Castriotta et al., 2009; Mahmood et al., 2004; Makley et
al., 2009; Wilde et al., 2007; Bloomfield et al., 2010; Khoury et al., 2013).
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Ces troubles sont suffisamment prévalents pour qu’ils soient pris en considération.
Toutefois, quelques difficultés nuancent lidentification des TS post-TCL comme
'absence d’homogénéité dans la blessure puisqu’on ne retrouve pas les mémes
symptdmes et les mémes TS chez les différents patients. Plusieurs facteurs augmentent
la variabilité, comme la capacité du patient a s’autoévaluer et a rapporter son vécu, a
cause du choc subi qui affecte souvent la cognition (Baumann et al., 2007; Castriotta et
al., 2001).

Au cours des dernieres décennies, des modeles animaux ont été développés pour
reproduire les différents aspects de TCC humain, afin de mieux comprendre la
physiopathologie sous-jacente, et pour explorer des traitements pertinents. Pareillement
pour les TCL, les modéles animaux sont nécessaires pour élucider la physiopathologie
des troubles du sommeil post-TCL. Récemment, une étude utilisant un systéme de cage
piézoélectrique pour I'enregistrement de sommeil, a montré que les souris avec un TCC
modéré ou léger avaient une augmentation importante du sommeil dans les premiéres
heures aprés le TCC et indépendamment du moment de la journée ou la chirurgie TCC
a eu lieu (Rowe et al., 2014). Cependant, les limites de cette étude n'ont pas permis
l'identification des différents états de sommeil post-TCL (sommeil NREM et REM), étant
donné que I'enregistrement avait été fait par un systéme qui n’enregistre pas 'EEG. Une
autre étude menée chez des souris TCL/Sham par percussion de fluide (Fluid
percussion injury (FPI)), et utilisant 'EEG, rapporte plusieurs épisodes d'éveil de courte
durée une semaine aprés un TCL, concluant que les souris TCL étaient incapables de
rester éveillées pendant de longues périodes de temps une semaine post-TCL (Lim et
al., 2013). De plus les épisodes de sommeil étaient fragmentés (épisodes individuels
plus court) et la durée totale du sommeil NREM était augmentée (Lim et al., 2013). Une
augmentation générale de la fragmentation des épisodes d’éveils et de sommeil a aussi
été observée pendant la période d’'activité des souris, et ce dans les trois premiers jours
aprés un TCC modéré a sévere (Willie et al.,, 2012). Autre donnée intéressante, les
neurones orexinergiques qui aident a maintenir I'éveil sont affectés suite au TCL,
spécifiquement, le TCL réduit le marquage pour I'Orexine-A dans I'hypothalamus latéral
(Chemelli et al., 1999; Skopin et al., 2014). Par ailleurs, ces données concordent bien
avec des études menées chez ’lhumain, montrant une diminution des niveaux d'orexine
dans le liquide céphalo-rachidien aprés la lésion traumatique (Nishino et al., 2001;
Strawn et al., 2010). Ces données ensembles indiquent I'altération de I'éveil et des
systémes qui y sont reliés aprés TCL. Toutefois, d’autres études sont nécessaires pour
élucider le développement et la physiopathologie des troubles du sommeil post-TCL et
surtout pour comprendre avec plus de détail la progression du sommeil et son role dans
la récupération suite au TCL.
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Dans le méme ordre d’idées, un de ces groupes a également observé des modifications
dans l'activité spectrale de 'EEG pendant I'éveil, le sommeil NREM et durant le sommeil
REM une semaine aprés-TCL (Lim et al., 2013). Plus précisément, les résultats ont
montré une diminution de la fréquence du théta pendant 'éveil et le sommeil REM chez
les souris TCL comparées aux animaux contrdles (Sham), et une augmentation de la
fréquence delta dans le sommeil NREM. Toutefois, la progression de I'activité EEG au
cours des différents états de vigilance, incluant les indices du sommeil récupérateur tel
que la dynamique de l'activité delta en sommeil NREM, reste toujours non étudiée dans
les premiers jours aprés le TCL. En effet, le manque de littérature a ce sujet contrecarre

la compréhension de l'impact précoce du TCL sur la qualité du sommeil et de I'éveil.

1.3.5 Implication de la génétique suite aux traumatismes craniens

L'influence de facteurs génétiques dans la prédisposition a générer des symptédmes
post-TCC est maintenant établie. Récemment, une étude rapportait des associations
entre le polymorphisme en position 308 du promoteur du géne codant le TNF-a et les
résultats cliniques a 6 mois post-TCC chez des patients TCC. Ainsi, les porteurs de ce
polymorphisme étaient plus susceptibles d'avoir une récupération défavorable mesurée
par I'échelle de Glasgow par rapport aux non-porteurs, d’ou la suggestion que la neuro-
inflammation peut avoir un impact majeur suite au TCC (Waters et al., 2013).

D’autre part, le polymorphisme du codon 66 situé dans le promoteur du géne Bdnf a été
largement étudié en lien avec les TCC. Ce polymorphisme résulte en un changement
d’acide aminé d’une valine (val) a une méthionine (met) (Lipsky et al., 2005). Il semble
que ce polymorphisme représente un grand intérét pour la récupération des fonctions
cognitives suite au TCL (Bagnato et al., 2012). Une étude voulant comprendre I'effet des
polymorphismes du géne Bdnf sur le mauvais pronostic des patients ayant subi un TCL,
a conclu que le polymorphisme du Bdnf prédit la transition a la douleur chronique suite
au TCL. Plus précisément, les patients TCL avec polymorphisme val/val du géne Bdnf
sont plus disposés a développer une chronicité des symptémes post-commotionnels
comparés aux patients ayant le génotype met qui sont moins a risque et bénéficient

d’une certaine neuroprotection (Khoury et al., 2013).
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1.3.6 Réponses cellulaires, facteurs moléculaires et excitoxicité
Comme mentionné ci-haut, a la suite des dommages primaires, un certain nombre
d'événements neurochimiques prennent lieu dans le cerveau, y compris la modification
et la libération de certains neurotransmetteurs et le processus neuro-inflammatoire
(Pappius., 1991). Ce processus est déclenché par les blessures axonales, dendritiques
(Fig. 4B) et gliales, et |a libération de cytokines que nous allons voir avec plus de détails
ci-bas (Pleines et al., 2001; Brough et al., 2011; Yang et al., 2013).

1.3.6.1 Réponses cellulaires
Une lésion physique donne lieu a une réponse cellulaire appelée excitotoxicité. De fagon
plus précise, la lésion cérébrale induit une libération excessive de certains
neuromédiateurs (ex : glutamate). Une concentration élevée de glutamate occasionne
de l'activité excessive des récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA), ce qui provoque un
flux excessif de Ca®* 3 travers ce canal ionique (Waxman and Lynch, 2005; Nilsson et
al., 1993). Généralement, I'augmentation excessive des ions Ca®" initie un processus
complexe, ou interviennent la synthése de radicaux libres et la libération de cytokines
inflammatoires. L’accumulation de ces facteurs engendre habituellement la mort

cellulaire par apoptose (Fig. 4A) (Marshall et al., 2000; Rothman et al., 1987).

Une étude chez des rats TCC a rapporté que la signalisation du glutamate est
augmentée dans les régions corticales spécifiques, et que le contréle GABAergique est
diminué suite a cet augmentation, ce qui contribue a une hyperexcitabilité corticale
(Cantu et al., 2014). Aussi, les taux de glutamate extracellulaires augmente dans le
cortex des rats dans la premiére heure aprés TCC (Nilsson et al., 1994; Folkersma et
al., 2011) et chez I'humain 24 h post-TCC (Chamoun et al., 2010).

Nous avons présenté que les ROS interviennent dans le processus d’excitotoxicité
déclenché par le TCC. Il est connu que le sommeil joue un réle pour le nettoyage du
corps de ces éléments qui peuvent étre nocifs. En effet, les ROS sont généralement
produites pendant I'éveil, et leurs niveaux sont fortement réduits pendant le sommeil
(Reimund 1994; lkeda et al., 2005). La clairance de ces éléments ROS qui se déroule
pendant le sommeil peut donc étre un moyen de défense contre le stress oxydatif (lkeda
et al.,, 2005). En conséquence, la perturbation du cycle éveil-sommeil va évidemment

induire un stress, tout en induisant 'accumulation de ces éléments délétéres. Un autre
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candidat supposé étre associé aux altérations suite au TCL ainsi qu’au cours du cycle
éveil-sommeil, est I'adénosine. Cet élément est un régulateur de I'énergie cérébrale
(Brown et al., 2012). Les lésions cérébrales générent une diminution d’énergie et des
niveaux d’ATP qui contribue avec d’autres facteurs a la mort neuronal. L’administration
de l'adénosine, qui est un élément constitutif de I'ATP, pourrait étre bénéfique pour
prévenir la mort des neurones suite aux TCC (Phillis et Goshgarian, 2001). Aussi, les
modifications des niveaux d’adénosine suite au TCC peuvent étre liées avec les troubles
de sommeil conséquentes, étant donné son réle potentiel dans I'homéostasie du
sommeil (Lusardi, 2009; Dworak et al., 2010; Brown et al., 2012; Scharf et al., 2008).

1.3.6.2 Inflammation

Généralement, une réponse inflammatoire survient suite a une lésion cérébrale, cette
réponse est caractérisée par I'activation des cellules gliales résidentes, la production de
cytokines pro-inflammatoires et par l'infiltration de leucocytes (dont les monocytes) dans
le cerveau. Plus précisément, la Iésion provoque la synthése de facteurs de transcription
pro-inflammatoires (O'Neill et Kaltschmidt, 1997), du facteur induit par I'nypoxie Hif-1
(Hypoxia-inducible factor 1) (Ruscher et al., 1998) et du facteur de transcription STAT3
(Signal transducer and activator of transcription 3) (Planas et al., 1996), ce qui initie la
réponse inflammatoire. Ces facteurs favorisent l'expression des médiateurs de
l'inflammation comme, les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-6) (Lindsberg et al.,
1991) et les chimiokines (la protéine chimiotactique des monocytes MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1) (Wang et al., 1995; Che et al., 2001). Récemment, les auteurs
d’'une étude ont observé que suite au TCL, 'augmentation du sommeil est observé en
parallele de changements dans I'lL-1 B (Rowe et al., 2013, 2014). En effet, le TCC a
induit une augmentation de I'IL-13 corticale dans les premiéres 6 h post-TCC chez les
souris TCC par rapport aux contréles (Rowe et al., 2013, 2014). Cette cytokine pro-
inflammatoire, est aussi considérée comme une substance régulant le sommeil (SRS)
(voir section 1.2.4.2) (Krueger et al., 2007).

Les cellules gliales semblent étre des acteurs importants a étudier suite a un TCC. Dans
le systétme nerveux, elles ont pour fonctions d'assurer le maintien de I'équilibre
des neurones et de produire la myéline, aussi, elles représentent environ 70 % du

volume cérébral (Hertz, 2004). On distingue 4 principaux types de cellules gliales :
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les oligodendrocytes , les cellules de Schwann, la microglie et les astrocytes. Les
astrocytes ont plusieurs fonctions qui sont essentielles pour une fonction neuronale
normale, y compris la communication neuronale et la plasticité synaptique (Todd et al.,
2006). En conséquence, le fonctionnement des astrocytes peut avoir une influence
déterminante sur la survie neuronale pendant l'ischémie et d'autres Iésions cérébrales et
également sur la croissance neuronale, et d'autres processus qui contribuent a la
guérison du cerveau (Wegrzynowicz et al., 2011). Un rble important a été attribué aux
astrocytes suite au TCC qui implique la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), une
protéine du cytosquelette des astrocytes. La GFAP a été proposée en tant que
biomarqueur pour le diagnostic des patients TCC car son augmentation est associée a
la sévérité du TCC (Diaz-Arrastia et al., 2014; Honda et al., 2010). Cette protéine est
généralement libérée aprés la mort cellulaire. Ses caractéristiques suggérent qu’elle
peut étre considérée comme un indice de mort cellulaire post-TCC. Mais ceci n'a pas
été étudié chez les TCL. Parallélement, les astrocytes contrblent la formation et la
fonction des synapses, et ont été suggérés pour offrir une nouvelle cible thérapeutique

dans les troubles du sommeil (Halassa et al., 2009).

1.3.6.3 Plasticité synaptique
Le systéeme nerveux central est une structure plastique, ayant des capacités de
réparation et de réorganisation. Plus précisément, cette structure assure un maintien et
une capacité de changer la structure, la connectivité et la fonction des neurones.
Cependant, ce processus implique une série de mécanismes cellulaires et moléculaires
comme la prolifération des dendrites, des axones, la formation des synapses et la
différenciation cellulaire au cours de la migration, ainsi que des phénoménes

apoptotiques (Duffau, 2001).

Des changements dans I'expression des génes en lien avec la plasticité synaptique ont
été aussi étudiés suite au TCC. En effet, des études ont confirmés une réponse
importante de plusieurs génes au TCC, tel que les génes a réponse immédiate et des
protéines chaperonnes (Rosi, 2011; He et al., 2013). Comme mentionné ci-haut, le TCL
engendre un stress cellulaire qui peut impliquer beaucoup d’acteurs moléculaires
(neurotropines, protéine gliale, les génes a réponse immédiate...). Un des éléments les

plus étudiés en matiere de plasticité synaptique dans les TCC est la famille des
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neurotrophines. Ce sont des protéines importantes pour le cerveau, en termes de
croissance, prolifération, différenciation cellulaire, et plasticité synaptique. Encore plus
spécifiquement, le BDNF est une des neurotrophines les plus étudiées, il joue un role
important dans le développement neuronal, et il facilite la transmission synaptique ainsi
que la promotion de I'excitabilité neuronale (Bolton et al., 2000; Kafitz et al., 1999). Des
variations génétiques liées a son polymorphisme peuvent donc induire des altérations
suite les TCC (comme présenté dans la section 1.3.5). Compte tenu de la forte relation
entre le BDNF et la neuro-plasticité, des études ont été menées pour déterminer si
I'exercice volontaire (sur une roue de roulement) aprés un TCC permettrait de favoriser
la récupération, sachant que l'exercice volontaire dans les conditions normales
augmente le niveau de BDNF dans I'hippocampe et dans le cortex cérébral. Ces études
ont montré que ce type d’exercice physique n’entraine pas des améliorations des
fonctions cognitives, et il peut méme aggraver les conséquences du TCC (Griesbach et
al., 2004). Plus précisément, I'exercice suite au TCC en phase aigué ne conduit pas a
une augmentation de BDNF et est associée a une déficience cognitive. Suite a une
Iésion TCC, les circonstances de blessures induisent aussi I'augmentation d’autres
marqueurs de plasticité (ex: CREB, Synapsin |, PKC (Protein kinase C), CAMKII
(Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II), MAPK | (Mitogen-Activated Protein
Kinase) et MAPK Il) (Griesbach et al., 2002; 2004; Christman et al., 1997). Cela suggére
qgue les augmentations observées dans les protéines liées a la plasticité peuvent étre le
signe de l'activation d’'un processus de réparation et de compensation. En outre, des
études rapportent que le TCC (sévere et léger) affecte I'expression de plusieurs génes
dans les premiéres 24h suite au dommage. Justement, les génes de plasticité et des
facteurs de croissance diminuent dans I'hippocampe et aussi dans le cortex (Giza et al.,
2002; Rall et al., 2003). Ainsi, les changements observés sur I'expression des génes de
plasticité demeurent constants entre les blessures légéres et séveres. Ceci indique que
le TCL pourrait étre aussi nocif a la plasticité synaptique qu’'un TCC sévére. De plus,
'expression des génes semblerait étre plus affectée dans I'hippocampe comparés au
cortex suite au TCL (Giza et al., 2006). Malgré toutes ces observations, la littérature
souffre encore du manque d’'une description du phénotype de sommeil (sommeil/éveil)

en paralléle aux changements moléculaires durant les premiers jours post-TCL.
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Dans la présente étude, nous avons voulu tester I'effet de la privation de sommeil sur
I'expression des génes de plasticité immédiatement suite au TCL, et également I'impact
sur le transcriptome complet (c.-a-d. I'expression de tous les génes a un certain moment
défini ou condition expérimentale). Nous pensons que notre étude permettra de
comprendre les modifications qu’engendre un TCL sur les processus de régulation du
sommeil et le fonctionnement neuronal. Particulierement, il existe actuellement peu
d’études chez les rongeurs ayant caractérisé l'effet d’'un tel traumatisme sur les
changements moléculaires qui sont liés au cycle éveil-sommeil, ce qui limite la
compréhension de ces altérations. Nous pensons ainsi que notre étude contribuera a

mieux identifier les acteurs responsables de ces altérations de I'architecture de sommeil.
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Chapitre 2 : Objectifs, hypothéses et

contribution spécifique
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2.1 Objectifs

Pour tester nos hypothéses (voir section suivante) nous avons eu deux objectifs
spécifiques:

Objectif 1: Etudier I'hypothése selon laquelle un TCL altére immédiatement I'activité
cérébrale représentative des trois états de vigilance. Pour ce faire, nous avons établi un
protocole pour enregistrer I'évolution de 'ECoG suite au TCL. L'enregistrement a été
lancé le lendemain de la chirurgie TCL/ Sham et ce pendant 6 jours consécutifs: 4 jours
de référence (BL), suivi d’'une privation de sommeil de 6h et a la fin 42h de récupération.
Le présent mémoire, représente une analyse spécifique d’'une étude plus étendue. Il
vise donc a décrire I'évolution de 'ECoG seulement pour les deux premiers jours post-
TCL.

