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RÉSUMÉ 
 

Le seul traitement actuellement disponible pour les accidents vasculaires cérébraux d’origine ischémique est la 

thrombolyse par  l’activateur  tissulaire du plasminogène  recombinant  (rt‐PA). Cependant,  l’efficacité du  rt‐PA 

est  souvent partielle ou absente, et des phénomènes de  réocclusion du vaisseau peuvent être observés. Par 

ailleurs,  l’administration  de  rt‐PA  est  associée  à  un  risque  hémorragique.  Il  apparaît  donc  indispensable  de 

rechercher  les  mécanismes  à  l’origine  de  la  toxicité  vasculaire  du  rt‐PA,  afin  de  pouvoir  développer  des 

stratégies capables de protéger le lit vasculaire. Parmi ces stratégies, notre équipe a montré dans des modèles 

expérimentaux que  l’inhibition d’une enzyme nucléaire,  la poly(ADP‐ribose) polymérase ou PARP, permet de 

protéger la barrière hémato‐encéphalique, de réduire les hémorragies et d’améliorer la reperfusion cérébrale 

suite à l’administration post‐ischémique de rt‐PA.  

Dans ce contexte, mon  travail  a  consisté à étudier  les mécanismes  impliqués dans  les altérations vasculaires 

associées à l’administration de rt‐PA à la suite de l’ischémie. Mes travaux de recherche ont comporté un volet 

in vivo et un volet in vitro. 

Les études réalisées  in vivo ont été menées dans un modèle murin d’ischémie cérébrale  thromboembolique. 

Nos résultats indiquent que ni l’ischémie, ni le rt‐PA, ni l’association au rt‐PA d’un puissant inhibiteur de PARP, 

le  PJ34,  ne  modifient  à  24  heures  la  présence  de  dépôts  de  fibrine,  marqueur  d’hypoperfusion  et  de 

réocclusion. Nous nous sommes ensuite intéressés à deux marqueurs endothéliaux d’inflammation : VCAM‐1 et 

ICAM‐1, et avons montré que leur expression, qui augmente 24 heures après l’ischémie, n’est pas modifiée par 

le rt‐PA. Enfin, l’association du PJ34 au rt‐PA réduit significativement l’expression post‐ischémique de VCAM‐1, 

ce qui suggère le rôle de la PARP dans l’expression de cette molécule d’adhésion. 

La  seconde  partie  de mon  travail  a  été  réalisée  in  vitro  sur  une  lignée  de  cellules  endothéliales  cérébrales 

murines (bEnd.3). Le rt‐PA est à l’origine de changements caractéristiques au niveau de l’organisation et de la 

morphologie de ces cellules. Ces changements ne sont pourtant associés ni à une dégradation de l’expression 

des  molécules  de  jonctions  inter‐endothéliales  (occludine,  VE‐cadhérine),  ni  à  une  augmentation  de 

l’expression  des  marqueurs  endothéliaux  pro‐inflammatoires  (VCAM‐1,  ICAM‐1).  Nous  nous  sommes 

également  intéressés  à  d’autres  marqueurs  de  dysfonction  endothéliale,  les  microparticules  endothéliales 

(MPE). Nos résultats montrent que le rt‐PA est à l’origine d’une augmentation importante de la libération des 

MPE. L’utilisation d’un inhibiteur de la protéine p38, le SB203580, et d’un inhibiteur de PARP, le PJ34, permet 

de  réduire  cette  augmentation,  ce  qui  suggère  que  p38  et  la  PARP  pourraient  être  impliquées  dans  la 

production de MPE induite par le rt‐PA. 

En conclusion, l’ensemble de ce travail contribue à préciser les effets vasculaires du rt‐PA. Parmi ces effets, la 

mise en évidence de la production de MPE, via la PARP, est particulièrement novatrice. 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LISTE DES ABRÉVIATIONS 
 
 
3‐AB    3‐aminobenzamide 
5‐AIQ    5‐aminoisoquinolinone 
 
AC    Anticorps 
ACM    Artère cérébrale moyenne 
ADN    Acide désoxyribonucléique 
ADP    Adénosine diphosphate 
AIF    Apoptosis inducing factor 
AIT    Accident ischémique transitoire 
AMM    Autorisation de mise sur le marché 
AMPA    Acide 2‐amino‐3‐(5‐méthyl‐3‐hydroxy‐1,2‐oxazol‐4‐yl)propanoïque 
Ang II    Angiotensine de type II 
AnnV    Annexine V 
ANOVA    Analyse de variance 
ApoE    Apolipoprotéine E 
ARN (m)   Acide ribonucléique (messager) 
A‐SMase  Acide shingomyélinase 
ATP    Adénosine triphosphate 
AT1R    Récepteurs de l’angiotensine de type II 
AVC(i)    Accident vasculaire cérébral (ischémique) 
BCA    Acide bicinchoninique 
bEnd.3    Lignée de cellules endothéliales cérébrale murines (brain endothelioma cell line) 
BHE    Barrière hémato‐encéphalique 
BRCT    Breast cancer type‐1 C‐terminus 
BSA    Albumine sérique bovine 
CI50    Concentration inhibant 50% de l’activité enzymatique 
COX    Cyclo‐oxygénase 
CRP    Protéine C réactive 
DEL    Developmental endothelial locus 
DHIQ    1,5‐dihydroxyisoquinoline 
DMEM     Dulbecco’s modified Eagle’s medium  
DMSO    Diméthyl sulfoxide  
DO    Densité optique 
DSC    Débit sanguin cérébral 
DTNT    Door to needle time 
ECASS    European cooperative acute stroke study 
ECF    Enhanced chemi fluorescence 
ECL    Enhanced chemi luminescence 
EDTA    Acide éthylène‐diamine‐tétra‐acétique 
EGF    Epidermal growth factor 
ELISA     Enzyme‐linked immunosorbent assay 
E‐sélectine  Sélectine endothéliale 
ESM    Écart standard à la moyenne 
FDA    Food and Drug Administration 
Fg    Fibrinogène 
Fn    Fibrine 
FITC    Fluorescein isothiocyanate 
FpA    Fibrinopeptide A 
FpB    Fibrinopeptide B 
FS    forward scatter 
FT    Facteur tissulaire 
GP    Glycoprotéine 
H2O2    Peroxyde d’hydrogène 



 

HAS    Haute autorité de santé 
HIF‐1    hypoxia inducible factor 1 
HRP    Horseradish peroxydase 
i.a.    Intra‐artérielle 
IC    Ischémie cérébrale 
ICAM    Intercellular adhesion molecule 
IL    Interleukine 
Ig    Immunoglobuline 
i.p.    Intrapéritonéale 
IRM    Imagerie par Résonnance Magnétique 
i.v.    Intraveineuse 
kDa    Kilodalton 
LCR    Liquide céphalo‐rachidien 
LFA‐1    Leukocyte function associated molecule‐1 
LPS    Lipopolysaccharide 
LRP    Low density lipoprotein receptor‐related protein 
L‐sélectine  Sélectine leucocytaire 
Mac‐1    Macrophage antigen‐1 
MAPK    Mitogen associated protein kinase 
MARH    Mono(ADP‐ribose)hydrolase 
MEC    Matrice extra‐cellulaire 
MERCI    Mechanical Embolus Removal in Cerebral Ischemia 
MMP    Métalloprotéase de la matrice 
MPE    Microparticules endothéliales 
MPO    Myéloperoxidase 
MPs    Microparticules 
MTE    Micro‐thrombo‐emboles 
MTT     3‐(4,5‐diméthylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphényltétrazolium bromide 
NaCl    Chlorure de sodium 
NAD

+
    Nicotinamide adénine dinucléotide 

NADPH    Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 
NAMPT    Nicotinamide phosphoribosyltransférase 
NES    Nuclear export signal 
NF‐κB    Nuclear factor kappa‐light‐chain‐enhancer of activated B cells  
NIHSS    National Institutes of Health Stroke Score 
NLS    Nuclear localisation signal 
NMDA    N‐méthyl‐D‐aspartate 
NMNAT   Nicotinamide mononucléoside adényltransférase 
NO    Monoxyde d'azote 
NOS (n/e/i)  NO synthase (neuronale/endothéliale/inductible) 
O2

•‐   
Anion superoxyde 

OH
.
    Radical hydroxyl 

OMS    Organisation mondiale de la santé 
ONOO

.   
Anion peroxynitrite 

PAI‐1    Plasminogen activator inhibitor‐1 
PAR    Proteinase activated receptor 
PARs    Poly(ADP‐riboses) 
￼PARG    Poly(ADP‐ribose) glycohydrolase 
PARP    Poly(ADP‐ribose) polymérase 
PBM    PARs binding motif 
PBS    Phosphate buffered saline 
PECAM‐1  Platelet endothelial cell adhesion molecule‐1 
PEG    Poly‐éthylène‐glycol 
PFP    Platelet free plasma 
PMSF     Phénylméthylsulfonyl fluoride 
PG    Prostaglandine 
PGI2    Prostaglandine I2 



 

PJ34    N‐(6‐oxo‐5,6‐dihydro‐phénanthridin‐2‐yl)‐N,N‐diméthylacétamide 
PMN    Polymorphonucléaire neutrophile 
PPP    Poor platelet plasma 
P‐sélectine  Sélectine plaquettaire 
PSGL‐1    P‐sélectine glycoprotein ligand 1 
PSR    Récepteur de la phosphatidylsérine 
PVDF    Polyvinylidène difluoride 
ROCK    Rho‐associated protein kinase 
RS    Reperfusion spontanée 
rt‐PA    Activateur tissulaire du plasminogène recombinant 
sctPA    Single chain t‐PA 
SD    Déviation standard 
SDS    Dodécylsulfate de sodium 
SNC     Système nerveux central  
SS    Side scatter 
SVF     Sérum de veau fœtal 
TBS    Tris buffer saline 
tctPA    Two chain t‐PA 
TEMED    Tétraméthyl‐éthylène‐diamine 
TFPI    Tissue factor pathway inhibitor 
TH    Transformations hémorragiques 
TNF    Tumor necrosis factor 
TO    Souris témoins‐opérées 
TOAST    Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment 
t‐PA    Activateur tissulaire du plasminogène 
TPBS     Tampon phosphate pH 7,4 contenant du tween 20® 
TRAIL    TNF‐related apoptosis inducing ligand 
TTBS     Tampon salin Tris/HCl pH 7,4 contenant du tween 20® 
TTC    Chlorure de triphényltétrazolium 
UA    Unités arbitraires 
uPA    Urokinase type plasminogen activator 
VCAM‐1   Vascular cell adhesion molecule‐1 
VE‐cadhérine  Vascular endothelial cadhérine 
VEGF    Vascular endothelial growth factor 

VLA‐4    Very late antigen‐4 ou α4β
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INTRODUCTION 
 

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) touchent chaque année près de 16 millions de personnes 

dans  le monde.  L’Organisation Mondiale de  la  Santé estime qu’en 2012,  les AVC  représentaient  la 

2ème  cause  de  mortalité  après  les  cardiopathies  ischémiques.  Par  ailleurs,  parmi  les  patients  qui 

survivent à cette maladie,  la majorité d’entre eux présente des séquelles  invalidantes. Face à cette 

maladie  fréquente  dont  les  conséquences  peuvent  être  irréversibles,  les  cliniciens  ne  disposent  à 

l’heure actuelle d’aucun  traitement neuroprotecteur.  Le  seul  traitement approuvé pour  la prise en 

charge  des  AVC  d’origine  ischémique  (80%  des  AVC)  est  l’activateur  tissulaire  du  plasminogène 

recombinant  (rt‐PA,  alteplase,  Actilyse®).  Il  s’agit  d’un  thrombolytique  dont  l’utilisation  doit 

permettre  la  recanalisation  du  vaisseau  occlus  et  donc  la  reperfusion  des  tissus  ischémiés. 

Malheureusement,  son  emploi  s’avère  extrêmement  restreint  en  raison  notamment  de  ses 

nombreuses  contre‐indications  et  de  sa  fenêtre  thérapeutique  étroite.  Hormis  le  risque  de 

transformations  hémorragiques  (TH),  qui  représente  son  principal  effet  indésirable,  le  rt‐PA  ne 

présente malheureusement qu’une efficacité partielle pour  la majorité des patients  (recanalisation 

du vaisseau inexistante ou partielle). Enfin, quelle que soit l’efficacité du rt‐PA, des phénomènes de 

réocclusion peuvent survenir chez les patients. 

L’identification des effecteurs intervenant dans la toxicité vasculaire du rt‐PA semble donc essentielle 

et  permettrait  d’une  part  de  diminuer  le  risque  hémorragique,  et  d’autre  part,  d’améliorer  son 

efficacité. Parmi ces effecteurs, notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années à une enzyme 

nucléaire,  la poly(ADP‐ribose)polymérase ou PARP ; notre équipe a montré expérimentalement que 

la PARP contribue aux TH induites par le rt‐PA et entrave la reperfusion post‐thrombolyse. 

Dans ce contexte, mon travail de thèse a été consacré à l’étude de la toxicité vasculaire du rt‐PA, et 

plus particulièrement à sa toxicité endothéliale, ainsi qu’aux mécanismes à l’origine de cette toxicité 

et  à  leur  relation  avec  la  PARP.  Parmi  les  différents  évènements  susceptibles  de  contribuer  à  la 

dysfonction endothéliale induite par le rt‐PA, je me suis  intéressée aux phénomènes de réocclusion 

(évalués  par  la  présence  de  dépôts  de  fibrine),  à  la  réaction  inflammatoire  vasculaire  (en  suivant 

l’expression des molécules d’adhésion VCAM‐1 et  ICAM‐1), et enfin, en collaboration avec  l’équipe 

du Dr Boulanger (INSERM‐U970, Paris‐Centre de Recherche Cardiovasculaire, HEGP), à la production 

de  marqueurs  et  d’acteurs  particulièrement  novateurs  de  dysfonction  endothéliale :  les 

microparticules endothéliales. Ces problématiques ont été abordées dans un premier temps in vivo, 

dans un modèle d’ischémie cérébrale réalisée chez la souris, puis dans un second temps in vitro, sur 

une lignée de cellules endothéliales cérébrales. 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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES 
 

 

Après un bref rappel sur les AVC, deux chapitres sont consacrés aux altérations vasculaires qui sont 

au cœur de ce travail : la thrombose et l’inflammation d’une part, et d’autre part, les microparticules 

endothéliales, de découverte plus récente. Le chapitre III présente les données actuelles concernant 

la thrombolyse par le rt‐PA et le quatrième chapitre une mise au point sur la PARP. 

 

PRÉAMBULE: LES ACCIDENTS VASCULAIRES CÉRÉBRAUX EN QUELQUES MOTS 
 

Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) : de l’étiologie à la clinique 

  Définitions et épidémiologie 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit l’AVC comme « le développement rapide de signes 

cliniques localisés ou globaux de dysfonction cérébrale avec des symptômes durant plus de 24 heures 

pouvant conduire à la mort, et sans autre cause apparente qu'une origine vasculaire ».  

 

Les AVC représentent, à travers le monde, un problème majeur de santé publique avec 16 millions de 

personnes  atteintes  chaque  année  (Strong  et  al.,  2007).  En moyenne,  un  AVC  survient  toutes  les  

40  secondes aux Etats‐Unis  (Writing group members et  al.,  2010).  L’OMS a estimé qu’en 2012,  les 

AVC étaient  responsables de 6,7 millions de décès dans  le monde et  représentaient  à eux  seuls  la 

2ème de cause de mortalité après les cardiopathies ischémiques (www.who.int). 

 

La majorité  des  patients  ayant  survécu  à  un  AVC  garderont  des  séquelles.  En  effet,  dans  les  pays 

occidentaux, les AVC sont la 1ère cause de handicap acquis chez l’adulte et la 2ème cause de démence 

après la maladie d’Alzheimer. De plus, parmi les survivants, 50% développeront une dépression dans 

l’année (Pinoit et al., 2006).  

 

En France, l’incidence était de 130 000 nouveaux cas par an en 2005. Selon les estimations, ce chiffre 

devrait  atteindre  143 000  en  2015  du  fait  du  vieillissement  de  la  population  (Leys  et  al.,  2008). 

Néanmoins, la France possède avec le Brésil  le taux d’incidence le plus bas dans le monde (Béjot et 

al., 2009). Actuellement, le taux de prévalence des AVC est estimé à 500 000 personnes. L’âge moyen 

de  survenue  d’un  AVC  chez  l’homme  est  de  71,4  ans,  contre  76,5  ans  chez  la  femme.  Parmi  les 

victimes, 20% décèdent dans le mois qui suit l’AVC. 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Jusqu’à présent, les données épidémiologiques françaises sont issues du registre dijonnais qui existe 

depuis 1985 ; mais  face à  l’importance des AVC, deux autres  registres de population ont été  créés 

afin d’offrir une vision plus représentative de la maladie sur le territoire français : le registre du Pays 

de Brest (création en 2008) et le registre de Lille (création en 2010).  

 

Hormis  les  facteurs de risque non modifiables  (âge, sexe, antécédents  familiaux d’AVC),  la prise en 

charge  des  facteurs  de  risque  modifiables  (hypertension  artérielle,  diabète  de  type  2, 

hypercholestérolémie,  fibrillation  auriculaire…)  est  essentielle  pour  prévenir  la  survenue  d’un  AVC 

(prévention primaire), mais  également pour  éviter  sa  récidive  (prévention  secondaire).  En  effet,  le 

risque de récidive est très important (Bergman, 2011) : il est supérieur à 10 % 1 an après l’AVC et il 

atteint  près  de  40  %  après  10  ans  (Mohan  et  al.,  2011).  La menace  d’une  récidive  est  fortement 

diminuée grâce notamment à la gestion des facteurs de risque et à la mise en place d’un traitement 

anti‐thrombotique  i.e.  l’aspirine  à  faible  dose  (50‐325 mg/jour),  ou  le  clopidogrel  (75 mg/jour),  ou 

l’association aspirine faible dose/dipyridamole (d’après les recommandations de la Haute Autorité de 

Santé).  

 

L’ensemble de ces données illustre l’importance des AVC en termes de morbi/mortalité et explique 

pourquoi les AVC représentent actuellement plus de 7% du budget de la santé en France.  

 

  Classification des AVC 

Il existe différents types d’AVC que l’on peut classer selon leur étiologie (Adams et al., 1993). 

 Les AVC ischémiques (AVCi) sont les plus fréquents (80% des AVC). Ils surviennent à la suite 

de l’obstruction d’une artère, ce qui diminue le débit sanguin cérébral dans la zone située en 

aval  de  l’occlusion.  L’AVCi  est  à  distinguer  de  l’Accident  Ischémique  Transitoire  (AIT)  qui 

correspond  à  un  épisode  bref  de  dysfonction  neurologique  provoqué  par  une  ischémie 

cérébrale (ou rétinienne) mais dont les symptômes régressent en moins d’une heure.  

L’essai  clinique  TOAST  (Trial  of  Org  10172  in  Acute  Stroke  Treatment)  réalisé  en  1993  a 

identifié 5 sous‐types d’AVCi  selon leur étiologie (Adams et al., 1993; Warlow et al., 2003) :  

‐ athérosclérose des grosses artères cérébrales (50%), 

‐ occlusion de petites artères, le plus souvent perforantes ; il s’agit d’AVC lacunaires (25%), 

‐ embole d’origine cardiaque (20%), 

‐ autres origines comme des troubles hématologiques, 

‐ origine indéterminée (causes potentielles multiples ou inconnues). 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Dans 70% des AVCi,  le  territoire  irrigué par  l’artère carotide est  touché ;  l’artère  sylvienne, 

encore  appelée  artère  cérébrale  moyenne  (ACM)  est  impliquée  dans  95%  de  ces  AVC 

« carotidiens » (Bogousslavsky et al., 1988). 

 Les AVC de type hémorragique représentent 20% des AVC. La rupture d’un vaisseau cérébral 

peut  survenir  lorsqu’il  existe  une  malformation  vasculaire  (anévrisme),  une  hypertension 

artérielle  ou  au  cours  d’un  traitement  anticoagulant.  Les  hémorragies  sont  soient 

intracérébrales et sont appelées hémorragies intra‐parenchymateuses (15% des AVC), soient 

méningées et sont qualifiées de sous‐arachnoïdiennes (5% des cas).  

 

Dans la suite de ce manuscrit, nous nous sommes plus particulièrement focalisés sur les AVC de type 

ischémique, que nous appellerons également « ischémie cérébrale ». 

 

  Manifestations cliniques et prise en charge des AVCi 

L’une  des  difficultés  de  la  prise  en  charge  des  AVC  concerne  leur  diagnostic  qui  doit  être  le  plus 

précoce  possible  afin  de  limiter  les  séquelles,  telle  que  l’illustre  l’expression  « time  is  brain »  

(Saver, 2006) (figure 1).  

 

Figure 1 : « Time is brain » (d’après Saver, 2006) 
Chaque minute compte à la suite d’une ischémie cérébrale car la mort neuronale et la destruction des synapses et des fibres 

myélinisées sont irréversibles. 

 

Le  diagnostic  d’un  AVC  doit  se  faire  dans  les meilleurs  délais  pour  permettre  une  prise  en  charge 

thérapeutique  appropriée  avant  que  les  dommages  cérébraux  ne  deviennent  irréversibles. 

Cependant, le diagnostic est souvent délicat car les AVC sont caractérisés par un tableau clinique très 

varié  qui  dépend  du  territoire  touché,  et  dont  les  symptômes  sont  parfois  peu  caractéristiques.  Il 

peut  s’agir  de  simples  vertiges,  céphalées,  troubles  de  l’équilibre,  confusion,  étourdissements, 

altération  de  la  vue,  perte  soudaine  du  langage  ou  difficultés  à  parler,  perte  de  la  sensibilité  ou 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encore  troubles  de  la  motricité  (paralysie,  difficulté  de  marche)  (HAS,  Argumentaire  2009, 

www.has‐sante.fr).  Aux  Etats‐Unis,  « The  National  Stroke  Association »  estime  qu’au  début  des 

années 2000, près de 40% des américains ne connaissaient pas  les symptômes qui caractérisent un 

AVC  (Kaste et al.,  2000; Pancioli  et  al.,  1998).  En Allemagne, 5% seulement de  la population  serait 

capable  de  reconnaître  les  signes  d’alerte  de  l’AVC  (Kaste  et  al.,  2000).  Cette méconnaissance des 

symptômes constitue  le premier  frein pour une prise en charge rapide des patients  (Pancioli et al., 

1998). L’accès à l’imagerie (scanner ou imagerie par résonance magnétique (IRM)) dans les plus brefs 

délais est également une étape  limitante mais  indispensable pour confirmer  le diagnostic d’AVC et 

identifier  de  quel  type  il  s’agit  (ischémique  ou  hémorragique).  Dans  le  cas  d’un  AVCi,  un  délai 

supplémentaire est encore nécessaire afin de déterminer  si  le patient est éligible à  la  thrombolyse 

intraveineuse  par  le  rt‐PA  (activateur  tissulaire  du  plasminogène  recombinant),  seul  traitement 

pharmacologique  dont  disposent  actuellement  les  neurologues  pour  ce  type  d’AVC.  Hormis  de 

nombreuses  contre‐indications  (voir  l’annexe  page  201),  l’obstacle  principal  est  la  fenêtre 

thérapeutique très étroite de ce traitement puisque d’après son AMM, le rt‐PA doit être administré 

selon les pays dans les 3 heures ou 4,5 heures qui suivent les premiers symptômes. Ce délai semble 

extrêmement  court  en  regard  des  difficultés  de  diagnostic  et  de  prise  en  charge.  Bonnaud  et 

collaborateurs ont montré qu’en France, moins de 40% des patients présentant un AVC arrivent aux 

urgences dans  les 3 heures qui suivent  les premiers symptômes (Bonnaud et al., 2005). L’ensemble 

de  ces  données  explique qu’aujourd’hui, moins  de  2% des  patients  bénéficient  d’une  thrombolyse 

(Cronin, 2010; Mahagne, 2008). 

Ces dernières  années,  une prise de  conscience du poids  considérable de  cette maladie dans notre 

société  s’est  produite.  Les  autorités  ont  mis  en  place  un  nombre  croissant  de  campagnes 

d’information/d’éducation  dans  le  but  de  sensibiliser  le  grand  public  face  à  l’urgence  de  cette 

maladie.  Il  s’agissait notamment de  l’un des objectifs du « Plan d’action national AVC, 2010‐2014 » 

mis en place par le Ministère de la Santé. Les sociétés savantes élaborent également régulièrement 

des recommandations afin d’optimiser au maximum le circuit de prise en charge des patients. Notons 

que la naissance de la télémédecine a déjà grandement accéléré ce processus. Enfin, les recherches 

clinique  et  préclinique  travaillent  toutes  deux  en  étroite  collaboration  afin  de  mettre  à  jour  de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. 

 

Physiopathologie des AVCi 

  Évolution spatio‐temporelle de la lésion 

Chez l’homme, un cerveau adulte contient environ 130 milliards de neurones, reçoit près de 15% du 

flux  sanguin  cardiaque  et  sa  consommation  en  oxygène  équivaut  à  20%  de  la  consommation  de 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l’organisme ;  pourtant,  cet organe ne  représente que 2% de  la masse  corporelle  (Heiss,  2011).  Les 

besoins  du  cerveau  en  oxygène  sont  dédiés  au  métabolisme  du  glucose,  son  seul  substrat 

énergétique. Ainsi, du fait de  l’importance de ses besoins en oxygène et en glucose,  le cerveau est 

extrêmement dépendant du débit  sanguin  cérébral  (DSC)  et  vulnérable  à  l’ischémie.  En  conditions 

physiologiques,  le  DSC  est  maintenu  entre  50  et  60  mL/100  g/min.  Au  cours  d’une  ischémie 

cérébrale,  le  DSC  chute  brutalement ;  une  distinction  est  cependant  faite  entre  le  « cœur »  de 

l’ischémie,  où  le DSC  atteint  des  valeurs  inférieures  à  7 mL/100  g/min,  et  la  « pénombre »,  située 

plus en périphérie, pour laquelle le DSC est compris entre 7 et 17 mL/100 g/min (Mehta et al., 2007). 

Au  cœur  de  l’ischémie,  la  très  sévère  chute  de  débit  déclenche  des  mécanismes  de  nécrose  qui 

aboutissent  à  des  dommages  cellulaires  irréversibles.  En  revanche,  dans  la  zone de  pénombre,  les 

cellules sont en souffrance mais restent vivantes et métaboliquement actives grâce au débit sanguin 

résiduel.  

 

Il est désormais bien établi qu’en cas d’absence de reperfusion ou d’une reperfusion tardive, le cœur 

de  la  lésion  s’étendra  progressivement  vers  la  zone  de  pénombre  (figure  2)  (Heiss,  2011).  La 

pénombre constitue donc une véritable cible à sauver lors de la prise en charge de la phase aiguë de 

l’AVC ; en clinique, la détermination de la taille de la pénombre se fait par imagerie (IRM) (voir pour 

revue : Paciaroni et al., 2009). 

 

Figure 2 : Evolution spatiale et temporelle des lésions post‐ischémiques (d’après Kunz et al., 2010) 

 

  Principaux mécanismes délétères au cours de l’ischémie cérébrale 

Les  mécanismes  délétères  de  l’ischémie  sont  multiples.  Comme  l’illustre  la  figure  3,  quelques 

minutes  après  l’occlusion du  vaisseau qui  est  à  l’origine d’une déplétion énergétique,  les premiers 

mécanismes  se  mettent  en  place  (excitotoxicité  et  stress  oxydant).  D’autres  évènements 

s’installeront un peu plus tardivement comme l’inflammation (voir pour revues : Brouns et De Deyn, 

2009; Durukan et Tatlisumak, 2007; Pinard et Engrand, 1999). 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Figure 3 : Physiopathologie de l’ischémie cérébrale 
A :  Évolution  des  principaux  mécanismes  dans  le  temps  (adapté  d’après  Dirnagl  et  al.,  1999).  B :  Schématisation  de  la 

cascade ischémique (d’après Lakhan et al., 2009). 

 

 Excitotoxicité 

Au cours d’une ischémie cérébrale, la diminution du débit sanguin réduit considérablement l’apport 

en  substrats  énergétiques  (oxygène  et  glucose).  La  déplétion  énergétique  qui  en  découle  altère  le 

fonctionnement de la pompe Na+ / K+ ATPAse ce qui perturbe le gradient ionique de part et d’autre 

de  la membrane  cellulaire.  La  dépolarisation  neuronale  induite  par  cette modification  du  gradient 

ionique déclenche une  libération accrue de neuromédiateurs, en particulier de glutamate, principal 

acide  aminé  excitateur.  De  plus,  le  travail  des  transporteurs  assurant  sa  recapture  est  également 

altéré. Il en résulte une accumulation de glutamate dans le milieu extracellulaire. Celui‐ci se fixe à ses 

récepteurs  qui  sont  de  deux  types :  métabotropique  et  ionotropique.  Il  existe  trois  sous‐types  de 



  9

récepteurs ionotropiques : les récepteurs kaïnate, les récepteurs AMPA (acide 2‐amino‐3‐(5‐méthyl‐

3‐hydroxy‐1,2‐oxazol‐4‐yl)propanoïque)  et  les  récepteurs  NMDA  (N‐méthyl‐D‐Aspartate)  (Gielen, 

2010). Les récepteurs NMDA jouent en particulier un rôle délétère au cours de l’ischémie cérébrale. Il 

s’agit de récepteurs très répandus dans le système nerveux central et perméables aux ions Na+, K+ et 

Ca2+.  Ils  sont  constitués  de  cinq  sous‐unités  issues  de  la  transcription  de  deux  familles  de  

gènes : GluN1 et GluN2. La fixation du glutamate sur les récepteurs NMDA entraîne : 

 d’une  part,  une  entrée  de  Na+  qui  est  suivie  par  une  entrée  passive  d’eau  dans  la  cellule,  à 

l’origine  d’un  œdème  cytotoxique.  Cet  œdème  cérébral  apparaît  très  précocement  dans  la 

physiopathologie de l’ischémie et son importance est déterminante pour la survie des patients 

dans les premières heures qui suivent l’AVC (Dirnagl et al., 1999). 

 d’autre part, une augmentation de  la quantité de calcium  intracellulaire,  ce qui  stimule divers 

systèmes  enzymatiques :  des  protéases  comme  les  calpaïnes,  des  endonucléases,  la  NO‐

synthase neuronale (NOSn ou NOS‐1),  la phospholipase A2,  les cyclo‐oxygénases (COX‐1,‐2) ou 

encore  la xanthine oxydase. Cette cascade d’événements excitotoxiques est  le point de départ 

d’autres  processus  délétères  post‐ischémiques  (stress  oxydant  et  inflammation),  et  conduit 

également à la mort de la cellule par nécrose (Durukan et Tatlisumak, 2007).  