Objectif 2 : Tester I'effet de la perte de sommeil suite au TCL sur I'expression des génes
de plasticité et le génome dans le cortex et I'hippocampe. Nous avons étudié I'effet de la
privation de sommeil dans les premiers jours post-TCL sur I'expression des génes qui
ont été associés avecla plasticité synaptique (Arc, Bdnf, Homerla, Fos) et qui
augmentent généralement suite a la privation de sommeil dans des études précédentes
(Tononi et Cirelli, 2006; Mongrain et al., 2010; Vyazovskiy et al., 2008). Egalement, nous
avons testé des génes associés au stress oxydatif qui peuvent contribuer aux
dommages aprés un TCL (DnajB5, Fgf1, Hif1a), ainsi que les ephrins (EphA4, EphB2,
EfnA3, EfnB3) qui sont associés a la croissance neuronales et qui peuvent étre altérés
par le TCL (Filosa et al., 2009; Salzmann et al., 2006). Suite a la chirurgie TCL/Sham,
les deux groupes d’animaux ont subi deux privations de sommeil consécutives de 6h.
Des sacrifices par dislocation cervicale et [I'extraction des régions cérébrales

d’intérét (cortex et hippocampe) ont été effectués la troisiéme journée.

Compte tenu de notre premier objectif nécessitant un montage ECoG pour
I'enregistrement de sommeil, nous avons mis au point un modéle de traumatisme sur
crane fermé (Closed-head injury) par chute de poids (weight-drop), qui semble efficace
pour reproduire le TCL chez I'hnumain. Aussi, notre modéle ne nécessite pas une
craniotomie ce qui rend le crane intacte et le cerveau moins fragile, et se qualifie aussi
par la rapidité dans l'induction de l'impact lors de la chute de poids. Ce modéle a

également été associé a la mort des cellules neuronales aprés la Iésion, surtout au
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niveau des couches corticales ainsi que dans I'hippocampe 24h post-TCC, et aussi a

induire une réponse inflammatoire (Stahel et al., 2000; 2009; Reshef et al., 2008).

Il faut retenir que les données de littérature que nous avons présentées portent sur
'EEG, alors que dans le présent article de recherche nous citons le terme ECoG. Le
terme EEG réfere a des données de surface du crane ou intracérébral, tandis que
'ECoG représente enregistrement a la surface du cortex cérébral. Les données des
deux techniques donnent des informations biologiques similaires mais dans l'article de

est plus précise.

2.2 Hypothéses

Une identification fiable des troubles du sommeil ainsi que leur origine aprés un TCL va
potentiellement aider a cibler a long terme des voies thérapeutiques pouvant aider a la
récupération et a la récupération du cerveau vie normale a la suite de TCL. Ceci est
important pour prévenir tout autre trouble d’ordre psychiatrique en conséquence. A nos
jours, il N’y a aucune étude qui a caractérisé I'effet immédiat du TCL sur la macro et la

micro architecture du sommeil.
Dans le présent travail, nous avons supposes que :

- L’activité électrique du cerveau serait altérée dans les premiers jours suivant le
traumatisme créanien léger chez la souris.

- La perte de sommeil suivant un traumatisme cranien léger chez la souris induit une
diminution de I'expression des marqueurs de plasticité ainsi que des changements

sur le génome au complet au niveau du cortex cérébral et I'hippocampe.

2.3 Contribution spécifique de I’étudiante

Mon travail de maitrise portait sur I'étude de I'hypothése que le TCL induit des
altérations dans l'architecture de sommeil, et que la privation de sommeil induit des
changements dans I'expression des marqueurs de plasticité. Ma tache principale dans
ce travail était de manipuler et habituer les souris qui ont été désignées pour la
réalisation des expériences. Ensuite, j'ai planifié les expériences TCL, puis jai effectuée

I'extraction de 'ARNm et la quantification de I'expression de génes dans les régions
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d’'intérét de cerveau, et l'analyse des données obtenues. Finalement, jai identifié
visuellement les états de vigilance selon les signaux ECoG/EMG, puis j'ai analysé les
résultats obtenus durant les deux premiers jours post-TCL. De plus, j'ai été la principale
personne a rédiger l'article contenant nos résultats que je discuterai en détails au

chapitre 4 du présent mémoire.

2.4 Contribution spécifique des co-auteurs de I'article présenté au chapitre 3

Pierre-Olivier Gaudreault : A contribué au démarrage du projet, en construisant le

montage expérimental qui a permis la réalisation des chirurgies trauma de type
traumatisme sur crane fermé (closed head injury). Il a également construit le protocole
ainsi que le montage expérimental pour le test comportemental NSS (voir section de la
méthodologie du chapitre 3, Fig. 1C). Il a aussi réalisé les premiéres expériences de
chirurgie trauma et I'enregistrement de sommeil des souris ayant subi les chirurgies
(TCL/Sham). De plus, Pierre-Olivier Gaudreault est un co-premier auteur dans l'article
de recherche présenté dans le présent mémoire, ou il a principalement participé a la

rédaction de la méthodologie et de I'introduction (Fig. 1A, B de l'article de recherche).

Marléne Freyburger: A participé a la réalisation de I'expérience de séquengage de

génome complet des deux régions de cerveau (cortex cérébral et hippocampe). Elle
était aussi la principale personne a s’occuper de toute I'analyse des données de
séquencage (Fig. 5, Tables S3, S4, S5, S6, S7, S8 de l'article de recherche), aussi elle

a participé a la révision du manuscrit.

Renaud Massart: A planifié 'expérience de séquengage de génome complet du cortex et

de I'hippocampe. Ensuite, il a suivi les étapes préliminaires des analyses, puis il a
contribué a l'analyse de I'ensemble des résultats de séquencages obtenus (Fig. 5,
Tables S3, S4, S5, S6, S7, S8 de l'article de recherche).

Alexis Blanchet-Cohen: A contribué a I'analyse de I'expérience de séquencgage de

génome complet de cortex cérébral et de I'hippocampe. Plus particulierement, il a vérifié
la qualité du séquencage a haut débit (voir FastQC dans section Material and Methods

du chapitre 3). Aussi, il était responsable du filtrage des premiers résultats bruts de
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séquengage, ce qui a permis d’obtenir des données propres et concises. Ensuite, il a
aligné les séquences sur le génome (TopHat), et il a comparé I'expression des génes

avec DeSeq.

Manar Jaber: A participé a Tlidentification visuelle des états de vigilance des
enregistrements de l'activit¢ ECoG/EMG durant les deux premiers jours post-TCL, et
aussi elle réalisé I'analyse de ces mémes données (Fig. 4 de l'article de recherche

presenté au chapitre suivant).

Nadia Gosselin: Ce projet a été développé en collaboration avec Dre Gosselin, qui a de

I'expertise en recherche sur les traumatismes craniens chez 'humain et les troubles de
sommeil qui y sont reliés. Elle a contribuée majoritairement au lancement du projet, a
savoir, I'application a la demande de subvention, et aussi au choix de modéle de TCL.
En outre, elle a révisé le manuscrit et a donné plusieurs suggestions pour les versions

révisées.

Valérie Mongrain: Est le chercheur principal dans le projet, qui a rédigé le projet et les

hypothéses. Elle a participé aux chirurgies TCL/Sham, et elle a assuré I'encadrement et
la gestion des expériences ainsi que la rédaction du manuscrit. De plus, elle participé

aux analyses des données de sommeil présentées dans le manuscrit (Fig. 2, 3).
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ABSTRACT

Traumatic brain injury [TBI], including mild TBI [mTBI], is importantly associated with
vigilance and sleep complaints. Because sleep is required for learning, plasticity and
recovery, we here evaluated the bidirectional relationship between mTBI and sleep with
two specific objectives: 1) Test that mTBI rapidly impairs sleep-wake architecture and
the dynamics of the electrophysiological marker of sleep homeostasis (i.e., non-rapid
eye movement sleep delta activity); 2) evaluate the impact of sleep loss following mTBI
on the expression of plasticity markers that have been linked to sleep homeostasis and
on genome-wide gene expression. A closed-head injury model of mTBI was used to
perform a 48h electrocorticographic [ECoG] recording in mice submitted to mTBI or
Sham surgery. mTBI was found to immediately decreased the capacity to sustain long
bouts of wakefulness as well as the amplitude of the time course of delta (1-4 Hz) ECoG
activity during wakefulness . Significant changes in ECoG spectral activity during
wakefulness, non-rapid eye movement and rapid eye movement sleep were observed
mainly on the second recorded day. A second experiment was performed to measure
gene expression in the cerebral cortex and hippocampusafter a mTBI followed either by
two consecutive days of 6h sleep deprivation [SD] or of undisturbed behavior
(quantitative PCR and next-generation sequencing). mTBI modified the expression of
genes involved in immunity, inflammation and glial function (e.g., chemokines, glial
markers) and SD changed that of genes linked to circadian rhythms, synaptic
activity/neuronal plasticity, neuroprotection and cell death and survival. SD appeared to
affect gene expression in the cerebral cortex more importantly after mTBI than Sham
surgery, which included the astrocytic marker Gfap that was proposed as a marker of
clinical outcome after TBI. Interestingly, SD impacted the hippocampal expression of the
plasticity elements Arc and EfnA3 only after mTBIl. Our findings support that mTBI
rapidly changes wakefulness and sleep macro-architecture and gene pathways linked to
immunity and inflammation. In addition, results reveal alterations in spectral signature
across all vigilance states in the first days after mTBI, and that sleep loss post-mTBI
reprograms the transcriptome in a brain area-specific manner and in a way that could be

deleterious to brain recovery.

Keywords: closed-head injury, sleep architecture, recovery sleep, EEG spectral
analysis, transcriptome, cerebral cortex, hippocampus, plasticity genes, clock genes,

chemokines
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3.1 INTRODUCTION

Traumatic brain injury [TBI] is a public health concern that causes important short- and
long-term physical, cognitive and neurobehavioral impairments (McAllister, 2011). Up to
70% of TBI survivors suffer from sleep disturbances, including insomnia, fatigue and
somnolence (Cohen et al., 1992; Duclos et al., 2014; Orff et al., 2009), which are among
the most common and persistent symptoms after both moderate/severe and mild TBI
[MmTBI] (Ayalon et al., 2007; Mahmood et al., 2004; Pillar et al., 2003). Sleep alterations
have been found to be associated with several comorbidities and with impaired quality of
life (Chaput et al., 2009; Fichtenberg et al., 2000; Hou et al., 2013; Ouellet et al., 2004;
Schiehser et al., 2014). Importantly, these disturbances could interfere with brain
recovery (Meerlo et al., 2009; Ouellet et al., 2004), which likely originates from the key
roles of sleep in brain plasticity, learning and memory consolidation (Diekelmann and
Born 2010; Ohimann and O’Sullivan, 2009).

Animal models are required to unravel the pathophysiology of sleep disturbances after
mTBI and to understand the role of sleep in brain recovery following mTBI. An initial step
is to describe how these disturbances develop. Despite the abundant literature on sleep-
wake disturbances weeks to months following all severity of TBI in humans, less is
known about sleep characteristics in the immediate days following injury, even when it
comes to studies in rodents. Recent studies using a piezoelectric cage system showed
that brain-injured mice had an increased percentage of rest and an increased length of
rest bouts in the first few hours or the first week after a mild or moderate TBI (Rowe et
al., 2013, 2014). Another group showed a decreased ability to maintain prolonged
wakefulness during the active (dark) period in the first three days after a moderate-
severe TBI using EEG recording in mice, which was indexed by more bouts of
wakefulness of shorter duration (Willie et al., 2012). Similar findings were reported one
week post-mTBI (Lim et al., 2013). Importantly, this last study also reported alterations in
the mean EEG power spectra measured during wakefulness, non-rapid eye movement
sleep [NREMS] as well as rapid eye movement sleep [REMS] one week post-mTBI (Lim
et al.,, 2013). However, to our knowledge, the progression of electroencephalographic
[EEG] activity during vigilance states remains unexplored in the first days after mTBI.
This includes the dynamics of EEG delta activity (1-4Hz) during NREMS, which index a
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sleep homeostatic process (Borbély, 1982) thought to underlie the recovery function of

sleep.

Alterations in neuronal network connectivity and the inflammatory response are among
potential mechanisms responsible for sleep-wake disturbances after mTBI. Indeed,
imaging and histology studies presented evidence of subtle brain injuries in mTBI such
as diffuse axonal injuries (Bazarian et al., 2007; Blumbergs et al., 1995; Browne et al.,
2011; Inglese et al., 2005). Also, extensive axonal and dendritic degeneration and
decreased synaptic density were reported after mTBI (Gao and Chen, 2011). Given that
sleep depends on the activity of neuronal networks (Krueger et al., 2008), these
alterations could contribute to sleep alterations post-mTBI. In parallel, secondary injury
processes are immediately activated following brain injury. Glial cells release
inflammatory mediators, such as interleukin-1 [IL-1] and tumor necrosis factor alpha
[TNFa] (Bachstetter et al., 2013; Helmy et al., 2011; Rowe et al., 2013). These cytokines
have specifically been shown to promote sleep and to alter the sleep EEG (Krueger et
al., 2011).

Changes in the expression of genes involved in neuronal plasticity and regrowth after
mTBI may also directly modulate sleep structure and EEG. Neuronal growth and survival
is associated with high expression of neurotrophic factors and plasticity genes (Huang
and Reichardt, 2001). Research has shown that some of these elements may guide
regrowth of damaged neurons in developed organisms (Deister and Schmidt, 2006).
One such element is brain-derived neurotrophic factor [BDNF] that seems to profit brain
recovery after TBI (McAllister et al., 2012; Rostami et al., 2011). The expression of
plasticity genes such as Bdnf, Homer1a and Fos or of their protein product is increased
in the hippocampus and cortex during the first hours after mTBI (Abrous et al., 1999;
Colak et al., 2012; Crack et al., 2009; Hicks et al., 1999). On the other hand, the
expression of several of these plasticity elements is decreased a few days after injury
(Colak et al.,, 2012; Hou et al.,, 2012; Wu et al., 2010). Importantly, most of these
plasticity markers were proposed to have a role in sleep regulation and were shown to
respond to sleep deprivation [SD] (El Helou et al., 2013; Huber et al., 2007; Maret et al.,
2007; Mongrain et al., 2010). . In addition to a probable role of changes in plasticity
genes in sleep disturbance post-TBI, this points to an impact of sleep loss on brain

recovery after TBI.
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In the present study, we used a closed-head injury model of mTBI to test the hypothesis
that mTBI disturbs sleep-wake architecture and the dynamics of low frequency EEG
activity in the first two days following injury. In parallel, we assessed if sleep loss is
detrimental to brain gene expression following mTBIl by measuring the effect of two
consecutive days of enforced wakefulness on several plasticity markers, with focus on
those linked to sleep homeostasis, and on the transcriptome in both the cerebral cortex
and the hippocampus following mTBI. The cerebral cortex, a direct target of the injury,
was chosen because of its predominant role in the generation of delta activity (Amzica
and Steriade, 2000). The hippocampus was targeted because of its important plasticity
properties (Meerlo et al., 2009) and its vulnerability to TBI (Kernie and Parent, 2010).
Closed-head injury was performed since it does not involve a craniotomy or a
craniectomy, which allows for both a more stable electrocorticographic [ECoG] recording
montage and for a closer parallel to injuries observed in humans. Using this model, our
results support that mTBI acutely alters the capacity to sustain wakefulness and reveal
that it impacts ECoG activity in all vigilance states as well as the dynamics of slow ECoG
activity during wakefulness. Moreover, our findings show that sleep loss following mTBI
affects the brain transcriptome in a manner that depends on the targeted areas and that

likely modulates brain recovery after injury.