 Stress oxydant 

Lors  de  l’ischémie  cérébrale,  certains  évènements  comme  le  dysfonctionnement  de  la  chaîne 

respiratoire  mitochondriale,  l’activation  de  la  NOSn  et  des  COX  ou  encore  l’infiltration  des 

neutrophiles/macrophages  sont  à  l’origine  d’une  libération  accrue  de  radicaux  libres  (Pinard  et 

Engrand, 1999). La surproduction de radicaux  libres tels que l’anion superoxyde (O2
.‐),  le monoxyde 

d’azote  (.NO)  et  les  radicaux hydroxyl  (OH.),  ou de peroxyde d’hydrogène  (H2O2)  entraîne un  large 

dépassement  des  capacités  des  systèmes  antioxydants  endogènes  de  type  enzymatique  (catalase, 

superoxyde  dismutase,  glutathion  peroxydase..)  et  non  enzymatique  (glutathion,  vitamine  E/C  …).  

Le stress oxydant qui en résulte est particulièrement néfaste pour les cellules puisqu’il entraîne une 

peroxydation des  lipides membranaires, une oxydation des protéines, et des cassures de  l’ADN, en 

particulier  via  l’action  des  anions  peroxynitrites  (ONOO‐),  puissants  agents  oxydants  issus  de  la 

combinaison des radicaux O2
.‐ et .NO.   

 Inflammation 

Plus  tardivement  au  cours  de  l’ischémie,  s’installe  une  importante  réaction  inflammatoire 

caractérisée  par  l’infiltration  des  leucocytes  circulants  au  sein  du  parenchyme  cérébral  et  par 

l’activation de la microglie (Q. Wang et al., 2007). 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A la suite de l’excitotoxicité et du stress oxydant, l’augmentation des taux intracellulaires de calcium, 

la production de  .NO et de radicaux libres oxygénés ainsi que la nécrose participent à l’activation de 

facteurs  de  transcription,  tels  que  HIF‐1  (hypoxia  inducible  factor  1)  et  NF‐κB  (nuclear  factor‐κB), 

facteurs clés de l’inflammation post‐ischémique (Dirnagl et al., 1999). Ils entraînent notamment une 

augmentation de  la  synthèse de  .NO et de  l’expression de  la COX‐2, ainsi qu’une augmentation de 

l’expression de cytokines pro‐inflammatoires telles que TNF et  IL1‐β. Ces dernières sont  impliquées 

dans  l’activation  de  la  microglie,  elle  même  productrice  de  cytokines  (figure  4).  L’ensemble  des 

cytokines  libérées  induit  l’expression  de  molécules  d’adhésion  par  les  cellules  endothéliales, 

notamment ICAM‐1 (Intercellular adhesion molecule‐1), VCAM‐1 (Vascular cell adhesion molecule‐1), 

et  les  P‐  et  E‐sélectines.  Ces  molécules  permettent  l’adhésion  des  leucocytes  à  la  surface  de 

l’endothélium,  ce  qui  entraîne  leur  infiltration  au  sein  du  parenchyme  cérébral.  Quelques  heures 

après l’ischémie, les neutrophiles sont les premiers à arriver dans le tissu ischémié. Ils sont suivis par 

les monocytes après quelques jours (Durukan et Tatlisumak, 2007). Les leucocytes infiltrés ainsi que 

la  microglie  sont  des  réservoirs  importants  de  médiateurs  pro‐inflammatoires  tels  que  les 

métalloprotéases de la matrice (MMP), la NOS inductible (NOSi ou NOS‐2), la COX‐2, et les cytokines, 

qui participent à l’œdème cérébral, aux hémorragies et à la maturation de la lésion post‐ischémique. 

 

Figure 4 : Mécanismes inflammatoires post‐ischémiques (adaptée de Q. Wang et al., 2007) 
HIF‐1 : hypoxia inducible factor 1 ; NF‐κB : nuclear factor‐κB ; ICAM‐1 : intercellular adhesion molecule‐1 ; VCAM‐1 : vascular 

cell  adhesion  molecule‐1 ;  MMP :  métalloprotéases  de  la  matrice ;  NOSi :  NO  synthase  inductible ;  COX  2 :  cyclo‐

oxygénase de type 2; MEC : matrice extracellulaire 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Les mécanismes  physiopathologiques  que  nous  venons  de  décrire  sont  particulièrement  délétères 

pour  l’ensemble  des  cellules  cérébrales,  et  notamment  pour  les  cellules  endothéliales  (Del  Zoppo, 

1994).  Au  cours  de  l’ischémie  cérébrale,  le  système microvasculaire  est  altéré  et  une  dysfonction 

endothéliale est observée.  

 

PREMIER CHAPITRE : 

LES ATTEINTES MICROVASCULAIRES AU COURS DE L’ISCHÉMIE CÉRÉBRALE 
 

 

 

L’endothélium  fait  partie  intégrante  de  ce  que  l’on  appelle  « la  triade  de  Virchow »  (Del  Zoppo, 

2008). Cette triade comprend (1) le vaisseau et l’endothélium qui le borde, (2) le flux sanguin et les 

forces de cisaillement exercées par  le  flux  sur  ce vaisseau,  (3)  les  cellules  sanguines et  les  facteurs 

circulants  de  la  coagulation.  Au  cours  de  l’ischémie  cérébrale,  la  dysfonction  endothéliale  ne 

concerne pas uniquement l’endothélium mais affecte les trois membres de cette triade. 

 

La  définition  de  la  dysfonction  endothéliale  a  longtemps  été  restreinte  à  « une  altération  de  la 

vasorelaxation  endothélium‐dépendante » mettant  en  cause  une  diminution  du  .NO. Depuis,  il  est 

admis  que  la  dysfonction  endothéliale  fait  également  référence  à  une perturbation des  propriétés 

anti‐inflammatoires et anticoagulantes de l’endothélium (Miller et al., 2010; Endemann et Schiffrin, 

2004).  Au  cours  de  l’ischémie  cérébrale,  la  dysfonction  endothéliale  met  ainsi  en  jeu  des 

phénomènes pro‐inflammatoires et thrombogènes ainsi qu’une augmentation de la perméabilité des 

microvaisseaux au contenu intravasculaire (Q. Wang et al., 2007; Del Zoppo, 1997, 1994).  

 

 

Ces  phénomènes  pro‐thrombogènes  et  pro‐inflammatoires  qui  contribuent  aux  atteintes 

microvasculaires post‐ischémiques agissent en étroite  relation et peuvent par ailleurs participer au 

phénomène de « no reflow » ; ils font donc l’objet de ce premier chapitre. Les microparticules (MPs) 

qui  sont  tant des marqueurs que des acteurs de  la dysfonction endothéliale,  et qui  constituent un 

pan important de cette thèse, seront ensuite traitées dans un chapitre à part entière. 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I. Thrombose post‐ischémique : dépôts de fibrine 

 

La dysfonction de l’endothélium à la suite d’un évènement ischémique, tout particulièrement lorsque 

l’ischémie est suivie d’une reperfusion, le rend pro‐thrombogène. Les phénomènes de thrombose qui 

en  découlent  consistent  en  deux  principaux  mécanismes :  (1)  l’activation  et  l’agrégation  des 

plaquettes, (2) l’activation de la cascade de la coagulation qui met en jeu la voie intrinsèque et la voie 

extrinsèque, et qui aboutit à la formation de dépôts de fibrine dans la lumière des vaisseaux (figure 

5). C’est à ce deuxième phénomène que je me suis plus particulièrement interessée au cours de mes 

travaux de thèse. 

 

Figure 5 : Schéma des étapes de la coagulation (d’après Y. Wang et al., 2014 ; Mann, 2011)  
F : Facteur de la coagulation 

 

1. Mécanismes de formation de la fibrine  

La fibrine est formée à partir du fibrinogène grâce à l’action de la thrombine. 

Le  fibrinogène  est une glycoprotéine de 340  kDa  synthétisée dans  le  foie,  dont  les  concentrations 

plasmatiques chez l’homme sont comprises entre 1,5 et 3 g/l. Au cours de situations inflammatoires, 

ces concentrations peuvent atteindre des valeurs allant jusqu’à 7 g/l (Wolberg, 2012).  

Le  fibrinogène  présente  une  structure  complexe  constituée  de  deux  exemplaires  de  3  chaînes 

polypeptidiques : les chaînes Aα, Bβ et γ (figure 6). Les chaînes Aα et Bβ possèdent respectivement à 

leurs extrémités N‐terminales  les  fibrinopeptides A et B. Les 3 chaînes sont reliées entre elles dans 

leurs  parties  N‐terminales  par  des  ponts  disulfures,  ce  qui  forme  ainsi  le  domaine  central  E.  Les 

extrémités C‐terminales des chaînes Bβ et γ forment quant à elles, deux domaines D situés de chaque 

côté du domaine E. Les domaines D et E sont ainsi reliés par les 3 chaînes peptidiques entrelacées les 

unes aux autres (Mosesson, 2005). 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Figure 6 : Structure du fibrinogène (modifiée d’après Jennewein et al., 2011) 

FpA : fibrinopeptide A ; FpB : fibrinopeptide B  

 
La thrombine clive tout d’abord  les fibrinopeptides A et B des chaînes Aα et Bβ du fibrinogène (les 

sites de clivage sont représentés sur  la figure 6). Cette étape génère des monomères de fibrine qui 

présentent  désormais  des  sites  de  polymérisation  accessibles  (figure  7.A).  Par  conséquent,  ces 

monomères s’associent en quinconce (1 domaine E d’un monomère avec 2 domaines D de 2 autres 

monomères) et  forment des protofibrilles.  La  thrombine  intervient de nouveau et active  le  facteur 

XIII,  qui  exerce  un  rôle  essentiel  puisqu’il  catalyse  la  formation  de  liaisons  covalentes  entre  deux 

domaines D  au niveau des  chaînes  γ  des protofibrilles,  stabilisant  ainsi  les  polymères de  fibrine. A 

côté de ces dimères γ‐γ, se formeront également par la suite des dimères α‐α.   

A  l’issue  de  ces  étapes,  un  réseau  volumineux,  complexe  et  extrêmement  structuré  est  formé,  à 

l’origine d’un caillot stable de fibrine (figure 7.B) (Jennewein et al., 2011; Mosesson, 2005). 

 

Figure 7 : Formation de la fibrine à partir du fibrinogène 
A: formation d’un polymère de fibrine (adapté de Nougier et Marijon, 2012). B : image obtenue par microscopie électronique 

d’un réseau de fibrine formant un caillot (d’après Falvo et al., 2010). 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La  thrombine  impliquée  dans  la  synthèse  de  la  fibrine  est  une  sérine  protéase  qui  existe  sous  

3 formes (α, β, γ) mais seule la forme α est active. Cette protéine est constituée de 2 chaînes reliées 

par un pont disulfure : une chaîne légère (chaîne A, 36 acides aminés) et une chaîne lourde (chaîne B, 

259 acides aminés) qui comporte le site actif protéolytique. 

 

L’activation de la thrombine met en jeu d’autres acteurs importants de la cascade de la coagulation 

et en particulier,  le  facteur  tissulaire. Le facteur tissulaire est une glycoprotéine transmembranaire 

périvasculaire,  présente  dans  le  système  nerveux  sur  les  microvaisseaux  de  diamètre  supérieur  à  

10 µm. A la suite d’une ischémie, l’intégrité des cellules endothéliales étant altérée, le sang entre en 

contact avec  le sous‐endothélium et  le facteur VIIa circulant s’associe avec  le facteur tissulaire (Del 

Zoppo, 1997). Le complexe ainsi formé active le facteur X en facteur Xa qui transforme lui‐même la 

pro‐thrombine en thrombine et l’active (figure 5). 

 

 La thrombine participe à la formation du caillot, non seulement lors de la formation de fibrine mais 

également lors de l’activation et de l’agrégation plaquettaire. En effet, en se fixant sur les récepteurs 

plaquettaires PAR‐1 et ‐4 (proteinase activated receptors), la thrombine participe à l’amplification de 

l’activation des plaquettes.  

 

2. Dépôts de fibrine dans les microvaisseaux après une ischémie cérébrale 

a) Études précliniques 

Plusieurs  études  précliniques  ont mis  en  évidence  une  accumulation  de  dépôts  de  fibrine  dans  la 

microcirculation  après  une  ischémie  cérébrale  (Kraft  et  al.,  2013;  Zhang  et  al.,  2001). Okada  et  al. 

(1994a)  ont montré  qu’il  existe  une  accumulation  de  fibrine  après  une  ischémie  chez  le  babouin, 

qu’elle soit permanente ou transitoire. Dans leur modèle d’ischémie transitoire, ils ont observé que 

la quantité de dépôts de  fibrine augmentait avec  la durée de reperfusion,  la quantité maximale de 

fibrine ayant été retrouvée après 24 heures de reperfusion. Ces travaux ont montré non seulement 

que  la  fibrine  s’accumule  à  l’intérieur  des  microvaisseaux  d’un  diamètre  principalement  compris 

entre  7,5  et  30  μm, mais  également  que  la  fibrine  est  présente  dans  le  parenchyme  cérébral.  Le 

fibrinogène, précurseur de la fibrine, serait donc capable de franchir l’espace péri‐vasculaire grâce à 

l’altération  de  la  barrière‐hémato‐encéphalique  (BHE)  et  de  se  transformer  en  fibrine  dans  le 

parenchyme (Okada et al., 1994a). La présence de fibrine extravasculaire a également été observée 

après 4 heures d’ischémie chez le rat (Z. G. Zhang et al., 1999). Plus récemment, Zhang et al. (2012) 

ont mis au point une technique d’imagerie originale appelée « NIRF  imaging » pour « Near‐Infrared 

Imaging  of  Fibrin»  qui  permet  de  détecter  de manière  non  invasive  chez  la  souris  des  dépôts  de 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fibrine dans  la microcirculation. Dès 8 heures après une  ischémie  induite par  l’injection d’un caillot 

homologue,  la  quantité  de  fibrine  augmente  de  manière  constante  avec  le  temps.  Bien  que  ce 

modèle d’ischémie ainsi que  la  technique de  révélation de  la  fibrine soient bien différents de ceux 

utilisés par Okada et collaborateurs, la valeur maximale de fibrine est, de manière très intéressante, 

de  nouveau  retrouvée  24  heures  après  l’ischémie ;  puis  elle  diminue  progressivement  mais  reste 

significativement élevée jusqu’à 4 jours. Enfin, il a été montré que la fibrine participe aux dommages 

post‐ischémiques puisqu’il existe une corrélation entre la quantité de fibrine et  le volume de lésion 

(Zhang et al., 2012; Kleinschnitz et al., 2006). 

L’importance du  facteur  tissulaire dans  la  formation de  la  fibrine a été mise en évidence dans des 

modèles d’ischémie cérébrale avec reperfusion, dans  lesquels  l’administration d’anticorps bloquant 

le  facteur tissulaire a permis de diminuer  les dépôts de fibrine (Okada et al., 1994a; Thomas et al., 

1993). D’autres mécanismes peuvent participer aux dépôts de fibrine après une ischémie ; l’étude de 

Z. G. Zhang et al.  (1999) a notamment mis en évidence un lien avec  l’augmentation de l’expression 

du gène codant pour PAI‐1 (type 1 plasminogen activator  inhibitor), une protéine qui s’oppose à  la 

fibrinolyse. 

b) Études cliniques 

En  1996,  Heye  et  Cervos‐Navarro  ont  recherché  par  histologie  la  présence  de  micro‐thrombo‐

emboles (MTE, constitués principalement de fibrine) après autopsie de patients décédés dans le mois 

suivant un AVCi.  Ils ont ainsi pu mettre en évidence l’accumulation de fibrine dans les vaisseaux de 

l’hémisphère  ischémié. Des MTE ont également été retrouvés en dehors du territoire  irrigué par  le 

vaisseau  initialement  occlus,  et  notamment  dans  l’hémisphère  controlatéral.  De  manière 

intéressante,  ces  travaux montrent également que  la  fréquence et  la distribution des MTE dans  le 

cerveau  sont  étroitement  liées  à  l’étiologie de  l’AVC.  En effet,  la  quantité de  fibrine  après un AVC 

embolique  est  faible  et  nettement  inférieure  à  celle  qui  fait  suite  à  un  AVC  thrombotique  ou 

thrombo‐embolique.  Ce  constat  suppose  que  lors  d’un  AVC  embolique,  il  y  aurait  moins  de 

production  de MTE  et  /  ou  une  plus  grande  sensibilité  de  ceux‐ci  face  aux  stimuli  de  lyse.  Cette 

sensibilité serait liée à une différence de composition du caillot lors d’un AVC embolique et d’un AVC 

thrombotique/thrombo‐embolique (Heye et Cervos‐Navarro, 1996). 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II. Inflammation et vaisseaux : ICAM‐1 et VCAM‐1 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, la réaction inflammatoire post‐ischémique se met en place 

dès  les  premières  heures  qui  suivent  l’ischémie  et  perdure  pendant  plusieurs  jours.  

Cet  environnement  inflammatoire  active  notamment  les  cellules  endothéliales  et  entraîne  une 

augmentation de  l’expression de molécules d’adhésion à  leur surface. Ces molécules permettent  le 

recrutement des leucocytes, leur adhésion, puis leur passage à travers les cellules endothéliales afin 

d’infiltrer  le  parenchyme  cérébral.  De  nombreuses  études  ont  montré  le  rôle  primordial  de  ces 

molécules  d’adhésion  dans  la  physiopathologie  de  l’ischémie  cérébrale  (Yilmaz  et  Granger,  2008; 

Frijns et Kappelle, 2002).   

Il existe trois classes de molécules d’adhésion : les sélectines (L‐, E‐ et P‐sélectines), les intégrines et 

la  superfamille  des  immunoglobulines  qui  comprend  VCAM‐1  (vascular  cell  adhesion molecule‐1), 

ICAM‐1 et  ‐2  (intercellular  adhesion molecule‐1,‐2),  et  PECAM‐1  (platelet  endothelial  cell  adhesion 

molecule‐1)  (Lakhan  et  al.,  2009;  Q. Wang  et  al.,  2007;  Huang  et  al.,  2006).  Parmi  ces  molécules 

d’adhésion,  nous  nous  sommes  plus  particulièrement  intéressés  à  ICAM‐1  et  VCAM‐1.  Ces  deux 

molécules  endothéliales  interviennent  dans  la  phase  d’adhésion  ferme  des  leucocytes  à 

l’endothélium,  et  sont  des  marqueurs  de  choix  pour  l’étude  de  la  réaction  inflammatoire  

post‐ischémique.  

 

1. ICAM‐1 et VCAM‐1 : structure et ligands 

a) ICAM‐1 

ICAM‐1 (CD54) est une glycoprotéine transmembranaire composée de 532 acides aminés. Bien que 

sa  masse  moléculaire  soit  de  58  kDa,  la  détection  de  cette  protéine  par  Western‐Blot  se  fait  en 

pratique autour de 99 kDa du  fait de ses 8 sites de N‐glycosylation,  (base de données Uniprot KB ; 

Scott et al., 2013). Sa partie extracellulaire N‐terminale est formée de 5 boucles, appelées domaines 

« Ig‐like », reliées entre elles par des ponts disulfures. Le domaine D1 contient le site de liaison pour 

le  ligand  leucocytaire LFA‐1  (leukocyte  function associated molecule‐1) et  le domaine D3  le  site de 

fixation  de Mac‐1  (macrophage  antigen‐1).  A  côté  de  ces  deux  ligands  leucocytaires,  ICAM‐1  peut 

également se lier aux plaquettes par fixation, via le fibrinogène, à la protéine plaquettaire GPIIb/IIIa. 

ICAM‐1 est exprimé de manière constitutive en  faible quantité par  les cellules endothéliales et par 

d’autres  types  cellulaires  (leucocytes,  cellules  épithéliales,  fibroblastes).  Dans  un  environnement 

inflammatoire,  son  expression  est  augmentée  par  des  cytokines  telles  que  l’IL‐1α  et  le  TNF, 

notamment via  le facteur de transcription NF‐κB. ICAM‐1 existe également sous une forme soluble, 

ICAM‐1s. 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Notons qu’il existe un autre  type d’ICAM,  ICAM‐2  (CD102). Cette protéine, également exprimée de 

manière  constitutive  par  les  cellules  endothéliales  et  les  plaquettes,  participe  à  l’adhésion  des 

leucocytes. En revanche, contrairement à  ICAM‐1,  l’expression d’ICAM‐2 n’est pas augmentée dans 

un environnement inflammatoire.  

b) VCAM‐1 

VCAM‐1 (CD106) est une protéine transmembranaire de 90 kDa, retrouvée de manière constitutive 

en  faible quantité à  la surface des cellules endothéliales. Sa partie extracellulaire est constituée de  

7 domaines « Ig‐like ». Son expression est, tout comme ICAM‐1, inductible puisqu’elle est augmentée 

sous l’effet du TNF et de l’IL‐1. Le principal ligand de VCAM‐1 est VLA‐4 (very late antigen‐4 ou α4β1) 

qui est retrouvé sur les monocytes et les lymphocytes.  

Notons qu’il existe comme pour ICAM‐1 une forme soluble de la protéine (VCAM‐1s). 

 

2. ICAM‐1 / VCAM‐1 et ischémie cérébrale  

a) Etudes précliniques 

Plusieurs études se sont intéressées à l’expression d’ICAM‐1 dans des modèles d’ischémie cérébrale 

réalisés chez le rat. Wang et Feuerstein (1995) ont montré une augmentation de la quantité d’ARNm 

d’ICAM‐1  dès  3h  après  une  ischémie  permanente.  Cette  quantité  est  maximale  entre  

6  heures  et  12  heures,  et  persiste  jusqu’à  5  jours  après  l’ischémie.  L’augmentation  de  l’ARNm 

d’ICAM‐1 semble plus précoce dans un modèle d’ischémie transitoire puisqu’elle devient significative 

dès la première heure qui suit la reperfusion (Wang et al., 1994), bien qu’une étude plus récente de 

Vemuganti et al. (2004) montre, dans ce même modèle, que l’ARNm d’ICAM‐1 est significativement 

augmenté  entre  3  heures  et  72  heures  après  la  reperfusion,  avec  une  augmentation  maximale  à  

24 heures. Chez la souris, les taux d’ARNm d’ICAM‐1 sont également augmentés jusqu’à 5 jours, que 

ce soit après une ischémie transitoire ou permanente (Zhou et al., 2013).  

Zhang  et  al.  (1995)  se  sont  intéressés  à  l’expression  de  la  protéine  ICAM‐1  dans  un  modèle 

d’ischémie transitoire chez le rat.  Ils ont montré une hausse importante d’ICAM‐1 dès 24 heures et 

jusqu’à 4 jours.  

 

Le rôle délétère d’ICAM‐1 à  la suite de  l’ischémie cérébrale a été montré par plusieurs études. Ces 

études ont mis en évidence un effet neuroprotecteur (diminution de l’apoptose, du volume de lésion 

et du déficit neurologique) après blocage de la protéine par un anticorps (Chopp et al., 1996; Bowes 

et al., 1993) ou de son ARNm par des oligonucléotides antisens  (Vemuganti et al., 2004), ou par  le 

biais de souris ICAM‐1‐/‐ (Connolly et al., 1996a). 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Concernant  VCAM‐1,  seules  quelques  études  réalisées  chez  l’animal  se  sont  intéressées  à  son 

évolution  post‐ischémique.  Chez  la  souris,  l’ARNm  de  VCAM‐1  est  significativement  augmenté 

jusqu’à 5 jours après une ischémie transitoire mais aussi permanente (Zhou et al., 2013). Néanmoins, 

à  la  suite  d’une  ischémie  transitoire  chez  le  rat,  Vemuganti  et  al.  (2004)  n’ont  pas  décrit  de 

modification du  taux d’ARNm de VCAM‐1. D’autres études  se  sont  intéressées à  l’expression de  la 

protéine. Justicia et al. (2006) ont notamment mis en évidence une augmentation de l’expression de 

VCAM‐1 16 heures et 24 heures après une ischémie transitoire chez le rat. Au sein de notre équipe 

de  recherche,  Fréchou  et  al.  (2013)  ont  étudié  la  cinétique  d’expression  de  VCAM‐1  par 

immunohistochimie  dans  un  modèle  d’ischémie  transitoire  chez  la  souris.  Dans  cette  étude, 

l’expression de VCAM‐1 tend à augmenter 6 heures après l’ischémie et cette augmentation devient 

significative  à  24  heures,  à  la  fois  dans  le  cortex  et  dans  le  striatum.  L’expression  de  VCAM‐1  est 

revenue  à  l’état  basal  à  72  heures.  Plus  récemment,  Gauberti  et  al.  (2013)  se  sont  intéressés  à 

l’expression  de  VCAM‐1  par  IRM.  Ils  ont montré  qu’après  une  ischémie  transitoire  chez  la  souris, 

l’expression de la protéine est augmentée à 24 heures puis diminue progressivement jusqu’à 5 jours. 

De  plus,  cette  étude  met  en  évidence  qu’après  une  ischémie  permanente,  la  surexpression  de  

VCAM‐1 persiste jusqu’à 5 jours.  

 

Le rôle de VCAM‐1 dans l’ischémie cérébrale semble moins bien établi que celui d’ICAM‐1. Une étude 

réalisée  chez  le  rat  a  montré  qu’un  antagoniste  des  récepteurs  aux  leucotriènes  entraîne  une 

neuroprotection qui est associée notamment à une diminution de  l’expression post‐ischémique de 

VCAM‐1 (Zhang et Wei, 2003). En revanche, l’utilisation d’un anticorps dirigé contre VCAM‐1 n’a pas 

permis de protéger des dommages de l’ischémie chez le rat (Justicia et al., 2006).  

b) Etudes cliniques 

Chez  les patients victimes d’AVC, une augmentation des  formes solubles d’ICAM‐1  (ICAM‐1s) et de 

VCAM‐1  (VCAM‐1s) a pu être observée dès  les premières heures qui  suivent  l’ischémie et pendant 

plusieurs  jours. Ces protéines solubles ont été détectées dans  le plasma et dans  le  liquide céphalo‐

rachidien (LCR) des patients (Ehrensperger et al., 2005; Selaković et al., 2003; Lindsberg et al., 1996), 

et  cette  augmentation  est  corrélée  avec  la  sévérité  de  l’ischémie.  Par  ailleurs,  l’expression  de  la 

forme membranaire de VCAM‐1 a également été mise en évidence au niveau cérébral lors d’analyses 

post‐mortem de patients victimes d’AVC ischémiques (Blann et al., 1999). 

De plus, il a été montré que plus les taux plasmatiques de VCAM‐1s sont faibles dans les 4 premiers 

jours  qui  suivent  l’AVC,  meilleure  sera  la  récupération  neurologique  (Blum  et  al.,  2006).  Il  existe 

également une corrélation entre des quantités élevées d’ICAM‐1s et une mortalité précoce (Rallidis 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et al., 2009). Enfin, il a été montré que les taux élevés de VCAM‐1s sont prédictifs d’une récidive d’un 

évènement cardiovasculaire (Castillo et al., 2009; Campbell et al., 2006).  

 

L’ensemble de ces résultats illustre le rôle majeur d’ICAM‐1 et de VCAM‐1 dans la physiopathologie 

de l’ischémie cérébrale.  

 

III. Des liens entre inflammation et thrombose 

 

Il est à noter qu’il existe une relation étroite entre l’inflammation et les phénomènes de thrombose 

décrits précédemment. L’inflammation est capable d’orienter le système hémostatique vers un état 

prothrombotique  et  de  manière  réciproque,  la  coagulation  est  capable  de  stimuler  la  réaction 

inflammatoire. Plusieurs acteurs sont notamment impliqués dans cette relation croisée (figure 8):  

 

 Le facteur tissulaire est induit lors de l’inflammation et il initie la cascade de la coagulation. 

 

 La thrombine intervient dans la cascade de la coagulation en formant la fibrine, et elle active 

les  cellules  endothéliales  par  la  fixation  à  ses  récepteurs  PAR.  La  thrombine  induit 

l’expression  de  cytokines  pro‐inflammatoires  et  de  molécules  d’adhésion  comme  ICAM‐1, 

ainsi que le recrutement des leucocytes (Levi et al., 2004; Sugama et al., 1992). 

 

 Le fibrinogène et / ou la fibrine (Fg/Fn) contribue au processus pro‐inflammatoire (Jennewein 

et  al.,  2011).  Le  Fg/Fn  favorise  la  migration  des  leucocytes  et  augmente  l’expression  de 

cytokines et la libération de radicaux libres par les cellules endothéliales et les leucocytes. De 

plus,  ICAM‐1 exprimé par  les  cellules endothéliales est un  récepteur du  fibrinogène. En  s’y 

fixant, le Fg participe à l’interaction des leucocytes avec l’endothélium. Enfin, les produits de 

dégradation  de  la  fibrine  mais  également  du  fibrinogène  générés  lors  de  la 

coagulation/thrombolyse  semblent eux aussi être  impliqués dans  la  réaction  inflammatoire 

(recrutement des leucocytes, libération de cytokines) (Jennewein et al., 2011).  

 

 Les  plaquettes  jouent  aussi  un  rôle  important  dans  la  relation  thrombose/inflammation. 