3.2 MATERIAL AND METHODS
3.21  Animals and Protocols
Male C57BL/6J mice purchased from Jackson Laboratories were used for two different
experiments (n = 51). Animals were housed in individual cages in a 12h light/12h dark
cycle at a temperature between 23 and 25°C with food and water available ad libitum,
and were acclimated to these conditions for at least 6 weeks before experiments. Mice
were studied between 10 and 21 weeks of age, when their weight was around 30g to
reduce mortality due to TBI (see Flierl et al., 2009; Stahel et al., 2009). Mice were either
subjected to a mTBI or a control Sham surgery as detailed below, which was preceded
by 5 days of animal handling (5min/day) to decrease stress due to manipulation by
experimenters. All experimental procedures were approved by the Ethical Committee for
Animal Experimentation of the Research Center of the Hépital du Sacré-Coeur de

Montréal in accordance with Guidelines from the Canadian Council on Animal Care.
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Experiment 1 (ECoG measurement, Fig. 1A): Fourteen mice (19 £ 0.5 weeks, 29.7 *

1.0g) were subjected to mTBI or Sham surgery (n = 7 per group, matched for weight) in
the late afternoon (between ZT8 and ZT11 with ZTO referring to Zeitgeber time 0, the
onset of the light period, and ZT12 to the onset of the dark period). Surgeries were
performed at this time, the latest possible in the light period, to ensure the shortest
interval between surgery and the start of the recording, and thus to capture the earliest
effect of mTBI. During that same surgical procedure, implantation of electrodes for
ECoG and electromyographic [EMG] recording was performed as detailed in section 2.3.
Mice were cabled the next morning before light onset and recordings started at light
onset [ZTO] for both mTBI and Sham animals thus around 13 to 16h post-mTBI.
ECoG/EMG was continuously recorded for 48h (Day 1 and Day 2; Fig. 1A).

Experiment 2 (gene expression measurement, Fig. 1B): Thirty-seven mice (14 + 0.2

weeks, 27.2 + 0.4g) were used and separated into two surgical conditions (mTBI vs.
Sham) and two treatments (SD vs. Control). The first group (referred to as mTBI-SD, n =
10) underwent a mTBI followed by two consecutive days of 6h SD starting at ZT0. Mice
were sacrificed between ZT0O and ZT1 in the morning of the third day after 18h of
recovery following the second SD. This was performed to avoid measuring the acute
effect of SD. The second group (mTBI-Control, n = 9) underwent the same mTBI surgery
but without disrupting their sleep/wake cycle until sacrifice on the third day. The third
group (Sham-SD, n = 9) underwent all the manipulations of the mTBI-SD group without
the injury. The fourth group (Sham-Control, n = 9) underwent a Sham surgery and were
kept under an undisturbed sleep/wake cycle until sacrifice. SD was performed by gentle

handling as previously performed (Franken et al., 1991; Massart et al., 2014).

3.2.2 Traumatic Brain Injury

Closed-head injury: For Experiment 1 (ECoG measurement), mTBIl or Sham surgeries

were performed under deep ketamine/xylazine anaesthesia (120/10 mg/kg, i.p. injection)
to allow for subsequent electrode implantation surgery (see below). For Experiment 2
(gene expression measurement) involving sampling of brain areas, mTBl or Sham
surgery were performed under isoflurane anaesthesia (4% for initiation and 2% for
maintenance). mTBl was induced using a weight-drop model of closed-head injury

similar to previously described (Flierl et al. 2009; Stahel et al., 2009). Briefly,
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anesthetized mice were shaved from the ears to the eyes and the skin was washed with
70% ethanol. A 1.5cm longitudinal skin incision was performed and the impact point was
marked (3mm lateral right to midline and 3mm posterior to bregma). mTBl was
performed by dropping a 329g rod from a 1-cm height. Skull fracture has been observed
for 7 out of 26 mice. Sham animals were used to compare trauma effects and were
submitted to the exact same surgical procedures except that the weight was slowly
brought to the animal’s head and lifted back up (not dropped). Immediately following the
impact, oxygen (2L/min) was administered per inhalation to all mice for 5 to 10 minutes.
The skin incision was then closed with sutures and the animal’s behavioral state was

frequently monitored.

Neurological Severity Scale (NSS, Fig. 1C): A 1-cm height for weight-drop was chosen

based on the ability to induce an injury considered as mild, which was evaluated using a
NSS test performed on a separate cohort of animals (n = 10 mTBl and 8 Sham;
surgeries under ketamine/xylazine anaesthesia). The NSS test was a standardized 10-
point scale assessing neurological function that has been used for closed-head injuries
(Flierl et al., 2009; Stahel et al., 2000). It represents an abbreviated version of the
original 25-points scale (Chen et al.,1996) and includes 10 parameters representative of
overall motor functioning, alertness and physiological behaviours (see also El Helou et
al., 2013). Fig. 1C shows that TBI performed using a weight dropped from 1 to 1.3cm
moderately but significantly increased NSS score 6h post-surgery, which reverted 24h
post injury. Surgical procedures did not significantly increase NSS score in Sham mice.
Since injuries induced by 1.3 to 1.5-cm height resulted in a 40% mortality rate in our
conditions, a 1-cm height was therefore chosen for Experiments 1 and 2 to maximize

survival (3.7% mortality rate, 1/27) and ensure mild injury.

3.2.3 ECO0G/EMG Electrode Implantation Surgery
ECoG/EMG electrode implantation was performed as detailed previously (El Helou et al.,
2013; Massart et al., 2014), after undergoing either mTBI or Sham surgery. Briefly, mice
were placed in a stereotaxic frame, and two gold-plated screws (1.1mm diameter)
served as ECoG electrodes and were screwed through the skull over the right cerebral

hemisphere (anterior: 1.7mm lateral to midline, 1.5mm anterior to bregma; posterior:
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1.7mm lateral, 1.0mm anterior to lambda). An additional gold-plated screw placed on the
right hemisphere (6mm lateral, 3mm posterior to bregma) served as a reference. Three
other screws were implanted as anchors over the left hemisphere. EMG electrodes were
made out of two gold wires inserted between neck muscles. ECoG/EMG electrodes
were cemented to the skull and soldered to a connector. Implantation surgeries took
approximately one hour to perform and adequate measures were taken to maintain
anaesthesia if required (i.e., 1-2% isoflurane in case of response to toe pinch). Mice
were put back in individual cages to recover from surgery and were allowed 13 to 16h of

recovery before cabling to a swivel contact and recording (Fig. 1A).

3.24 ECoG Recording and Analyses
Continuous 48h ECoG/EMG acquisition was performed at a sampling frequency of
256Hz using Lamont amplifiers and the software Harmonie (Natus, San Carlos, CA,
USA). Wakefulness, NREMS, and REMS were visually assigned to individual 4-s
epochs, and artifacts were simultaneously identified. For each day, the number of
minutes in vigilance states per h was calculated. The number of long bouts of
wakefulness (lasting at least 16-min) was calculated per 24h, and per 12h light and dark
periods. The mean duration of individual bouts of vigilance states was computed for 24h.
The ECoG signal of artifact-free epochs was subjected to spectral analysis using fast
Fourier transform to calculate ECoG power density per 0.25-Hz bin between 0.75 and
30Hz separately for wakefulness, NREMS and REMS, and to calculate delta activity (1-
4Hz) during NREMS and wakefulness. Vigilance state spectra were averaged for 24h
and presented in relative activity calculated as a percentage of the mean of all Hz-bin of
all states of the first recorded 24h (Day 1; Fig. 1A). Delta activity was expressed as the
percentage of the 24h mean of Day 1. For NREMS, delta activity was averaged for 12
intervals during light periods, for which an equal number of epochs contributed, and 6
intervals during dark periods (Curie et al., 2013; El Helou et al., 2013). The opposite was

performed for delta activity during wakefulness.

3.2.5 Reverse Transcription and Quantitative PCR
Mice were sacrificed by cervical dislocation, brains were immediately sampled and

bilateral motor, somatosensory and visual cortex and bilateral whole hippocampi were
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rapidly frozen on dry ice. Bilateral sampling was performed to ensure sufficient biological
material for measurements and to assess the combined impact of mTBI and SD on
global brain function. RNA extraction, reverse transcription and quantitative PCR (qPCR)
were performed similar to previously (El Helou et al., 2013; Massart et al., 2014). Briefly,
RNA was extracted separately for the cerebral cortex and the hippocampus region using
RNeasy Lipid Tissue Mini kit (Qiagen, Toronto, ON, Canada). RNA amount was verified
with a NanoDrop ND-2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA),
and the quality of RNA was assessed by agarose gel electrophoresis. Then, 500ng of
RNA was used for reverse transcription using random hexamers and SuperScript |l
reverse transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) according to standard
procedures. qPCR was performed using a Viia7 real-time cycler (Life Technologies,
Burlington, ON, Canada). Individual mouse cDNA were diluted and used in 10-pL
reactions with TagMan Fast advanced Master Mix reagent (Life Technologies) under
standard cycling conditions: 95°C for 20s, followed by 40 cycles of 95°C for 1s and 60°C
for 20s. Each PCR reaction was done in triplicate. The three most stable endogenous
controls were selected among Actin, TATA-box binding protein (Tbp), Beta-
glucuronidase (GusB), and Ribosomal protein S9 (Rps9), using Expression Suite v1.0
(Life Technologies). Relative quantification was calculated using the modified AACt

method from Expression Suite v1.0.

The mRNA level of selected plasticity markers (Arc, Bdnf, Fos, Homer1a), adhesion and
synaptic molecules (Ephrins: EfnA3, EfnB3; Eph receptor: EphA4; and fibroblast growth
factor 1 [Fgf1]), hypoxia-inducible factor 1-alpha (Hif1a) and the heat-shock protein
DnajB5 was quantified. In addition to plasticity genes linked to sleep homeostasis (i.e.,
Arc, Bdnf, Fos, Homer1a), Ephrins and Eph receptors seemed particularly relevant
because of their role in synaptic plasticity and their altered expression after TBI (Hanell
et al., 2012; Murai and Pasquale, 2011; Theus et al 2010). The later also applies to
Hif1a (Higashida et al., 2011). DnajB5 was selected because of its hypothesized role in
sleep homeostasis (Mongrain et al., 2010), and because heat-shock protein pathways
seem to benefit brain recovery after TBI (Eroglu et al., 2014). The list of primers, probes
and TagMan Gene expression assays used is provided in Table S1 (Supplementary
material). Primers and probes were purchased from Life Technologies, Invitrogen or

Operon. Other gene expression measurements were performed in an identical manner
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for the validation of additional targets selected from genome-wide analysis (see section
2.6).

3.2.6 Next-generation Sequencing (RNA-Seq)
Fifty bases paired-end sequencing was conducted at the Institut de Recherches
Cliniques de Montréal (IRCM, Montreal, QC, Canada) with an lllumina Hi-Seq 2000
according to standard manufacturer instructions (lllumina, San Diego, CA, USA). This
was perfo performed using the same RNA samples of the four testing groups described
above for gene expression experiment (Fig. 1B: mTBI-SD, mTBI-Control, Sham-SD and
Sham-Control). Library preparation and sequencing was independently performed on
three individual pools of 3 mice per group composed of 400ng of RNA per mouse.
Strand-specific libraries were prepared by IRCM according to manufacturer instructions

(Nlumina), and three samples were run per sequencing lane.

Base call, cleaning, genomic alignment, normalization and statistical analyses of RNA-
Seq data were performed by the IRCM. Base calls were made using the lllumina
CASAVA 1.8 pipeline. The quality of the reads was checked with FastQC v0.10.1
(Andrews, 2014). Low quality bases (any leading or trailing base with a quality below 3,
and any window of 4 bases with an average quality below 15) were removed with
Trimmomatic v0.32 (Bolger et al., 2014). The total number of sequenced paired reads for
each sample was between 58 and 85 million, with average Phred quality score between
35 and 37 and % duplicate between 12.3 and 16.3. After trimming, sequences were
aligned to the mouse reference genome mm9 using Tophat v2.0.10 (Kim et al., 2013).
Reads aligned to annotated genes were counted with HTSeg-count v0.5.3 (Anders et al.,
2014). The annotation (GTF) file used for both TopHat alignment and gene quantification
was downloaded from Ensembl (release version 66). Normalization of the raw reads
counts relative to sequencing depth and calculations of differential gene expression were
performed with DESeq2 v1.4.5 (Love and Anders, 2014). A single factor design was
used for computations of differential expression where samples belonging to different
conditions were compared directly. Significance levels were adjusted using false
discovery rate [FDR] (Benjamini and Hochberg, 1995). Venn diagrams of differentially
expressed genes were built with Venny (Oliveros, 2007) and heatmap representations

with Gene-E (Broad Institute, Cambridge, MA, USA). Biological function analyses of
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differentially expressed transcripts were performed using Ingenuity Pathway Analysis

(IPA, www.ingenuity.com; Qiagen), which assess the significance of the association

between ensembles of transcripts and gene networks linked to biological functions using

right-tailed Fisher Exact tests.

3.2.7 Statistical Analyses
The effect of mTBI on the time course of vigilance states and of delta activity was
assessed using repeated-measure two-way analyses of variance (ANOVA) with factors
Condition (mTBI vs. Sham) and Hour or Interval. Significance levels were adjusted for
repeated measures using Huynh-Feldt correction when appropriate. The impact of mTBI
on the mean duration of bouts of vigilance states and on the number of long wakefulness
bouts per 24h or 12h was investigated by t-tests. ECoG spectra of the different vigilance
states of mice submitted to mTBI and Sham surgery were also compared using t-tests
(analysis and graphical representation performed for Hz-bins between 0.75 and 25Hz).
Changes in gene expression after mTBIl and SD were investigated by two-way ANOVA
with factors Condition (mTBI vs. Sham) and Treatment (SD vs. Control). Statistical
analyses were performed using Statistica (Statsoft, Tulsa, OK, USA). Threshold for

statistical significance was set to 0.05 and results are reported as mean + SEM.

3.3 RESULTS
3.3.1  Decreased Long Wake Bouts after mTBI

The overall time course of vigilance states showed the expected dynamics over the light-
dark cycle in both mTBI and Sham mice with sleep prevailing over wakefulness during
the light period, while wakefulness was predominant over NREMS and REMS during the
dark (active) period. The time course of wakefulness, NREMS and REMS did not
significantly differ between mTBI and Sham mice for both Day 1 and Day 2 (Fig. 2A). For
both days, also the total duration (Fig. 2A) and the 24h mean duration of individual bouts
(Table S2) of wakefulness, NREMS and REMS did not significantly differ between mTBI
and Sham mice. Given that previous literature specifically suggests that mTBI mostly
impacts the capacity to sustain wakefulness (Lim et al., 2013) and wakefulness quality,

as measured by EEG in humans (Gosselin et al., 2009), we evaluated whether mTBI
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mice showed modifications in the number of long bouts of wakefulness. For Day 1, mTBI
mice showed significantly less bouts of 16min of wakefulness than Sham mice both for
the 24h and the 12-h dark period (Fig. 2B). This difference was no longer present on
Day 2, during which the number of long wakefulness bouts in mTBI mice returned to the

level observed in Sham mice.