Lorsque l’endothélium est lésé, les plaquettes peuvent être activées par des médiateurs pro‐

inflammatoires ou encore par la thrombine. Les plaquettes activées sont capables d’accélérer 

la  formation  de  fibrine.  De  plus,  il  a  été montré  que  l’expression  de  la  P‐sélectine  sur  les 

plaquettes  entraîne  d’une  part,  une  accumulation  de  leucocytes  responsables  de  la 



  20

formation de dépôts de fibrine (Palabrica et al., 1992), et d’autre part, une augmentation de 

l’expression du facteur tissulaire sur les monocytes (Levi et al., 2004). Notons qu’ICAM‐1 joue 

également un rôle essentiel dans l’adhésion des plaquettes à l’endothélium (Massberg et al., 

1999). 

 

 

Figure 8 : Relation croisée entre les mécanismes pro‐thrombotiques et pro‐inflammatoires 

 

IV. Hypoperfusion et phénomène de « no reflow » 

 

Depuis quelques années, des données cliniques et précliniques s’accordent à distinguer à la suite de 

l’ischémie cérébrale la notion de recanalisation de la notion de reperfusion. La recanalisation d’une 

artère occluse correspond à  la ré‐ouverture de  la  lumière de ce vaisseau, tandis que  la reperfusion 

équivaut à la restauration du DSC dans le réseau vasculaire distal (Khatri et al., 2005).  

C’est  en  1968  qu’Ames  et  al.  ont  remarqué  pour  la  première  fois  qu’après  de  brèves  périodes 

d’ischémie  chez  le  lapin  suivies  d’une  recanalisation  mécanique  du  vaisseau,  la  reperfusion  de 

certaines  zones  du  cerveau  était  incomplète  voire  inexistante.  Depuis,  plusieurs  études  réalisées 

dans d’autres modèles animaux se sont intéressées à ce phénomène que l’on appelle le phénomène 

de  « no  reflow »  (voir  pour  revue  Dalkara  et  Arsava,  2012).  Ces  études  ont  tenté  de  préciser  les 

mécanismes  à  l’origine  de  ce  phénomène,  et  les  altérations  vasculaires  post‐ischémiques 

sembleraient en être une des causes principales :  

 

 Des  études  précliniques  ont  notamment  montré  qu’il  existe  à  la  suite  d’une  ischémie 

cérébrale  transitoire,  une  obstruction  des  microvaisseaux,  principalement  au  niveau  des 

capillaires (Little et al., 1976, 1975; Crowell et Olsson, 1972). Des travaux, en particulier ceux 

de Little et al. (1976), ont montré que cette obstruction, observée dès 3 heures après la fin 

de l’ischémie, est liée à un gonflement d’une part des cellules endothéliales, et d’autre part 

des astrocytes. Z. G. Zhang et al. (1999) ont confirmé l’implication des astrocytes en utilisant 

chez  le  rat  une  technique  d’imagerie  par  fluorescence  en  3  dimensions  (LSCM  ou  laser 

scanning confocal microscopy) qui a permis de montrer que  l’augmentation de  la réactivité 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des astrocytes est concomitante à une diminution de la perfusion, 1 heure après le début de 

l’ischémie.  

 

 Par ailleurs, la participation des péricytes au phénomène de « no reflow » a récemment été 

soulignée.  En effet,  une étude  réalisée par  Yemisci  et  al.  (2009)  a mis en évidence que  les 

péricytes  en  contact  avec  les  microvaisseaux  sont  contractés  lors  d’une  ischémie,  et  que 

cette contraction perdure malgré  la recanalisation de  l’artère. Ce phénomène contribuerait 

donc au rétrécissement de la lumière des vaisseaux.  

 

 Le rétrécissement de  la  lumière des microvaisseaux par  l’œdème cérébral et  le gonflement 

des  astrocytes  et  des  péricytes  est  aggravé  par  une  accumulation  dans  le  vaisseau 

d’érythrocytes,  de neutrophiles,  de plaquettes et de dépôts de  fibrine.  En effet,  après une 

ischémie  suivie  d’une  recanalisation,  des  agrégats  de  leucocytes  ont  été  retrouvés  piégés 

dans  les microvaisseaux.  Logés  dans  ces  agrégats,  des  plaquettes  et  des  dépôts  de  fibrine 

formés  in  situ  ont  également  été  détectés  (Del  Zoppo  et  al.,  1991) ;  les  zones 

d’hypoperfusion  ont  été  associées  à  la  présence  de  ces  dépôts  intravasculaires  de  fibrine  

(Z. G. Zhang et al., 1999).  

Par ailleurs, des stratégies utilisant des anticorps dirigés contre la E‐sélectine, la P‐sélectine, 

le  facteur  tissulaire,  ou  encore  des  souris  génétiquement  modifiées  ICAM‐1‐/‐  ou  

P‐sélectine‐/‐,  ont montré une amélioration de  la  reperfusion  cérébrale  après une  ischémie 

transitoire, et s’opposent donc au phénomène de « no reflow » (Huang et al., 2000; Connolly 

et al., 1997, 1996a; Thomas et al., 1993). 

 

 Une  autre  raison  de  l’hypoperfusion  observée  après  recanalisation  serait  la  présence  de 

micro‐emboles  secondaires  issus  de  la  fragmentation  du  caillot  initial.  En  effet,  plusieurs 

études précliniques ont rapporté la présence de micro‐emboles en aval du site de l’occlusion 

(Wang et al., 2006, 2001).  

 

 Notons  que  le  phénomène  de  « no  reflow »  est  également  renforcé  par  la  perte  de 

vasoréactivité  de  l’endothélium  à  la  suite  de  l’ischémie  cérébrale.  En  effet,  des  études 

expérimentales  ont  mis  en  évidence  une  diminution  de  la  vasodilatation  endothélium‐

dépendante à la suite d’ischémies permanente et transitoire, qui serait liée à une diminution 

de la libération du NO (Rosenblum, 1998, 1997; Rosenblum et Wormley, 1995; Mayhan et al., 

1988;). 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 Enfin,  la  lame  basale  semble  elle  aussi  jouer  un  rôle  dans  le  « no  reflow ».  Après  une 

ischémie cérébrale, certains de ses composants, tels que le collagène IV et la laminine, sont 

dégradés  par  les  MMP  notamment.  Cette  dégradation  conduit  à  la  perte  des  propriétés 

mécaniques du vaisseau qui devient moins  résistant et  tend à  se  collapser plus  facilement. 

De plus, la destruction de la lame basale entraîne le détachement des cellules endothéliales 

des pieds astrocytaires (Wang et Shuaib, 2007). 

 

 

A  côté  des  phénomènes  pro‐thrombogènes  et  pro‐inflammatoires  détaillés  dans  ce  chapitre,  les 

microparticules  endothéliales  ont  aussi  été  décrites  plus  récemment  comme  des  acteurs  de  la 

dysfonction endothéliale ; elles font donc l’objet du chapitre suivant. 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DEUXIÈME CHAPITRE : LES MICROPARTICULES 
 

 

Introduction 

Les  microparticules  (MPs)  ont  été  décrites  pour  la  première  fois  en  1967  par  Wolf  (Wolf,  1967). 

Présentées  comme  étant  de  simples  débris  cellulaires  issus  de  plaquettes  et  dépourvus  d’activité 

biologique, elles ont été appelées « platelet dust » (« poussière plaquettaire »). Par la suite, des MPs 

d’autre origine cellulaire ont été découvertes et ont suscité un intérêt croissant dans des domaines 

aussi  variés  que  les  maladies  thrombotiques,  immuno‐inflammatoires,  neurologiques, 

cardiovasculaires  et  cancéreuses.  Les  MPs  se  sont  ainsi  révélées  être  de  véritables  entités 

subcellulaires dotées de nombreuses fonctions biologiques. 

 

Les MPs sont des vésicules membranaires de taille comprise entre 0,1 et 1 µm, produites suite à une 

activation cellulaire ou lors de l’apoptose, et libérées dans le milieu extracellulaire. Elles proviennent 

principalement  des  cellules  hématopoïétiques  (leucocytes,  plaquettes,  érythrocytes),  endothéliales 

et  musculaires  lisses  (Herring  et  al.,  2013),  mais  également  de  la  plupart  des  cellules  cérébrales 

(progéniteurs  neuronaux,  neurones, microglie,  astrocytes,  oligodendrocytes)  (Borgiani  et  al.,  2012; 

Bianco et  al.,  2009;  Schiera et  al.,  2007; Marzesco et  al.,  2005; Bianco et  al.,  2005;  Scolding et  al., 

1989),  ainsi  que  des  cellules  tumorales.  Les  MPs  sont  libérées  dans  le  milieu  extracellulaire  et 

peuvent  être  retrouvées  dans  le  sang  au  sein  duquel  près  de  80%  des  MPs  sont  d’origine 

plaquettaire,  alors  que  les  MPs  endothéliales  (MPE)  ne  représentent  que  5  à  15%  du  total 

(Markiewicz et al., 2013; Horstman et Ahn, 1999). Les MPs sont également retrouvées dans d’autres 

liquides biologiques tels que le liquide céphalo‐rachidien, l’urine et la salive (Doeuvre et al., 2009), et 

sont aussi présentes au niveau des plaques d’athérosclérose (Leroyer et al., 2007). 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I. Mécanismes de formation des microparticules 
 

1. Vésiculation 

Les phospholipides membranaires d’une cellule au repos sont répartis de manière asymétrique. Les 

phospholipides  chargés  positivement  (phosphatidylcholine,  sphingomyéline)  sont  majoritairement 

présents  au  niveau  du  feuillet  externe  de  la  bicouche  lipidique,  tandis  que  les  phospholipides 

anioniques  ou  aminophospholipides  (phosphatidyléthanolamine,  phosphatidylsérine)  sont  localisés 

préférentiellement sur  le  feuillet  interne. Le maintien de cette répartition est assuré par  l’équilibre 

fonctionnel entre trois enzymes : les scramblases, les floppases et les flippases. Les scramblases et les 

floppases  sont  inactives,  et  les  flippases  sont,  au  contraire,  en  permanence  activées  afin  de 

permettre  l’internalisation  des  phospholipides  anioniques.  La  stabilité  physique  de  la  membrane 

plasmique  est  également  renforcée  par  la  présence,  sous  la  bicouche  lipidique,  du  cytosquelette 

polymérisé. 

Au  cours  de  l’activation  ou  de  l’apoptose  des  cellules,  la  très  forte  augmentation  des  taux 

intracellulaires  de  calcium  conduit  à  une  perturbation  de  l’équilibre  établi  entre  les  enzymes 

précédemment  décrites.  Ainsi,  les  scramblases  et  les  floppases  deviennent  actives  alors  que  les 

flippases sont inhibées. Le remaniement des phospholipides membranaires qui en découle aboutit à 

la  translocation  de  la  phosphatidylsérine  du  feuillet  interne  vers  le  feuillet  externe.  De  manière 

concomitante,  l’augmentation  brutale  du  calcium  intracellulaire  est  à  l’origine  de  l’activation 

d’enzymes  comme  la  calpaïne  et  la  gelsoline,  responsables  d’une  protéolyse  du  cytosquelette. 

L’ensemble de ces phénomènes aboutit à la déstabilisation de la membrane et au bourgeonnement 

de la cellule, puis à la libération de MPs dans le milieu extracellulaire (Morel et al., 2011) (figure 9). 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Figure 9 : Mécanismes de formation des MPs (adaptée d’après Hugel et al., 2005) 

 
 

2. Mécanismes moléculaires 

A  l’heure  actuelle,  les mécanismes moléculaires  à  l’origine  de  la  production  des MPs  in  vivo  sont 

encore peu décrits dans la littérature. En revanche, un nombre croissant d’études réalisées in vitro a 

permis ces dernières années de préciser les stimuli et les mécanismes moléculaires de la vésiculation. 

En  effet,  il  est  possible  de  produire  des  MPs  à  partir  de  cultures  de  cellules,  notamment 

endothéliales,  soumises  à  différents  stimuli :  TNF,  LPS,  thrombine,  inhibiteur  de  l’activateur  du 

plasminogène (PAI), protéine C réactive, camphothécine, radicaux libres dérivés de l’oxygène, ou par 

des conditions particulières de flux (shear stress)… (Leroyer et al., 2010). 

 

En ce qui concerne les mécanismes moléculaires généraux de vésiculation des MPs, il semblerait qu’il 

existe des différences notables entre les processus qui font suite à une activation de la cellule et ceux 

consécutifs à son apoptose (Azevedo et al., 2007; VanWijk et al., 2003) (figure 10).  

Lors de l’activation de la cellule, l’augmentation de la concentration cytosolique de calcium entraîne 

l’activation des protéines kinases et l’inhibition des phosphatases des chaînes légères de la myosine, 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ainsi  que  l’activation  de  la  calpaïne  qui  dégrade  la  taline.  Ces  phénomènes  conduisent  à  la 

dissociation du cytosquelette et à la libération des MPs.  

Durant l’apoptose, les caspases activées, en particulier la caspase 3 (Sebbagh et al., 2001), clivent et 

activent  les  ROCK  I  (Rho‐associated  kinase  I).  Grâce  à  l’utilisation  d’un  inhibiteur  de   ROCK  I,  le 

Y27632, Coleman et al. (2001) ont observé une diminution de la phosphorylation des chaînes légères 

de  la  myosine  ainsi  qu’une  baisse  de  la  production  de MPs.  ROCK  I  permet  donc  de  favoriser  la 

contraction de la cellule via  l’actine et la myosine, ce qui conduit au détachement du cytosquelette 

de la membrane et in fine, à la libération des MPs.  

 

Figure  10 :  Mécanismes  de  formation  des  MPs  après  activation  cellulaire  et  apoptose  (d’après 

VanWijk et al., 2003) 

 

 

Concernant  les  cellules  endothéliales,  seules  quelques  études  se  sont  intéressées  aux  différents 

stimuli  et  voies  de  signalisation  impliqués  dans  la  production  des  MPE  (Markiewicz  et  al.,  2013; 

Leroyer et al., 2010) :  

 

 Thrombine 

Sapet et al.  (2006) ont  identifié un mécanisme particulier de vésiculation induite par  la thrombine : 

en se  fixant sur  les récepteurs endothéliaux PAR‐1,  la  thrombine va d’une part activer  la caspase 2 

(sans pour autant induire de mort cellulaire) et cette dernière entraîne le clivage et donc l’activation 

des ROCK II ; d’autre part, la thrombine induit, via  le facteur de transcription NF‐κB, l’expression de 

TRAIL  (TNF  related  apoptosis  inducing  ligand) ;  la  forme  soluble  (sTRAIL)  est  alors  sécrétée  par  la 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cellule  endothéliale  et  stimule  le  récepteur  TRAIL‐R2,  ce  qui  entraîne,  de  nouveau  via  NF‐κB,  la 

libération des MPE (Simoncini et al., 2009). 

Notons enfin que l’interleukine IL‐1 et son récepteur (IL‐1R) sembleraient contribuer à l’amplification 

de la production de MPE induite par la thrombine (Leroyer et al., 2010).  

 

 Angiotensine II 

L’angiotensine II  (Ang II) est également un bon inducteur de MPE à  la fois  in vitro et  in vivo chez  la 

souris  (Burger  et  al.,  2011).  L’activation  des  récepteurs  AT1R  de  l’Ang  II  augmente  la  libération  de 

MPE  via  l’activation  de  la  NADPH  oxydase,  la  production  de  radicaux  libres  et  l’activation  des  

Rho kinases. 

 

 PAI‐1 

Il a également été montré que PAI‐1 joue un rôle important dans la production des MPE. Brodsky et 

al.  (2002) ont démontré que PAI‐1 augmente de manière dose‐dépendante  la  libération de MPE et 

que cet effet est associé à une diminution de l’asymétrie des phospholipides membranaires. 

 

 TNF 

Une étude très récente réalisée chez la souris a mis en évidence une augmentation de la  libération 

de MPE circulantes après administration par voie intraveineuse de TNF ; il a été montré in vitro que 

cet  effet  est  lié  à  l’activation  des  récepteurs  TNFR1  et  dépend  du  facteur  de  transcription  NF‐κB  

(Lee et al., 2014). L’étude de Curtis et collaborateurs a identifié in vitro un autre effecteur clé dans la 

formation  des  MPE  induite  par  le  TNF :  la  protéine  kinase  p38  (p38  MAPK  pour  p38  mitogen‐

activated protein kinase) (Curtis et al., 2009). 

 

Une équipe  italienne a montré que  la protéine p38 est également  impliquée dans  la production de 

MPs  issues  de  cellules  cérébrales.  Cette  équipe  a mis  en  évidence  que  l’ATP  active  les  récepteurs 

P2X7 exprimés  par  les  cellules  gliales  et  en  particulier  par  les  astrocytes  (Bianco  et  al.,  2009)  et  la 

microglie  (Bianco  et  al.,  2005),  ce  qui  conduit  à  la  phosphorylation  de  la  protéine  kinase  p38,  qui 

active à son tour la translocation de l’acide sphingomyelinase (A‐SMase) vers le feuillet externe de la 

membrane. L’A‐SMase permet  l’hydrolyse de  la sphingomyéline en céramide, ce qui, en altérant  la 

fluidité de la membrane, entraîne la libération des MPs (Bianco et al., 2009). 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II. Caractéristiques des microparticules 
 

1. Structure des microparticules 

Les MPs sont des vésicules anucléées entourées d’une bicouche lipidique et sont considérées comme 

de  vrais  réservoirs  moléculaires :  elles  contiennent  en  effet  des  acides  nucléiques  (ADN,  ARN, 

microARN),  des  protéines  (récepteurs,  cytokines,  intégrines)  ainsi  que  des  lipides  et  des 

mitochondries (Schindler et al., 2014) (figure 11). 

 

La  composition  en  phospholipides  de  la  membrane  des  MPs  varie  selon  la  cellule  d’origine. 

Néanmoins,  il a été montré que  le  feuillet externe de toutes  les MPs est enrichi en phospholipides 

négativement chargés, parmi lesquels se trouve la phosphatidylsérine (Weerheim et al., 2002).  

 

A  leur  surface,  hormis  la  phosphatidylsérine,  les MPs  expriment  des  antigènes  caractéristiques  de 

leur  cellule  d’origine.  Concernant  les  MPE,  elles  portent  des  marqueurs  endothéliaux  tels  que  la  

VE‐cadhérine (CD144), PECAM‐1 (CD31), l’endogline (CD105), ICAM‐1 (CD54), la E‐sélectine (CD62E), 

l’αv  intégrine (CD51) et VCAM‐1 (CD106) notamment (Dignat‐George et Boulanger, 2011). Les MPE 

expriment également des métalloprotéases de la matrice (MMP), en particulier les MMP‐2 et MMP‐9 

(Taraboletti  et  al.,  2002),  la  NO‐synthase  endothéliale  et  le  récepteur  R2  au  VEGF  (vascular 

endothelial growth factor) (Leroyer et al., 2009). 

Par  ailleurs,  le  phénotype  des MPE  dépend  également  du  stimulus  (activation  ou  apoptose)  ayant 

conduit à leur formation. Jimenez et collaborateurs ont étudié in vitro le phénotype des MPE libérées 

par  des  cellules  endothéliales  en  apoptose  par  déplétion  du  milieu  de  culture  en  facteurs  de 

croissance,  ou  après  activation  cellulaire  par  le  TNF.  Après  apoptose,  le  taux  de  MPE  exprimant 

PECAM‐1  (CD31)  et  l’endogline  (CD105)  est  largement  augmenté  et  supérieur  au  taux  de  MPE 

exprimant  la E‐sélectine (CD62E),  ICAM‐1 (CD54) et VCAM‐1 (CD106). En revanche, après activation 

des  cellules  endothéliales  par  le  TNF,  cette  répartition  des  phénotypes  est  totalement  inversée 

(Jimenez et al., 2003).  

De plus, il a été rapporté que la membrane des MPE produites par des cellules en apoptose présente 

une  composition  lipidique  différente  de  celle  des  MPE  issues  de  cellules  activées,  et  comporte 

notamment  une  quantité  de  phosphatidylsérine  transloquée  plus  importante  (Markiewicz  et  al., 

2013).  

L’analyse  du  phénotype  des  MPE  pourrait  ainsi  être  un  indicateur  de  la  nature  de  la  lésion 

endothéliale. 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Figure 11 : Structure d’une MPE (adaptée d’après Dignat‐George et Boulanger, 2011) 
FT:  facteur  tissulaire  ;  PS:  phosphatidylsérine;  APC:  proteine  C  activée  ;  EPCR:  récepteur  de  la  proteine  C  endothéliale  ; 

PECAM‐1: platelet endothelial cell adhesion molecule‐1 ; VCAM‐1: vascular cell adhesion molecule‐1 ; ICAM‐1: intercellular 

cell  adhesion  molecule‐1  ;  E‐sélectine:  sélectine  endothéiale  ;  MCAM  :  melanoma  cell  adhesion  molecule  ;  

VE‐cadhérine  :  vascular  endothelial  cadherin;  NOSe  :  NO  synthase‐endotheliale;  T‐cadhérine (« truncated‐cadherin ») : 

cadhérine‐13  ; MMP  : métalloprotéases de  la matrice;  uPA  :  urokinase‐type plasminogen activator  ;  uPAR  :  récepteur de 

l’uPA ; EPC : protéine C endothéliale ; TM : thrombomoduline 

 

 

2. Critères de distinction entre microparticules et autres vésicules membranaires 

Les MPs sont à différencier des autres types de vésicules membranaires libérées par les cellules telles 

que les exosomes et les corps apoptotiques. Les caractéristiques propres aux trois types de vésicules 

extracellulaires sont résumées dans le tableau 1 (voir pour revues : Van der Pol et al., 2012; György et 

al., 2011).  

 

 Les  exosomes ont un diamètre  inférieur à 0,1 μm et  sont stockés à  l’intérieur de  la cellule 

dans des corps multi‐vésiculaires. Les mécanismes de libération des exosomes dans le milieu 

extracellulaire diffèrent de ceux des MPs puisqu’ils sont secrétés par exocytose. Ils possèdent 

des  marqueurs  spécifiques  comme  les  tétraspanines  et  n’expriment  pas  ou  très  peu  la 

phosphatidylsérine sur le feuillet externe de la double membrane. Ils contiennent également 

de l’ARN et des microARN. 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 Les  corps  apoptotiques  ont  de  manière  générale  une  taille  supérieure  à  celle  des  MPs 

(jusqu’à 4 μm) et sont caractérisés par une forte expression de  la phosphatidylsérine sur  le 

feuillet externe de la bicouche lipidique. Par ailleurs, la bicouche lipidique est, contrairement 

à  celle  des  MPs,  une  membrane  perméable.  Les  corps  apoptotiques  sont  libérés  lors  de 

l’apoptose  après  déformation  et  fragmentation  de  la  cellule.  Ils  sont  produits  lors  des 

dernières étapes de l’apoptose alors que les MPs sont libérées dès les phases précoces. Les 

corps  apoptotiques  contiennent  des  organites,  de  l’ADN,  de  l’ARN  et  des  fragments 

membranaires et cytosoliques. 

 

Tableau 1 : CARACTÉRISTIQUES DES VÉSICULES EXTRA‐CELLULAIRES 

 
Exosomes Microparticules Corps apoptotiques 

 

 
  

Taille 0,04 – 0,1 μm 0,1 – 1 μm 0,5 – 4 μm 

Origine 
Exocytose des corps  
multi‐vésiculaires 

Bourgeonnement de la 

membrane plasmatique 
Fragments cellulaires 

Production  
Constitutive et/ou 
activation cellulaire 

Activation cellulaire  
et/ou apoptose précoce 

Apoptose avancée 

Méthode d’obtention 
(centrifugation) 

> 100 000 g 20 000 g 16 000 g 

Phosphatidylsérine 
externalisée 

+/‐ +++ +++ 

Marqueurs 
Tétraspanines 
(CD63, CD81) 

Antigènes de la  
cellule d’origine, 

intégrines, sélectines 
Histones, ADN 

 Tableau adapté de Balducci et al., 2012 et de Mause et Weber, 2010 

 

A  partir  des  caractéristiques  des  MPs  que  nous  venons  de  décrire,  différentes  techniques  de 

détection ont été développées. 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III. Méthodes d’analyse des microparticules 
 

1. Recommandations pré‐analytiques 

L’intérêt  grandissant  pour  les  MPs  depuis  quelques  années  a  conduit  à  mettre  en  place  des 

recommandations  actuellement  en  cours  de  réalisation,  notamment  dans  le  cadre  des  Comités 

scientifiques  de  standardisation  de  biologie  vasculaire  (SSC‐VB)  de  la  Société  internationale  de 

thrombose et d’hémostase (ISTH), afin de standardiser au mieux la détection de ces particules et en 

particulier des MPs circulantes lors des études cliniques (Balducci et al., 2012).  

Une problématique majeure rencontrée lors de la mesure des MPs est la génération artéfactuelle de 

MPs,  ce  qui  peut  notamment  survenir  au  moment  du  prélèvement  de  sang,  puis  entre  le 

prélèvement  et  l’analyse  des  échantillons.  Il  est  donc  nécessaire  de  contrôler  au  maximum 

l’activation  cellulaire  ex  vivo/in  vitro  par  la  standardisation  de  certaines  étapes  pré‐analytiques 

comme le choix du mode de prélèvement, de l’anticoagulant et de la taille de l’aiguille, mais aussi le 

temps écoulé entre le prélèvement et la première centrifugation.  

L’isolation  des  MPs  nécessite  une  succession  de  centrifugations  afin  de  limiter  au  maximum  la 

contamination de l’échantillon par des cellules ou d’autres types de vésicules.  

Plusieurs méthodes de détection des MPs ont été développées. Chacune présente des avantages et 

des inconvénients (tableau 2). Actuellement, la méthode la plus utilisée reste la cytométrie en flux. 

 

2. Cytométrie en flux 

Il  s’agit d’une  technique  simple et  spécifique qui permet une analyse quantitative  rapide des MPs. 

Cette  technique permet non  seulement de définir  le  nombre de MPs  contenues dans  l’échantillon 

mais également de déterminer leur origine cellulaire.  

L’échantillon est aspiré par l’appareillage et les « évènements » présents dans l’échantillon, tels que 

les cellules ou les MPs, sont détectés par les lasers du cytomètre.  

Le  cytomètre  permet  de  définir  tout  d’abord  une  population  « d’évènements  de  type 

microparticulaire »  en  fonction  de  leur  taille  (forward  scatter ;  FS)  et  de  leur  granulosité  (side 

scatter ; SS). Dans cette zone, les MPs seront mesurées grâce à la détection de la phosphatidylsérine 

(révélée  par  un  marquage  à  l’annexine  V  couplée  à  un  fluorochrome),  et/ou  de  marqueurs 

spécifiques de surface après fixation d’anticorps fluorescents.  

Concernant  les MPE, plusieurs marqueurs ou combinaison de marqueurs  sont à présent utilisés en 

routine pour évaluer l’origine endothéliale des MPs : CD144 (VE‐cadhérine), CD31+ (PECAM‐1)/CD41‐ 

(intégrine αIIb), CD105 (endogline), CD106 (VCAM‐1), CD146 (MCAM), CD62E (E‐sélectine). 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Les  limites  principales  de  la  cytométrie  en  flux  sont  la  faible  résolution  pour  les  éléments  de  très 

petite  taile  (<0,4  μm),  et  la  difficulté  de  détecter  des  évènements  qui  présentent  une  faible 

antigénicité. 

 

3. ELISA (enzyme‐linked immunosorbent assay) et test de capture en phase solide 

Le principe de détection de  ces deux  techniques est  fondé  sur une  interaction phosphatidylsérine‐

annexine V ou une interaction antigène‐anticorps. Les MPs sont donc détectées en fonction de leur 

expression  de  la  phosphatidylsérine  et/ou  de  leur  origine  cellulaire.  Il  existe  également  des  tests 

hybrides qui  permettent de  combiner un  test  de  capture  en phase  solide  à  la mesure de  l’activité 

prothrombinasique des MPs (voir paragraphe IV.3).  

Ces  techniques  simples  d’utilisation  sont  assez  sensibles  pour  détecter  des  antigènes  présents  en 

faible  quantité  en  surface  des  MPs.  En  revanche,  ils  ne  donnent  aucune  information  en  ce  qui 

concerne  la  taille  des  MPs  et  leur  numération  absolue.  De  plus,  l’ELISA  peut  dans  certains  cas 

détecter non seulement des MPs mais aussi des antigènes solubles, ce qui conduit à la surestimation 

des taux de MPs. 

 

4. Microscopie électronique à transmission / à force atomique 

La  microscopie  électronique  à  transmission  permet  de  visualiser  les  MPs.  La  haute  résolution  de 

cette technique permet d’évaluer leur taille et leur morphologie. Il est également possible de mettre 

en  évidence  la  présence  de  certains  marqueurs  par  immunochimie.  Cette  technique  ne  permet 

cependant  pas  de  quantifier  les  particules  dans  un  échantillon.  La  microscopie  à  force  atomique 

apporte  elle  aussi  de  très  bons  renseignements  quant  à  la  taille  et  la  morphologie  de  MPs.  Elle 

permet  de  visualiser  la  topographie  de  la  surface  des MPs.  Cette  technique  est  dotée  d’une  très 

haute  résolution  (inférieure  au  nanomètre)  assurant  ainsi  une  analyse  structurale  très  précise  des 

MPs. 

 

5. Tests fonctionnels 

Comme  décrit  précédemment,  les MPs  expriment  la  phosphatidylsérine  et  le  facteur  tissulaire  en 

surface,  qui  permettent  tous  les  deux  l’initiation  de  la  cascade  de  coagulation  (se  référer  au 

paragraphe  IV.3).  Par  conséquent,  les  tests  fonctionnels  consistent  à  mesurer  l’activité  

pro‐coagulante  des  MPs  en  évaluant  la  génération  de  thrombine.  En  revanche,  ces  tests  ne 

permettent pas d’évaluer l’origine cellulaire des MPs ni même leur nombre. 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Tableau issu de la thèse du Dr Vion, 2012 

 

L’ensemble de ces techniques a jusqu’à présent permis de détecter les MPs lors d’études cliniques et 

précliniques. Ces MPs se sont  révélées être de véritables entités dotées de nombreuses propriétés 

biologiques. La description des rôles des MPs présentée ci‐dessous porte principalement sur les MPs 

d’origine endothéliale qui ont été spécifiquement étudiées lors de mes travaux de thèse. 