3.3.2 Modified ECoG Spectra after mTBI

For Day 1, power spectra during wakefulness and REMS did not significantly differ
between mTBI and Sham mice (Fig. 3A, top and bottom left panels). However, the
activity in frequencies between 4.75 and 5.5Hz during NREMS was significantly higher in
mTBI mice than in Sham mice (Fig. 3A, middle left panel). The portrait was different on
Day 2, where mTBI mice expressed higher spectral activity than Sham mice in many
theta (4-8Hz) and some beta (16-25Hz) frequencies during all three vigilance states (Fig.
3A, right panels). More precisely, during wakefulness, activity between 3.75 and 5.75Hz
and that of two faster Hz-bins was higher in mTBI than in Sham mice. During NREMS,
activity between 3.5 and 6.75Hz and in most Hz-bins between 14.75 and 25 was higher
in mTBI than in Sham mice, while during REMS, the group differences concerned the
activity between 3.25 and 5Hz and two Hz-bins between 21.75 and 23Hz.Overall, this
indicated that on the second day after mTBI, injured mice expressed more activity than
Sham mice in both slow (i.e., high delta/low theta) and fast (i.e., beta) frequencies during

all vigilance states.

3.3.3 Altered Wake Delta Dynamics after mTBI

To investigate if mTBI impacts the sleep recovery process (i.e., sleep homeostasis), the
48h time course of NREMS delta activity was compared between mTBI and Sham mice.
In addition, because of our specific observations of alterations in wakefulness after mTBI
(i.e., decreased number of long bouts, increased slow ECoG activity), the effect of mTBI
on the time course of relative delta activity during wakefulness was also investigated.
During wakefulness, the 48h time course of delta activity was significantly affected by

mTBI (Fig. 3B, upper panel). During Day 1, a light-dark difference in delta activity
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observed in Sham mice (e.g., higher wake delta in light than in dark) was absent in mTBI
mice resulting in higher activity in mTBI than in Sham mice for several intervals during
the dark period. The light-dark difference seemed restored in mTBI mice on Day 2 but
the daily rhythm was expressed at higher delta activity levels than in Sham mice, which
associated with higher delta in mTBI than Sham mice for several intervals during both
the light and dark periods. Thus, the time course of delta activity during wakefulness
seemed similar on Day 1 and Day 2 in Sham mice whereas for mTBI mice, it was
importantly blunted on Day 1 and at a higher level than Sham mice on Day 2. In
contrast, during NREMS, the time course of delta activity was not significantly affected
by mTBI (Fig. 3B, lower panels). In general, the daily dynamics of NREMS delta activity
was blunted on Day 1 compared to Day 2 for both mTBI and Sham mice. Because of
this observation in Sham, this may result from a residual effect of the ECoG/EMG
implantation surgery, which included anaesthesia that was shown to modulate NREMS

delta time course after sleep deprivation (Nelson et al., 2010).

3.3.4 Expression of Target Genes after mTBI and SD

The mRNA expression of 10 target genes associated with plasticity and with sleep
regulation or brain injury was measured in the cerebral cortex and the hippocampus after
two consecutive days of 6h SD to investigate the impact of sleep loss on plasticity

markers after mTBI. In the cerebral cortex, mTBI itself did not significantly affect the

expression of the 10 target genes (i.e., Arc, Bdnf, DnajB5, Fos, Homer1a, Hif1a, EfnA3,
EfnB3, EphA4, Fgf1; Fig. 4). However, two days of SD importantly affected the
expression of many of these genes. More precisely, SD decreased the expression of
Arc, Bdnf, Dnajb5, Fos, Homeria and EphA4. This is in striking contrast with the acute
effect of SD (i.e., gene expression measured immediately at the end of the 6h SD),
which increases the expression of most of these genes (Maret et al., 2007; Massart et
al., 2014; Mongrain et al., 2010). SD also increased the expression of EfnA3 in the
mouse cerebral cortex. These SD-dependent changes were observed for both mTBI and
Sham mice as no significant interaction between mTBl and SD was observed. In
contrast, in_the hippocampus, significant interactions between Condition (mTBI vs.
Sham) and Treatment (SD vs. Control) were found for Arc and EfnA3, with SD

decreasing their mRNA level only in mTBI mice (Fig. 4). An effect of SD was only
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observed for EfnB3 in the hippocampus showing that SD decreased EfnB3 mRNA in

both mTBI and Sham mice. Again, no significant main effect of mTBI was observed.

3.3.5 Changed Transcriptome after mTBI and SD

To facilitate identification of pathways affected by mTBI and sleep loss, we investigated
the genome-wide effect of mTBI and SD in the cerebral cortex and hippocampus by
performing RNA-Sequsing samples from Experiment 2 (Fig. 1B). Consistent with our
mild model of brain injury, when comparing animals that were not submitted to SD
(mTBI-Control vs. Sham-Control), few genes were affected by mTBI. For the cerebral
cortex, none reached a genome-wide level of statistical significance (i.e., FDR < 0.05).
With a threshold of p < 0.01, 17 transcripts were affected by mTBI in the cerebral cortex
and 60 transcripts in the hippocampus (Table S3 and S4, Supplementary material).
Biological function analysis revealed that these transcripts were significantly enriched in
genes involved in inflammatory response (e.g., S700a8, Lgal3, Cxcl), immunological
disease (e.g., S7100a9, Lgals3, C4alC4b), cell-to-cell signaling and interaction (e.g.,
Gfap, B2m, Cxcl6), and immune cell trafficking (e.g., Anxa2, Lgals3, Cd9) in both brain
areas (Table S5 and S6).

Interestingly, SD seemed to differentially affect the transcriptome in mTBI and Sham

mice in a brain region-specific manner. In_the cerebral cortex, 172 transcripts were

significantly changed by SD (FDR < 0.05) in mTBI mice while 100 transcripts were
significantly modified by SD in Sham mice (Table S5 and S6). Only 44 of these were
common between mTBI and Sham mice (Fig. 5A, upper panel). Mice submitted to mTBI
had more transcripts responding to SD by both an increase and a decrease in
comparison to Sham mice (Fig. 5A, lower panel). Transcripts changed in both mTBI and
Sham mice were significantly enriched in pathways associated with circadian rhythm
signaling (i.e., Arntl, Nr1d7), role of NFAT in immune response regulation (e.g.,
Csnk1g2, Mapk3), and corticotropin releasing hormone signaling (i.e., Mapk3, Mef2c)
(Table S5). Transcripts significantly changed by SD only in mTBI mice were associated
with GABA receptor signaling (e.g., Adcy8, Gabrd), Ephrin A signaling (i.e., EfnAS3,
EphA10), serotonin receptor signaling (i.e., Adcy8, Maoa), cell death and survival (e.g.,
Fkbp8, Hif1a), and cellular development (e.g., Faim2, Gfap, Dbn1) (Table S5). In

contrast, transcripts changed by SD only in Sham mice were significantly associated
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with the antiproliferative role of somatostatin receptor 2 (e.g., Cdkn1a, Gng4), GADD45
signaling (i.e., Ccne2, Cdkn1a), PI3/AKT signaling (e.j., Ptgs2, Synj2), IL-8 signaling
(e.g., Gng4, Gng12), cell death and survival (e.g., Enc1, Nr4a2), and cell-mediated
immune response (e.g., ll17ra, ll4r, Egr3) (Table S5).

In_the hippocampus, mTBI mice showed much less transcripts differentially affected by

SD compared to Sham mice (11 vs. 48; Fig. 5B upper panel), with only two transcripts
being common between mTBI and Sham groups (Table S9 and S10). This was again
observed for both increases and decreases after SD (Fig. 5B, lower panel).
Unexpectedly, the two transcripts changed by SD in both mTBI and Sham mice were
Dbp and Nr1d1, two known clock genes giving rise to transcriptional regulators, which
again emphasize a major responsiveness of the molecular clock system to the 2-day SD
paradigm used here. Transcripts significantly changed by SD only in mTBI mice were
associated with inflammatory response, cellular function and maintenance, behavior and
cell-mediated immune response for which Bhlhe41 represented a major contributor
(Table S6). Of note is that BHLHE41 (basic helix-loop-helix family member e41), also
known as DEC2, is a transcription factor involved in circadian rhythm regulation that has
been shown to have modulatory effects on both sleep duration and the susceptibility to
sleep loss (He et al., 2009; Pellegrino et al., 2014). We also observed Bhlhe41
expression to be significantly increased by SD in the cerebral cortex of both mTBI and
Sham mice (Table S5, Fig. S1). In contrast, transcripts changed by SD only in Sham
mice were significantly associated with axon guidance signaling (e.g., Semab6b,
Tubata), EIF2 signaling (e.g., Rp/13, Rps25), inflammatory response (e.g., Tubb2a, Mif),
cell death and survival (e.g., Gapdh, Npy), and molecular transport (e.g., Atp5d, Kcnj4)
(Table S6).

3.3.6 Enhanced Expression of Chemokine and Glial Genes after mTBI

Changes in the expression of selected transcripts were validated by qPCR. Specifically,
gene expression changes were validated for two chemokines (chemokine ligand-3 [Cc/3;
also known as macrophage inflammatory protein (MIP)-1a] and chemokine C-X-C motif
ligand 5 [Cxcl5]) shown to respond to brain insult (Mirabelli-Badenier et al., 2011). Cc/3
was also observed to be upregulated after mTBI (Kumar et al., 2013; Redell et al.,

2013). The expression of three markers of glial activation was also measured:
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oligodendrocyte lineage transcription factor 2 [Olig2] that is increased after brain insults
(Buffo et al., 2005); glia-fribrillary acidic protein [Gfap], a proposed biomarker of TBI
(Yokobori et al., 2013); and S100 calcium binding protein A8 [S700a8 or macrophage-
inhibiting factor related protein-8 (Mrp8)], a microglial marker shown to be increased
after both ischemia and TBI (Engel et al., 2000; Postler et al., 1997). Finally, nuclear
factor interleukin 3 regulated [Nfil3 or E4bp4] was targeted because of its role in the
regulation of circadian rhythms (Mitsui et al., 2001) and in neuronal survival (Junghans
et al., 2004).

In the cerebral cortex, mTBI increased the mRNA expression of Ccl3, Cxcl5 and Gfap,

and decreased the expression of S7100a8 (Fig. 5C). In addition, SD decreased the
MRNA level of Nfil3. No significant Condition (mTBI vs. Sham) by Treatment (SD vs.
Control) interaction was found indicating that mTBI and SD independently changed the
expression of these genes in the cerebral cortex. However, the expression of the
astrocytic marker Gfap showed a tendency for a Condition by Treatment interaction
indicating that SD tended to amplify the increase produced by mTBIl. In the
hippocampus, mTBI also increased the expression of the chemokines Cc/3 and Cxcl5 as
well as the expression of the glial markers Olig2 and Gfap (Fig. 5D). Again, SD only
affected the expression of Nfil3, showing a decrease after SD compared to Control.
Even if the mTBI-dependent changes in expression of Cxcl5 and Gfap, in particular,
seemed affected by SD, no significant Condition by Treatment interaction was observed
for the hippocampus indicating that mTBlI and SD mostly independently affect the

expression of these selected genes.

3.4 DISCUSSION

Using a murine ecological model of mild brain injury, we showed that mTBI acutely
affects both the capacity to sustain long episodes of wakefulness as well as the daily
dynamics of slow ECoG activity during wakefulness. In addition, we found that the
activity of the cerebral cortex in the first days after mTBI is altered for several
frequencies (high delta/theta, beta) in the three vigilance states, which also supports our
initial hypothesis. Moreover, using a genome-wide approach, we observed, 2.5 days
after injury, modifications in the expression of mediators of inflammation and of glial cell

function that showed some level of specificity for the cerebral cortex and the
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hippocampus, and that could represent molecular correlates of
behavioral/electrophysiological changes. Finally, we report that two consecutive days of
enforced wakefulness importantly affected gene expression after mTBI, particularly of
genes involved in neuronal plasticity, synaptic function and circadian rhythm regulation,

revealing pathways by which insufficient sleep can modulate recovery after TBI.

Our observation of subtle differences in sleep/wake architecture after mTBI is consistent
with the mild nature of the injury for which several studies have reported few changes in
objective measures of wakefulness and sleep duration in days to years after injury
(Gosselin et al., 2009; Khoury et al., 2013; Rao et al., 2011) despite important subjective
complaints (Chaput et al., 2009; Gosselin et al., 2009; Khoury et al., 2013). We observed
a specific decrease in the number of long wakefulness bouts after mTBI, indicative of a
decreased capacity to maintain wakefulness, which is also consistent with previous
rodent literature (Lim et al., 2013; Rowe et al., 2013, 2014; Willie et al., 2012). This
difference was only found in the first recorded 24h, which is reminiscent of a study
showing that sleep measured via piezoelectric cages predominates in the first hours
after TBI (Rowe et al., 2013). Interestingly, it seems that differences in ECoG spectral
activity after mTBI mainly emerged when the number of long wakefulness bouts was
restored to the level observed in Sham mice (i.e., on Day 2). This suggests that
sleep/wake modifications are submitted to biphasic modifications in the first days after
mTBI, with impairments in sustaining long wakefulness episodes occurring first, and
being followed by alterations in ECoG activity captured by spectral analysis. Altered
power spectra in the three vigilance states were also reported to be present a week after
mTBI (Lim et al., 2013). However, the former study found that TBI decreased activity in
frequencies above 6Hz, which is different from our observation of elevated ECoG
spectral activity two days after mTBIl and from increased delta during wakefulness
months following mTBI in humans (Gosselin et al., 2009). This difference could be due
to a different injury type (open skull vs. closed-head). In our study, larger differences
between mTBI and Sham on the first recorded day after injury may have been masked
by recovery from surgery. Due to our methodological conditions of closed-head injury
and standard ECoG recording montage (gold standard in sleep research and spectral
analysis; Franken et al., 2001), it was not possible to perform mTBl on animals
previously implanted with the electrode montage. Accordingly, recovery in Sham might

have prevented the observation of larger group differences on Day 1.
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Of relevance, we observed a blunted dynamics of delta activity during wakefulness after
mTBI, and this was specifically present on the first recorded day. Indeed, mTBI mice
showed an absence of time of day-dependent changes in delta during wakefulness
whereas Sham animals expressed higher wake delta during the rest (light) compared to
the active (dark) period. Delta oscillations during wakefulness are generally associated
with quiet wakefulness (as opposed to active wakefulness) and lapses in attention
(Leemburg et al., 2010; Vyazovskiy et al., 2011), and have even been proposed as local
sleep phenomenon (Krueger et al., 2008; Vyazovskiy et al., 2011). Therefore, lower
waking delta during the active period might ensure maximal vigilance quality. The fact
that mTBI mice specifically showed higher relative waking delta during the active period
further supports a specific impairment in wakefulness quality after mTBI and importantly
refines the observation of impaired capacity to sustain long bouts of wakefulness. This
observation might also suggest an acute impact on the circadian timing system, which is
in line with findings of altered rest-activity rhythm in the first days after moderate to
severe TBI in humans (Duclos et al., 2013). Alternatively, these changes may be linked
to alterations in other neuronal circuits involved in sleep/wake regulation, such as
hypothalamic orexin neurons or the thalamic reticular nucleus that were both shown to
be modified by TBI (Baumann et al., 2009; Hazra et al., 2014; Willie et al., 2012). Of
course, understanding how the initial post-injury progression of brain activity during
sleep and wakefulness is associated with the progression of cognitive functions, such as

the ability to adjust to new environments after mTBI, will require further studies.

The observation of a general increase in delta activity across all 3 vigilance states after
mTBI suggests that this altered ECoG signature is not linked to sleep homeostasis. In
addition, we found that the time course of delta activity during NREMS was mostly
preserved after mTBI. Though consistent with the unaltered nighttime decay dynamics of
NREMS delta activity observed months after concussion in athletes (Gosselin et al.,
2009), this result should be interpreted with caution since group differences could have
been hidden by interindividual variability, which is relatively important after mTBI in a
closed-head configuration as well as in clinical populations. Thus, replication of these
findings with more animals should be planned. In addition, measurement of the NREMS
delta response to SD will be required to definitely rule out an alteration in the recovery
sleep process after mTBI. This absence of changes in NREMS delta dynamics observed

in combination with an altered delta dynamics during wakefulness suggests that
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neuronal activity during wakefulness is specifically influenced by the robust changes in
markers of inflammation and glial cell function after mTBI, which we revealed by both
biological pathway analysis of RNA-Seq data and qPCR validations. Indeed, we reported
for the first time that mTBI enhanced the expression of two chemokines (Ccl3 and Cxcl5)
in both the cerebral cortex and hippocampus 2.5 days after injury, which supplement
observations of their upregulation after brain ischemia or TBI (Kumar et al., 2013;
Mirabelli-Badenier et al., 2011; Redell et al., 2013). Consistent with an induction of
immune/inflammation pathways after mTBI, chemokines can be produced by microglia

(Ramesh et al., 2013), the main immune cells of the central nervous system.

We also observed changes in the expression of two recognized markers of microglia
activation after mTBI but specifically in the cerebral cortex: Lgals3 (lectin galactoside-
binding soluble 3 or Galactin-3) and S7100a8. Like Ccl3 and Cxcl5, Lgals3, which has a
role in inflammation and neurodegenerative diseases (Lerman et al.,, 2012), was
increased by mTBI in the cortex (Table S5), whereas S700a8 was decreased after
mTBI. This last observation, although opposite to findings of induction in S700a8 after
ischemia and TBI (Engel et al., 2000; Postler et al., 1997), could suggest upregulation of
neuroprotective pathways after brain injury since the absence of S700a8 has been
linked to neuroprotection (Ziegler et al., 2009). Microglial activation was observed after
moderate TBI both in the cerebral cortex and hippocampus (Kumar et al., 2013), and our
observations support that the extent and/or the properties of this activation in the two
brain areas depends on injury severity. Although cytokines were shown to modulate
sleep and EEG activity (Krueger et al., 2008, 2011), further studies will need to
investigate how the specific markers mentioned above could contribute to changes in

wakefulness and sleep structure as well as EEG.

Following mTBI, changes in the expression of markers of the brain’s two other glial cell
types also reveal other potential sleep-modulatory mechanisms and brain area-specific
effects. Astrocytes, in particular, were shown to release gliotransmitters directly affecting
sleep/wake duration and EEG activity in slow frequencies during sleep (Halassa et al.,
2009). We observed an important increased in the astrocytic marker Gfap after mTBI in
both the cerebral cortex and the hippocampus, which is in line with the increased cortical
level of GFAP protein observed one week after brain injury in mice (Hazra et al., 2014).
This thus supports a contribution of astrocyte activation after mTBI to sleep/wake

modifications in our conditions, and possibly to cognitive deficits via their modified state
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in the hippocampus. Interestingly, to our knowledge, we are first to report Olig2 to be
specifically increased after mTBI in the hippocampus. OLIG2 is predominantly found in
oligodendrocytes and has been shown to be expressed in response to different types of
brain insults (Buffo et al., 2005). Given that oligodendrocytes are importantly involved in
axon myelinisation, this observation may suggest enhanced need for re-myelinisation
after injury in the hippocampus. Of note is that the oligodendrocyte transcriptome was
recently shown to importantly vary with the duration of wakefulness and sleep in the
rodent brain (Bellesi et al., 2013), suggesting a potential involvement of sleep and
wakefulness alternations in central nervous system myelinisation. Overall, our findings
indicate that even a mild brain injury seems to activate the three types of glial cells in the

central nervous system and this in a brain-region specific manner.

Importantly, the increase in the expression of Gfap after mTBI, whose protein product
has been proposed as a biomarker of TBI in humans (Yokobori et al., 2013), was
particularly elevated after SD in the cerebral cortex. This suggests that SD could
potentiate astrocyte activation after mTBIl. Even though astrocytes can contribute to
neuroprotection, their activation can also mediate abundant astrogliosis with a negative
impact on brain function, and blood GFAP levels were shown to predict death after
severe TBI in humans (Vos et al., 2004). Our findings may thus suggest that SD could
impair brain recovery after mTBI by inducing exaggerated astrocyte reactivity. In line
with this, we found that mTBI mice expressed more changes in the cerebral cortex
transcriptome after SD than Sham mice. Furthermore, an important effect of two days of
SD on the cortical expression of genes involved in plasticity, neuroprotection and
circadian rhythms was observed, which strongly suggests a modulatory impact of SD on
brain function after injury. Indeed, genes generally positively associated with learning
and synaptic function (e.g., Arc, Bdnf, Fos, Homer1a) were importantly downregulated
after sleep loss. Downregulated expression of Homer1a, in particular, may impair
neuroprotective pathways because the expression of Homer1a was suggested to have a
neuroprotective role during SD (Maret et al.,, 2007) and a protective role in TBI via
downregulating group 1 metabotropic glutamate receptors (Luo et al 2014). In addition,
because BDNF is generally associated with neuronal survival (Acheson et al., 1995), its
decreased expression after SD in the cerebral cortex may impair neuronal recovery after
mTBIl. Finally, a major impact of the two SD days was observed on the expression of

many genes involved in circadian rhythm regulation (i.e., Arntl, Dbp, Npas2, Bhlhe41,
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Nr1d1, Per3, Nfil3), which is evocative of the finding that the expression of many of
these clock genes is modulated by sleep restriction in human blood cells (Moller-Levet et
al., 2013). Besides their implication in circadian regulation, these genes are also linked
to neuronal and synaptic plasticity (Mongrain and Franken, 2013), therefore highlighting
their capacity to affect brain recovery after injury. Accordingly, our findings support that,
especially in the cerebral cortex, sleep loss may reprogram the transcriptome in a

manner that could be deleterious to brain recovery after mTBI.

Alternatively, SD-dependent increase in EfnA3 and decrease in EphA4 expression in the
cerebral cortex may suggest that sleep loss is not only detrimental to brain recovery after
mTBI and could rather produce some positive effects. In fact, the lack of EphA4 was
shown to be positively associated with neuronal reconstruction after spinal cord injury
(Goldshmit et al., 2004), likely because EphA4 can mediate spine retraction (Murai and
Pasquale, 2011). Importantly, EphA4 and EfnA3 have both been implicated in synaptic
plasticity and neuron-glia interactions (Murai and Pasquale, 2011), emphasizing the
relevance of changes in these elements after TBI. In the hippocampus, our observation
that the expression of the plasticity elements Arc and EfnA3 are restored to Sham levels
in mTBI mice that were submitted to SD may also suggest a potential benefit of SD after
injury. Moreover, SD affected fewer genes in the hippocampus of mTBI mice than in that
of Sham mice. Nonetheless, the upregulation of Arc and EfnA3 after injury might also be
required to stimulate neuronal growth and plasticity to recover from injury, and the
ablation of these changes by SD might have adverse effects. Of interest is also our
observation that biological pathways linked to both Ephrin A signaling and serotonin
receptor signaling are modified by SD in the cortex only in mTBI mice further suggesting
vulnerability of plasticity and neurotransmission mechanisms after mTBI. Of course, the
precise impact of these modifications on neuronal reconstruction and functional impact
after mTBI will need to be addressed in future studies. This will also be required in order
to reconcile findings from one study indicating that SD benefits the recovery of
neurological function after TBI (Martinez-Vargas et al., 2012), and that of another study
having shown that SD has neither an effect on NSS score nor on novel object

recognition post-TBI (Rowe et al., 2014).

In conclusion, we confirmed a specific deficit in the capacity to sustain wakefulness in
the initial hours following brain injury, and we uncover that this is associated with

alterations in the dynamics of slow cortical activity during wakefulness. We also reveal
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important changes in cerebral cortex activity across all vigilance states in the first days
after mild brain injury and a preservation of the time course of NREMS delta activity.
Importantly, our findings identified novel elements that could contribute to sleep/wake
and ECoG modifications, elements supporting an implication of pathways linked to
immune and glial functions. Moreover, our results suggest a brain area-specific impact of
mTBI on all three types of glial cells in the central nervous system. Assessment of inter-
hemispheric differences in these observations, shown to be important for several
plasticity genes after TBI (Hick et al., 1999), and of their associations with changes in
neuronal morphology (e.g., dendrite and spine number and shape) will help to
understand the contribution of the identified elements to wakefulness and sleep
phenotypes. Future studies should also consider the effect of time-of-day at which the
injury is performed on brain gene expression since it was shown to impact on mortality
rate (Martinez-Vargas et al., 2006). Finally, our data also expose several molecular
routes by which sleep loss could crucially impact on brain recovery after a traumatic

injury.
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3.7 FIGURE LEGEND

Fig. 1: (A) Schematic view of the ECoG/EMG recording protocol. mTBI was performed
between ZT8 and ZT11 and was immediately followed by an electrode implantation
surgery. The morning of the next day, mice were cabled around 15min before ZT0O and
ECoG/EMG were recorded continuously for 48 hours starting at light onset. Sham
control mice were recorded in parallel, and recordings were performed in groups of 4 to
6 mice. Grey bars indicate undisturbed/spontaneous wakefulness and sleep behavior
(same in B), and red bars indicate ECoG/EMG recorded undisturbed/spontaneous
wakefulness and sleep behavior. Light grey areas indicate dark periods (same in B). (B)
Schematic view of the gene expression protocol. Mice were initially divided into two
different groups in which animals were either submitted to mTBI or Sham surgery
between ZT8 and ZT11. For each of these conditions, half of the animals were submitted
to two consecutive days of 6h sleep deprivation (SD), taking place between ZT0 and
ZT6. All animals were then sacrificed on the morning of the third day for brain area
sampling. (C) Neurological Severity Scale (NSS) score from an initial cohort of animals
(n =10 mTBI and 8 Sham). Only mTBI mice showed a significant increase in NSS score

6h after injury in comparison to before injury (t = 3.2, p < 0.01 indicated by the star).

Fig. 2: (A) Forty-eight-hour time course of vigilance state duration in mTBI and Sham
mice measured using ECoG/EMG recording. The upper panel shows the time course of
wakefulness, the middle panel that of NREMS and the lower panel that of REMS. The
time course of the three vigilance states did not significantly differ between mTBI and
Sham mice on both Day 1 (interaction: wakefulness F3276 = 0.7, p = 0.9; NREMS F3 276
= 0.7, p = 0.9; REMS Fy3,76 = 0.8, p = 0.8) and Day 2 (interaction: wakefulness F; 276 =
0.7, p = 0.8; NREMS Fy3,76= 0.7, p = 0.8; REMS Fy3,76= 1.0, p = 0.5). The total duration
of vigilance states was also similar between mTBI and Sham mice (Condition effect
wakefulness: Fq 12, < 1.3, p>0.2; NREMS: F;1,<1.9,p>0.2; REMS: F1,, <0.7,p > 0.4).
Grey areas indicate dark periods (same in B). (B) Number of long bouts of wakefulness
(16min) in mTBI and Sham mice averaged for 24h, 12-h light, and 12-h dark periods
separately for the first and the second recorded days. A significant Condition effect
(mTBI vs. Sham) was found for 24h and 12-h dark period only for the first recorded day
(t> 2.3, p < 0.05 indicated by stars; Day 1 12-h light period: t = 1.3, p = 0.2; Day 2: t <
0.8, p>0.4).
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Fig. 3: (A) Wakefulness (upper panels), NREMS (middle panels) and REMS (bottom
panels) relative spectral power averaged for 24h per 0.25Hz-bin between 0.75 to 25Hz
separately for Day 1 and Day 2 in mTBI and Sham mice. Significant group differences
were observed only in NREMS for Day 1 for three bins around 5Hz (t > 2.2, p < 0.05).
For Day 2, significant group effects (t > 2.2, p < 0.05) were observed for wakefulness for
Hz-bins around 5Hz and at 16.25 and 20.25Hz, for NREMS between 3.5 and 6.75Hz
and between 14.75 and 25Hz, and for REMS between 3.25 and 5Hz and between 21.75
and 23Hz. Significant differences between mTBI and Sham mice are represented by
black bars above the x-axis (thin bars: p < 0.05; thick bars: p < 0.01). Inserts show
magnifications of indicated spectra with significant differences. (B) Forty-eight-hour time
course of relative delta activity during wakefulness (upper panel) and NREMS (bottom
panel) in mTBIl and Sham mice. A Condition (mTBI vs. Sham) by Interval interaction was
found for relative delta activity during wakefulness (F35420 = 1.8, p = 0.02). Stars indicate
significant differences between mTBIl and Sham mice for indicated points (p < 0.05,
simple effect analysis). No significant Condition by Interval interaction or Condition effect
was found for relative delta activity during NREMS (interaction: F3s5420 = 1.0, p = 0.5;

condition: F112= 1.8, p = 0.2). Grey areas indicate dark periods.

Fig. 4: Effect of mTBI and two consecutive days of 6h sleep deprivation (SD) on the
expression of plasticity and other target genes measured by qPCR on the third morning

after surgery in the cerebral cortex and hippocampus. In the cerebral cortex, no

significant interaction between Condition (mTBI vs. Sham) and Treatment (SD vs.
Control [Ctrl]) and no significant Condition effect was found. Significant Treatment (SD
vs. Control) effect was found for Arc, Bdnf, DnajB5, Fos, Homer1a, EfnA3 and EphA4
(F133 > 4.3, p < 0.05, indicated by +). In the hippocampus, a significant Condition by

Treatment interaction was found for Arc and EfnA3 (F133 > 4.6, p < 0.04, indicated by
stars), and a tendency for Condition by Treatment interaction was observed for Fgf1
(F133 = 2.6, p = 0.1). No significant Condition effect was found, but a significant
Treatment (SD vs. Control) effect was found for EfnB3 (F4 33 = 8.6, p < 0.01 indicated by
+), and a tendency for a significant Treatment effect was observed for Fos (F133= 3.4, p
= 0.07).

Fig. 5: Venn diagrams (upper panels) and heatmap representations (lower panels) of
genes differentially expressed in mTBI and Sham mice after two days of 6h sleep

deprivation (SD) in the cerebral cortex (A) and hippocampus (B) as measured using
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high-throughput sequencing (RNA-Seq). Venn diagrams show the overlap between

genes differentially expressed (FDR < 0.05) in mTBI and Sham mice. In_the cerebral

cortex, 25.6% of genes differentially expressed after SD in mTBI mice overlap with those
differentially expressed in Sham mice, whereas 44% of those in Sham mice overlap with

those of mTBI mice. For the hippocampus, 18.2% of genes differentially expressed after

SD in mTBI mice overlap with those differentially expressed in Sham mice, while only
4.2% of those in Sham mice overlap with that of mTBI mice. Heatmaps represent the
expression of the same transcripts with significant differential expression after SD in
mTBI and Sham mice, separately sorted according to the direction of the change with
SD. For each condition (mTBI and Sham), columns refer to three pools of RNA of three
control (C) and three SD mice (total nine per group). Transcripts were ordered by
hierarchical clustering (complete linkage). (C and D) qPCR validations of the effect of
mTBI and of two consecutive days of 6h SD on the expression of selected transcripts on
the third morning after surgery in the cerebral cortex and hippocampus. (C) In _the
cerebral cortex, significant Condition effects (mTBI vs. Sham, indicated by stars) were
observed for Ccl3, Cxcl5, Gfap and S100a8 (Fi33 > 4.3, p < 0.05). A significant

Treatment effect (SD vs. Control [Ctrl], indicated by +) was observed for Nfil3 (F433 >

34.6, p < 0.001). A trend for Condition by Treatment interaction was found for Gfap (F1 33
= 2.6, p = 0.1). (D) In_the hippocampus, significant Condition effects (mTBI vs. Sham,
indicated by stars) were observed for Ccl3, Cxcl5, Olig2 and Gfap (F433 > 8.2, p < 0.05).