 

 

IV. Microparticules endothéliales (MPE) : marqueurs et acteurs 
 

Il est tout d’abord important de préciser qu’il existe chez les individus sains un taux faible mais non 

négligeable  de MPs  circulantes  qui  contribuent  à  la  régulation  des  fonctions  de  l’endothélium.  En 

revanche, quand les cellules sont soumises à un stress, le nombre de MPE libérées est augmenté et 

leur  composition  est  modifiée.  Les  MPs  sont  donc  considérées  comme  de  bons  marqueurs 

d’activation  cellulaire. Par ailleurs, de plus en plus d’études montrent que  les MPE ne  sont pas de 

simples  témoins  de  la  souffrance  endothéliale mais  également  des acteurs  grâce  à  l’expression,  à 

leur  surface,  d’un  ensemble  d’effecteurs  (MMP,  uPA,  facteur  tissulaire,  ICAM‐1…)  et  grâce  aux 

molécules  bioactives  qu’elles  contiennent.  Les  MPs  permettent  ainsi  une  communication 

intercellulaire  par  la  sécrétion  de médiateurs  solubles,  par  contact  direct  avec  les  récepteurs  des 

cellules cibles, ou par fusion/internalisation avec la cellule cible (figure 12) (Budaj et al., 2012; Mause 

et Weber, 2010).  

 

Il a été montré que le taux de MPs est augmenté au cours de différentes maladies, et en particulier 

lors de maladies cardiovasculaires (voir pour revue Viera et al., 2012). De nombreuses études ont mis 

en  évidence  l’importance  des  MPs  d’origine  endothéliale  comme  marqueurs  plasmatiques  de 

l’atteinte  endothéliale  au  cours  de  ces maladies  cardiovasculaires  (Boulanger  et  al.,  2008). Notons 

par exemple l’étude de Mallat et al. (2000) qui a montré qu’au cours d’un syndrome coronarien aigu, 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les patients ont un taux de MPE circulantes plus élevé par rapport à des patients avec un angor stable 

ou à des sujets sains. Ainsi, le taux de MPE reflète le degré de la lésion vasculaire et inflammatoire. 

Par  ailleurs,  les  MPs  sont  également  des  marqueurs  de  lésions  endothéliales  puisqu’elles  sont 

retrouvées en très grande concentration dans les plaques d’athérosclérose. Ces plaques contiennent 

des MPs de différentes origines et majoritairement leucocytaires, ce qui reflète l’inflammation locale 

(Leroyer et al., 2007). 

 

 

Figure  12 :  Mécanismes  empruntés  par  les  MPs  pour  le  transfert  intercellulaire  d’informations 

(d’après Mause et Weber, 2010) 
En interagissant de manière transitoire ou stable avec la cellule cible,  les MPs peuvent libérer des médiateurs solubles tels 

que IL‐1β. De plus, en se fixant sur des récepteurs membranaires, les MPs sont capables d’activer des voies de signalisation 

intracellulaires spécifiques. Les MPs peuvent également fusionner avec la cellule cible, ou encore être internalisées dans la 

cellule, ce qui entraîne  la  libération de  leur contenu (lipides bioactifs tels que  l’acide arachidonique, récepteurs, protéines, 

ARNm et microARN). Ces molécules peuvent alors activer la cellule et modifier  l’expression de certains gènes, ou bien être 

recyclées et exprimées à la surface de la cellule cible. 

 
 

Les  MPs  libérées  par  l’endothélium  exercent  un  effet  paracrine  qui  contribue  à  la  dysfonction 

endothéliale. En effet,  il est maintenant établi que les MPs jouent un rôle dans  la vasoréactivité de 

l’endothélium, l’inflammation et l’hémostase (voir pour revue Lovren et Verma, 2013). 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1. MPE et vasoréactivité 

Il a été montré chez des patients insuffisants rénaux, coronariens, ou encore diabétiques que plus le 

taux  de  MPE  est  élevé,  plus  l’amplitude  de  la  vasodilatation  induite  par  le  flux  est  faible, 

indépendamment de l’âge et de la pression artérielle ; cette corrélation n’existe pas pour les autres 

types  de MPs  telles  que  les MPs  d’origine  plaquettaire  (Werner  et  al.,  2006; Amabile  et  al.,  2005; 

Koga  et  al.,  2005).  Ainsi,  ces  résultats  suggèrent  que  plus  le  nombre  de  MPE  circulantes  est 

important,  moins  les  artères  seraient  capables  de  s’adapter  face  à  une  augmentation  du  débit 

sanguin.  D’autres  études  ont  également  souligné  le  lien  existant  entre  MPE  et  rigidité  artérielle  

(J.‐M. Wang et al., 2007; Amabile et al., 2005). 

 

Plusieurs  équipes  se  sont  intéressées  aux  effets  des  MPE  sur  les  propriétés  vasomotrices  de 

l’endothélium, et ont montré le rôle clé du NO :  

 Brodsky et al. ont isolé des MPE à partir de cellules endothéliales en culture et les ont mises 

en  contact  avec  des  aortes  isolées  de  rats.  Ils  ont  ainsi montré  que  les MPE perturbent  la 

vasorelaxation  endothélium‐dépendante  induite  par  l’acétylcholine  via  une  diminution  des 

taux de NO. Cette équipe a également montré que les MPE expriment la NADPH‐oxydase et 

produisent  des  anions  superoxyde ;  de  plus,  elles  augmentent  la  libération  par  les  cellules 

endothéliales cibles d’anions superoxyde. Les anions superoxyde en découplant d’une part la 

NOS endothéliale, et d’autre part en s’associant avec le NO pour former des peroxynitrites, 

diminuent  la  biodisponibilité  du  NO  et  la  vasoréactivité  de  l’endothélium  (Brodsky  et  al., 

2004). D’autres études ont depuis confirmé le rôle pro‐oxydant des MPE (Burger et al., 2011; 

Mezentsev et al., 2005). 

 D’autre  part,  il  a  été  montré  que  les MPE  provenant  de  sang  de  patients  coronariens  ou 

souffrant  d’insuffisance  rénale  et  mises  en  contact  in  vitro  avec  des  aortes  thoraciques 

isolées de rats, diminuent la production de NO ; et cet effet ne serait pas lié à une altération 

de l’expression de la NOS endothéliale (Amabile et al., 2005; Boulanger et al., 2001).  

 

Ainsi,  les  MPE  sont  à  l’origine  d’une  augmentation  du  stress  oxydant  et  d’une  diminution  de  la 

production  de  NO  au  sein  des  cellules  endothéliales.  La  réduction  du  NO  diminue  les  propriétés 

vasculoprotectrices et antiathérogènes de l’endothélium, et augmente la rigidité artérielle. 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2. MPs et inflammation 

Le rôle pro‐inflammatoire des MPs a été particulièrement étudié avec les MPs d’origine plaquettaire. 

La stimulation de cellules endothéliales in vitro par des MPs plaquettaires augmente la libération de 

cytokines  (IL‐6,  IL‐8  et  IL‐1β)  et  l’expression  de  molécules  d’adhésion  (ICAM‐1,  VCAM‐1  et  

E‐sélectine)  par  les  cellules  endothéliales  (Nomura  et  al.,  2001).  De  plus,  les  MPs  plaquettaires 

peuvent,  lors  de  leur  formation,  piéger  la  forme  inactive  d’IL‐1β  (pro  IL‐1β)  initialement  contenue 

dans  les  plaquettes,  et  sont  capables  d’activer  cette  interleukine  qui  participe  à  l’adhésion  des 

neutrophiles  à  l’endothélium.  Les  MPs  plaquettaires  peuvent  également  libérer  de  l’acide 

arachidonique  dans  les  cellules  cibles  endothéliales  et  augmenter  l’expression  de  la  COX‐2  et  la 

production de prostaglandine I2 (PGI2) (Barry et al., 1997). 

 

Concernant  les MPs  d’origine  endothéliale,  ces  dernières  sont  impliquées  dans  la  maturation  des 

cellules  dendritiques  (de  type  plasmacytoïde)  et  induisent  la  synthèse  de  cytokines  

pro‐inflammatoires (IL‐6 et IL‐8) (Angelot et al., 2009). 

Récemment, Curtis et collaborateurs (2009) ont confirmé in vitro l’effet pro‐inflammatoire des MPE. 

En stimulant des cellules endothéliales humaines par du TNF, cette équipe a dans un premier temps 

augmenté la libération de MPE. Dans un second temps, ces MPE ont été isolées et ajoutées dans le 

milieu  de  culture  de  cellules  endothéliales  « naïves ».  Après  16  heures  d’incubation,  les  MPE  ont 

multiplié par 4 la libération de la forme soluble d’ICAM‐1 par les cellules endothéliales.  

L’effet  pro‐inflammatoire  des MPE  induites  par  du  TNF  a  été  confirmé  très  récemment  par  Lee  et  

al.  (2014)  qui  ont  montré  une  augmentation  de  l’expression  de  la  forme  non  pas  soluble  mais 

membranaire  d’ICAM‐1  par  des  cellules  endothéliales  incubées  avec  ces  MPE,  ainsi  qu’une 

augmentation de l’adhésion des monocytes.  

De même,  Burger  et  al.  (2011)  ont montré  que  des MPE  induites  préalablement  par  l’Ang  II  puis 

mises en contact avec des cellules endothéliales « naïves », augmentent l’expression endothéliale de 

VCAM‐1 et de PECAM, ainsi que l’adhésion des macrophages. 

 

3. MPE et hémostase 

Il  est  désormais  bien  établi  que  les  MPs  possèdent  une  activité  pro‐coagulante  (voir  pour  revue 

Lacroix et Dignat‐George, 2012). En effet,  la phosphatidylsérine présente sur  le  feuillet externe des 

MPs leur permet de fixer et d’assembler les facteurs de coagulation, ce qui conduit à la formation de 

thrombine.  Il  s’y  forme  notamment  le  complexe  ténase  (association  des  facteurs  VIIIa  et  IXa 

permettant  l’activation  du  facteur  X)  et/ou  le  complexe  prothrombinase  (association  des  facteurs 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Va  et  Xa  permettant  l’activation  de  la  prothrombine).  L’activité  pro‐coagulante  des  MPs  est 

également renforcée par l’expression en surface des MPs du facteur tissulaire (FT) qui, comme nous 

l’avons vu précédemment, initie la cascade de la coagulation. 

Par ailleurs, grâce à l’expression de molécules d’adhésion telles que ICAM‐1,  les MPE sont capables 

de  se  lier  à  d’autres  cellules  comme  les  monocytes ;  cette  interaction  est  à  l’origine  d’une 

augmentation  des  taux  de  FT  dans  les  monocytes,  ce  qui  favorise  leur  pouvoir  pro‐coagulant 

(Sabatier et al., 2002).  

 

Des études réalisées dans des modèles murins ont examiné le rôle des MPs dans la formation et  le 

développement des thrombi. Pour cela, une lésion du lit artériel du muscle crémaster a été réalisée 

grâce à un  laser et  la  formation des thrombi dans  la microcirculation a été observée en temps réel 

par microscopie intravitale. Falati et al. (2003) ont montré que des MPs monocytaires fluorescentes 

injectées avant  la  lésion  s’accumulent dans  le  thrombus en développement.  L’accumulation de ces 

MPs dans le thrombus dépend de l’interaction entre la P‐sélectine exprimée par les plaquettes et son 

ligand  porté  par  les  MPs  (PSGL‐1  pour  P‐sélectine  glycoprotein  ligand  1).  Chou  et  al.  (2004)  ont 

ensuite montré que cette accumulation de MPs permet d’augmenter la quantité de FT au niveau du 

thrombus ce qui participe à la formation de fibrine et au renforcement du caillot. 

 

Notons  que  les MPE  participent  également  à  l’agrégation  plaquettaire.  Jy  et  al.  (2005)  ont mis  en 

évidence que  les MPE portent en surface  le  facteur Von Willebrand et  le  facteur VIII qui  favorisent 

l’agrégation plaquettaire. Il a été montré que les agrégats plaquettaires ainsi formés sont plus stables 

que ceux formés par le facteur Von Willebrand soluble (Jy et al., 2005).  

 

Au  niveau  artériel,  les  plaques  d’athérome  renferment  un  grand  nombre  de  MPs  exprimant 

fortement  le  FT.  Ces  MPs  sont  l’acteur  principal  de  la  thrombogénicité  de  la  plaque.  Lors  de  la 

rupture de la plaque chez l’homme, les plaquettes et les facteurs de coagulation circulants rentrent 

en contact avec ces MPs, ce qui participe ainsi à  la naissance du thrombus artériel  (Balducci et al., 

2012; Mallat et al., 2000). Au niveau veineux, les MPs qui expriment le FT participent à la formation 

de fibrine lors de la constitution du thrombus. Des études réalisées in vivo montrent que l’adhésion 

des  MPs  est  précoce  lors  de  la  formation  d’un  thrombus  veineux.  Les  MPs,  en  se  fixant  au 

fibrinogène, permettent de concentrer l’activité du FT au sein du thrombus (Balducci et al., 2012).  

 

Cependant,  il  faut noter que des propriétés anticoagulantes ont également été attribuées aux MPE 

(Lacroix  et  Dignat‐George,  2012).  En  effet,  à  la  surface  des MPE  sont  présents :  le  récepteur  à  la 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protéine C activée, la thrombomoduline ou encore l’inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI). 

Ceci reflète la participation des MPE au maintien de l’équilibre hémostatique.  

Néanmoins, en conditions pathologiques, les modifications de la nature et de la proportion des MPs 

circulantes  conduisent  souvent  à  une  augmentation  des  capacités  thrombotiques  des MPs,  ce  qui 

explique l’intérêt de leur suivi dans des maladies mettant en jeu l’activation de l’hémostase.  

 

Paradoxalement,  une  activité  fibrinolytique  des MPE  a  récemment  été  décrite  à  la  fois  in  vitro  et  

in vivo  (Lacroix et Dignat‐George, 2012). En effet,  les MPs expriment  le tPA,  l’uPA et son récepteur 

uPAR ;  elles  présentent  donc  à  leur  surface  un  système  catalytique  permettant  l’activation  du 

plasminogène en plasmine,  qui  dégrade  à  son  tour  les  caillots  de  fibrine  (Lacroix  et  al.,  2012).  Les 

MPE  sont  également  capables  de  s’associer  au  plasminogène  lié  à  la  fibrine.  L’ensemble  de  ces 

données suggère un rôle des MPE dans la lyse du caillot in vivo.  

 

4. MPE et angiogenèse 

Il  est  important de noter qu’à  côté de  leur  rôle dans  la dysfonction endothéliale et de  leurs effets 

délétères  pro‐inflammatoires  et  pro‐thrombotiques,  les  MPs  peuvent  également  exercer  un  rôle 

bénéfique en favorisant la réparation des tissus, par une action notamment sur la prolifération et la 

différentiation cellulaires et sur l’angiogenèse.  

Des  travaux  ont  mis  en  évidence  une  libération  accrue  de MPE  pro‐angiogéniques  au  niveau  des 

zones  ischémiées. Dans un modèle d’ischémie de  la patte  réalisé  chez  la  souris,  les MPs produites 

localement  permettent  d’augmenter  la  revascularisation  post‐ischémique  par  rapport  aux  souris 

naïves  (Leroyer  et  al.,  2009).  Ces  MPs,  principalement  d’origine  endothéliale,  sont  capables 

d’entraîner  la  différenciation  de  progéniteurs  endothéliaux  en  cellules  endothéliales  matures. 

D’autres  études  ont  montré  que  les  MPs  peuvent,  par  transfert  horizontal  d’ARNm,  activer  les 

mécanismes  d’angiogenèse  des  cellules  endothéliales  (Deregibus  et  al.,  2007).  L’effet  pro‐

angiogénique  des  MPE  s’explique  également  par  la  présence  de  facteurs  protéolytiques  à  leur 

surface, comme la plasmine et les MMP (MMP‐2 et MMP‐9), qui dégradent la matrice extracellulaire 

et participent à la migration cellulaire. 

Cependant,  le  rôle  des  MPE  dans  la  réponse  angiogénique  reste  controversé.  Une  étude  a  en 

particulier  montré  que  les  MPE,  en  augmentant  le  stress  oxydant,  diminuent  la  prolifération 

endothéliale et la formation de nouveaux vaisseaux in vitro (Mezentsev et al., 2005). De plus, Pirro et 

al.  (2006)  ont  montré  que  les MPE  circulantes  de  patients  hypercholestérolémiques  diminuent  le 

nombre  de  progéniteurs  endothéliaux,  limitant  par  conséquent  la  capacité  de  réparation  de 

l’endothélium.  D’après  Taraboletti  et  al.  (2002)  l’effet  des  MPE  dépendrait  en  réalité  de  leur 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concentration  puisque  l’ajout  de  faibles  concentrations  de  MPE  sur  des  cultures  de  cellules 

endothéliales  entraîne  un  effet  pro‐angiogénique  tandis  qu’une  forte  quantité  de MPE  s’oppose  à 

l’angiogenèse.  

 

Au cours de ces dernières années, un certain nombre de propriétés biologiques ont été attribuées 

aux  MPs ;  les  effets  des  MPs  ont  souvent  été  décrits  comme  délétères  mais  d’autres  études 

soulignent leurs rôles bénéfiques. La question « les MPs, ennemies ou amies ?» se pose donc depuis 

plusieurs années et reste en suspens, en particulier in vivo. 

 

 

V. Clairance des microparticules 

 

Actuellement,  les  mécanismes  cellulaires  à  l’origine  de  la  clairance  des  MPs  sont  peu  connus. 

Néanmoins,  des  études  ont  mis  en  évidence  le  rôle  clé  des  macrophages  qui  sont  capables 

d’entraîner l’élimination des MPs par phagocytose. La β2‐glycoprotéine I semble exercer un rôle clé 

dans  la  fixation des macrophages aux MPs puisqu’elle  joue  le  rôle d’intermédiaire en se  fixant à  la 

phosphatidylsérine des MPs d’une part,  et  d’autre part,  aux macrophages par  son autre extrémité 

(Abdel‐Monem  et  al.,  2010).  Dasgupta  et  al.  (2009)  ont  montré  que  la  lactadhérine,  une 

glycoprotéine  circulante,  participe  également  à  la  clairance  des  MPs  par  les  macrophages.  La 

lactadhérine possède à  son extrémité N‐terminale un domaine « EGF‐like » capable de se  fixer aux 

macrophages. De plus, les deux domaines‐C localisés sur l’extrémité N‐terminale permettent de fixer 

la  phosphatidylsérine  des  MPs.  Ainsi,  en  faisant  un  lien  entre  les  marcrophages  et  les  MPs,  la 

lactadhérine favorise la phagocytose des MPs. 

 

Par ailleurs,  il a été montré que  les cellules endothéliales participent à  la clairance par endocytose 

des MPs, notamment lors de la fixation sur le récepteur endothélial de la phosphatidylsérine (PSR) de 

l’annexine‐I des MPs (Jansen et al., 2012). De plus, une étude a mis en évidence le rôle de la protéine 

Del‐1  (« developmental  endothelial  locus‐1 »)  dans  la  clairance  endothéliale  des  MPs.  Del‐1  est 

sécrétée  par  les  cellules  endothéliales  et  permet  de  lier  des  intégrines  endothéliales  aux 

phosphatidylsérines des MPs (Dasgupta et al., 2012).  

 

Plusieurs études se sont intéressées à la vitesse de clairance des MPs dans l’organisme :  

 Chez  l’homme,  Rank  et  al.  (2011)  ont  analysé  le  sang  de  patients  souffrant  de 

thrombocytopénie  après  transfusion  de  plaquettes  contenant  un  taux  élevé  de  MPs 

plaquettaires.  Immédiatement  après  la  transfusion,  le  taux  de  MPs  plaquettaires  est 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augmenté  puis  il  diminue  progressivement  au  fil  des  heures ;  la  demi‐vie  des  MPs 

plaquettaires a ainsi été estimée à 5,8 heures.  

 En  revanche,  des  études  réalisées  dans  des  modèles  animaux  ont  montré  que  la  vitesse 

d’élimination  des  MPs  est  beaucoup  plus  rapide  que  celle  observée  chez  l’homme  par  

Rank et collaborateurs. En effet, moins de 10 minutes après l’injection de MPs plaquettaires 

chez le lapin (Rand et al., 2006), de MPs érythrocytaires chez le rat (Willekens et al., 2005) et 

de MPE chez la souris (Al Faraj et al., 2012), 80% des MPs sont éliminées de la circulation. De 

telles différences entre l’homme et l’animal peuvent avoir plusieurs explications. D’une part, 

les MPs  injectées aux animaux ont été générées  in vitro à partir de cellules activées ; or,  le 

phénotype des MPs dépend du stimulus ayant conduit à  leur production,  les MPs  injectées 

aux animaux pourraient donc présenter des marqueurs supplémentaires qui ont facilité leur 

clairance. D’autre part, l’étude chez l’homme a été réalisée chez des patients ayant un taux 

faible de  leucocytes  car en période d’aplasie médullaire. Or,  il  a été établi que  la  clairance 

des  MPs  est  dépendante  des  monocytes/macrophages,  ce  qui  pourrait  expliquer  le 

ralentissement de leur clairance (Abdel‐Monem et al., 2010; Dasgupta et al., 2009). 

 

Enfin, Willekens  et  al.  (2005)  ont montré  in  vivo  chez  le  rat  que  l’élimination  des MPs  les  conduit 

principalement dans le foie (45%), les os (23%), la peau (10%), mais également dans les muscles (6%), 

la rate (3%), les reins (3%) et enfin les poumons (2%). 

 

 

VI. Microparticules et AVC 
 

1. Microparticules au sein du système nerveux central (SNC) 

Très  peu  de  données  concernant  les  MPs  produites  au  niveau  du  SNC  sont  disponibles.  Cette 

thématique  récente  représente un axe de  recherche novateur et  très prometteur, nécessaire pour 

accroître la compréhension des mécanismes impliqués dans la physiopathologie du SNC. 

 

Il est désormais établi que quasiment tous les types cellulaires retrouvés au niveau cérébral peuvent 

produire des MPs, comme les cellules endothéliales cérébrales, les neurones, les cellules gliales telles 

que  la  microglie,  les  astrocytes  et  les  oligodendrocytes  (Bianco  et  al.,  2009;  Schiera  et  al.,  2007; 

Bianco et al., 2005; Scolding et al., 1989). 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Les MPs  sembleraient  exercer  un  rôle  physiologique  au  sein  du  SNC  (Lai  et  Breakefield,  2012).  En 

effet,  les  MPs  participeraient  au  développement  neuronal,  à  l’activité  synaptique  en  favorisant 

notamment  la  libération  de  neurotransmetteurs  et  la  transmission  excitatrice.  Enfin,  les  MPs 

joueraient un rôle protecteur dans la régénération neuronale après une lésion du système nerveux. 

Les MPs peuvent libérer des ARNm au sein des neurones lésés afin de favoriser leur prolifération et la 

synthèse protéique (figure 13). 

 

Figure 13 : Les effets bénéfiques des MPs sur les neurones (d’après Schindler et al., 2014) 

 

Au  cours  de  différentes  maladies  telles  que  les  AVC,  les  traumatismes  crâniens,  les  maladies 

neurodégénératives (maladie d’Alzheimer) et tumorales (glioblastome), le taux de MPs est augmenté 

au niveau plasmatique mais également dans le liquide céphalo‐rachidien (LCR) des patients (voir pour 

revues Schindler et al., 2014; Colombo et al., 2012; Lai et Breakefield, 2012).  

Notons  que  la  plupart  des  études  se  sont  intéressées  à  l’augmentation  des  taux  de MPs  d’origine 

plaquettaire et endothéliale ; concernant  les autres types de MPs, peu d’informations existent à ce 

jour.  De  plus,  concernant  les  effets  délétères  des  MPs  dans  le  SNC,  très  peu  de  données  sont 

actuellement disponibles  (Turola et al., 2012; Horstman et al., 2007; Bianco et al., 2005). Quelques 

études ont notamment souligné l’effet pro‐inflammatoire des MPs issues des cellules microgliales, en 

particulier dans un modèle murin de sclérose en plaque  (Verderio et al., 2012; Bianco et al., 2009, 

2005). 

 

D’après les différents rôles des MPs décrits dans le paragraphe IV, les MPs pourraient donc participer 

et  aggraver  les mécanismes  impliqués dans  la  physiopathologie des maladies  neurologiques,  et  en 

particulier  des  AVC  ischémiques  (inflammation,  diminution  du  tonus  vasculaire,  hypoperfusion 

cérébrale, occlusion de microvaisseaux …). 

Le sujet de recherche de cette thèse portant sur l’ischémie cérébrale, nous nous sommes donc plus 

particulièrement intéressés aux MPs libérées lors d’un AVC. 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2. Microparticules et AVC : les études cliniques 

Seules quelques études cliniques se sont intéressées à la détection des MPs après un AVC. Le tableau 

3 présente un résumé de ces études réalisées chez des patients souffrants d’AVC soit  ischémiques, 

soit hémorragiques (hémorragies intra‐parenchymateuses ou sous‐arachnoïdiennes). 

 

Tableau 3 : MICROPARTICULES ET AVC 

Maladie 
Origine 

cellulaire des 
MPs 

Milieu 
biologique 

Moment du 
Prélèvement 
(  délai après 
antécédents ou 
symptômes) 

Observations  Références 

Antécédents d’AVC 
ischémique 

Endothéliale sang 
Antécédents 
≥ 3 mois ↑ CD62E

+
  Lee et al., 2012 

Antécédents d’AVC 
ischémique 

Plaquettaire  sang 
Antécédents 
≥ 3 mois 

↑ CD61 
↑CD62P 

Lukasik et al., 2010 

AVC ischémique Plaquettaire sang 
Au moment de 
l’admission  ↑ CD42

+
  Kuriyama et al., 2010 

AVC ischémique Endothéliale sang 

Médiane =  2,8 
jours 

(≤ 72 h – 6 jours) 
↑ CD62E

+   Jung et al., 2009 

Phase chronique d’AVC 
ischémique 

Plaquettaire sang > 3 mois ↑ CD42a
+
  Shirafuji et al., 2008 

AVC ischémique  Endothéliale  sang  < 24 h  ↑ CD31
+   Williams et al., 2007 

AVC ischémique Endothéliale  sang 
Médiane = 37h 
(18,5 h – 51,8 h)

 

↑ CD105
+ 
CD41a

− 
CD45

−
 

↑ CD105
+ 
CD144

+
 

↑ CD105
+ 
PS

+
 CD41a

‐
 

↑ CD105
+ 
CD54

+
CD45

−
 

Simak et al., 2006 

AVC ischémique Plaquettaire sang 

≤ 7 jours puis entre 

3 et 6 mois 
↑ CD61

+
  Cherian et al., 2003 

AVC ischémique Plaquettaire sang < 10 jours ↑ CD42
+
  Lee et al., 1993 

AVC hémorragique 
(intra‐parenchymateux) 

MPs totales  sang 
De l’admission 

jusqu’au 7
ème

 jour ↑ Annexine V
+
  Dong et al., 2011 

AVC hémorragique 

(intra‐parenchymateux) 
MPs totales  sang, LCR 

Lors de l’admission 

(sang) et de la 
chirurgie (sang et 
LCR)  < 12 h 

↑ Annexine V
+
  Huang et al., 2009 

AVC hémorragique 
(sous‐arachnoïdien) 

Endothéliale 
Plaquettaire 

sang 
Du 1

er
 jour au 

15
ème

 jour 

↑ CD105
+
PS

+
 

↑ CD62E
+
 

↑ CD106
+
 

↑ CD41
+
 

Lackner et al., 2010 

CD62E : E‐sélectine ; CD61 : GPIIIa ; CD62P : P‐sélectine ; CD42 : GPIb ; CD42a : GPIX ; CD31 : PECAM‐1 ; CD105 : endogline ; 
CD41a : GPIIb ; CD45 : leukocyte common antigen ou LCA ; CD144 : VE‐cadhérine ; CD54 : ICAM‐1 ; CD106 : VCAM‐1 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Des  résultats  concordants  montrent  une  augmentation  de  la  libération  des  MPs  d’origine 

endothéliale  et  plaquettaire  dans  le  sang  ou  le  LCR  après  un  AVC  ischémique  ou  hémorragique 

(tableau 3). Par ailleurs, une étude a montré que la libération de MPE après un AVC ischémique est 

due, non pas à des cellules en apoptose/nécrose, mais à des cellules endothéliales activées (Williams 

et al., 2007). 

Concernant  la  cinétique de  libération des MPs après un AVC  ischémique, Cherian et  al.  (2003) ont 

détecté des taux élevés de MPs plaquettaires 7 jours après le début des symptômes et ont observé 

que ces taux persistent pendant 6 mois. Selon Jung et al. (2009), il existe une corrélation entre le taux 

de  MPE  et  le  délai  qui  s’est  écoulé  après  les  symptômes.  Cette  étude  met  en  évidence  une 

augmentation  très  importante  des  MPE  le  premier  jour,  puis  le  nombre  chute  progressivement 

jusqu’au 6ème jour. Dans une autre étude réalisée chez des patients atteints d’AVC hémorragique de 

type intra‐parenchymateux, le taux de MPs plasmatiques augmente dès 6h, atteint un pic à 24h puis 

diminue  progressivement  jusqu’au  7ème  jour  après  l’hémorragie  (Dong  et  al.,  2011).  A  plus  long 

terme,  il  a été montré que des patients ayant un antécédent d’AVC  ischémique datant d’au moins  

3  mois  possèdent  des  taux  de  MPs  plaquettaires  toujours  significativement  plus  élevés  que  les 

patients témoins (Lukasik et al., 2010). 