A significant Treatment effect (SD vs. Control, indicated by +) was observed for of Nfil3

(F133 = 15.1, p < 0.001). No Condition by Treatment interaction was found for gPCR

validation in the hippocampus.

Fig. S1: RNA-Seq quantification of the effect of mTBI and of two consecutive days of 6h
sleep deprivation (SD) on the expression of Bhlhe41 on the third morning after surgery in
the cerebral cortex and hippocampus. A significant Treatment effect (SD vs. Control
[Ctrl], indicated by +) was observed for both the cerebral cortex (F;g= 69.1, p < 0.0001)
and the hippocampus (Fqs = 27.2, p < 0.001). A tendency for a significant Condition
(mTBI vs. Sham) by Treatment interaction was found for the hippocampus (F1s = 4.3, p
= 0.07), indicating that the SD-dependent increase tended to be more important in mTBI

than in Sham mice. No Condition effect was observed.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 5
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Chapitre 4 : Discussion
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4.1Rappel des principaux résultats

L’objectif principal de ce mémoire était d’étudier 'impact du traumatisme cranio-cérébral
léger (TCL) sur l'architecture du sommeil durant les premiers jours suivant le TCL.
D’autre part, nous avons voulu tester I'effet de privations de sommeil (PS) pendant 2
jours consécutifs sur la récupération en quantifiant I'expression de génes associés au
sommeil et également marqueurs moléculaires de plasticité synaptique (Homer1a,
Hif1a, Arc, Fos, Bdnf, EphA4, EphB2, EfnA3, EfnB2, EfnB3, DnajB5, Fgf1).

La quantification de la durée des états de vigilances chez les souris TCL et Sham durant
les premiéres 48 heures post-TCL a montré que les souris TCL n’étaient pas capables
de maintenir I'état d’éveil pendant des longues périodes de 16 min au cours des
premiéres 24 heures post-TCL, et surtout dans la deuxiéme moitié de la journée qui
correspond a leur période active. Aussi, nous avons constaté des changements dans
I'activité du cortex cérébral pour différentes fréquences : delta, théta et béta dans les
trois états de vigilance. De fagon intéressante, nous avons observé que le TCL
augmente l'activité delta (1-4 Hz) pendant I'éveil. Bien que les souris Sham expriment
plus de delta en période de lumiére que dans l'obscurité pendant I'éveil, les souris TCL
perdent cette différence jour-nuit. Ce qui indique que le TCL altére la dynamique de

I'activité delta pendant I'éveil.

D’autre part, le séquengage complet du génome du cortex et d’hippocampe nous a
permis de constater que ces changements électrophysiologiques sont associés a des
modifications dans l'expression d’élément modulateur de la réponse inflammation, et
surtout des changements dans les cellules gliales spécifiquement dans le cortex et
I'hippocampe. Ces changements appuient notre hypothése de départ supposant que le
TCL induit des changements sur I'expression des génes. En effet, nos données
montrent que deux jours consécutifs de veille forcée aprés TCL affectent I'expression
des génes, en particulier des génes impliqués dans la plasticité neuronale, la fonction
synaptique et la régulation du rythme circadien. De plus, les résultats d'ARN-Seq et de
gPCR montrent que le TCL induit des changements considérables dans I'expression de
marqueurs de l'inflammation et d’activation des cellules gliales, avec une augmentation

de I'expression des deux chimiokines Ccl/3 et Cxcl/5 dans le cortex et dans I'hippocampe.

Dans notre étude, nous avons examiné l'effet du TCL sur I'évolution de [l'activité

cérébrale par la mesure de I'ECoG pendant le sommeil des premiers jours suivant
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'impact. Le choix d’'un modéle de traumatisme sur crane fermé (closed head injury) a
permis de garder le crane intact pour effectuer la chirurgie d'implantation des électrodes
ECoG/EMG juste aprés la chirurgie TCL. Toutefois, la récupération suite a la chirurgie
pourrait masquer des différences additionnelles entre les groupes TCL et Sham. Enfin,
nous pensons que nos résultats ajoutent des données importantes a la littérature sur les
TCC, qui manquait une analyse détaillée de I'évolution de I'activité EEG immédiatement
aprés TCC et la corrélation des changements électrophysiologiques avec un profil
d'expression de génes suite a la PS post-TCL. Dans cette discussion, nous allons

élaborer davantage I'importance des résultats présentés dans l'article et leur pertinence.

4.2 Effet du TCL sur le sommeil

4.2.1 Sommeil chez rongeurs TCL. Similarités et différences

En utilisant le modéle de traumatisme sur crdne fermé (closed head injury) chez la
souris, nous avons induit un TCL par chute de poids "weight drop” (Fleirl et al., 2009)
pour déterminer |'effet immédiat d'un traumatisme cérébral Iéger sur I'évolution de I'EEG.
Notre étude a permis de caractériser I'architecture de sommeil dans les premiéres 48 h.
Alors que le sommeil post-traumatique dans notre modéle montre de nombreuses
caractéristiques similaires au sommeil normal, il semble que I'éveil soit le plus affecté
suite au dommage TCL. En effet, notre observation d’'un déficit dans la capacité de
maintenir I'éveil au cours des premiéres heures post-TCL est en accord avec d’autres
études ayant observé I'apparition d’un probléme de I'éveil aprés le TCL, que ce soit en

immeédiat ou apres quelques semaines (Lim et al., 2013; Willie et al., 2012).

Contrairement a nos observations d’'un sommeil normal, Rowe et son groupe ont montré
des changements dans le phénotype du sommeil post-TCL, qui se manifestent par
l'induction excessif du sommeil post-traumatique (Rowe et al., 2013; 2014). Cette étude
a utilisé un systéme de cage non invasif pour I'enregistrement de sommeil, pour éviter
les effets des anesthésiques qu’une intervention chirurgicale d'implantation d’électrodes
EEG nécessite normalement. En revanche, la distinction des stades de sommeil NREM
et REM s’avére impossible dans leur étude. Ces différences entre nos résultats sont,
probablement, dues au choix de modéle de TCL, ou bien a la méthodologie
d’enregistrement de sommeil (EEG/cages piézoélectriques) ou l'effet de la chirurgie qui

risque de masquer des effects durant la premiére journée.
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Il est intéressant de noter que I'éveil des souris dans les premiers jours post-TCL est
semblable en partie au comportement des souris aprés une PS ou ils ont tendance a
dormir avec une incapacité de maintenir I'éveil (Huber et al., 2000). Ceci pourrait
suggérer que le rythme circadien est affecté par le TCC, vu son role dans le maintien
d’un cycle éveil/sommeil normal (Boone et al., 2012). Une étude sur des rats ayant subi
le méme modeéle de TCL que celui utilisé dans la présente étude, avait observé que 48h
de privation de lumiére en combinaison avec un supplément de mélatonine a produit un
effet neuroprotecteur significatif dans le cerveau des rats et que seul le groupe TCL
soumis a 48 h d’obscurité constante avait une augmentation significative dans la
puissance de I'EEG dans l'activité delta (Ucar et al., 2005). Ensemble, ces données
appuient que le TCL déclenche des mécanismes qui diminuent la capacité de maintenir
I'éveil et qui augmentent les longues périodes de sommeil (Rowe et al., 2013; 2014).
Nous allons discuter de ces changements moléculaires avec plus de détails plus tard
(Section 4.3). Aussi, il est intéressant de constater que ces observations sont en accord
avec I'hypothése évoquée par Lim et son groupe, suggérant que les acides aminés a
chaine latérale ramifiée (Branched Chain Amino Acids (BCAA)), qui sont des acides
aminés essentiels, peuvent restaurer 'activité des neurones orexine connues pour leur
réle dans la consolidation de I'éveil. Les acides aminés BCAA sont également les
principaux précurseurs de synthése de novo du glutamate (Cole et al., 2009). Une telle
intervention pourrait ultimement rétablir I'excitabilité du réseau orexine ainsi que I'éveil.
Nous allons discuter plus tard (Section 4.2.2.2) de l'implication et I'importance de ces

neurones dans la neurophysiologique de I'éveil.

4.2.2 Sommeil des patients TCL. Similarités et différences

Chez I'humain, les troubles du sommeil, y compris la somnolence diurne excessive et
linsomnie, ont été signalées comme des conséquences persistantes aprés la
commotion cérébrale (Baumann et al., 2007). Cependant, peu d’études ont rapporté des
observations sur les troubles de sommeil immédiatement aprés TCL. La majorité des
données disponibles portent sur les troubles chroniques du sommeil, sans déceler ce
qui se passe dans l'architecture de sommeil immédiatement quand le patient est
hospitalisé. Il est important d’enrichir la littérature par des données sur le sommeil post-
traumatique durant les premiers jours suivant I'impact, car le sommeil pourrait étre trés
important immédiatement aprés le dommage, pour accomplir sa tache de réparation et

aider a la récupération des fonctions cérébrales et méme pour prévenir d’autres troubles
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conséquents, tel que les troubles cognitives et de performance. Parmi les séquelles les
plus fréquentes post-TCL on retrouve notamment la douleur et les maux de téte, qui
semblent étre directement associés a des changements dans de sommeil (Khoury et al.,
2013; Theeler et al., 2013).

Nos résultats suggérent que le déficit est principalement observé dans la phase active,
et qu’il y avait ainsi une perte de rythmicité journaliere normale. Notamment, dans
'expression des ondes delta pendant I'éveil, qui était plus exprimé pendant I'éveil. En
fait, le déficit dans le maintien de I'éveil est comparable aux études rapportant une
somnolence diurne excessive chez les patients TCC (Castriotta et al., 2007; Baumann
2012), ce qui montre qu’effectivement I'aspect le plus altéré suite & ce dommage est le
maintien de I'éveil. Nos résultats ne montrent pas de déficit marqué dans le sommeil, et
le déficit observé au niveau de I'éveil n'implique pas nécessairement une altération du
sommeil. Toutefois, si le déficit de I'éveil persisterai a long terme, il pourrait exacerber

des altérations dans I'architecture de sommeil plus tard.

Dans les études sur les TS et la récupération cognitive post-TCC, les patients ont été
soumis a un test (maintenance of wakefulness test) qui permet d’évaluer leur capacité
de rester éveillé. Les résultats de cette étude montrent que les patients TCC
s’endormaient pendant le test méme lorsqu’ils prennent leur dose réguliére de modafinil
(stimulant utilisé dans le traitement de I'hypersomnie) (Fung et al., 2011; Wiseman-
Hakes et al., 2013). Ceci suggere que ce traitement pharmaceutique actuel n’attaque
pas forcément la bonne cible de la somnolence diurne excessive suite au TCL. Il serait
donc pertinent de se servir de ces données cliniques en combinaison avec des données
fondamentales, tels que les neurones orexines, pour permettre de démystifier les
mécanismes secondaires et éventuellement identifier la ou les bonnes cibles

thérapeutiques.

Dans la présente étude, nous n’avons pas observé une augmentation significative dans
la quantité de sommeil au cours des premiéres 48 h post-TCL. Pourtant, des
observations d’une augmentation dans la quantité de sommeil ont été rapportés chez les
patients TCC mais a long terme (Castriotta et al., 2007). D’autre part, I'analyse de
I'activité corticale nous a permis de quantifier I'activité spectrale au cours de différentes
fréquences détectées a I'EEG pendant les premiéres 48h post-TCL. Nous avons

observé des changements dans différentes fréquences a savoir le delta, théta et béta
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dans l'éveil, le sommeil REM et NREM. Plus précisément, les souris TCL avaient une
activité spectrale plus élevée que les souris Sham dans le théta (4-8Hz) et béta (16-25
Hz) et ceci dans les trois états de vigilance. Le changement observé au niveau des
ondes béta concorde avec les données existantes qui indiquent une augmentation
marquée des ondes rapides chez des patients TCL. Plus particuliérement, une étude
ayant pour obijectif d'étudier les marqueurs neurophysiologiques de la reprise de
conscience chez des patients TCC a comparé la dynamique des changements cliniques
et l'activité cérébrale EEG, et a conclu que 'EEG des patients TCC révéle une activité
théta élevée (Odinak et al.,, 2014). Cette augmentation pourrait étre en elle-méme
indicative d’'un sommeil altéré (Antal et Paulus., 2010). Généralement, les ondes béta,
sont présentes dans I'état le plus actif du cerveau, ainsi durant I'éveil. La présence des
ondes beta durant le sommeil NREM peut donc étre responsable en partie d’'une lacune
dans la récupération. Ce changement dans I'activité corticale refléterait, peut-étre, une
atteinte des circuits neuronaux qui contrecarre la récupération associée a la synchronie
corticale. Nous allons discuter en détails I'implication de ces circuits dans les sections a

venir.

Il est particulierement intéressant de noter qu'une augmentation des activités théta et
delta, et une diminution de I'activité béta sont frequemment observées chez des patients
atteints de la maladie d'Alzheimer et également chez des patients atteints de la maladie
de Parkinson. Ceci peut refléter un dysfonctionnement des connexions corticales en lien
avec une neurodégénérescence induite par ces maladies (Moretti et al., 2011; Yuvaraj
et al., 2014; Brenner et al., 1986; Coben et al., 1983; Giaquinto and Nolfe, 1986). Il en
va de méme pour les patients avec le trouble d'hyperactivité et déficit de I'attention qui
montrent une augmentation significative dans I'activité théta (Hermens et al., 2005). Ce
qui indique que des perturbations dans l'activité des ondes théta sont associées a des

déficits fonctionnels tels que le trouble de I'attention.

Outre nos observations spécifiques d'altération de la capacité a maintenir I'éveil aprés
un TCL, nous avons également observé des changements dans l'activité delta pendant
I'éveil. En effet, les souris TCL avaient une activité delta plus élevée pendant I'éveil que
les souris Sham dans de la deuxieme journée post-TCL. De maniere similaire, une
étude menée par Gosselin et al. (2009) ayant examiné la qualité du sommeil chez des
patients TCL, a montré que les patients avec commotion cérébrale avaient une

augmentation de l'activité delta pendant I'éveil et une diminution de l'activité alpha
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comparés aux contréles. Comme nous avons observé que cette différence dépend du
temps du jour, il se peut que ces changements indiquent une perturbation de la
rythmicité du cycle éveil/sommeil En somme, selon la littérature animale et humaine
ainsi que selon nos résultats, il semble que les TCL sont surtout associées a des

problémes de I'éveil, plutét que des troubles du sommeil en soi.

4.2.3 Des plaintes de sommeil chez les patients trauma

L’observation d’un déficit dans I'éveil post-TCL peut contribuer a la compréhension de la
physiopathologie de certains troubles de sommeil/éveil chez les patients TCL. Nous
avons montré que le TCL affecte le maintien de longues périodes de I'éveil durant les
premiéres 24h post-TCL. Comme les TCC sont trés variables, les troubles de sommeil
rapportés sont en conséquence assez variables d’'une étude a l'autre. Contrairement a
nos observations, Zeitzer et al. (2009) ont observé que l'insomnie survient chez environ
40% des patients TCL. Toutefois, plusieurs études ont effectivement rapporté que des
troubles de I'éveil aussi et non seulement de sommeil apparaissent chez des patients
TCC. Spécifiquement, une étude menée sur 96 patients dans les 4 premiers jours aprés
TCC et a 6 mois plus tard a déterminé qu’a 6 mois post-traumatique, 28% avaient la

somnolence diurne, et 5% ont eu l'insomnie (Baumann et al. 2007; Rao et al., 2008).

En général, le déficit dans le maintien de I'éveil et la réduction de la qualité de sommeil
chez les patients sont probablement des manifestations qui refléetent des problemes
dans les circuits de maintien du I'éveil (Wiseman-Hakes et al., 2010 Ouellet et Morin,
2006). Pour bien comprendre les origines de ces troubles, nous allons discuter la

physiopathologie des systémes neuronaux impliqués dans la régulation du sommeil.

4.2.4 La neurophysiologie des circuits régulateurs du sommeil.

Physiologiquement, I'éveil est un ensemble de comportements multiples et cohérents
qui permettent l'interaction avec le monde extérieur et qui se manifestent grace a
I'activation corticale. De plus, I'éveil est maintenu par un certain nombre de systémes,
comprenant l'activation de plusieurs neurotransmetteurs et circuits neuronaux dans
différentes régions du cerveau. Parmi les principaux systémes qui sont impliqués dans
cet état, on cite les systémes cholinergique, glutamatergique, dopaminergique et
orexinegique; qui sont tous impliqués dans la promotion de I'éveil (Wright et al., 2012).

La difficulté dans le maintien de I'éveil suite au TCL peut étre le résultat d’altérations
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dans I'un ou l'autre de ces systémes. En effet, chaque systéme est distinct et a un role
particulier dans le maintien de I'éveil (McCormick et Bal, 1997; Steriade, 1992; Alam et
al., 1999; Strecker et al., 2000). De plus, des altérations des systémes associés au
sommeil pourraient aussi contribuer aux déficits de I'éveil. Par exemple, le systéme
GABA connu pour favoriser le sommeil et ciblé pour traiter 'insomnie a été observé
comme modifié immédiatement aprés le TCC. En effet, une étude menée chez des rats
montre que l'expression de TARNm des sous-unités des récepteurs GABAA diminue 6h
post-TCL (Drexel et al., 2015).

En plus de I'implication des neurones GABAergique, beaucoup d’études ont attribué un
réle puissant au systéme histaminergique dans la modulation et le maintien de I'éveil,
surtout que la perte des neurones histaminergiques peut contribuer a une somnolence
diurne excessive (Steininger et al., 1999; Takahashi et al., 2006). Chez les rongeurs, les
neurones histaminergiques semblent jouer un réle central dans le maintien de l'éveil,
surtout que la synthése de I'histamine, sa libération et sa dégradation sont régulées
d’'une facon circadienne, avec des niveaux plus élevés au cours de la période
d’obscurité (ou I'éveil est normalement un état dominant chez les rongeurs) et bas au
cours de la période de lumiére (Thakkar, 2011; Walker, 1968). De plus, le blocage
pharmacologique de la synthése de I'histamine chez les chats réduit I'éveil, mais
inversement, I'augmentation de I'histamine endogéene par le blocage pharmacologique
de la dégradation de I'histamine favorise I'éveil (Lin et al., 1986). Dans le méme
contexte, un agoniste des voies histaminergiques pourrait favoriser I'éveil et neutraliser
la somnolence diurne excessive associée a un certain nombre de troubles (Passani et
Blandina, 2011; Castriotta et al.,, 2011). Peu d’études se sont intéressées a ces
systémes aprés les TCC. Récemment, une étude a démontré que le TCC sévére est
associée a une perte nette de 41% des neurones histaminergiques (Valko et al., 2014),
ce qui peut expliquer la difficulté de rester éveillé que nous rapportons dans notre étude.
D’autre part, la méme étude a rapporté que les neurones orexine ont diminué de 21%
dans le hypothalamus des patients avec TCC séveére, ce qui concorde parfaitement avec
une étude précédente ayant montré une diminution de 27% de ces mémes neurones
(Baumann et al., 2009). En conséquence, ces neurones sont impliqués dans la

physiopathologie de la somnolence diurne (Valko et al., 2014).
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4.2.5 Changements secondaires pouvant induire des changements
neurophysiologiques :

Notre observation d’un déficit de I'éveil et d’augmentation de I'activité delta durant I'éveil
est particulierement intéressante puisqu’elle pourrait nous renseigner sur les origines de
la somnolence diurne rapportée par les patients TCL. Autrement dit, il est possible que
ce déficit de I'éveil génére dans le cerveau des changements, qui donnent en
consequence une nécessité et un besoin intense de dormir. La premiere interrogation
que l'on pose suite a ces observations: quel est I'élément déclencheur d’un tel
changement apres le TCL. L’évaluation des mécanismes liés aux dommages secondaire
post-TCL semble étre une voie prometteuse pour essayer de comprendre ces
changements. D’autre part, le fait que la somnolence persistait chez les patients TCL
sous médication (modafinil) suggére que la somnolence diurne excessive est
probablement causée, du moins en partie, par la réponse secondaire du cerveau et les
mécanismes sous-jacents. De plus, ces événements représentent aussi un facteur
nuisible a la plasticité synaptique (Hall et al., 2004, Opii et al., 2007). Il est donc attendu
que la compréhension des changements de la réponse secondaire constituent une
avenue intéressante pour comprendre l'origine des altérations de I'éveil et du sommeil,

et contribueront a déterminer avec plus de précision les systémes directement affectés.

4.3 Effet de la privation de sommeil aprés TCL

Les modéeles animaux sont des outils puissants pour explorer la relation de cause a effet
entre l'impact du traumatisme et ses conséquences sur la récupération, et
éventuellement, pour contribuer a lidentification d’'une cible thérapeutique et des

biomarqueurs qui serviront au diagnostic.

4.3.1 La privation de sommeil affecte 'expression des génes de plasticité dans

le cortex

L’expression des génes de plasticité que nous avons mesurés a été modifiée par la PS

alors que le TCL n’a pas induit d’effets significatifs. En particulier, deux jours de PS
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affectent I'expression de la plupart des génes de plasticité dans le cortex cérébral, en
diminuant I'expression de Arc, Bdnf, Dnajb5, Fos, Homeria et EphA4, et en augmentant
celle ’EfmA3. Dans I'hippocampe, la PS a diminué seulement I'expression d’EfnB3. En
outre, dans I'hippocampe, nous avons observé des interactions significatives (TCL/PS)
d’Arc et EfmA3, plus précisément, la PS diminue I'expression de ces génes seulement

chez les souris TCL (Fig. 4 de I'article, voir chapitre 3).

La majorité des étude montrent que I'expression des génes de plasticité augmenta
pendant a la privation de sommeil (Maret et al., 2007; Massart et al., 2014). En fait,
I'expression des marqueurs de plasticité est généralement élevée pendant I'éveil et leur
expression est généralement associée a la survie neuronale et a la neuroprotection
(Acheson et al.,, 1995). La différence observée entre nos données et les études
antérieures concernant I'expression des génes de plasticité suite a une privation de
sommeil semblent logique en raison de la particularité et la différence de la stratégie
d’exprimentation dans chaque étude. La présente étude présente I'effet de deux jours de
consécutifs de privation de sommeil sur I'expression des génes qui a été mesurée
plusieurs heures aprés. Ainsi, la diminution de I'expression de ces génes aprés TCL
pourrait nuire a la récupération. Par exemple, notre observation d’'une diminution du
Banf suite a la PS semble représenter un mauvais indicateur de la croissance neuronal
post-TCL. Surtout que la réduction de Bdnf est en corrélation avec le déclin cognitif chez
des patients atteint de la maladie d'Alzheimer (Peng et al., 2005). Aussi, ce géne a un
réle dans la croissance neuronale et dans la régénération axonale aprés les le TCC
(Yang et al., 1996; Griesbach et al., 2002; Hanell et al., 2012; Johnson et al., 2013). En
effet, une augmentation de Bdnf suite au TCL contribuerait a une amélioration
significative de la performance cognitive (Griesbach et al., 2004). De la méme maniére,
la diminution de I'expression d’Homer1a peut nuire aux voies neuroprotectrices étant
donné que l'expression d’Homer1a a été suggérée d'avoir un réle neuroprotecteur aprés
PS et aprés TCC par le blocage de récepteur de glutamate métabotropique du groupe
1/5 (mGIuR1/5) (Maret et al., 2007; Luo et al., 2014).

Il est suggéré que I'induction des génes de plasticité pendant I'éveil dépend de l'activité
du systéme noradrénergique. Tononi et Cirelli (2000) ont trouvé que des Iésions
noradrénergiques sont associées a une diminution de ces génes au cours de I'éveil, et
que leur expression est semblable a leur niveau d’expression pendant le sommeil. Nos

résultats montrent que la PS diminue I'expression d’Arc dans I'hippocampe uniquement
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chez les souris TCL. Il est maintenant établi que Arc est requis a la plasticité (Guzowski
et al., 2000) Des observations ont démontré que Arc est associés a des changements
dans le cytosquelette d'actine (Dillon et Goda 2005), ceci a conduit a vouloir comprendre
le rble de Arc en plasticité synaptigue. Dans les neurones de I'hippocampe, la
surexpression de Arc augmente la densité des épines (spine density) in vitro, et la
pérturbation d'Arc diminue la densité de ces derniers in vivo (Peebles et al., 2010).
Bien que ces effets fussent modestes, Arc a eu des effets impressionnants sur la
morphologie des épines dans cette étude et il a spécifiquement augmenté la proportion
des épines, que l'on appelle des épines de I'apprentissage qui sont plus plastique. Cela
suggére qu’Arc est important pour former de nouveaux souvenirs ou d'oublier les
anciens (Peebles et al., 2010). Cette implication d’Arc dans la plasticité suggére aussi
que la PS peut étre nuisible au fonctionnement neuronale particulierement post-TCL.
Dans les conditions physiologiques normales, les cellules progénitrices neurales se
différencient et se développent ensuite en des neurones matures. Or, suite au TCC la
différentiation est inhibée, et donne ainsi des neurones immatures qui ne se développent
pas davantage (Yi et al., 2013; Gao et Chen 2013; Bye et al., 2011), ce qui représente
un indice additionnel que la plasticité est fortement affectée. Ainsi, suite au TCC, le
guidage axonal et la plasticité synaptique sont affectées. Cependant, une régulation
positive de guidage axonal peut aboutir a des meilleurs résultats fonctionnels aprés le
dommage (Schirmer et al., 2013; Frugier et al., 2012). La neurogénese a été suggéré
comme clé pour la reprise et comme cible thérapeutique aprés TCC, et la Iésion est
souvent suivie par l'augmentation endogéne des cellules progénitrices neuronales, la

prolifération et la différenciation neuronale (Rice et al., 2003; Dash et al., 2001).

De maniére intéressante, une étude a rapporté que la récupération post-TCC est
meilleure chez les rats si elle se produit au cours de la phase d'obscurité du cycle diurne
lorsque les rats sont dans la période de I'éveil (Martinez-Vargas et al., 2006).
Egalement, des données du méme groupe suggére que I'éveil est neuroprotecteur dans
ce type de blessure, et que la PS post-TCC réduit les dommages morphologiques et
améliore la récupération des rats (Martinez-Vargas et al., 2012). Ceci pourrait aussi
appuyer le fait que nous n’avons pas eu une diminution majeure dans I'expression de

ces génes chez les animaux TCL.

Notre observation d’une diminution significative d’EphA4 par la PS peut indiquer entre

autres un effet positif de I'éveil aprés un TCL car son absence a été montrée comme
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ayant un effet positif sur la régénération dans un modéle de trauma de la moélle épiniére
(Spanevello et al., 2013). Par contre, une étude qui portait sur l'effet d'un KO
conditionnel d’EphA4 chez des souris soumises a un TCC en utilisant un modéle
d’'impact cortical contrélé (CCl), n’avait montré aucun effet positif relié a cette mutation
(Hanell et al., 2012). Cependant, les auteurs de cette étude rapportent que I'absence
d’EphA4 pourrait améliorer le pronostic aprés la lésion de la moelle épiniére chez la
souris. De plus, contrairement a notre observation, leur résultat montre une diminution
d’EphA4 chez les souris TCC comparé aux Sham uniquement dans I'hippocampe a 24h
post-TCC. Leurs résultats s’opposent donc a un rdle bénéfique pour EphA4 dans le
processus de récupération aprées TCC, et les auteurs suggérent qu’une inhibition
pharmacologique de EphA4 pourrait méme étre une avenue a considérer (Hanell et al.,
2012).

Globalement, nos résultats montrent un effet important aprés deux jours de PS sur
I'expression de génes impliqués dans la plasticité et la neuroprotection, et que les génes
cibles sont affectés par la perte de sommeil au niveau du cortex plus que de
I'hippocampe. Ces changements peuvent jouer un réle important dans la progression de
la Iésion neuronale. Aussi, il apparait probable que grace a un effet neuroprotecteur de

I'éveil post-TCL, I'expression de la majorité des génes n’a pas été réduite aprés TCL.

4.3.2 La privation de sommeil affecte les génes de I’horloge

Grace aux analyses de séquencage, nous avons constaté des changements dans
I'expression de nombreux génes impliqués dans la régulation des rythmes circadiens
(Bhlhe41, Nfil3) aprés deux jours de PS. Des changements au niveau des génes
circadiens aprés TCC dans un modéle percussion de fluide latéral ont été observés
dans une étude précédente (Boone et al., 2012). En effet, les auteurs montrent que
chez les rats, les perturbations du rythme circadien aprés TCC sont médiées par des
changements de l'expression des genes de I'horloge (Bmal1 et Cry1) mesurée par
gPCR dans le noyau suprachiasmatique (NSC) et I'hippocampe. Aussi, une autre étude
ayant examiné le lien entre TCC et des changements circadiens indique que les troubles
du sommeil suivant TCC peuvent étre dues a l'altération dans le rythme circadien (Orff

et al.. 2009). Ceci suggére qu'une lésion cérébrale engendre des perturbations du
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rythme circadien qui pourraient étre a la source des troubles de sommeil post-TCL. Nos

travaux suggeérent que le manque de sommeil post-TCC pourrait exacerber cet effet.

4.3.3 TCL pourrait affecter ’homéostasie du calcium

Il faut garder en téte que la blessure du TCL induit des lésions qui peuvent mener a la
formation d'une cicatrice gliale, la relache des facteurs qui nuisent a la construction de
myéline et aussi des inhibiteurs de guidage axonal, ce qui affecte le transcriptome. Nos
résultats de RNA-seq montrent que le TCL diminue I'expression de S700a8 qui code
pour la protéine S100a8 (aussi appelé calcium binding protein) de la famille S-100. Cette
diminution de I'expression de S100a8 semble indiquer des changement des niveaux de
I’'homéostasie du Ca**, sachant que S100A8 a un rdle important dans la régulation des
niveaux de Ca*" intracellulaire (Donato et al., 2013). Les changements de Ca*" peuvent
induire une série d’altérations physiologiques et aussi reprogrammer toute I'expression
génique (Haasteren et al., 1999; Johnson et al., 1997). De plus, S100A8 a été impliquée
dans la physiopathologie des troubles inflammatoires et tumoraux dans des études
récentes (Xu et al., 2012; Ichikawa et al., 2011), et sa diminution favorise 'accélération
des processus apoptotique (Yaundong et al., 2014). La diminution de S100a8 que nous
avons observé dans le cortex cérébral post-TCL s’oppose a d’autres observations qui
montrent I'induction de S100A8 aprés ischémie et TCC (Engel et al., 2000; Postler et al.,
1997). Il se pourrait ainsi que le TCL active spécifiquement des voies neuroprotectrices
aprés la Iésion vu que l'absence de ST00A8 a été associé a la neuroprotection (Ziegler
et al., 2009).