En  1993,  la  toute  première  étude  à  avoir  montré  une  augmentation  des  MPs  après  un  AVC 

ischémique  avait  également mis  en  évidence  que  le  taux  de MPs  plaquettaires  dépendait  du  type 

d’ischémie :  les  ischémies  touchant  les  petits  vaisseaux  entrainaient  une  augmentation 

significativement  plus  importante  des  MPs  plaquettaires  que  les  ischémies  affectant  les  gros 

vaisseaux (Lee et al., 1993). En revanche, plus récemment, ce résultat a été contredit par des études 

ne  montrant  aucune  corrélation  entre  le  taux  de  MPs  plaquettaires  (Cherian  et  al.,  2003)  et 

endothéliales (Jung et al., 2009) et  l’étiologie de l’ischémie cérébrale (occlusion des petites artères, 

occlusion des grosses artères ou cardioembolie).  

 

Par ailleurs, plusieurs études cliniques ont pu mettre en évidence des corrélations particulièrement 

intéressantes détaillées ci‐dessous : 

 Il  existe  une  corrélation  entre  la  sévérité  de  l’ischémie  cérébrale  évaluée  par  le  score 

neurologique NIHSS (National Institutes of Health Stroke Score) et le taux de MPE (Jung et al., 

2009; Simak et al., 2006) ; par ailleurs, plus les volumes des lésions cérébrales qui font suite à 

l’ischémie sont importants, plus le nombre de MPE retrouvées dans le sang est élevé (Jung et 

al., 2009; Simak et al., 2006). 

 Plusieurs  études  ont montré  que  des  taux  faibles  de MPE  sont  de  bon  pronostic  chez  les 

patients  atteints  d’AVC  ischémiques  car  significativement  associés  à  une  amélioration 

clinique  à  la  sortie  de  l’hôpital.  Cette  amélioration  a  été  évaluée  par  deux  scores 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neurologiques : l’index de Barthel et le score de Rankin (Simak et al., 2006). Par ailleurs, une 

autre étude a suivi pendant 36 mois des patients ayant des antécédents d’AVC ischémiques 

datant d’au moins 3 mois au moment de l’inclusion. Chez ces patients, plus  le taux de MPE 

est  élevé  au  moment  de  l’inclusion,  plus  le  risque  de  survenue  d’un  évènement 

cardiovasculaire ou d’une hospitalisation est important dans les mois qui suivent (Lee et al., 

2012). 

 Les  patients  présentant  des  facteurs  de  risque  cardiovasculaires,  i.e.  des  sujets  à  risque 

potentiel d’AVC, ont des taux de MPE significativement élevé (Jung et al., 2009).  

Notons que ces corrélations mettent en jeu des phénotypes de MPE différents selon les études et qui 

n’ont pas a été détaillés ici pour des raisons de clarté. 

 

L’ensemble  des  données  cliniques  décrites  ci‐dessus  souligne  le  potentiel  majeur  des  MPs  qui 

semblent réunir les qualités requises pour être de bons biomarqueurs des AVC (Balducci et al., 2012; 

Anglés‐Cano et al., 2009) : 

 La  valeur  prédictive  des MPs  permettrait  de  définir  et  de  suivre  les  patients  à  haut  risque 

cardiovasculaire.  La  détection  des MPs  serait  un  signal  d’alerte  de  la  survenue  d’accidents 

ischémiques. 

 Chez  les patients dont  le diagnostic d’AVC est établi,  les MPs permettraient de stratifier  les 

malades selon leur gravité afin d’assurer une prise en charge « personnalisée ». 

 Par  ailleurs,  les  MPs  semblent  être  de  bons  marqueurs  pronostiques  après  AVC  car  leur 

détection  a  permis  de  stratifier  les  patients  à  risque  de  complications  cardiovasculaires  

post‐AVC. 

 Les MPs libérées dans le compartiment vasculaire sont le reflet d’une activation/apoptose de 

tissus parfois difficiles d’accès. De plus, les cellules en souffrance qui émettent ces MPs sont 

généralement rapidement phagocytées ou séquestrées dans des zones  inaccessibles, ce qui 

rend  leur  dosage  souvent  difficile.  Le  dosage  des  MPs  circulantes  facilement  détectables 

pourrait donc être une alternative intéressante.  

 A  l’inverse  des  biomarqueurs  classiquement  rencontrés  (protéine  C‐réactive,  TNF,  IL‐6,  

D‐dimères,  fibrinogène..)  qui  sont  le  reflet  d’un état  inflammatoire ou de modifications de 

l’hémostase,  les  MPs  seraient  spécifiques  de  la  lésion  cérébrovasculaire  car  elles  sont 

spécifiques de la cellule stimulée ou lésée. 

 Enfin, certains travaux ont même montré le potentiel des MPs comme marqueur d’efficacité 

des traitements pharmacologiques. 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En  effet,  de  plus  en  plus  d’études  cliniques  ont  montré  qu’il  est  possible  de  moduler 

pharmacologiquement les taux de MPs. Des antioxydants comme la vitamine C diminuent le taux de 

MPE  notamment  chez  des  patients  diabétiques  après  un  infarctus  du  myocarde.  Plusieurs  autres 

médicaments  tels  que  des  antagonistes  des  récepteurs  de  l’angiotensine  II,  des  antagonistes 

calciques,  l’aspirine  ou  encore  le  clopidogrel,  ont  entrainé  une  diminution  des  taux  de  MPs 

circulantes lors de maladies cardiovasculaires. En revanche, l’effet des statines reste très controversé 

car dans certaines études,  les statines  induisent une augmentation de  la  libération de MPs et dans 

d’autres,  une  diminution.  La  digoxine  a  quant  à  elle  entraîné  une  augmentation  des  taux  de MPs 

d’origine endothéliale et plaquettaire (voir pour revues Schiro et al., 2014; Roseblade et al., 2013).  

Néanmoins,  il n’est pas encore établi si  la baisse des MPs observée après un traitement est due au 

traitement  lui‐même ou bien  à  une diminution de  l’environnement  inflammatoire  par  exemple  ou 

même à un meilleur contrôle des facteurs de risques et donc une amélioration de l’état des cellules 

par exemple. De plus, il reste encore à évaluer si la réduction du taux de MPs participe à l’efficacité 

thérapeutique du traitement. 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TROISIÈME CHAPITRE : LA THROMBOLYSE PAR LE RT‐PA LORS D’UN AVCi 
 

 

Actuellement,  le  seul  traitement pharmacologique dont disposent  les neurologues pour  la prise en 

charge  de  la  phase  aigue  d’un  AVCi  est  l’administration  de  l’activateur  tissulaire  du  plasminogène 

recombinant (rt‐PA) ou altéplase (Actilyse®). Il s’agit d’un traitement thrombolytique dont le rôle est 

de  lyser  le  caillot  à  l’origine  de  l’ischémie  cérébrale  afin  de  reperfuser  le  tissu  cérébral  (voir  pour 

revue Acheampong et Ford, 2012). Le rt‐PA, obtenu par recombinaison génétique, a été développé 

afin de mimer la protéine endogène, le t‐PA. 

 

I. Structure et mécanisme d’action du t‐PA 

 

Le  t‐PA  endogène  est  une  glycoprotéine  stockée  dans  les  corps  de  Weibel  Palade  des  cellules 

endothéliales,  mais  également  dans  des  petites  granules  de  stockage  contenues  dans  les  cellules 

endothéliales et les neurones, et de manière plus controversée, dans les cellules gliales (Kruithof et 

Dunoyer‐Geindre, 2014).  

Le t‐PA synthétisé dans la cellule est libéré dans le milieu extracellulaire sous forme de sctPA (« single 

chain t‐PA ») car composé d’une seule chaîne polypeptidique de 69 kDa (527 acides aminés). Le sctPA 

contient 5 domaines comme  l’illustre  la Figure 14  (Vivien et al., 2011) :  le domaine « Finger » et  le 

domaine Kringle 2 sont impliqués dans la liaison du t‐PA à la fibrine ; le domaine « EGF » (epidermal 

growth factor) stabilise le site catalytique du t‐PA et est impliqué, avec le domaine « Finger », dans la 

clairance hépatique du t‐PA (Bu et al., 1994) ; enfin, le domaine protéasique contient le site actif. Une 

fois  libéré  dans  le  milieu  extracellulaire,  le  sctPA  est  clivé  par  la  plasmine  en  tctPA  (« two‐chain  

t‐PA ») constitué de deux chaînes reliées par un pont disulfure : la chaîne lourde contient le domaine 

« Finger », le domaine « EGF » et les deux domaines Kringle, et la chaîne légère contient le domaine 

protéasique (Vivien et al., 2011). 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Figure 14 : Structure du t‐PA (d’après Acheampong et Ford, 2012) 
La flèche indique le site de clivage permettant la conversion du sctPA (simple chaîne) en tctPA (double chaîne). 

 

Notons  que  le  t‐PA  libéré  en  conditions  physiologiques  participe  à  diverses  fonctions  telles  que  la 

plasticité synaptique, la migration neuronale et l’angiogenèse (voir pour revue Kruithof et Dunoyer‐

Geindre, 2014) mais son rôle principal concerne son implication dans la fibrinolyse. En effet, le t‐PA 

est  une  sérine  protéase  qui  clive  le  plasminogène  et  le  transforme  en  plasmine  (figure  15).  La 

plasmine est une protéase capable de s’attaquer aux polymères de fibrine insolubles. Ainsi, elle clive 

la  fibrine  à  différents  niveaux  de  sa  structure  ce  qui  conduit  à  la  lyse  du  thrombus,  et  libère  des 

fragments de dégradation solubles comme les domaines E et D, les D‐dimères, et des fragments de la 

chaîne α.  

 

Figure 15 : Étapes de la fibrinolyse initiée par le t‐PA 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Le  t‐PA  possède  une  forte  affinité  pour  la  fibrine  et  son  activité  est  essentiellement  

fibrine‐dépendante.  En  effet,  le  t‐PA  active  préférentiellement  le  plasminogène  fixé  à  la  fibrine 

(Wechsler,  2011).  Dans  le  compartiment  vasculaire,  la  fibrine  active  de manière  similaire  les  deux 

formes  de  t‐PA  (sctPA  et  tctPA).  Il  est  également  important  de  noter  que  le  sctPA  et  le  tctPA 

présentent une efficacité équivalente pour la fibrinolyse (Parcq et al., 2012). 

 

Le  principal  inhibiteur  du  t‐PA  est  PAI‐1  (plasminogen  activator  inhibitor‐1).  Au  niveau  cérébral,  le  

t‐PA peut également être inhibé par la neuroserpine (Kruithof et Dunoyer‐Geindre, 2014).  

Chez  l’homme,  la  demi‐vie  du  t‐PA  après  administration  par  voie  intraveineuse  est  inférieure  à  

5  minutes  mais  son  activité  thrombolytique  peut  durer  plus  longtemps  grâce  à  sa  fixation  sur  la 

fibrine (Wechsler, 2011). La clairance du t‐PA est principalement réalisée par le foie par endocytose 

via  notamment  les  récepteurs  LRP‐1  (low‐density  lipoprotein  receptor‐related  protein)  (Bu  et  al., 

1994).  

 

Lors  de  situations  pathologiques  comme  l’ischémie  cérébrale,  les  taux  de  t‐PA  endogène  sont 

augmentés  grâce  à  différents  stimuli  comme  la  thrombine  ou  des  médiateurs  pro‐inflammatoires 

(TNF,  IL‐1).  Cette  augmentation  peut  parfois  être  suffisante  pour  lyser  le  thrombus,  ce  qui 

expliquerait  pourquoi  environ 17%  des  patients  victimes  d’AVCi  ont  une  recanalisation  spontanée 

dans les 6 à 8 heures après le début de l’épisode ischémique (Kassem‐Moussa et Graffagnino, 2002). 

Néanmoins, dans la majorité des cas, la fibrinolyse endogène ne suffit pas et les cliniciens ont recours 

à l’administration du rt‐PA (Actilyse®). 

 
 

II. Le rt‐PA en clinique 

 

Les premières études cliniques qui ont examiné  l’intérêt de  l’administration  intraveineuse du  rt‐PA 

lors  de  l’ischémie  cérébrale  remontent  à  1995  (National  Institute  Of  Neurological  Disorders  and 

Stroke ; NINDS). La thrombolyse par le rt‐PA a été approuvée aux Etats‐Unis en juin 1996, et ce n’est 

que 6 ans après que l’AMM pour les pays européens est obtenue.  

Plusieurs  essais  cliniques  ont montré que  l’efficacité  de  ce  thrombolytique dépend notamment de 

son  délai  d’administration :  plus  le  rt‐PA  est  administré  rapidement  après  l’apparition  des  signes 

cliniques, meilleurs seront  la récupération fonctionnelle et  le pronostic vital. Tout d’abord limitée à  

3 heures, la fenêtre thérapeutique a été élargie dans certains pays à 4,5 heures suite aux résultats de 

l’essai clinique ECASS III (European Cooperative Acute Stroke Study III). Cependant, le nombre réduit 

de patients bénéficiant du rt‐PA reste toujours alarmant. Ainsi, en France, moins de 2% des AVCi sont 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thrombolysés  (Mahagne,  2008).  Une  des  raisons  est  d’une  part  le  temps  nécessaire  à  la  prise  en 

charge  des  patients  et  à  l’établissement  du  diagnostic  d’AVCi.  Le  « Door  To Needle  Time  (DTNT) » 

permet  d’évaluer  la  durée  entre  l’arrivée  à  l’hôpital  et  l’injection  du  rt‐PA.  Selon  les 

recommandations  américaines,  le  « DTNT »  doit  être  inférieur  à  60  minutes,  mais  ce  n’est 

malheureusement que  rarement  le cas. D’autre part,  les  contre‐indications du  rt‐PA sont multiples 

(voir l’annexe page 201), ce qui explique pourquoi un grand nombre de patients ne sont pas éligibles 

à  la  thrombolyse.  Parmi  les  critères  d’éligibilité,  la  taille  de  la  zone  de  pénombre  est  un  critère 

essentiel car la restauration du débit sanguin ne sera bénéfique que si l’étendue de la zone de tissu 

encore viable est suffisamment importante.  

 

Malgré  le  rôle  essentiel  du  rt‐PA  dans  la  prise  en  charge  des  AVCi,  ce  traitement  n’est  pas  dénué 

d’inconvénients. En effet, le rt‐PA n’est pas efficace chez tous les patients et il présente une toxicité 

vasculaire (risque hémorragique) ainsi qu’une toxicité neuronale.  

 
 

III. Le rt‐PA, un thrombolytique pas toujours efficace ! 

1. Recanalisation sous rt‐PA 

a) Données cliniques 

Un des problèmes majeurs rencontré par les cliniciens concerne l’efficacité du traitement par le rt‐PA 

qui est loin d’être totale. La qualité de la recanalisation artérielle est évaluée en clinique par doppler 

transcrânien ou angiographie cérébrale. Plus de 70% des patients ne sont pas de bons répondeurs au 

rt‐PA, malgré une prise en charge rapide et des signes cliniques de bon pronostic (zone de pénombre 

étendue) (Kaur et al., 2004). En effet,  il a été montré que seuls 22 à 30% des patients traités par le  

rt‐PA présentent  une  recanalisation  complète ;  pour  23  à  48% des  patients,  la  recanalisation  n’est 

que partielle ; et enfin, chez 22 à 41% des patients, aucune recanalisation n’est observée (tableau 4 ; 

Saqqur  et  al.,  2007a;  Rubiera  et  al.,  2005;  Alexandrov  et Grotta,  2002;  Christou  et  al.,  2000).  Ceci 

pourrait  donc  expliquer  pourquoi  après  une  ischémie  cérébrale,  plus  de  50%  des  patients 

thrombolysés  ne  présentent  pas  de  récupération  fonctionnelle  complète,  ou  une  récupération  qui 

n’est que partielle (Wechsler, 2011). 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Tableau 4 : RECANALISATION APRES THROMBOLYSE  

Références  
RECANALISATION  

Complète  Partielle  Absente  

Christou et al., 2000 30%  40%  30%  

Alexandrov et Grotta, 2002 30%  48%  22%  

Rubiera et al., 2005 22%  37%  41%  

Saqqur et al., 2007a 27%  23%  37% 

 

Un  paramètre  prédictif  de  l’efficacité  du  rt‐PA  est  le  temps  entre  l’administration  du  rt‐PA  et  la 

recanalisation.  On  distingue  ainsi  les  recanalisations  précoces  (0  ‐  60  minutes),  retardées  

(60 ‐ 120 minutes) et tardives (120 minutes ‐ 6 heures) (Ribo et al., 2006). La recanalisation induite 

par  le rt‐PA survient majoritairement pendant  la 1ère heure qui suit  le début du traitement (Ribo et 

al.,  2006;  Alexandrov  et  al.,  2001;  Christou  et  al.,  2000).  Si  la  recanalisation  n’a  pas  eu  lieu  dans 

l’heure, alors  les chances qu’elle survienne dans  les heures qui suivent sont diminuées  (Ribo et al., 

2006).  Les  raisons expliquant  la  réduction dramatique des  taux de  recanalisation après 1h seraient 

liées d’une part à la clairance très rapide du rt‐PA (15 minutes après l’injection, il ne reste que 1% du 

rt‐PA dans la circulation), et d’autre part à la composition du caillot qui évolue dans le temps. 

Néanmoins,  notons  que  même  si  la  recanalisation  arrive  plus  tardivement  chez  certains  patients  

(i.e.  dans  les  6h  après  l’apparition  des  symptômes),  elle  pourra  être  malgré  tout  liée  à  une 

amélioration clinique (Ribo et al., 2006). 

 

Un autre paramètre influençant l’efficacité du traitement est la vitesse de lyse du caillot qui peut être 

qualifiée de soudaine (< 1 minute), graduelle (1 – 29 minutes) ou lente (≥ 30 minutes). Alexandrov et 

collaborateurs  se  sont  intéressés  à  ce  paramètre  chez  des  patients  présentant  une  recanalisation 

complète ou partielle après rt‐PA. Plus  la vitesse de  lyse du caillot est rapide, plus  la recanalisation 

est efficace et complète, et meilleure est l’amélioration fonctionnelle (Alexandrov et al., 2001).   

b) Mécanismes 

Des données cliniques montrent que  l’efficacité du rt‐PA dépend notamment de  la composition du 

caillot  et de  sa  localisation dans  le  réseau artériel.  Les  caillots  à  l’origine d’une  ischémie  cérébrale 

sont constitués d’un  réseau de  fibrine et d’agrégats de plaquettes qui peuvent piéger des globules 

rouges  et  des  leucocytes  (Marder  et  al.,  2006).  La  proportion  de  chacun  de  ces  constituants  varie 

selon l’origine du caillot et la maturation du caillot dans le temps.  

 



  51

 Origine et composition du caillot 

Des études cliniques ont constaté que le profil de recanalisation après rt‐PA dépend de l’étiologie de 

l’AVCi et donc de l’origine du caillot (Millán et al., 2010; Molina et al., 2004). En effet, d’une part les 

AVCi  d’origine  cardioembolique  présentent  des  recanalisations  précoces  plus  fréquentes,  plus 

rapides et plus complètes par rapport aux autres types d’AVCi. D’autre part, il a été rapporté que les 

caillots de bon pronostic dont la vitesse de lyse est qualifiée de « soudaine », sont dans 80% des cas 

des emboles d’origine cardiaque (Molina et al., 2004). Ainsi, l’évaluation de l’origine du caillot serait 

un marqueur prédictif de l’efficacité de la thrombolyse en clinique. 

 

Les emboles d’origine cardiaque seraient riches en fibrine et le rt‐PA, qui a une forte affinité pour la 

fibrine, pourrait donc pénétrer facilement dans ce type de caillot et s’y répartir uniformément. Ceci 

conduirait donc à la lyse précoce et rapide de l’embole. En revanche, lors d’AVCi thrombotiques, les 

thrombi seraient plus riches en plaquettes, la pénétration et la distribution du rt‐PA dans ces caillots 

seraient donc  limitées,  ce qui entraînerait une  lyse moins  rapide et  souvent  incomplète  (Molina et 

al., 2004).  

Néanmoins,  une  étude  clinique menée  par Marder  et  al.  (2006)  a  pour  la  première  fois  contredit 

cette  hypothèse.  En  effet,  l’étude histologique de  thromboemboles  issus  de  25 patients  ischémiés 

montre que la composition des caillots de patients souffrant d’AVCi cardioemboliques est similaire à 

celle  des  thrombi  retrouvés  dans  les  autres  types  d’AVCi.  Ces  caillots  sont  constitués  à  la  fois  de 

fibrine mais également de plaquettes, et contiennent des cellules nucléées et des érythrocytes.  

 

 Maturation et composition du caillot 

En clinique, Il a été rapporté que les caillots « frais », c’est‐à‐dire qui viennent de se former, sont plus 

sensibles au  rt‐PA que  les  caillots plus « matures »  (Molina et al., 2004).    En effet,  les  caillots néo‐

formés  sont  riches  en  fibrine  et  en  globules  rouges,  et  donc  sensibles  à  l’action  du  rt‐PA.  En 

revanche, la thrombolyse est moins efficace sur les caillots plus « matures » car d’une part, le réseau 

de  fibrine se consolide au  fur et à mesure de  la maturation du caillot, et d’autre part, au cours du 

temps, des plaquettes activées viennent s’agréger sur le caillot existant (Zhang et al., 2001). Ainsi, au 

cours de sa maturation, le caillot va s’enrichir en plaquettes jusqu’à contenir plus de plaquettes que 

de fibrine. De plus, ces plaquettes libèrent d’une part des inhibiteurs de la fibrinolyse tels que PAI‐1 

(inhibiteur du t‐PA) et l’α2‐antiplasmine (inhibiteur de la plasmine), et d’autre part, le facteur XIII qui 

participe  à  la  formation  de  fibrine.  Cette  accumulation  des  plaquettes  rend  ainsi  le  caillot  plus 

résistant à la thrombolyse. 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 Localisation du caillot 

En  clinique,  il  a  été  montré  que  l’efficacité  du  rt‐PA  dépend  également  de  la  localisation  de 

l’occlusion  à  l’origine  de  l’ischémie.  En  effet,  le  rt‐PA  est  moins  efficace  chez  les  patients  qui 

présentent  une  occlusion  des  grosses  artères  cérébrales  proximales  telles  que  l’ACM  proximale, 

l’artère carotide interne et l’artère basilaire : les taux de recanalisation chez ces patients sont faibles 

puisqu’ils  sont  compris  entre  10  et  22%  (Elijovich  et  Chong,  2010).  Saqqur  et  collaborateurs  ont 

montré  que  2  heures  après  l’injection  de  rt‐PA,  les  patients  présentant  une  occlusion  distale  de 

l’ACM ont le taux de recanalisation complète le plus élevé (44,2%). En revanche, dès que l’occlusion 

est plus proximale, le taux de recanalisation complète chute : il est de 30% lorsque l’ACM proximale 

est occluse, et seulement de 5,9% lorsqu’il s’agit de l’artère carotide interne terminale (Saqqur et al., 

2007b).  

Ce  taux  de  recanalisation  extrêmement  faible  pour  l’artère  carotide  interne  terminale  pourrait 

s’expliquer par l’existence de thrombus de taille plus importante et par une plus faible présence de 

collatérales (Saqqur et al., 2007b). 

 

Comme  nous  venons  de  le  voir,  le  rt‐PA  n’est  efficace  que  chez  un  faible  nombre  de  patients  en 

terme  de  recanalisation.  De  plus,  les  patients  pour  lesquels  le  rt‐PA  a  permis  la  recanalisation  de 

l’artère peuvent présenter une reperfusion incomplète.  

 

2. Hypoperfusion / réocclusion sous rt‐PA 

 

A  la  suite  d’une  recanalisation  spontanée  (sans  rt‐PA),  des  phénomènes  de  réocclusion  peuvent 

survenir et être à l’origine d’une détérioration clinique des patients (Alexandrov et Grotta, 2002). Ce 

risque de réocclusion existe aussi après une thrombolyse par le rt‐PA.  

a) Données cliniques 

Comme nous l’avons vu plus haut, des études ont montré que lors de l’administration du rt‐PA, plus 

la recanalisation est précoce, meilleure est l’amélioration clinique. Cependant, De Silva et al. (2009) 

ont précisé que l’effet bénéfique de la recanalisation induite par le rt‐PA en clinique est attribuable 

non pas à la recanalisation elle‐même, mais à la qualité de la reperfusion ; la reperfusion du tissu est 

plus prédictive de l’amélioration clinique à la suite de la thrombolyse que la recanalisation (Luby et 

al., 2014; Soares et al., 2010; De Silva et al., 2009).  

Néanmoins,  malgré  une  recanalisation  efficace  en  clinique,  le  rt‐PA  peut  parfois  entraîner  une 

reperfusion  insuffisante  voire  inexistante  (Dalkara  et  Arsava,  2012).  An  et  al.  (2011)  ont  mis  en 

évidence une hétérogénéité importante de la qualité de la reperfusion, tant spatiale que temporelle, 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chez des patients traités par le rt‐PA après un AVCi. Chez certains patients, la reperfusion du tissu a 

été suivie d’une phase secondaire d’hypoperfusion, et ces régions d’hypoperfusion ont été associées 

à une augmentation du volume de l’infarctus (An et al., 2011).  

 

La recanalisation de l’artère peut parfois ne pas suffire à obtenir une amélioration fonctionnelle car 

cette  recanalisation  peut  être  suivie  d’une  réocclusion  du  vaisseau  (Burgin  et  Alexandrov,  2001). 

Rubiera  et  al.  (2005)  ont  montré  que  parmi  les  patients  chez  qui  le  rt‐PA  a  entraîné  une 

recanalisation,  20%  présentent  une  réocclusion  du  vaisseau.  Ce  taux  est  en  accord  avec  l’étude 

d’Alexander et Grotta (26%) (Alexandrov et Grotta, 2002). Enfin, d’après Saqqur et al. (2007a), le taux 

de réocclusion atteint 30%. Ces réocclusions surviennent en moyenne 65 minutes ± 55 minutes après 

l’administration du rt‐PA et 43 minutes ± 41 minutes après la recanalisation (Rubiera et al., 2005).  

Il est important de noter que les réocclusions sont plus fréquentes après une recanalisation partielle 

que  complète.  De même,  elles  sont  plus  souvent  observées  après  une  lyse  lente  ou  graduelle  du 

caillot  qu’après  une  lyse  soudaine.  Enfin,  plus  la  recanalisation  est  tardive,  plus  le  risque  de 

réocclusion est important (Rubiera et al., 2005). 

Le  profil  clinique  des  patients  avec  réocclusion  peut  se  caractériser  par  un  épisode  bref 

d’amélioration  neurologique  (lié  à  la  recanalisation)  suivi  d’une  aggravation  de  l’état  clinique 

(correspondant à la réocclusion).  

Les réocclusions sont des facteurs de mauvais pronostic. A trois mois, les patients ayant présenté une 

recanalisation suivie d’une réocclusion montrent une détérioration neurologique plus importante et 

un taux de mortalité plus élevé que les patients avec recanalisation sans réocclusion. En revanche, ils 

présentent une meilleure amélioration et un plus  faible  taux de mortalité par  rapport aux patients 

qui  n’ont  bénéficié  d’aucune  recanalisation.  Bien  que  la  phase  de  recanalisation  qui  précède  la 

réocclusion soit brève, elle  semble donc néanmoins avoir un effet bénéfique pour ces patients par 

rapport à des patients sans aucune recanalisation (Alexandrov et Grotta, 2002). 

b) Mécanismes 

En préclinique, quelques études ont souligné la survenue d’une hypoperfusion après traitement par 

le rt‐PA. En effet, dans des modèles d’ischémie cérébrale,  l’administration de rt‐PA ne restaure que 

partiellement  le  débit  sanguin  cérébral  (DSC)  et  entraîne  ensuite  une  hypoperfusion  secondaire 

(Niessen et al., 2002; Kilic et al., 2001; Franke et al., 2000; Busch et al., 1998). Les travaux de Busch et 

collaborateurs  (1998)  réalisés  chez  le  rat  dans  un modèle  d’ischémie  cérébrale  par  injection  d’un 

caillot, illustrent très bien ce phénomène. Ces travaux ont montré qu’au cours de l’administration du 

rt‐PA, le DSC augmente ; néanmoins, à la fin du traitement, la reperfusion n’est pas totale puisque le 

DSC  n’atteint  que  52%  de  sa  valeur  initiale.  Une  phase  d’hypoperfusion  secondaire  est  ensuite 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observée  dans  le  cœur  de  la  lésion  car  dès  l’arrêt  du  traitement,  la  perfusion  diminue 

progressivement jusqu’à atteindre une valeur finale de 31%. En revanche, en bordure de la lésion, le 

DSC continue d’augmenter même après l’arrêt du traitement ; mais au bout de 2 heures, le DSC n’a 

pas retrouvé sa valeur initiale puisqu’il reste inférieur à 70%. 

 

Il  est  important  de  noter  que  les  mécanismes  à  l’origine  de  l’hypoperfusion  observée  après  la 

recanalisation  ont  été  étudiés  pour  la  plupart  dans  des  modèles  d’ischémie  transitoire  où  la 

recanalisation  est  « mécanique »  (grâce  au  retrait  d’un  filament ou d’un  clip  qui  occlut  l’artère)  et 

non  induite  par  le  rt‐PA  (voir  le  détails  des  mécanismes  dans  le  chapitre  I  paragraphe  IV).  Pour 

autant,  des  études  suggèrent  que  les  mécanismes  seraient  similaires  (An  et  al.,  2011).  Il  est 

cependant  important  de  rester  prudent  quant  à  cette  extrapolation  car  une  recanalisation  rapide 

provoquée  par  la  cessation  d’une  occlusion  mécanique  pourrait  affecter  différemment  la 

microcirculation par rapport à une recanalisation plus lente lors de la thrombolyse.  

Actuellement,  les  mécanismes  exacts  de  l’hypoperfusion  observée  après  traitement  par  le  rt‐PA 

n’ont pas été clairement identifiés en clinique, mais sur la base d’études expérimentales, des pistes 

de recherche sont en cours d’exploration (Balami et al., 2013) : 

 

 L’action  thrombolytique du  rt‐PA pourrait  favoriser  la  formation de micro‐thrombi  secondaires 

issus de  la  fragmentation du caillot  initial. Ces  fragments de caillot  (emboles)  sont capables de 

migrer et de se loger dans le réseau vasculaire distal, dans des zones difficilement accessibles par 

le rt‐PA ; ces emboles conduisent à des lésions tissulaires secondaires.  

Très  peu  d’études  précliniques  se  sont  intéressées  à  ces  micro‐emboles  secondaires  après 

traitement  par  le  rt‐PA  (Balami  et  al.,  2013).  Notons  néanmoins  l’étude  de  Jiang  et  al.  (2000) 

réalisée chez le rat, qui a mis en évidence l’apparition de lésions secondaires dans les heures qui 

suivent  la  thrombolyse,  et  que  les  auteurs  ont  associée  à  la  présence  de  micro‐emboles 

provenant  de  la  fragmentation  du  caillot  retrouvés  en  aval  de  l’occlusion  dans  des  zones 

hypoperfusées.  

En clinique, des fragments de caillot ont également été retrouvés après administration de rt‐PA. 

Des emboles ont été localisés dans le réseau vasculaire cérébral distal, mais aussi en périphérie, 

au niveau cardiaque, ou même au niveau des membres inférieurs (Gomez‐Beldarrain et al., 2006; 

Meissner et al., 2006; Yasaka et al., 1994).  

 

 Les micro‐thrombi  secondaires peuvent non  seulement provenir de  la  fragmentation du  caillot 

initial, mais peuvent être également formés in situ dans les microvaisseaux. En effet, des études 

montrent  que  le  rt‐PA  peut  entraîner  des  perturbations  du  système  de  coagulation.  En 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particulier,  les travaux de Kilic et al. (2001) ont montré qu’après une ischémie cérébrale chez la 

souris, l’administration d’héparine associée au rt‐PA exerce un effet protecteur car elle s’oppose 

à  la  diminution  du  flux  sanguin  cérébral  induite  par  le  rt‐PA.  Des  études  ont  précisé  les 

mécanismes qui pourraient expliquer cet effet:  

 Fassbender  et  al.  (1999)  ont montré  que  le  rt‐PA  est  paradoxalement  capable  d’activer  la 

cascade  de  la  coagulation  et  d’augmenter  l’activité  de  la  thrombine  dans  les  heures  qui 

suivent  la  thrombolyse.  Ils  ont  notamment  montré  une  augmentation  importante  des 

monomères  de  fibrine  circulants  entre  1  heure  et  5  heures  après  la  thrombolyse.  Une 

hypothèse proposée pour expliquer  l’activité pro‐coagulante du rt‐PA serait qu’en  lysant  le 

caillot,  le  rt‐PA  non  seulement  expose  la  thrombine  contenue  dans  le  thrombus,  mais 

pourrait  également  en  libérer  dans  la  circulation  (Mirshahi  et  al.,  1989;  Bloom,  1962).  En 

effet, lors de la formation des caillots, des quantités importantes de thrombine sont piégées, 

ce  qui  permet  de  la  protéger  de  ses  inhibiteurs.  Lors  de  la  lyse  du  caillot,  la  thrombine 

devient accessible et active alors les plaquettes et accélère la coagulation. De plus, après la 

thrombolyse, la thrombine reste liée aux produits de dégradation de la fibrine dans lesquels, 

protégées  de  ses  inhibiteurs,  elle  continue  de  participer  à  la  cascade  de  coagulation  

(Weitz et al., 1998). 

 Le rt‐PA, au même titre que la thrombine, est capable de cliver les fibrinopeptides A et B du 

fibrinogène,  étape  importante  de  la  synthèse  de  fibrine  (se  référer  au  chapitre  I,  

paragraphe I.1) (Weitz et al., 1988). 

 De plus, plusieurs études, dont les travaux de Paganelli et al. (1999) réalisés sur du plasma de 

patients victimes d’infarctus du myocarde, ont montré que l’administration de rt‐PA entraîne 

paradoxalement une augmentation des  taux circulants de son propre  inhibiteur, PAI‐1. Ces 

données  suggèrent  que  cette  augmentation  pourrait  contribuer  à  la  survenue  des 

réocclusions après thrombolyse. Parmi les mécanismes qui conduisent à l’augmentation des 

taux de PAI‐1,  le  rt‐PA semblerait augmenter  la  synthèse de PAI‐1  (Fujii et al., 1990) et cet 

effet  pourrait  être  dû  aux  produits  de  dégradation  de  la  fibrine  (Hagood  et  al.,  1996). 

D’autres études suggèrent que la plasmine pourrait être impliquée dans l’augmentation non 

pas de la synthèse de PAI‐1 mais de son activité (Shi et al., 1992). 

 

 Le  rt‐PA,  en  tant  que  protéase,  peut  cliver  d’autres  protéines  que  le  plasminogène,  comme 

certains composants de  la  lame basale.  La dégradation de  la  lame basale pourrait  contribuer à 

fragiliser le vaisseau et donc à la mauvaise perfusion. 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 Selon des études précliniques, le rt‐PA semblerait interférer avec la réactivité vasculaire (Nassar 

et al., 2004; Cipolla et al., 2000). En effet, Nassar et al. (2004) ont étudié les effets du rt‐PA sur la 

vasoréactivité d’aortes isolées. Ils ont montré qu’à de faibles concentrations (1 nmol/l),  le rt‐PA 

inhibe  la vasoconstriction  induite par  la phényléphrine. En  revanche, à des concentrations plus 

élevées et cliniquement plus pertinentes (20 nmol/l),  le rt‐PA augmente l’effet vasoconstricteur 

de  la  phényléphrine.  Cipolla  et  collaborateurs  (2000)  ont  également  étudié  les  effets  du  rt‐PA  

ex vivo, mais à partir d’artères cérébrales isolées issues de rats soumis à une ischémie cérébrale. 

Ces  travaux  ont  démontré  que  le  rt‐PA  augmente  la  perte  de  réactivité  vasculaire  post‐

ischémique.  

 
Par ailleurs, il a été montré dans une étude expérimentale que le rt‐PA entraîne une diminution 

de l’expression la NOS endothéliale après une ischémie cérébrale (Kilic et al., 2005). 

 

Ces  effets  sur  la  vasomotricité  de  l’endothélium  pourraient  donc  contribuer  à  l’hypoperfusion 

observée après la thrombolyse mais les mécanismes doivent encore être précisés. 

 
 Le rt‐PA, en altérant  l’intégrité de  la BHE au cours d’une  ischémie, participe à  l’apparition d’un 

œdème  cérébral  (Koudstaal  et  al.,  1988).  En  effet,  des  études  précliniques  montrent  que 

l’administration du rt‐PA aggrave l’œdème induit dans les 24 heures qui suivent l’ischémie (Won 

et  al.,  2014;  Zuo  et  al.,  2014;  García‐Yébenes  et  al.,  2011;  Ishiguro  et  al.,  2010).  Néanmoins, 

notons que d’autres études expérimentales ont présenté des résultats contradictoires où le rt‐PA 

n’entraîne pas d’effet délétère sur l’œdème à 24 heures (Teng et al., 2013; El Amki et al., 2012; 

Kilic et al., 2001).  

 

3. Conclusion 

Lors d’une ischémie cérébrale,  la présence de t‐PA endogène peut parfois suffire pour permettre la 

recanalisation du vaisseau occlus (figure 16). Toutefois, dans la majorité des cas, l’administration de 

t‐PA  exogène  (rt‐PA)  est  nécessaire,  même  si  en  réalité,  moins  de  2%  des  patients  peuvent  en 

bénéficier.  De  plus,  près  de  70%  des  patients  traités  ne  seront  pas  de  bons  répondeurs  au  rt‐PA. 

L’inefficacité de  ce  traitement peut être partielle  (recanalisation partielle)  voire  totale  (absence de 

recanalisation).  Par  ailleurs,  après  la  lyse  du  thrombus  par  le  rt‐PA,  une  réocclusion  peut  être 

observée, à laquelle le rt‐PA pourrait paradoxalement participer. 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Figure 16 : Ischémie cérébrale et thrombolyse en clinique (adaptée d’après Kaur et al., 2004) 
 

Outre  son  faible  taux d’efficacité  et  le  risque de  réocclusion,  le  rt‐PA est  à  l’origine d’hémorragies 

intracérébrales  qui  constituent  l’effet  indésirable  principal  de  ce  traitement.  Il  a  également  été 

montré que le rt‐PA possède une toxicité neuronale. 

 

IV. rt‐PA, l’envers du décor : risque hémorragique et toxicité neuronale 

1. Transformations hémorragiques  

a) Transformations hémorragiques spontanées à la suite d’un AVC 

A  la  suite  d’une  ischémie  cérébrale,  des  hémorragies  intracérébrales  peuvent  survenir  de  façon 

spontanée. Ce  risque de  transformations hémorragiques  (TH)  concerne en moyenne 10 à 40% des 

patients mais ces chiffres sont très variables d’une étude à l’autre (Jickling et al., 2014; Terruso et al., 

2009; Lindley et al., 2004). Les TH peuvent être particulièrement délétères chez certains patients car 

elles sont parfois associées à une augmentation de la morbi‐mortalité (Jickling et al., 2014; Khatri et 

al., 2007; Berger et al., 2001; Fiorelli et al., 1999).  

 

La  survenue de  ces TH dites  spontanées est  liée à  l’augmentation de  la perméabilité de  la BHE au 

cours de l’ischémie, qui a été mise en évidence tant d’un point de vue clinique que d’un point de vue 

expérimental (Latour et al., 2004). Des études précliniques ont montré que l’ouverture de la BHE est 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associée à des modifications post‐ischémiques de l’expression d’une part, des protéines de jonctions 

inter‐endothéliales  (jonctions  serrées  et  adhérentes)  et  d’autre  part,  des  constituants  de  la 

membrane  basale  (voir  pour  revue  Jickling  et  al.,  2014).  Parmi  les  mécanismes  à  l’origine  de  la 

dégradation  de  la  BHE,  les  métalloprotéases  de  la  matrice  (MMP)  jouent  un  rôle  central,  en 

particulier les MMP‐2, ‐9, ‐10, ‐13 (Cuadrado et al., 2009; Rosell et al., 2005; Rosenberg et al., 1996). 

Le  second mécanisme  induisant une atteinte post‐ischémique de  la BHE est  le  stress oxydant et  la 

surproduction  de  radicaux  libres  qui  sont  capables  d’altérer  les  cellules  endothéliales.  Enfin,  les 

processus inflammatoires participent également à la perte de l’intégrité de la barrière. En particulier, 

il a été montré que les neutrophiles qui infiltrent le parenchyme cérébral, sont des sources majeures 

de radicaux libres et de MMPs (Lakhan et al., 2009). 

b) Transformations hémorragiques induites par le rt‐PA 

A  la  suite  d’une  ischémie,  le  risque  de  survenue  des  TH  peut  être  fortement  augmenté  lors  de 

l’administration du rt‐PA, ce qui constitue la complication majeure de ce traitement. En effet, le rt‐PA 

multiplie par 6 la fréquence de survenue des TH post‐ischémiques en clinique (Hacke et al., 2004) ; ce 

risque  hémorragique  est  associé  à  une  détérioration  neurologique  des  patients.  Notons 

qu’actuellement,  aucune  donnée  clinique  n’a  mis  en  évidence  une  corrélation  entre  le  délai 

d’administration du rt‐PA et la fréquence ou la sévérité des TH (Hacke et al., 2004). 

Il a été montré en clinique comme dans des modèles expérimentaux que les TH induites par le rt‐PA 

sont,  comme  les  TH  spontanées,  liées  à  une  altération  de  l’intégrité  de  la  BHE  (Abu  Fanne  et  al., 

2010).  A  l’heure  actuelle,  les mécanismes  à  l’origine  de  la  toxicité  vasculaire  du  rt‐PA  ne  sont  pas 

entièrement élucidés. Néanmoins, plusieurs pistes de recherche ont été développées : 

 Le  rt‐PA et  la plasmine, de par  leur activité protéolytique, participeraient à  la dégradation 

des composants de la BHE. 

 En  préclinique,  différents  travaux  ont mis  en  évidence  après  administration  de  rt‐PA,  une 

augmentation de l’expression et de l’activité de plusieurs types de MMP dont les MMP‐2, ‐3 

et ‐9 (Lenglet et al., 2014b; Suzuki et al., 2011; Burggraf et al., 2007; Wang et al., 2004; Sumii 

et Lo, 2002). De plus, il existe en clinique une corrélation entre l’augmentation des taux de 

MMP‐9 plasmatiques et la survenue de TH chez les patients traités par le rt‐PA (Montaner et 

al., 2003).    

Le rt‐PA pourrait augmenter les taux de MMP selon différents mécanismes d’action :  

‐ L’action protéolytique du rt‐PA et de la plasmine peut permettre le clivage et l’activation 

des pro‐MMP (Lukic‐Panin et al., 2010). 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‐ Le rt‐PA augmente  l’adhésion et  la dégranulation des PMN (polymorphonucléaires) qui 

sont  des  réservoirs  importants  de MMP‐9  (Cuadrado  et  al.,  2008; Montrucchio  et  al., 

1996). 

‐ Le rt‐PA, en se  liant aux récepteurs LRP, entraîne une augmentation des taux de MMP 

(Wang et al., 2003; Yepes et al., 2003) ainsi que le détachement des pieds astrocytaires à 

l’origine d’une atteinte de l’intégrité de la BHE (Polavarapu et al., 2007). 

 Par  ailleurs,  le  rt‐PA  serait  à  l’origine  d’une  aggravation  du  stress  oxydant  et  de 

l’inflammation post‐ischémiques. En effet, le rt‐PA augmente l’adhésion et la dégranulation 

des PMN, qui  sont des  sources de  radicaux  libres  et de  cytokines  (Cuadrado et  al.,  2008; 

Montrucchio et al., 1996).  Il a également été montré que le rt‐PA participe à la diapédèse 

des  monocytes  à  travers  l’endothélium  cérébral  (Reijerkerk  et  al.,  2008).  De  plus, 

l’expression de la NO‐synthase inductible (NOSi) est augmentée par l’activation du LRP par 

le rt‐PA (via le facteur de transcription NF‐κB ; X. Zhang et al., 2007). 

 Enfin, à la suite de la thrombolyse, la reperfusion elle‐même peut paradoxalement induire 

des  effets  délétères  sur  l’endothélium  notamment  en  augmentant  la  production  de 

radicaux  libres  et  en  favorisant  l’arrivée  de  leucocytes  (Gourdin  et  al.,  2009;  Warach  et 

Latour, 2004).  

En dehors de cette toxicité vasculaire bien connue du rt‐PA,  il a été montré qu’il exerce également 

une toxicité neuronale. 

 

2. Toxicité neuronale 

Le rt‐PA est capable de franchir la BHE, qu’elle soit intacte ou altérée par l’ischémie (Benchenane et 

al.,  2005a,  2005b).  Au  sein  du  parenchyme  cérébral,  le  rt‐PA  exerce  des  effets  délétères  et  en 

particulier une toxicité neuronale qui est notamment liée aux phénomènes d’excitotoxicité (voir pour 

revues Vivien et al., 2011; Yepes et al., 2009; Kaur et al., 2004). Il a été montré que le rt‐PA, en clivant 

la sous‐unité GluN1 du récepteur NMDA grâce à son domaine « Kringle 2 », potentialise l’activation 

de ce récepteur, ce qui aggrave la cascade excitotoxique post‐ischémique (Nicole et al., 2001). Enfin, 

le  rt‐PA  entraîne,  via  une  interaction  avec  le  récepteur  de  type  Annexine‐II  ou  encore  avec  le 

recepteur  LRP1,  une  activation des  cellules microgliales.  Cette  activation microgliale  est  à  l’origine 

d’une réaction inflammatoire, d’une augmentation de la NOSi et contribue ainsi à la neurotoxicité du 

rt‐PA (C. Zhang et al., 2009; Siao et Tsirka, 2002). 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V. Conclusion et alternatives 

 

Au  vu  de  l’ensemble  des  données  ci‐dessus,  il  semble  donc  essentiel  de  mieux  comprendre  les 

mécanismes  capables  de  modifier  l’efficacité  et  la  toxicité  du  rt‐PA  ;  ceci  pourrait  notamment 

permettre  de  définir  de  nouveaux marqueurs  afin  de  pouvoir  sélectionner  les  patients  chez  qui  le  

rt‐PA est susceptible d’être efficace et/ou avec un moindre risque toxique. Pour les autres patients, 

d’autres  stratégies,  dont  certaines  sont  détaillées  ci‐dessous,  pourraient  être  employées  (Saver, 

2011; Mahagne, 2008). Actuellement à l’étude, ces stratégies visent à (1) augmenter l’efficacité de la 

thrombolyse induite par le rt‐PA afin d’améliorer la reperfusion des vaisseaux occlus, (2) diminuer les 

effets délétères du rt‐PA, i.e. sa toxicité vasculaire et neurologique. 

 

Afin  de permettre  une meilleure  reperfusion du  tissu  associée  à  un plus  faible  risque de  TH et  de 

réocclusions, de nouveaux agents  thrombolytiques ont été développés et  sont actuellement  testés 

en clinique. Citons à titre d’exemple la tenecteplase, la retéplase et la desmotéplase. Cette dernière 

est synthétisée à partir de salive de chauve‐souris, et possède une haute affinité pour  la fibrine. La 

desmotéplase est de plus dépourvue du domaine « Kringle 2 », et ainsi, à la différence du rt‐PA, elle 

ne se  lie pas à  la  sous‐unité GluN1 du  récepteur NMDA et ne potentialise donc pas  l’excitotoxicité 

post‐ischémique.  

Plus récemment, Parcq et al. (2013) ont développé deux mutants du t‐PA : une forme non clivable de 

la  chaîne  simple  du  t‐PA  appelée  sc*‐t‐PA,  et  le  K2*‐t‐PA  qui  possède  un  domaine  « Kringle  2 » 

modifié. La caractérisation de ces deux nouvelles formes de t‐PA est particulièrement encourageante 

puisque ces mutants présentent une neurotoxicité plus  faible que celle du  t‐PA  tout en préservant 

une  bonne  activité  fibrinolytique.  Macrez  et  al.  (2011)  ont  développé  un  anticorps  s’opposant 

spécifiquement  à  l’interaction  du  rt‐PA  avec  la  sous‐unité  GluN1  des  récepteurs  NMDA.  Dans  un 

modèle  murin  d’ischémie  cérébrale,  cette  immunothérapie  a  permis  de  réduire  de  manière 

importante la lésion et les déficits neurologiques. 

 

Des études ont également examiné l’intérêt d’une autre voie d’administration du rt‐PA, la voie intra‐

artérielle. Cette voie permet d’administrer le thrombolytique au plus près du caillot afin d’entraîner 

une  lyse  plus  efficace  du  thrombus.  Certaines  études  ont  même  évalué  l’efficacité  d’une 

administration  combinée :  une  administration  rapide  du  thrombolytique  par  voie  intraveineuse 

associée à une administration à proximité du caillot  par voie intra‐artérielle (voir pour revue Micieli 

et al., 2009). La méta‐analyse de Rha et Saver (2007) montre que le taux de recanalisation par voie 

intraveineuse est de 46% contre 63% par voie intra‐artérielle, et que ce taux atteint 68% lorsque ces 

deux voies sont associées. 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Par ailleurs, en cas de contre‐indication du rt‐PA ou d’échec de la thrombolyse, l’abord intra‐artériel 

permet la thrombolyse mécanique (Khalessi et al., 2011). La thrombectomie mécanique est assurée 

par  voie  endovasculaire  grâce  à  un  dispositif  médical  tel  que  le  dispositif  MERCI®  (Mechanical 

Embolus Removal in Cerebral Ischemia). Ce système de capture du caillot a obtenu l’approbation de 

la  FDA  aux  Etats‐Unis  en  2004,  et  en  France,  son  utilisation  est  conseillée  chez  les  patients  non 

éligibles au rt‐PA (recommandations 2009 de l’HAS, www.has‐sante.fr). Le deuxième dispositif à avoir 

été approuvé par  la FDA est  le système PENUMBRA® ;  il  s’agit d’un système de thromboaspiration. 

Notons que plusieurs autres dispositifs sont actuellement en cours d’évaluation en clinique. Bien que 

le  taux  de  recanalisation  soit  particulièrement  élevé  lors  d’une  thrombolyse  mécanique  (84% ;  

Rha et Saver, 2007), cette technique n’est pas dénuée de risque puisqu’elle peut être à l’origine d’un 

risque infectieux, d’une dissection du vaisseau, d’hémorragies, d’hématomes, de spasmes vasculaires 

ou encore d’une fragmentation du caillot avec un risque de réocclusion.  

 

Une  autre  stratégie  consiste  à  associer  au  rt‐PA  des  ultrasons  délivrés  par  doppler  transcrânien 

(sonothrombolyse). Les ultrasons altèrent la structure du thrombus, facilitent la pénétration du rt‐PA 

dans le caillot et potentialisent ainsi la thrombolyse. Néanmoins, des investigations complémentaires 

du rapport bénéfice/risque de cette technique sont encore nécessaires. 

 

Afin de diminuer  la  neurotoxicité  et  la  toxicité  vasculaire  du  rt‐PA,  tout  en préservant  son  activité 

thrombolytique,  un  nombre  croissant  d’études  précliniques  porte  sur  l’association  au  rt‐PA  de 

stratégies ayant démontré leur capacité neuroprotectrice et/ou vasculoprotectrice dans des modèles 

expérimentaux (Ishrat et al., 2012) ; citons par exemple, parmi les plus étudiées, les associations avec 

des  anti‐oxydants  ou  des  inhibiteurs  de  MMP.  Au  laboratoire,  nous  nous  intéressons  tout 

particulièrement à une enzyme : la poly(ADP‐ribose) polymérase (PARP). L’inhibition de la PARP, qui 

présente des effets protecteurs dans des modèles murins d’ischémie cérébrale, s’oppose également 

à certains effets délétères du  rt‐PA  (Haddad et al., 2013; Teng et al., 2013; Haddad et al., 2008; El 

Amki  et  al.,  en  préparation).  L’inhibition  de  la  PARP  représente  donc  une  stratégie  thérapeutique 

particulièrement prometteuse à associer au rt‐PA ; cette enzyme fait l’objet du chapitre suivant. 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QUATRIÈME CHAPITRE : LA POLY (ADP‐RIBOSE) POLYMÉRASE OU PARP 

 

La famille des poly(ADP‐ribose)polymérases (PARPs) comprend, d’après  les connaissances actuelles, 

17  isoformes d’enzymes  (Amé et al.,  2004).  Six d’entres‐elles présentent une activité de poly(ADP‐

ribosyl)ation (les PARP‐1,  ‐2,  ‐3 et  ‐4, et  les tankyrases‐1 et  ‐2), alors que  les autres membres de  la 

famille catalysent la mono(ADP‐ribosyl)ation (Riffell et al., 2012; Kleine et al., 2008; Amé et al., 2004).  

Il est important de souligner que la PARP‐1 est la protéine la plus abondante de la famille. La PARP‐1 

est  une  enzyme  constitutive,  ubiquitaire  et  abondamment  retrouvée  dans  l’organisme.  Elle  est 

principalement  localisée  dans  le  noyau,  associée  à  la  chromatine,  mais  elle  a  également  été 

retrouvée dans les centrosomes (Kanai et al., 2000). D’autres études ont montré que la PARP‐1 serait 

présente aussi dans la mitochondrie (Lai et al., 2008; Du et al., 2003). La PARP‐1 est responsable de 

près de 90% de l’activité de poly(ADP‐ribosyl)ation, et son hyperactivation à la suite d’une ischémie 

cérébrale  a  été  largement  démontrée.  Par  conséquent,  nous  nous  sommes  plus  particulièrement 

intéressés à cette isoforme dans la suite de ce travail.  

 

I. La PARP‐1 : structure et fonctionnement  

1. Structure de la PARP‐1 

La PARP‐1 est composée de 1014 acides aminés ; sa masse moléculaire est de 113 kDa. Cette enzyme 

est  constituée  de  3  domaines  indispensables  à  son  fonctionnement,  comme  l’illustre  la  

figure 17 (Moroni, 2008) : 

 

Figure 17 : Représentation de la structure de la PARP‐1 (modifiée d’après Fatokun et al., 2014) 
Zn :  motif  en  doigt  de  zinc ;  NLS :  nuclear  localisation  signal ;  BRCT :  breast  cancer  susceptibility  protein‐C  terminus ;  

WGR : motif riche en tryptophane (W), en glycine (G) et en arginine (R) 

 

 

 Le domaine de liaison à l’ADN 

Ce domaine  situé à  l’extrémité N‐terminale  comprend 3 motifs  en doigts de  zinc  (Zn1,    Zn2 et 

Zn3) qui reconnaissent les cassures de l’ADN et permettent à l’enzyme de s’y fixer. Ce domaine 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contient  également  un  motif  NLS  (nuclear  localisation  signal)  qui  explique  la  présence  de  la  

PARP‐1 dans le noyau, et qui contient un site de clivage par la caspase‐3.   

 

 Le domaine d’auto‐modification 

Il  existe  dans  ce  domaine  un  motif  de  liaison  des  poly(ADP‐riboses)  ou  PARs :  le  PBM  (PARs 

binding motif). Ce motif permet à  la PARP‐1 de s’auto‐poly(ADP‐ribos)yler. Par ailleurs,  le motif 

BRCT  (breast  cancer  type  1  C‐terminus)  est  à  l’origine  des  interactions  entre  la  PARP‐1  et  ses 

partenaires nucléaires.  

 

 Le domaine catalytique 

Le domaine catalytique est situé à l’extrémité C‐terminale de la protéine. Il contient une région 

appelée WGR car riche en tryptophane (W), en glycine (G) et en arginine (R). Après la liaison de la 

PARP‐1 à l’ADN, la région WGR conduit au changement de conformation de l’enzyme, nécessaire 

à la modulation de son site actif. Ce site actif est un site de liaison au NAD+ (nicotinamide adénine 

dinucléotide) qui est le substrat de la PARP‐1. 

 

2. Fonctionnement de la PARP‐1 : la poly(ADP‐ribosyl)ation 

La  PARP  est  l’enzyme  clé  de  la  poly(ADP‐ribosyl)ation,  encore  appelée  PARylation,  qui  consiste  à 

synthétiser  des  PARs  puis  à  les  greffer  de manière  covalente  à  une  protéine  acceptrice  (voir  pour 

revues Gibson et Kraus, 2012; Schreiber et al., 2006). 

La  réaction  de  poly(ADP‐ribosyl)ation  est  un  processus  dynamique  et  réversible  qui  dépend  de 

l’équilibre  fonctionnel  entre  deux  enzymes :  la  PARP,  qui  synthétise  les  PARs,  et  la  poly(ADP‐

ribose)glycohydrolase ou PARG, qui les dégrade. 

a) Synthèse des PARs 

En  condition  physiologique,  l’activité  basale  de  la  PARP‐1  est  faible.  En  revanche,  cette  enzyme 

devient très active en réponse à des  lésions de l’ADN. Il a également été décrit que la PARP‐1 peut 

être  activée  suite  à  des  modifications  post‐traductionnelles  (phosphorylation,  acétylation) 

(Kauppinen et al., 2006; Walker et al., 2006; Hassa et al., 2005) ou encore à  la  suite d’interactions 

avec d’autres protéines telles que ERK1/2 et JNK (Cohen‐Armon et al., 2007; S. Zhang et al., 2007).  

Une fois activée, la PARP clive le NAD+ et libère d’une part du nicotinamide, et d’autre part, une unité 

ADP‐ribose qu’elle transfère à une protéine cible par une liaison covalente (figure 18). 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Figure  18 :  Structure  d’une  molécule  de  NAD+  et  site  de  clivage  par  la  PARP  (d’après  Curtin  et  

Szabo, 2013) 

 
Cette  première  étape  de mono(ADP‐ribosyl)ation  est  suivie  d’une  étape  d’élongation  de  la  chaîne 

puisque d’autres unités d’ADP‐riboses sont greffées  les unes à  la suite des autres de  façon  linéaire 

par  des  liaisons  (1’‐2’)  ribose‐ribose  (figure  19).  Ce  polymère  d’ADP‐riboses  peut  contenir  près  de  

200  unités  d’ADP‐riboses.  Enfin,  cette  chaîne  linéaire  sera  complétée  par  des  ramifications  

d’ADP‐riboses qui forment des « branches ». 

Le nicotinamide produit lors de la première étape de PARylation est recyclé en NAD+ grâce à l’action 

de  deux  enzymes :  la  nicotinamide  phosphoribosyltransférase  (NAMPT)  puis  la  nicotinamide 

mononucléoside adényltransférase  (NMNAT). Notons que  la  régénération d’une molécule de NAD+ 

nécessite la consommation de 4 molécules d’ATP. 

 
Figure  19 :  La  poly(ADP‐ribosyl)ation :  synthèse  et  dégradation  des  PARs,  régénération  du  NAD+  

(modifiée d’après Heeres et Hergenrother, 2007) 
NAMPT :  nicotinamide  phosphoribosyltransférase ;  NMNAT :  nicotinamide  mononucléoside  adényltransférase ;  

PARG : poly(ADP‐ribose)glycohydrolase ; MARH : mono(ADP‐ribosyl)protéine hydrolase. 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Jusqu’à présent, plus de 40 protéines cibles de la PARP ont été identifiées, mais la principale reste la 

PARP  elle‐même  puisque  l’enzyme  est  capable  de  s’auto‐poly(ADP‐ribosyl)er.  Les  autres  protéines 

acceptrices  de  PARs  sont  les  histones,  des  facteurs  de  transcription  ou  encore  des  protéines 

impliquées dans la réparation de l’ADN.  