4.3.4 Changement de I’expression des chimiokines et génes gliaux aprés TCL

L’induction d’'un TCC (soit Iéger ou sévére) par différents modeéles (percussion fluide,
impact cortical contrélé) produit une réponse secondaire similaire a celle produite lors
des TCC humains (Prins et al.,, 2013). Dans le présent travail, nous avons utilisé un
modeéle TCL sure crane fermé (closed head injury) pour révéler les changements et la
réponse secondaire associée a ce modéle. Ainsi, nous avons observé que des
changements de I'éveil peuvent étre originaires de la réponse secondaire post-TCL. Les

processus pathologiques déclenchésau moment de [impact se développent
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probablement en paralléle aux troubles neurologiques, troubles du sommeil et troubles
cognitifs (Castriotta et al., 2007). En outre, la libération secondaire des cytokines
inflammatoires produites suivant le TCC suggére que le sommeil peut naturellement étre
induit aprés une lésion cérébrale, car l'augmentation de certaines cytokines a été
impliqguée dans linduction accrue du sommeil (Dworak et al 2010; Chikahisa et Sei,
2011; Rowe et al.,, 2013; Ziebell et Kossmann, 2010). La sécrétion de meédiateurs
immunitaires peut étre divisée en sous-groupes: les cytokines pro-inflammatoires (IL-1,
TNF, IL-6), et les cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, et TGF-béta), et aussi les
chimiokines, qui conduisent les cellules immunitaires périphériques dans la région lésée
(Woodcock et Morganti-Kossmann., 2013). Aussi, aprés une lésion cérébrale, les
niveaux des interleukines (IL-4, IL-5, IL-13) et le TNF-a ont augmenté chez le rat en
phase aigué et se restaurent a un niveau de base trois jours aprés la Iésion (Dalgard et
al.. 2012). Une augmentation des cytokines, avec les niveaux d'IL-1[3, IL-6 et TNF était
également observée chez des patients TCC dans les trois premiers jours post-TCC
(Helmy et al., 2011).

Aussi, il est possible que I'impact de I'activation de la microglie atteint les circuits de
régulation de sommeil induisant une préférence pour le sommeil comparativement a
I'éveil (Krueger, 2008; Cao et al., 2012; Jin et al., 2012). Contrairement a ce qui avait été
rapporté dans ces études, nous n’avons pas trouvé de changement direct dans ces
cytokines, mais nos résultats de séquengage de génome complet montrent que le TCL
et la PS induisent I'expression des cytokines inflammatoire (IL-17A, IL4). L’activation de
ces éléments a été associé a des perturbations de sommeil (Chirakalwasan et al.,
2009).

Notre modéle expérimental de commotion cérébrale a montré pour la premiére fois que
le TCL induit I'expression de deux chimiokines (Ccl3 et Cxcl5) dans le cortex et dans
I'hippocampe. Outre les chemokines, une autre molécule associée a la réponse
immunitaire Lgals3 a été augmentée chez les souris TCL dans le cortex, tandis que le
niveau S700a8 a été diminué. Cette réponse de microglie est cohérente avec les
observations dans d'autres-modéles animaux de TCC (Chen et al., 2003; Kelley et al.,
2006; Shitaka et al., 2011) et aussi avec observations chez des patients ayant subi un
TCC (Johnson et al., 2013; Smith et al., 2013; Gentleman et al., 2004). Notre modéle
supporte donc que la réponse neuro-inflammatoire persiste jusqu’a la 3e journée post-

TCL (Dawes et al., 2011; Jeyaseelan et al., 2005; Zeng et al 2003), et qu’elle implique
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I'activation de la microglie et des astrocytes. Nos résultats supportent ainsi également
qgue l'activation de la microglie peut étre une source potentielle de régulation du sommeil
dans le cerveau lésé (Cao et al., 2012; Jin et al., 2012). A nouveau, 'ensemble de ces
données suggerent que le processus inflammatoire post-TCL implique des éléments qui
peuvent agir dans la régulation de sommeil et dans l'activité EEG (Krueger et al., 1995;
Krueger et al., 2001; Yasuda et al., 2005; Krueger 2008).

En générale, l'activation de la microglie peut étre nuisible par l'activation de la voie
classique neurotoxique, ou bénéfique par I'activation de la voie neuroprotectrice (Loane
et Byrnes, 2010; Kossmann et al., 2002). Une activation persistante et progressive de la
microglie au-deld de deux semaines peut transformer l'effet bénéfique de cette
activation a un effet négatif (Hu et al., 2012). Dans le stade précoce de TCC, les
processus engendrés par I'activation de la microglie éliminent les débris de neurones
morts et protégent les neurones vulnérables en libérant des facteurs trophiques ou
cytokines, et également favorisent la réparation des axones blessés (Horn et al., 2008;
Neumann et al., 2009). Mais dans certains cas, l'activation de la microglie aprés TCC
persiste pendant des mois, voire des années ou elle devient chronique (Gentleman et
al., 2004 et Johnson et al., 2013). Bien que le lien entre la neuro-inflammation chronique
et l'activation de la microglie dans les TCC n’est pas tout a fait clair, dans les maladies
neurodégénératives comme la maladie d'Alzheimer, la microglie peut induire la
dégénérescence (Akiyama et al., 2000; Liao et al., 2012). En outre, la suppression de
I'activation de la microglie par la minocycline a montré des effets favorables chez les
animaux TCC (Siopi et al., 2011; 2012). Les deux effets favorable et défavorable sont
souvent rapportés, ce qui rend la compréhension du rdle précis de ces voies un peu
difficile (McPhail et al., 2004; Prewitt et al., 1997; Donnelly et Popovich, 2008).

Il est possible que le déficit dans les longues périodes d’éveil chez les souris TCL puisse
résulter de la réponse inflammatoire. En revanche, d’autres processus peuvent étre
directement altérés suit a I'activation de la microglie comme la mémoire, étant donné
que la difficulté de reconnaissance des objets a été associée a une activation de la
microglie (Shetty et al., 2014). Néanmoins, il est actuellement difficile de savoir si ces
changements de la microglie persistent a long terme, et s’ils déclenchent d’autres
changements (tels que des modifications dans la structure et la fonction des neurones et
des synapses, et la dégénérescence axonale), qui contribueront a I'apparition des

séquelles post-TCL telles que les troubles de l'attention et de la cognition. Il a été
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démontré que I'activation de la microglie persiste jusqu’a sept jours post-TCC (Ziebell et
al. 2012). Aussi, le role de la microglie dans la régénération axonale est assez
complexe, et les études centrées sur 'activation de la microglie et sur son implication
aux conséquences du TCL sont a leur début. D’autres études seront donc nécessaires
pour examiner la relation entre I'activation de la microglie et les troubles de sommeil

post-TCL que ce soit chez I'animal ou chez ’humain.

D’autre part, nous avons observé une importante augmentation dans le marqueur
astrocytaire Gfap apres TCL a la fois dans le cortex cérébral et dans I'hippocampe. Ceci
est similaire a d’autres observations d’'une augmentation protéique du GFAP une
semaine suite a une Iésion cérébrale chez les souris (Hazra et al., 2014). Il est établi
que les cellules gliales ont un réle crucial dans le contrble de I'homéostasie des
synapses, avec un réle fondamental dans I'approvisionnement en énergie (Hassel et al.,
1995; Westergaard et al., 1995; Allaman et al., 2011) et dans la clairance du glutamate
(Hansson et al., 1985; Bergles et al., 1997; Coulter et Eid, 2012; Nagelhus et Ottersen,
2013). Outre ces fonctions homéostatiques, les astrocytes modulent la dynamique de
l'activité neuronale (Wang et al., 2012). Des études ont montré que les astrocytes
peuvent induire des changements fonctionnels et morphologiques dans les synapses
par I'absorption ou la libération de glio-transmetteurs, tels que le glutamate et I'ATP
(Santello et al., 2012; Agulhon et al., 2008; Hamilton et Attwell, 2010; Araque et al.,
2014). Contrairement aux neurones, les astrocytes ne possédent pas de I'excitabilité
électrique, ils sont tout de méme en mesure de répondre a différents neurotransmetteurs
via une signalisation des ions Ca?*. Spécifiquement les astrocytes ont des récepteurs
d’acétylcholine et d'histamine couplé aux Ca®* (Duffy et MacVicar, 1995; Shelton et
McCarthy, 2000; Araque et al, 2002, 2014). En effet, les astrocytes sont capables de
détecter l'activité synaptique dans des différentes régions induites par plusieurs
neurotransmetteurs, tels que le glutamate, le GABA, de I'acétylcholine, de I'ATP (Zorec
et al., 2012). De plus, les astrocytes ont un réle actif et crucial sur le fonctionnement du
systeme cholinergique (Takata et al., 2011; Navarrete et al., 2012). Dans le cortex
visuel, I'activation cholinergique des astrocytes stimule la libération de glutamate, qui, en
association avec d’autres stimuli, module des changements de plasticité a long terme
(Takata et al., 2011; Chen et al., 2012). Ces méme systémes qui sont modulés par les
astrocytes sont aussi impliqués dans la neurophysiologie de sommeil, suggérant un role

important des astrocytes dans la régulation du sommeil (Xie et al., 2013). Bien que le
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systeme cholinergique module I'état de I'éveil, il faut encore plus de données sur la
signification physiologique de linduction cholinergique du Ca?* astrocytaire pour la
régulation du sommeil (Navarrete et al., 2012). En somme, les changements des
marqueurs astrocytaire post-TCL contribuent probablement aux troubles de sommeil
suite au TCL en modulant les circuits neuronaux qui régulent la synchronisation
corticale.

4.4 Limites de I’étude et perspectives

4.41 Limite de I’étude

L’utilisation des modéles animaux est d’'une nécessité primordiale pour comprendre les
aspects moléculaires qui sous-tendent les conséquences du TCC en clinique.
Cependant, les anesthésiques et les analgésiques sont régulierement administrés au
cours des interventions chirurgicales pour réduire la douleur, l'inconfort et aussi pour
assurer 'immobilisation. Toutefois, les anesthésiques utilisés pour l'induction de TCC
expérimental peuvent interférer avec les résultats, car les anesthésiques peuvent
moduler le degré de neuroprotection. Ceci suggére que le choix des anesthésiques
utilisés dans les modéles de TCC peut modifier le résultat des blessures et étre en partie
responsable de la variabilité observée dans quelques études (Statler et al., 2006). Par
exemple, l'isoflurane est un anesthésique par inhalation couramment utilisé qui semble
protéger contre les dommages fonctionnels par rapport a d'autres anesthésiques, en
modulant I'excitotoxicité ou par 'augmentation de flux sanguin cérébral (Statler et al.,
2000). Statler et al., (2006) ont évalué I'effet de lisoflurane au moment de la chirurgie
TCC. Les rats ont recu l'isoflurane ou le fentanyl ou aucune anesthésie, et ils ont
observé que l'isoflurane atténue le dommage hippocampique. Plus spécifiquement, dans
la région CA1 de I'hippocampe, lisoflurane en comparaison au fentanyl induit une
neuroprotection contre la mort cellulaire, et aussi améliore la survie des neurones de la
région CA3 (Statler et al.,, 2000; 2006). Il est possible que lisoflurane peut méme
atténuer la réponse des marqueurs de plasticité, sachant qu’il module I'excitotoxicité en
réduisant la libération de glutamate (Patel et al., 1995) ainsi qu’en bloquant les
récepteurs NMDA (Bickler et al., 1994). Ainsi, il est possible que I'effet neuroprotecteur
de l'isofluorane ait affecté nos résultats, en induisant ainsi une atténuation des effets de

TCL sur I'expression des génes de plasticité.
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Un autre anesthésique que nous avons utilisé pour nos chirurgies d’implantation
d’électrodes est la Kétamine. Cet anesthésique présente aussi des propriétés
neuroprotectrices aprés TCC d0 a son rble d’antagoniste des récepteurs NMDA
(Mclintosh et al., 1990; Jevtovic-Todorovic et al., 1998; Kawaguchi et al., 2005; Smith et
al., 1993). En effet, 'administration de Kétamine a des rats TCC (percussion de fluide)
induit des changements dans la réponse inflammatoire (Ward et al., 2011; Corlett et al.,
2013). De plus, la Kétamine peut changer la nature d'une Iésion cérébrale par des
mécanismes impliquant l'inhibition de l'inflammation (Ward et al., 2011, Chang et al.,
2013). Probablement que dans notre modéle, I'effet neuroprotecteur de la Kétamine a
masqué I'impact réel du TCL sur l'architecture de sommeil dans les premiéres 24h post-
TCL.

Nous pensons aussi que I'effet de chirurgie peut affecter nos résultats, nous n’avons pas
pu toutefois mener la chirurgie d'implantation avant la chirurgie TCL vue que la zone
d’'impact ne pourrait pas étre accessible dans ce cas. La chirurgie d’'implantation est une
chirurgie qui exige normalement une récupération de quelques jours. Or, pour la
réalisation de notre étude qui avait pour but de déceler I'effet immédiat du TCL sur
'architecture de sommeil, il n’était pas possible de laisser aux souris plus que 14h de
récupération. En conséquence, dans notre modéle, I'enregistrement de sommeil des
toutes premiéres heures post-TCL n’a pas été effectué pour laisser les animaux
récupérer les premiéres 14h. Des changements importants survenant immédiatement

aprés le TCL n'ont ainsi pas pu étre détectés.

Nos résultats de sommeil présentent également une grande variabilité. |l se peut que le
nombre de sujets dans chaque groupe a I'étude n’ait pas été suffisant. C’est pourquoi
nous avons reproduit récemment la méme expérience d’enregistrement de sommeil d’un
nouveau groupe de souris TCL/Sham. Ceci permettra d’étayer davantage nos
observations sur I'évolution de 'EEG. Cependant, la contrainte qui est inhérente a la
recherche sur les TCC est la grande variabilité qui les caractérise que ce soit chez
’humain ou dans les modéles animaux. Malgré ceci, nous pensons que notre modéle

s’est révélé approprié pour étudier le sommeil suite aux TCL.

100



4.4.2 Perspectives a venir

Il est clair que des modifications sont présentes aux niveaux des circuits corticaux suite
a limpact du TCL, ce qui pourrait affecter la récupération. En particulier, il est possible
qu'en fonction de la lésion, les voies qui sont activées puissent étre en rapport avec
I'amélioration ou non de la récupération et avec I'apparition des séquelles plus tard. La
recherche sur la plasticité neuronale est ainsi une voie prometteuse pour investiguer et
traiter les TCC. Pourtant, cette voie est encore a ses débuts, et il est incertain si cela
permettrait d'améliorer la pratique clinique, et si ceci pourrait étre un moyen de restaurer

les fonctions altérées.

La majorité des études se sont concentrées sur les conséquences et séquelles du TCL
qui apparaissent plus tard. Or, I'élément clé pour résoudre un probléme est d’étudier la
cause Initiale. Dans ce sens, d’autres études sont ultimement nécessaires, et il faut
donc encourager la recherche qui vise a déceler les changements immédiats qui se
produisent suite au TCL. Ceci facilitera la prévention et l'initiation appropriée du
traitement, et également permettra d’enrichir la recherche pour aboutir a des

conclusions fiables et des interprétations plus précises.

Dans ce contexte, I'étape suivante du présent travail consiste a analyser le sommeil des
4 autres jours suivants que nous avons enregistrés. Aussi il serait trés intéressant
d’analyser les résultats de la récupération suite a la PS qui a été effectuée le cinquiéme
jour aprés la chirurgie. Ainsi, ceci permettra de voir les résultats de I'analyse compléte
de la progression de 'EEG pendant 6 jours aprés TCL et surtout comment le TCL
affecte la récupération. De plus, ces résultats futurs seront moins affectés par 'effet des
chirurgies qui a certainement nuancé nos observations durant les deux premiéres

journées.

4.5 Conclusion

Les résultats du travail de maitrise présentés dans ce mémoire et dans notre article
répondent aux hypothéses émises dans lintroduction. lls réveélent un déficit dans le
maintien de I'éveil suite @ un TCL chez la souris. Ce déficit semble impliquer plusieurs
changements dans l'activité EEG. Ces observations ont été effectuées paralléle de
celles de changements moléculaires aprés une privation de sommeil post-TCL, au

niveau des marqueurs de plasticité, de I'inflammation et des génes impliqués dans les
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rythmes circadiens. Nous pensons que ces observations sont nouvelles et importantes
et qu’elles ouvrent des voies pour les prochaines études. En conclusion, nos données
appuient le fait que I'éveil est altéré les premiers jours post-TCL, et aussi que le manque
de I'éveil suite au TCL modifie la capacité de récupération. Dans le futur, il sera pertinent
d’étudier les mécanismes précis impliqués dans la régulation, le maintien et la
consolidation de I'éveil suite au TCL, pour permettre une identification précise de

I'origine de ces perturbations.
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