Notons que toutes ces protéines contiennent le motif PBM (motif de liaison des PARs) qui chevauche 

fréquemment  leur domaine fonctionnel. C’est donc pour cela que  les PARs peuvent être à  l’origine 

d’une altération du fonctionnement de leurs cibles.  

 

Le  principal  mécanisme  de  régulation  de  l’activité  de  la  PARP‐1  concerne  son  auto‐poly(ADP‐

ribosyl)ation. En effet,  l’ajout progressif d’ADP‐riboses sur  l’enzyme charge  la PARP de plus en plus 

négativement,  ce  qui  entraîne  une  répulsion  électrostatique  vis‐à‐vis  de  sa  cible  (ADN  ou  autre 

protéine), et conduit ainsi à son détachement. 

b) Dégradation des PARs 

Les PARs formés par la PARP‐1 ont une demi‐vie très courte. En effet, au bout de quelques minutes 

seulement,  ces  derniers  sont  dégradés  par  la  poly(ADP‐ribose)glycohydrolase  ou  PARG  (Gibson  et 

Kraus, 2012). Grâce à ses activités exo‐ et endo‐glycosidiques,  la PARG dégrade très rapidement les 

PARs présents sur la chaîne linéaire principale et au niveau des ramifications (figure 19).  

La  PARG  est,  tout  comme  la  PARP,  une  enzyme  ubiquitaire.  Elle  est  présente  dans  le  noyau  des 

cellules mais  également  dans  les mitochondries  et  le  cytoplasme.  Cette  enzyme  contient  le motif  

NLS  (nuclear  localisation  signal)  qui  permet  son  adressage  nucléaire,  mais  également  le  motif  

NES (nuclear export signal) qui est un signal d’exportation nucléaire. La PARG serait donc capable de 

migrer entre le noyau et le cytoplasme. Suite à des dommages de l’ADN en situations pathologiques, 

on observe d’ailleurs une translocation vers le noyau. 

Par ailleurs, notons que la PARG est faiblement présente dans le noyau et en quantité bien inférieure 

à celle de la PARP ; néanmoins, ceci est compensé par le fait que cette enzyme possède une activité 

spécifique très élevée. 

Enfin,  d’autres  enzymes,  comme  la  mono(ADP‐ribosyl)protéine  hydrolase  (MARH),  sembleraient 

intervenir  pour  permettre  l’hydrolyse  de  la  liaison  entre  le  dernier  monomère  d’ADP‐ribose  et  la 

protéine acceptrice. 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II. Rôles bénéfiques de la PARP en conditions physiologiques 
 

Lors  de  la  PARylation,  les modifications  post‐traductionnelles  des  protéines  cibles  de  la  PARP  sont 

impliquées  dans  différents  mécanismes  comme  la  réparation  de  l’ADN,  la  régulation  de  la 

transcription de gènes ou encore  la  régulation du  cycle  cellulaire  (voir pour  revue Schreiber et  al., 

2006). 

 

1. Réparation de l’ADN et stabilité du génome 

Des  milliers  de  cassures  au  niveau  de  l’ADN  se  produisent  tous  les  jours  dans  une  cellule.  Les 

systèmes de réparation activement présents dans les cellules ont pour rôle de réparer ces anomalies 

de l’ADN. Ils assurent ainsi le maintien de la stabilité génomique. Il est maintenant bien établi que  la 

PARP  participe  à  ces  processus  de  réparation  de  l’ADN  (D’Amours  et  al.,  1999).  Des  études  ont 

montré  que  des  souris  PARP‐1‐/‐  sont  extrêmement  sensibles  aux  agents  alkylants  ou  encore  aux 

rayonnements  γ.  Ces  animaux  présentent  notamment  des  déficits  de  réparation  de  l’ADN  et  des 

anomalies  chromosomiques  importantes  (Shibata  et  al.,  2009,  2005;  Ménissier  de  Murcia  et  al., 

2003; de Murcia et al., 1997). 

 

Dans  les  15  à  30  secondes  qui  suivent  l’apparition  de  cassures  simple  ou  double  brin  de  l’ADN, 

l’activité de la PARP‐1 est largement augmentée (de 10 à 500 fois) (Rouleau et al., 2010). Grâce à ses 

motifs  en  doigts  de  zinc,  la  PARP‐1  se  fixe  sur  les  zones  endommagées  de  l’ADN ;  puis  l’enzyme 

entraîne  la  poly(ADP‐ribosyl)ation  de  protéines  cibles,  principalement  les  histones H1  et H2B mais 

également  d’autres  protéines  nucléaires  qui  seront  par  la  suite  recrutées  telles  que  XRCC1  (X‐ray 

repair  cross‐complementing  protein‐1),  l’ADN‐polymérase  III  et  l’ADN‐ligase  III  (figure  20). 

L’encombrement stérique et  la répulsion électrostatique entre  les charges négatives des PARs fixés 

sur les histones et celles de l’ADN entraînent le passage d’une forme super‐enroulée de l’ADN à une 

forme  plus  relâchée.  La  relaxation  de  la  chromatine  permet  ainsi  aux  systèmes  de  réparation  de 

l’ADN d’accéder aux zones lésées.  

Notons  que  lors  du  fonctionnement  de  l’enzyme,  la  PARP‐1  va  également  catalyser  sa  propre 

poly(ADP‐ribosyl)ation. La répulsion électrostatique entraîne  le détachement de  l’enzyme de  l’ADN, 

ce qui conduit à son inactivation. 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Figure 20 : Rôle de la PARP‐1 dans la réparation de l’ADN (modifiée d’après Kraus, 2008) 
 
 

2. Régulation de la transcription génique 

La PARP‐1 régule la transcription de certains gènes selon deux mécanismes (voir pour revues Kraus, 

2008; Chiarugi, 2002a) : 

 comme  nous  l’avons  décrit,  la  PARP‐1  entraîne  la  relaxation  de  la  chromatine.  Les  gènes 

deviennent  alors  plus  accessibles,  ce  qui  permet  à  des  facteurs  de  transcription  de  venir 

interagir avec leurs sites de fixation sur l’ADN. 

 La  PARP‐1  est  également  capable  d’interagir  directement  avec  certains  facteurs  ou  co‐

facteurs  de  transcription  tels  que  NF‐κB  et  AP‐1  (activator  protein‐1),  ou  leurs  sites  de 

fixation, ce qui conduit à la répression ou l’activation de certains gènes.  

 

3. Autres fonctions physiologiques de la PARP 

Il a également été montré que la PARP, par modulation de l’activité de certaines protéines telles que 

p53,  est  impliquée  dans  la  régulation  du  cycle  cellulaire  (Amé  et  al.,  2004).  Enfin,  la  PARP  régule 

l’activité du protéasome  et participe au maintien de la taille des télomères lors de la réplication. 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Paradoxalement,  bien  que  la  PARP  soit  une  enzyme  qui  exerce  des  effets  bénéfiques  dans  les 

conditions physiologiques, il a été montré que son hyperactivation à la suite de l’ischémie cérébrale 

est délétère.  

 

III. Rôle délétère de la PARP au cours de l’ischémie cérébrale 
 

1. Activation post‐ischémique de la PARP  

Au  cours  de  l’ischémie  cérébrale,  la  libération massive  de  glutamate  est  à  l’origine  d’une  cascade 

excitotoxique et d’un  stress oxydant.  Ceci  entraîne de nombreuses  cassures de  l’ADN et  conduit  à 

une activation excessive de la PARP. Cette hyperactivation de l’enzyme a été mise en évidence non 

seulement  dans  les  neurones  mais  également  dans  les  cellules  endothéliales,  les  leucocytes,  les 

astrocytes et les cellules microgliales (Moroni et Chiarugi, 2009). 

 

En clinique, Love et collaborateurs ont montré une forte accumulation de PARs dans les noyaux de 

neurones de patients autopsiés, principalement dans  les 2  jours consécutifs à une  ischémie globale 

après arrêt cardiaque (Love et al., 1999). L’activation neuronale de la PARP a également été décrite 

par Sairanen et al. (2009) dans les 3 jours qui suivent un AVCi. D’autres travaux ont montré que cette 

activation  est  en  réalité  biphasique :  une  activation  précoce  essentiellement  dans  les  neurones  se 

met en place dans les 24 heures après l’AVCi, et une phase d’activation plus tardive, entre 3 jours et 

1 semaine, principalement dans  les cellules  inflammatoires  (macrophages et  lymphocytes)  (Love et 

al., 2000).  

 

En  préclinique,  l’augmentation  de  l’activité  de  la  PARP  a  été  mise  en  évidence  dans  différents 

modèles expérimentaux d’ischémie cérébrale. Cependant, la cinétique d’accumulation des PARs varie 

selon les études.  

Après une  ischémie cérébrale  transitoire  (2 heures)  réalisée chez  la souris, Endres et al.  (1997) ont 

montré  une  augmentation  de  la  quantité  de  PARs  dans  le  cortex  cérébral  à  des  temps  précoces 

(après  5 minutes  de  reperfusion), mais  une  absence  de  PARs  à  des  temps  plus  tardifs  (entre  3  et  

6 heures).  

Dans  ce même modèle,  d’autres  travaux menés  par  Li  et  collaborateurs  ont mis  en  évidence  une 

activation  de  la  PARP  dès  20 minutes  de  reperfusion.  Cette  activation  est maximale  à  1  heure  et 

retrouve un état basal à 24 heures (Li et al., 2010). 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Lors  d’une  étude  réalisée  dans  un  modèle  d’ischémie  transitoire  (90  minutes)  chez  le  rat,  une 

accumulation de PARs a été observée après 1 heure et 6 heures de reperfusion ; et les PARs ne sont 

plus détectables à 15 heures (Iwashita et al., 2004). 

Enfin, les travaux de Tokime et al. (1998) ont décrit une augmentation de l’activité de la PARP entre  

2  heures  et  8  heures  après  une  ischémie  cérébrale  permanente  réalisée  chez  le  rat,  mais  cette 

augmentation n’est plus détectable à 16 heures. 

 

2. Mise en évidence du rôle délétère de la PARP après l’ischémie cérébrale 

L’utilisation d’animaux PARP‐1‐/‐ ou d’inhibiteurs pharmacologiques de la PARP a permis de montrer 

que l’hyperactivation de la PARP au cours de l’ischémie cérébrale est particulièrement délétère :  

 L’effet délétère de  la PARP‐1 après une  ischémie  cérébrale  a  été montré pour  la première 

fois en 1997 dans deux études réalisées sur des souris PARP‐1‐/‐ (Eliasson et al., 1997; Endres 

et al., 1997). La délétion du gène de la PARP a en effet entraîné une diminution de près de 

60% du volume de lésion par rapport aux souris sauvages. Goto et al. (2002) ont par la suite 

confirmé le rôle délétère de la PARP‐1 puisqu’ils ont montré que la restauration de l’enzyme 

par transfection virale du gène de la PARP‐1, s’oppose à l’effet protecteur de sa délétion.  

 Le rôle délétère de  la PARP a ensuite été mis en évidence grâce à  l’utilisation d’inhibiteurs 

pharmacologiques  de  l’enzyme.  Il  a  été montré,  notamment  au  sein  de  notre  laboratoire, 

que  les  inhibiteurs  de  PARP  sont  neuroprotecteurs  puisqu’ils  permettent  de  diminuer  les 

volumes  de  lésion  ainsi  que  les  déficits  neurologiques  à  la  suite  d’une  ischémie  cérébrale, 

qu’elle  soit  transitoire  (Egi  et  al.,  2011;  Haddad  et  al.,  2006;  Couturier  et  al.,  2003)  ou 

permanente (Egi et al., 2011; Haddad et al., 2008). 

 

La grande majorité des inhibiteurs de PARP ont une structure proche de celle du nicotinamide qui est 

le métabolite du NAD+ et qui est un inhibiteur endogène de la PARP (figure 21). Le NAD+ contient un 

groupement amide nécessaire à son interaction avec la PARP. Ainsi, les inhibiteurs contiennent dans 

leur structure ce même groupement qui  leur permet de rentrer en compétition avec  le NAD+ et de 

prendre sa place au niveau du site catalytique de l’enzyme (voir pour revue Curtin et Szabo, 2013). 

Le nicotinamide  lui‐même est un  inhibiteur peu puissant puisque sa CI50 (concentration nécessaire 

pour inhiber 50% de l’activité de la PARP) est de 210 µM. Les inhibiteurs de PARP ont été développés 

par modification  de  la  structure  du  nicotinamide,  afin  d’augmenter  la  puissance  (diminution  de  la 

CI50), la spécificité et la solubilité des produits. 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La  première  classe  d’inhibiteurs  synthétisés  est  celle  des  benzamides  dont  le  chef  de  file  est  le  

3‐aminobenzamide  (3‐AB ;  CI50  =  33  µM).  Par  la  suite,  ont  été  développées  d’autres  classes 

d’inhibiteurs  plus  puissants,  avec  des  CI50  de  l’ordre  du  nanomolaire  comme  les  isoquinolinones  

(ex  :  1,5‐dihydroxyisoquinoline  ou  DHIQ ;  CI50  =  390  nM),  les  isoquinolines  (ex  :  MP‐124 ;  

CI50 = 20,8 nM), les isoindolinones (ex : INO‐1001 ; CI50 < 10 nM) ou les phénanthridiones (ex : PJ34 ; 

CI50 = 17 nM) (figure 21). 

Par ailleurs, il a été récemment montré qu’une tétracycline, la minocycline, présente des propriétés 

inhibitrices  de  PARP  (CI50  =  42  nM),  ce  qui  pourrait  contribuer  aux  effets  anti‐inflammatoires  et 

neuroprotecteurs de la minocycline dans des modèles d’ischémie cérébrale (Chen et al., 2014; Alano 

et al., 2006).  

 

Le  nombre  croissant  d’inhibiteurs  développés  au  cours  de  ces  dernières  années  illustre  l’intérêt 

grandissant  pour  la  PARP,  non  seulement  dans  le  domaine  des  neurosciences mais  également  en 

cardiologie  et  en  cancérologie.  Actuellement,  une  dizaine  d’inhibiteurs  de  PARP  sont  en  essais 

cliniques,  en  cancérologie  pour  la  plupart  (voir  pour  revues  Dantzer  et  al.,  2011;  Virág  et  Szabó, 

2002). 

 

Figure 21 : Structures des principaux inhibiteurs de PARP (d’après Curtin et Szabo, 2013) 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3. Mécanismes à l’origine du rôle délétère de la PARP après une ischémie cérébrale 

Plusieurs  mécanismes  sont  proposés  afin  d’expliquer  le  rôle  délétère  de  la  PARP  à  la  suite  de 

l’ischémie  cérébrale.  La PARP est notamment  impliquée dans  la mort  cellulaire et dans  la  réaction 

inflammatoire post‐ischémique (voir pour revues : Aredia et Scovassi, 2014; Skaper, 2003). 

a) PARP et mort cellulaire 

 Théorie de la déplétion énergétique et nécrose 

En 1985, Berger fut le premier à proposer que l’activation de la PARP, en consommant les stocks de 

NAD+, est à l‘origine d’une déplétion énergétique qui peut conduire à la nécrose des cellules (Berger, 

1985).  Par  la  suite,  cette  théorie  de  la  déplétion  énergétique  a  été  confirmée,  notamment  par 

Schraufstatter et al. (1986). Cette équipe a en effet montré in vitro que l’hyperactivation de la PARP 

suite  à  un  stress  oxydant  (H2O2)  entraînait  une mort  cellulaire de près de 80%,  ainsi  qu’une  chute 

sévère  des  taux  de NAD+  et  d’ATP ;  l’ajout  de  3‐AB,  inhibiteur  de  PARP,  a  permis  de  préserver  les 

réserves de NAD+ et d’ATP, et de s’opposer à la mort cellulaire. 

Le  NAD+ est  en  effet  un  acteur  essentiel  du  fonctionnement  de  certaines  voies  métaboliques  qui 

conduisent à la production d’ATP, telles que la glycolyse et la respiration mitochondriale. Ainsi, plus 

la PARP est activée, plus elle consomme du NAD+, et moins ce dernier sera disponible pour permettre 

la  synthèse d’ATP  (Chiarugi,  2002b). De plus,  la déplétion des  stocks d’ATP est  aggravée  lors de  la  

poly(ADP‐ribosyl)ation,  car  comme  nous  l’avons  décrit  précédemment,  4  molécules  d’ATP  seront 

nécessaires pour renouveler 1 molécule de NAD+.  

Néanmoins, notons qu’une étude récente réalisée par Andrabi et al. (2014) suggère que la déplétion 

énergétique  observée  lors  de  l’hyperactivation  de  la  PARP‐1  serait  indépendante  de  la  diminution 

des taux de NAD+, mais serait liée à une inhibition PAR‐dépendante d’hexokinase qui entraînerait une 

inhibition de la glycolyse. 

 

Au  cours  de  l’ischémie  cérébrale,  la  baisse  des  apports  en  oxygène  et  en  glucose  conduit  à  une 

déplétion  énergétique.  L’hyperactivation  post‐ischémique  de  la  PARP,  à  l’origine  d’une  forte 

consommation en NAD+, pourrait donc aggraver considérablement cette déplétion énergétique qui 

fait suite à l’ischémie.  

 

En  accord  avec  cette  théorie,  des  études  réalisées  in  vivo  dans  des modèles  d’ischémie  cérébrale 

transitoire  et  permanente  ont  confirmé  la  diminution  des  taux  cérébraux  de  NAD+  à  la  suite  de 

l’ischémie,  et  ont  montré  que  cette  diminution  est  préservée  chez  les  souris  PARP‐1‐ /‐  ou  par  le 

traitement par le 3‐AB ou le nicotinamide (Liu et al., 2009; Endres et al., 1997). 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Néanmoins,  il est  important de noter que d’autres travaux, réalisés  in vivo et  in vitro, ont contredit 

ces résultats. Dans ces études, il a été montré d’une part que suite à une ischémie globale ou focale, 

les taux de NAD+ ne sont pas diminués (Nagayama et al., 2000; Paschen et al., 2000), et d’autre part, 

que  les  effets  protecteurs  observés  chez  des  souris  PARP‐1‐ /‐  ou  traitées  par  le  3‐AB  sont 

indépendants de la restauration des réserves énergétiques (Chiarugi, 2002b; Goto et al., 2002).  

L’ensemble  de  ces  résultats  suggère  donc  l’existence  d’autres  mécanismes  expliquant  les  effets 

délétères de la PARP.  

 

 Apoptose 

Il  a  été montré  que  la  PARP  est  indirectement  impliquée  dans  la mort  cellulaire  par  apoptose.  En 

effet, la PARP‐1 est une cible des caspases, en particulier des caspases 3 et 7, qui clivent l’enzyme en 

deux  fragments  et  qui  l’inactivent.  Par  conséquent,  la  PARP  ne  peut  plus  assurer  la  réparation  de 

l’ADN et la cellule entre en apoptose (Sodhi et al., 2010).   

 

 Parthanatos 

Hormis son rôle dans la mort cellulaire par nécrose et,  indirectement par apoptose, des études ont 

montré  que  la  PARP  est  impliquée  dans  un  autre  type  de mort  appelé  « parthanatos »  (voir  pour 

revue Wang et al., 2009). Il s’agit d’une mort caspase‐indépendante liée à la translocation du facteur 

AIF (apoptosis inducing factor) de la mitochondrie vers le noyau. Au cours de l’ischémie cérébrale, il a 

été  montré  que  les  PARs  synthétisés  par  la  PARP  quittent  le  noyau  et  interagissent  avec  les 

mitochondries,  ce qui entraîne  la  translocation de AIF de  la mitochondrie vers  le noyau. AIF  induit 

alors  la condensation de  la chromatine,  la  fragmentation de  l’ADN et  la mort cellulaire  (Fatokun et 

al., 2014).  

b) PARP et inflammation 

L’implication de la PARP dans la réaction inflammatoire a été établie il y a presque 20 ans (Weltin et 

al., 1995) et depuis, un nombre croissant d’études tente d’en préciser les mécanismes moléculaires, 

en particulier à la suite de l’ischémie cérébrale (voir pour revues : Bai et Virág, 2012; Giansanti et al., 

2010; Moroni, 2008; Kauppinen et Swanson, 2007; Erdélyi et al., 2005).  

 

L’inhibition  génétique ou  pharmacologique de  la  PARP‐1  dans  des modèles  d’ischémie  cérébrale  a 

permis de diminuer  la  réaction  inflammatoire.  Il  a été montré, notamment dans notre  laboratoire, 

que  la  PARP‐1 participe  à  l’augmentation de  l’expression post‐ischémique de plusieurs médiateurs 

pro‐inflammatoires : (1)  des  cytokines  telles  que  le  TNF  et  l’IL‐6  (Sun  et  al.,  2012;  Haddad  et  al., 

2006), (2) des enzymes comme la NOSi et la COX‐2 (Sun et al., 2012; Kumaran et al., 2008; Koh et al., 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2004; Park et al., 2004) et (3) des molécules d’adhésion telles que ICAM‐1 et la E‐sélectine (Sun et al., 

2012;  Lenzsér  et  al.,  2007; Haddad  et  al.,  2006;  Koh  et  al.,  2004;  Park  et  al.,  2004). De  plus,  nous 

avons  montré  que  la  PARP  est  impliquée  dans  l’infiltration  des  leucocytes  observée  au  cours  de 

l’ischémie cérébrale (Couturier et al., 2003; Ducrocq et al., 2000) ce qui a ensuite été confirmé par les 

travaux de Koh et al. (2005). 

Il a été démontré que l’effet pro‐inflammatoire de la PARP est dû à l’interaction de l’enzyme avec des 

facteurs de  transcription, en particulier AP‐1 et NF‐κB, qui  régulent  l’expression de protéines et de 

cytokines pro‐inflammatoires (Hu et al., 2013; Koh et al., 2005; Chiarugi et Moskowitz, 2003; Hassa et 

Hottiger, 2002; Hassa et al., 2001). 

En revanche, les mécanismes par lesquels la PARP active NF‐κB sont actuellement controversés. Des 

travaux indiquent que l’activation de NF‐κB par la PARP serait liée à l’activité enzymatique de la PARP 

(Nakajima  et  al.,  2004;  Chiarugi  et Moskowitz,  2003),  alors  que  d’autres  études montrent  que  cet 

effet  serait  plutôt  dû  à  une  interaction  directe  de  la  PARP  avec  NF‐κB,  indépendamment  de  son 

activité enzymatique et de sa liaison à l’ADN (Ha et al., 2002; Hassa et al., 2001). 

 
 
Par  ailleurs,  Ullrich  et  al.  (2001)  ont  été  les  premiers  à montrer  que  la  PARP‐1  joue  un  rôle  dans 

l’activation  et  la  migration  des  cellules  microgliales,  cellules  immunitaires  du  système  nerveux  et 

sources importantes de facteurs pro‐inflammatoires. Par la suite, d’autres équipes ont confirmé cet 

effet  et  ont  démontré que  l’inhibition de  la  PARP dans  des modèles  d’ischémie  cérébrale  diminue 

l’activation microgliale (Kauppinen et al., 2009; Hamby et al., 2007; Koh et al., 2004). 

 
 

IV. PARP, atteintes microvasculaires et dysfonction endothéliale 

1. Au cours de l’ischémie cérébrale et de la thrombolyse 

Des études précliniques ont montré qu’au cours de l’ischémie cérébrale, la PARP est impliquée dans 

les atteintes microvasculaires, et en particulier dans les altérations endothéliales (Moroni et Chiarugi, 

2009).  Une  étude  a  ainsi  montré  que  l’administration  d’inhibiteurs  de  PARP  chez  des  animaux 

ischémiés permet de préserver l'intégrité de la perméabilité de la BHE et de diminuer la dégradation 

de certains composants des jonctions endothéliales de la BHE (Lenzsér et al., 2007). Cet effet pourrait 

être notamment lié à une réduction de l’expression des MMP (Haddad et al., 2008; Koh et al., 2005). 

D’autre  part,  comme  nous  l’avons  détaillé  précédemment,  l’inhibition  de  la  PARP  permet  de 

diminuer l'expression des molécules d'adhésion et l'infiltration leucocytaire post‐ischémiques.  



  74

L’implication  de  la  PARP  dans  ces  atteintes  microvasculaires  pourrait  expliquer  la  réduction  des 

transformations hémorragiques spontanées mise en évidence au sein de notre  laboratoire dans un 

modèle d’ischémie cérébrale transitoire chez la souris (Haddad et al., 2008). 

 

Mais que se passe‐t‐il lors d’une thrombolyse par le rt‐PA? La première étude in vivo à avoir identifié 

l’existence d’un lien entre le rt‐PA et la PARP est celle de Crome et collaborateurs réalisée en 2007. 

Cette équipe a démontré que le rt‐PA potentialise l’activation de la PARP. En effet, dans un modèle 

d’ischémie  cérébrale  réalisée  chez  la  souris,  l’administration  du  rt‐PA  induit  une  augmentation 

importante  des  PARs  4h  après  l’ischémie,  et  l’inhibition  de  la  PARP  par  le  3‐AB  réduit  cette 

augmentation. De plus, l’activation de la PARP par le rt‐PA impliquerait les récepteurs NMDA puisque 

le  MK‐801,  antagoniste  de  ces  récepteurs,  s’oppose  à  la  synthèse  des  PARs  induite  par  le  rt‐PA 

(Crome et al., 2007). 

De manière  intéressante,  des  études  réalisées  au  laboratoire  complètent  les  travaux  de  Crome  et 

collaborateurs car nous avons montré dans 2 modèles différents d’ischémie que  le PJ34 protège  la 

BHE et réduit  les TH  induites par  le rt‐PA (Haddad et al., 2013; Teng et al., 2013; El Amki et al., en 

préparation).  De  plus,  notre  équipe  a  récemment  montré  que  l’administration  de  PJ34  permet 

d’améliorer  la  reperfusion  induite  par  le  rt‐PA  dans  un  modèle  d’ischémie  cérébrale 

thromboembolique (El Amki et al., en préparation). 

 

2. Autres maladies cardiovasculaires 

Outre l’ischémie cérébrale, le rôle clé de l’hyperactivation de la PARP‐1 dans la dysfonction vasculaire 

a  été  particulièrement  étudié  dans  d’autres  maladies  cardiovasculaires  telles  que 

l’ischémie/reperfusion cardiaque, le diabète ou encore l’athérosclérose, aussi bien dans des modèles 

expérimentaux qu’en clinique (voir pour revue Pacher et Szabó, 2007). Un mécanisme commun à ces 

situations pathologiques est l’augmentation importante des espèces réactives dérivées de l’oxygène 

(stress  oxydant)  et  de  l’azote  (stress  nitrant)  au  niveau  de  l’endothélium.  Ces  composés,  en 

particulier  les anions peroxynitrites,  sont à  l’origine de cassures de  l’ADN et par  conséquent d’une 

hyperactivation de la PARP.  

 Ischémie/reperfusion myocardique  

D’un  point  de  vue  préclinique,  il  a  été montré  que  l’expression  de  la  PARP  dans  le myocarde  est 

fortement augmentée à la suite d’une ischémie suivie d’une reperfusion ; cette hyperactivation serait 

impliquée dans  la  dysfonction  vasculaire  observée dans  cette maladie  cardiaque  (voir  pour  revues 

(Pacher et Szabó, 2007; Szabó, 2005; Szabó et Bährle, 2005). L’utilisation d’inhibiteurs de l’enzyme ou 

de  souris  PARP‐1‐/‐  a  permis  de  diminuer  significativement  les  lésions  induites  par 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l’ischémie/reperfusion.  Cet  effet  protecteur  est  également  associé  à  une  diminution  de  l’état 

inflammatoire du myocarde (diminution de l’infiltration leucocytaire et de l’expression de molécules 

d’adhésion), à une diminution de la nécrose des cellules endothéliales et des cardiomyocytes, à une 

amélioration  de  la  contractilité,  et  enfin,  à  une  amélioration  du  statut  énergétique  des 

cardiomyocytes (Zingarelli et al., 2003; Liaudet et al., 2001; Pieper et al., 2000; Zingarelli et al., 1998, 

1997).  

A la suite de résultats concluants obtenus lors d’études précliniques, le laboratoire Inotek a mené de 

2004 à 2006 un essai clinique de phase II afin d’évaluer l’innocuité de l’INO‐1001, puissant inhibiteur 

de  la  PARP‐1,  à  la  suite  d’un  infarctus  du  myocarde  et  avant  une  angioplastie  coronarienne 

(https://clinicaltrials.gov).  Cette  étude  a  permis  non  seulement  de  décrire  le  profil 

pharmacocinétique du produit, mais également de mettre en évidence sa bonne tolérance chez  les 

patients. Ces  résultats encourageants  sont donc prometteurs pour d’autres  investigations cliniques 

(Morrow et al., 2009). 

 Diabète 

Un  certain  nombre  d’études  s’accorde  à montrer  que  l’activation  de  la  PARP  au  cours  du  diabète 

contribue à  la pathogenèse de cette maladie, et en particulier au développement de la dysfonction 

endothéliale  et  aux  complications  vasculaires,  en  clinique  comme dans des modèles  animaux  (voir 

pour revues Pacher et Szabó, 2005; Virág et Szabó, 2002).  

 

Dans un modèle expérimental de diabète de type I, l’activation de la PARP a été mise en évidence et 

localisée au niveau des cellules endothéliales et musculaires  lisses. Cette activation est significative 

au  cours  des  2  semaines  qui  suivent  le  début  du  diabète,  et  elle  précède  l’apparition  de  la 

dysfonction endothéliale qui se développe entre la 2ème et la 4ème semaine de diabète (Garcia Soriano  

et al., 2001; Soriano et al., 2001). 

Garcia  Soriano  et  collaborateurs  ont  montré  ex  vivo  qu’il  existe,  chez  les  souris  diabétiques,  une 

altération  importante  des  fonctions  vasomotrices  avec  une  diminution  des  capacités  de  relaxation 

endothélium  dépendante.  Le  traitement  par  le  PJ34  a  permis  non  seulement  de  prévenir  le 

développement  de  la  dysfonction  endothéliale,  mais  également  de  restaurer  la  fonction  d’un 

endothélium atteint chez des souris diabétiques (Garcia Soriano et al., 2001; Soriano et al., 2001). 

Ces  résultats  ont  été  confirmés  sur  des  aortes  thoraciques  isolées :  les  vaisseaux  issus  de  souris 

PARP‐1‐/‐ sont protégés de la dysfonction endothéliale  induite par des quantités élevées de glucose. 

Parmi  les  mécanismes  évoqués,  cette  étude  a  notamment  montré  que  la  PARP  entraîne  une 

diminution sévère des  réserves énergétiques, ainsi que de  l’activité de  la NOS endothéliale  (Garcia 

Soriano et al., 2001). 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Il  est  important  de  noter  qu’au  cours  du  diabète,  l’implication  de  la  PARP  dans  l’altération  de  la 

fonction endothéliale a principalement été mise en évidence au niveau des macrovaisseaux, comme 

le soulignent  les études ci‐dessus. Concernant  les microvaisseaux,  il semblerait que les mécanismes 

soient  similaires.  Des  études  ont  en  effet  montré  que  la  PARP  contribue  au  développement  des 

complications  diabétiques  qui  touchent  la microcirculation:  les  rétinopathies,  les  néphropathies  et 

les neuropathies (Pacher et Szabó, 2005). 

 

Concernant  les  études  cliniques,  les  travaux  de  Szabo  et  collaborateurs  réalisés  sur  des  biopsies 

cutanées ont mis en évidence une augmentation importante de l’activité de la PARP dans les cellules 

endothéliales  des  patients  diabétiques  (diabète  de  type  II)  et  chez  les  patients  non  atteints  de  la 

maladie mais  ayant  des  antécédents  familiaux  de  diabète.  De  plus,  il  existe  une  corrélation  entre 

cette  activation  et  l’altération  de  la  réactivité  vasculaire  au  niveau  de  la microcirculation  cutanée 

(Szabó et al., 2002). 

 Athérosclérose 

Des  études  récentes  suggèrent  que  la  PARP‐1  est  impliquée  dans  la  dysfonction  endothéliale 

observée lors de l’athérosclérose (voir pour revue Xu et al., 2014).  

 

Chez  l'homme,  des  quantités  élevées  de  PARP‐1  ont  été  retrouvées  au  niveau  des  plaques 

d’athérosclérose (Perrotta et al., 2011; Martinet et al., 2002).  

L’hyperactivation  et  le  rôle  délétère  de  l’enzyme  ont  également  été  confirmés  dans  des modèles 

animaux  d’athérosclérose  (souris  ApoE‐/‐).  Il  a  été  montré  d’une  part  que  la  PARP,  par  son  effet  

pro‐inflammatoire mais également par la diminution de l’activité de la NOS endothéliale, participe au 

processus d’athérogenèse. D’autre part, des études suggèrent que  la PARP pourrait être  impliquée 

dans la déstabilisation de la plaque d’athérosclérose, en modifiant notamment la composition de la 

plaque (voir pour revue Xu et al., 2014).  

L’inhibition de la PARP par l’INO‐1001 dans un modèle murin d’athérosclérose a permis de protéger 

l’endothélium  puisqu’une  amélioration  des  fonctions  vasomotrices  endothéliales  a  été  observée 

(Benkö  et  al.,  2004).  Par  ailleurs,  Von  Lukowicz  et  al.  (2008)  ont mis  en  évidence  que  l’inhibition 

génétique  ou  pharmacologique  de  la  PARP‐1  par  le  PJ34  inhibe  la  formation  des  plaques 

d’athérosclérose  chez  des  souris  ApoE‐/‐,  via  notamment  une  diminution  de  l’expression  des 

molécules  d’adhésion  VCAM‐1,  E‐  et  P‐sélectine.  Ces  résultats  ont  été  confirmés  par  Oumouna‐

Benachour et al. (2007) qui ont montré que l’inhibition de la PARP permet de diminuer le nombre et 

la  taille  des  plaques  d’athérosclérose.  L’inhibition  de  l’enzyme  a  également  permis  de  stabiliser  la 

plaque d’athérosclérose existante, en diminuant  la quantité de cellules spumeuses et  la production 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de  MCP‐1  (monocyte  chemotactic  protein‐1),  en  augmentant  la  quantité  de  collagène  et  en 

renforçant la chape fibreuse qui est enrichie en cellules musculaires lisses. 

 

Ainsi,  l’ensemble  de  ces  études  montre  que  les  inhibiteurs  de  PARP  permettent  de  diminuer  la 

dysfonction vasculaire par la protection de l’endothélium. Mais l’endothélium ne semble pas être la 

seule  cible  de  cette  enzyme  puisque  d’autres  études  suggèrent  que  les  inhibiteurs  de  PARP 

pourraient également agir sur les plaquettes.  

 

3. PARP, plaquettes et perfusion tissulaire 

Jusqu’à  présent,  peu  d’études  se  sont  intéressées  à  l’effet  de  l’inhibition  de  la  PARP  sur 

l’activation/agrégation  plaquettaire.  Néanmoins,  Khandoga  et  al.  (2002)  ont  montré  qu’à  la  suite 

d’une  ischémie/reperfusion  hépatique  réalisée  chez  la  souris,  la  délétion  du  gène  de  la  PARP‐1 

permet de diminuer  significativement  l’adhésion des plaquettes dans  les microvaisseaux ;  cet effet 

s’accompagne  également  d’une  diminution  de  l’adhésion  leucocytaire  et  permet  d’améliorer  la 

perfusion  tissulaire.  Dans  ce  modèle  d’ischémie/reperfusion  hépatique,  le  rôle  de  la  PARP  dans 

l’interaction  entre  les  plaquettes  et  l’endothélium  semble  être  lié  à  une  augmentation  de  la 

translocation de la P‐sélectine et de l’expression post‐ischémique des taux d’ARNm d’ICAM‐1.  

Deux ans plus tard, cette même équipe a confirmé le rôle de la PARP dans l’agrégation plaquettaire 

en  utilisant  cette  fois‐ci  un  inhibiteur  pharmacologique  de  l’enzyme :  le  5‐AIQ  

(5‐aminoisoquinolinone), dans le même modèle d’ischémie/reperfusion hépatique (Khandoga et al., 

2004).  Ce  traitement  a  permis  de  diminuer  l’adhésion  plaquettaire  dans  la  microcirculation  et 

d’améliorer la perfusion du tissu.  

Un  rôle  de  la  PARP  dans  l’agrégation  des  plaquettes  a  également  été  retrouvé  dans  un  modèle 

d’endotoxémie, au niveau des microvaisseaux pulmonaires (Kiefmann et al., 2004).  

 

Ces études suggèrent donc que les mécanismes à l’origine de l’implication de la PARP dans l’adhésion 

des  plaquettes  seraient  liés  à  une  augmentation  de  l’expression  des  molécules  d’adhésion. 

Néanmoins, d’autres études ont montré que cet effet serait indépendant de l’enzyme. En particulier 

dans  une  étude  réalisée  in  vitro,  Alexy  et  al.  (2004)  ont  émis  l’hypothèse  suivante :  comme  les 

inhibiteurs  de  PARP  présentent  une  ressemblance  structurelle  avec  l’ADP  (molécule  permettant 

l’agrégation  des  plaquettes),  certains  d’entres  eux  seraient  capables  d’entrer  en  compétition  avec 

l’ADP au niveau de ses récepteurs plaquettaires, et de s’opposer à l’agrégation des plaquettes.  

Une  étude  réalisée  au  laboratoire  par  le  Dr  Lechaftois  a  conforté  cette  hypothèse  en  montrant  

in vitro sur du sang humain, que le PJ34 aurait un effet antiagrégant plaquettaire via  les récepteurs 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P2Y12 puisqu’il  inhibe  l’agrégation  induite par  l’ADP. En revanche, à partir du plasma de souris,  les 

inhibiteurs de PARP n’ont eu aucun effet sur l’agrégation plaquettaire. La différence observée entre 

l’homme  et  la  souris  pourrait  être  liée  à  une  différence  de  structure  entre  les  récepteurs 

plaquettaires (P2Y12) selon les espèces (Lechaftois et al., sous presse). 

 

Ce  chapitre  illustre  le  rôle  majeur  de  la  PARP  dans  la  pathogénèse  de  plusieurs  maladies  et  en 

particulier  des  AVCi.  La  PARP  participe  notamment  aux  atteintes  vasculaires  qui  se  produisent  au 

cours de  l’ischémie cérébrale ; cette enzyme semble même impliquée dans  la toxicité vasculaire du 

rt‐PA. Néanmoins, avant de conclure sur l’intérêt d’associer un inhibiteur de PARP au rt‐PA chez les 

patients victimes d’AVCi,  il est indispensable de préciser les mécanismes mis en jeu par la PARP qui 

contribue aux atteintes endothéliales après une thrombolyse par le rt‐PA. 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BUT DU TRAVAIL 
 

 
A la suite du traitement d’un AVCi par le rt‐PA, les cliniciens sont confrontés à plusieurs problèmes : 

(1)  pour  la  majorité  des  patients  thrombolysés,  le  rt‐PA  n’est  que  partiellement  efficace 

(recanalisation  partielle)  voire  inefficace  (absence  de  recanalisation),  (2)  la  thrombolyse  est  suivie 

dans  20  à  30%  des  cas  d’une  réocclusion  du  vaisseau,  (3)  le  rt‐PA  multiplie  par  6  le  risque  de 

survenue des TH post‐ischémiques. Comprendre les mécanismes à l’origine de l’inefficacité du rt‐PA 

au travers de ses effets sur  l’hémostase et sur  l’endothélium vasculaire cérébral, constitue donc un 

enjeu majeur pour une meilleure prise en charge des AVCi.  

 

L’objectif  de  ce  travail  de  thèse  a  donc  été  de  poursuivre  les  travaux  initiés  au  laboratoire  en 

précisant  par  quels  mécanismes  le  rt‐PA  exerce  une  toxicité  vasculaire,  et  en  recherchant  la 

contribution de la PARP dans ces mécanismes. Pour cela, je me suis intéressée à l’effet du rt‐PA et de 

la PARP dans les phénomènes d’hypoperfusion et de réocclusion évalués par la présence de dépôts 

de  fibrine ;  j’ai  également  recherché  le  rôle  du  rt‐PA  dans  l’inflammation  post‐ischémique  en 

évaluant  l’expression  de  deux  marqueurs  endothéliaux,  VCAM‐1  et  ICAM‐1.  Enfin,  grâce  à  une 

collaboration  avec  l’équipe  du  Dr  Boulanger  (INSERM‐U970,  Paris‐Centre  de  Recherche 

Cardiovasculaire,  HEGP),  nous  nous  sommes  intéressés  à  un  autre  biomarqueur  récent  de 

dysfonction endothéliale : les microparticules endothéliales (MPE). Mon travail de thèse a comporté 

deux  volets,  l’un  in  vivo  et  l’autre  in  vitro.  In  vivo,  les  études  ont  été  réalisées  dans  un  modèle 

d’ischémie  cérébrale  qui  consiste  à  injecter  de  la  thrombine  dans  la  lumière  de  l’artère  cérébrale 

moyenne  (ACM)  afin  de  l’occlure.  Pour  les  études  in  vitro,  nous  avons  opté  pour  une  lignée  de 

cellules endothéliales cérébrales murines (bEnd.3).  

 

L’ensemble de ces travaux s’intègre dans l’étude des atteintes vasculaires induites par le rt‐PA, avec 

comme objectif à  terme, de proposer une stratégie permettant de pouvoir  faire bénéficier un plus 

grand nombre de patients victimes d’un AVCi d’une thrombolyse plus efficace et plus sûre. 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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

PREMIÈRE PARTIE : EXPÉRIMENTATIONS IN VIVO 
 

Toutes les expériences ont été réalisées chez des souris mâles Swiss d’un poids compris entre 27 et 

32 g (Janvier, Le Genest Saint Isle, France), en accord avec la Directive du Conseil de la Communauté 

Européenne du 24 novembre 1986 (86/609/EEC) et les réglementations françaises (D2001‐486) sur la 

protection des animaux utilisés en expérimentation. Les protocoles ont été approuvés par le Comité 

Régional d’éthique pour l’expérimentation animale (P2.CM.152.10). 

 

I. Modèle d’ischémie cérébrale focale par injection de thrombine 

Le modèle d’ischémie cérébrale utilisé est un modèle thromboembolique qui consiste à injecter de la 

thrombine dans la lumière de l’artère cérébrale moyenne (ACM) à l’aide d’une micropipette en verre. 

Ce modèle induit une occlusion distale de l’ACM et est à l’origine de lésions exclusivement corticales. 

Il a été élaboré par Orset et al. (2007) et introduit au laboratoire par Bérard Coqueran, technicien, et 

Mohamad El Amki, doctorant, en 2009.  

 

1. Détermination de l’activité de la thrombine  

Au  cours  de  la  prise  en  main  de  ce  modèle,  différentes  solutions  de  thrombine  ont  été  utilisées 

(thrombine α humaine, HCT‐0020, Haematologic Technologies Inc., Cryopep, Montpellier, France). La 

concentration en thrombine de chacune de ces solutions est définie en Unité par μl (UI/μl). Une unité 

correspond à la quantité nécessaire de thrombine pour induire un caillot en 10 secondes.  

Dès  réception  des  lots,  l’activité  de  la  thrombine  a  été  mesurée.  La  méthode  de  dosage  a  été 

élaborée avec  l’aide du Dr Le Bonniec  (UMR_S1140  Inserm, Université Paris Descartes),  ce qui m’a 

permis, par la suite, d’introduire cette technique au sein du laboratoire. 

La  thrombine est mise en présence du  substrat  chromogène BIOPHEN CS‐01(38)  (229001, HYPHEN 

BioMed,  Neuilly  sur  Oise,  France).  La  thrombine  hydrolyse  ce  peptide  et  libère  le  groupement 

paranitroaniline  (pNA)  dont  l’absorbance  est  mesurée  à  405  nm  à  l’aide  d’un  spectrophotomètre 

thermostaté  à  37°C.  La  vitesse  d’apparition  du  pNA  est  donc  proportionnelle  à  l’activité  de  la 

thrombine.  

La thrombine est ensuite diluée à la concentration souhaitée (0,75, 1,5 ou 1,9 UI/μl) dans un tampon 

adapté  (Tris  50  mM,  NaCl  150  mM,  PEG  6000‐0,2%  pH  8,0).  Ce  tampon  permet  de  maintenir  la 

solution  de  thrombine  stable  lors  de  sa  conservation  à  ‐80°C.  De  plus,  le  PEG  qui  est  un  agent 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d’enrobage,  diminue  le  contact  entre  la  thrombine  et  les  parois  de  la  micropipette  en  verre  afin 

d’éviter son agrégation.  

 

2. Préparation des micropipettes 

Un  capillaire  en  verre  (555/5,  Hoecht,  Sondheim‐Rhoen,  Allemagne)  est  fixé  sur  une  étireuse 

verticale (0811/5166257, GETAA, Munich, Allemagne). Par chauffage intense, cette machine permet 

d’étirer  le  capillaire  jusqu’à  sa  rupture  afin  d’obtenir  deux  micropipettes  ayant  chacune  une 

extrémité très effilée d’un diamètre d’environ 20 μm. L’extrémité de chaque micropipette est ensuite 

coupée manuellement dans le but d’obtenir un biseau permettant son introduction dans l’ACM.  

La  micropipette  reliée  par  un  cathéter  (E03403,  Merck,  Chennevieres  Les  Louvres,  France)  à  une 

seringue  de  50  ml  remplie  d'air,  est  fixée  sur  le  micromanipulateur  d’un  appareil  de  stéréotaxie 

(David Kopf, Roucaire, Courtaboeuf,  France)  afin de  réaliser  son  remplissage par aspiration avec  la 

solution de thrombine puis l’injection dans l’artère (figure 22.A). 

 

3. Réalisation de l’ischémie cérébrale chez la souris 

Les souris sont anesthésiées par voie intrapéritonéale (i.p ; 10 ml/kg) avec un mélange de kétamine 

(50 mg/kg, 0A3136D, Vétoquinol, Paris, France) et de xylazine (6 mg/kg, KP06J9P, Bayer, Leverkusen, 

Allemagne). L’ensemble de  la chirurgie est  réalisé sous une  loupe binoculaire  (Zeiss S21, Carl Zeiss, 

Jena, Allemagne). 

Une fois anesthésiée, la souris est placée en contention stéréotaxique comme l’illustre la figure 22.B. 

Une incision de la peau est réalisée entre l'oeil et l'oreille gauches  i.e. du côté ipsilatéral. Le muscle 

temporal  est  ensuite  dissocié  de  l’os  du  crâne  puis  une  craniectomie  est  effectuée  au  niveau  de 

l’ACM à l’aide d’une fraise dentaire (Micro‐Méga, Anthogyr, Sallanches, France). Un crochet permet 

de retirer la dure mère. L’insertion de la micropipette au niveau distal de l’ACM est immédiatement 

suivie  de  l’injection  de  1  μl  de  thrombine  en  3  à  5  minutes  (figure  22.C).  Afin  de  permettre  la 

stabilisation du caillot, la micropipette n’est retirée que 10 minutes après l'injection de la thrombine. 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Figure 22 : Modèle d’ischémie cérébrale par injection de thrombine 
A : La  flèche permet de  localiser  la micropipette en verre. Cette dernière placée sur  le micromanipulateur de  l’appareil de 

stéréotaxie est reliée à une seringue remplie d’air via un cathéter. B : La souris est positionnée en contention stéréotaxique. 

C :  Sous une  loupe binoculaire,  la bifurcation de  l’ACM gauche  (ipsilatérale)  est  identifiée puis  la micropipette  remplie de 

thrombine est insérée dans la lumière de l’artère. La thrombine est immédiatement injectée pour former un caillot de fibrine 

et occlure l’ACM (d’après la thèse du Dr El Amki, 2013). ACM : artère cérébrale moyenne. 

 

L’occlusion  de  l’ACM  est  confirmée  (1)  visuellement  en  observant  sous  une  loupe  binoculaire  le 

caillot se former, (2) par la chute du débit sanguin cérébral (DSC) mesuré à l’aide d’une sonde laser 

Doppler (IEC 60825‐1, Moor  instruments, Ltd, Millwey, Royaume‐Uni) positionnée dans  le territoire 

de l’ACM situé en aval de la micropipette. Seules les souris ayant une chute du DSC supérieure à 50% 

pendant au moins 30 minutes sont incluses dans l’étude. En effet, il a été précédemment montré au 

laboratoire que  les  reperfusions  spontanées  (RS) précoces se produisent dans  les 15 à 30 minutes 

après l’injection de thrombine (figure 23), et que les souris qui présentent une chute stable du DSC 

durant 30 minutes maintiennent cette chute pendant au moins 2 heures et développent une lésion 

corticale. 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Figure 23 : Suivi du DSC après l’injection de thrombine dans la lumière de l’ACM (n=8) 
L’augmentation  du  DSC  dès  15  minutes  après  l’injection  de  thrombine  signe  une  RS  (reperfusion  spontanée)  

et entraîne l’exclusion de cette souris de l’étude. 

 

Pendant la chirurgie, les souris sont placées sur une couverture chauffante thermostatée reliée à une 

sonde  rectale  (Harvard  Apparatus,  Edenbridge,  Kent,  Royaume‐Uni)  afin  de  maintenir  leur 

température corporelle à 37 ± 0,5°C. A l’issue de la chirurgie, les souris sont mises dans une couveuse 

thermostatée à 30°C avec un libre accès à l’eau et à la nourriture jusqu’à leur euthanasie.  

 

Des  souris  témoins  non  opérées  (naïves),  ainsi  que  des  souris  témoins‐opérées,  c’est‐à‐dire 

subissant  toute  les étapes de  la  chirurgie excepté  l’introduction de  la micropipette, ont également 

été incluses dans les études. 

 

 

II. Protocole d’administration des agents pharmacologiques 

Le  rt‐PA  (Actilyse®,  Boehringer  Ingelheim,  Ingelheim,  Allemagne)  est  commercialisé  sous  la  forme 

d’une poudre qui est dissoute dans du NaCl à 0,9% en condition d’asepsie (hotte à flux laminaire) afin 

d’obtenir une solution à 0,2 ou 2 mg/ml. Cette  solution est aliquotée et  conservée à  ‐40°C afin de 

préserver l’activité protéasique du rt‐PA (Wiernikowski et al., 2000). 

Le  rt‐PA  est  administré  par  voie  intraveineuse  (i.v. ;  veine  caudale),  4  heures  après  le  début  de 

l’ischémie, ce qui est considéré comme une administration tardive pour  le modèle par  injection de 

thrombine,  et  permet  d’étudier  l’effet  délétère  du  rt‐PA  (aggravation  des  TH  post‐ischémiques  et 

altération  de  la  BHE)  (El  Amki  et  al.,  2012 ;  El  Amki  et  al.,  en  préparation).  Notons  que  cette 

administration tardive s’oppose à l’administration précoce, soit 30 minutes après l’ischémie, qui est à 

l’origine d’effets protecteurs (diminution des volumes de lésion, de l’œdème cérébral et des déficits 

locomoteurs) (El Amki et al., 2012; Orset et al., 2007). 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Par  ailleurs,  depuis qu’une étude  in  vitro  a montré que  la  fibrinolyse par  le  t‐PA est  10  fois moins 

efficace  chez  le  rat  que  chez  l’homme  (Korninger  et  Collen,  1981),  la  dose  de  10  mg/kg  est 

couramment utilisée en recherche préclinique, contre 0,9 mg/kg en clinique. Néanmoins, les travaux 

de Haelewyn et al. (2010) puis ceux réalisés au laboratoire par El Amki et al. (2012), ont montré qu’à 

la suite de  l’ischémie chez  le rat et  la souris respectivement,  la dose de 0,9 mg/kg  induit des effets 

similaires à ceux obtenus avec 10 mg/kg. Par conséquent, au cours de mes travaux de recherche, j’ai 

testé la dose de 10 mg/kg et/ou la dose 0,9 mg/kg selon les études (figure 24).  

Les  souris  témoins‐opérées et  ischémiées ont  reçu  le  solvant du  rt‐PA  (NaCl,  0,9%)  selon  le même 

protocole. 

Le mode d’administration a été établi pour mimer les conditions d’administration du thrombolytique 

en clinique : 10% de la dose est administrée en bolus pendant 22 secondes, puis 90% de la dose en 

perfusion pendant environ 30 minutes (durée adaptée au poids de la souris). 

 

L’inhibiteur  de  PARP  le  PJ34  (3  mg/kg),  ou  son  solvant  (NaCl,  0,9%)  est  administré  par  voie  i.p.  

(10 ml/kg) selon deux protocoles d’administration (figure 24) : 

 2  injections :  la  première,  immédiatement  après  le  début  de  l’ischémie  et  la  seconde,  

3 heures après, 

 1 seule injection : 3 heures après le début de l’ischémie. 

Ces protocoles d’administration élaborés au  laboratoire par  le Dr El Amki ont permis de mettre en 

évidence  l’effet  protecteur  du  PJ34  vis‐à‐vis  des  TH  induites  par  le  rt‐PA  (El  Amki  et  al.,  en 

préparation).  

 

 

Figure 24 : Protocole d’administration des agents pharmacologiques 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III. Exsanguinoperfusion des animaux 

Pour  l’ensemble des  études d’immunohistochimie  et  pour  certaines mises  au point  du dosage des 

MPE, une étape d’exsanguinoperfusion a été réalisée avant le prélèvement des cerveaux des souris. 

Cette  étape  consiste  à  perfuser  les  animaux  avec  une  solution  de  NaCl  0,9%  héparinée  par  voie 

intracardiaque afin d’éliminer le sang circulant contenu dans les vaisseaux cérébraux.  

 

La  souris  est  anesthésiée  par  injection  de  pentobarbital  disodique  (Ceva  Santé  Animale,  Libourne, 

France) dilué au 1/5 dans du NaCl 0,9% (injection i.p. ; 60 mg/kg). Une incision est réalisée au niveau 

de  l’abdomen  puis  du  diaphragme  afin  d’insérer  une  aiguille  dans  l’apex  du  ventricule  gauche  de 

l’animal.  Cette  aiguille  est  reliée  à  une  bouteille  contenant  une  solution  de  NaCl  0,9%  héparinée 

(Héparine Choay® ; 50 UI/ml ; Sanofi Synthelabo, Le Plessis Robinson, France). Dès que  la perfusion 

intracardiaque est débutée, l’oreillette droite est immédiatement incisée pour permettre au sang de 

s’évacuer hors du corps de l’animal. La perfusion est maintenue pendant 5 minutes à une pression de 

100 mmHg, qui correspond à une pression proche de la pression sanguine physiologique. A l’issue de 

la perfusion, le dispositif est retiré et le cerveau prélevé.  

 

 

IV. Évaluation des volumes de lésion cérébrale 

Deux techniques de coloration ont été utilisées pour visualiser les lésions cérébrales 24 heures après 

l’ischémie : le chlorure de triphényltétrazolium (TTC) et le violet de crésyl.  

1. Coloration de la lésion par le TTC 

Les  souris  sont  euthanasiées  par  dislocation  cervicale  et  les  cerveaux  sont  prélevés.  Sept  coupes 

coronales  de  1  mm  d’épaisseur  sont  ensuite  réalisées  à  l’aide  d’un  chopper  (Mickle  Laboratory 

Engineering,  Gomshall  Surrey,  Royaume‐Uni)  (figure  25.A).  Ces  coupes  sont  alors  immergées  dans 

une  solution  de  TTC‐2%  (T‐8877,  Sigma,  St  Quentin  Fallavier,  France)  pendant  10  minutes  à 

température ambiante. 

  Le  TTC  est  un  produit  incolore  qui  devient  rouge  lorsqu’il  est  réduit  en  formazan  par  les 

déshydrogénases mitochondriales.  Ainsi,  les  zones  cérébrales  encore  saines  et  fonctionnelles  sont 

colorées en rouge/rosé tandis que les zones lésées restent blanches (Figure 25.B). 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Figure 25 : Coloration de la lésion cérébrale par le TTC 24 heures après l’ischémie 
A :  Sept  coupes  coronales  de  1 mm  d’épaisseur  ont  été  réalisées.  B :  Après  coloration  par  le  TTC,  le  tissu  sain  apparaît 

rouge/rosé et la zone lésée est blanche. 

 

2. Coloration de la lésion par le violet de crésyl 

Les souris sont exsanguinoperfusées comme décrit précédemment et euthanasiées. Leurs cerveaux 

sont prélevés et  immédiatement plongés dans une solution d’isopentane à  ‐40°C, puis  conservés à 

cette même température jusqu’à leur utilisation. Treize coupes coronales de 20 μm d’épaisseur sont 

réalisées tous les 500 μm du niveau d’antériorité +2,68 jusqu’au niveau ‐3,28 par rapport au bregma 

à  l’aide  d’un  cryostat  (Jung  CM  3000,  Leica Microsystèmes,  Nanterre,  France) maintenu  à  environ  

‐17°C (figure 26.A). Les lames sont conservées à ‐20°C jusqu’au jour de leur utilisation.  

  Le violet de crésyl est un colorant basique qui présente une forte affinité pour les corps de Nissl 

localisés  dans  les  neurones.  Ainsi,  cette  coloration  permet  de  distinguer  les  régions  saines  qui 

apparaissent en violet du tissu nécrosé qui reste blanc (figure 26.B). 

 

 

Figure 26 : Coloration de la lésion cérébrale par le violet de crésyl 24 heures après l’ischémie 
A : Représentation des 13 niveaux de coupes coronales (20 μm d’épaisseur) réalisées au cryostat (d’après l’atlas de Franklin 

et Paxinos, 2001). B : Après coloration par le violet de crésyl, le tissu sain apparaît violet et la zone lésée blanche. 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La  réalisation  de  la  coloration  au  violet  de  crésyl  consiste  à  plonger  les  lames  sur  lesquelles  les 

coupes de cerveaux ont été prélevées dans une succession de bains comme décrits ci‐dessous : 

Bain Durée 

Solution de Carnoy 5 minutes 

Solution de violet de crésyl 4 minutes 

Eau distillée 1 passage dans 2 bains successifs 

Éthanol à 70° 1 passage 

Éthanol à 95° 1 passage 

Éthanol absolu 1 passage 

Toluène Jusqu’au montage 

 

Le  montage  des  lames  est  ensuite  réalisé  en  déposant  quelques  gouttes  d’une  solution  d’Eukitt® 

(Quick‐hardening mounting medium, Fisher, Strasbourg, France) entre la lame et la lamelle. 

 

3. Quantification du volume de lésion cérébrale 

Les coupes de cerveaux sont photographiées à l’aide d’une caméra (Motic Imageo Plus 2.0.10, Motic 

China  Group  Co,  Ltd,  Guangzhou,  Chine).  La  surface  de  la  lésion  corticale  de  chaque  niveau  est 

ensuite  mesurée  grâce  au  logiciel  ImageJ  (version  1.47,  NIH,  Bethesda,  USA).  Chaque  surface  de 

lésion est alors corrigée par le rapport (surface du cortex droit / surface du cortex gauche) pour tenir 

compte  de  l’œdème  cortical  induit  par  l’ischémie.  Le  volume  de  la  lésion  est  ensuite  calculé  en 

multipliant  les  surfaces  corrigées  par  la  distance  séparant  les  niveaux  de  coupe  et  est  exprimé  

en mm3.  

 

V. Évaluation de la présence de fibrine et de l’expression des molécules d’adhésion  

1. Western blot 

a) Prélèvement et préparation des échantillons  

 Étude des dépôts de fibrine 

Immédiatement après l’euthanasie des souris, les cerveaux sont prélevés puis 7 coupes coronales de 

1  mm  d’épaisseur  sont  réalisées  à  l’aide  d’un  chopper  (Mickle  Laboratory  Engineering,  Gomshall 

Surrey,  Royaume‐Uni).  Le  cortex des  coupes de  l’hémisphère  ischémié  (ipsilatéral)  est  prélevé.  Les 

coupes 3‐4‐5 (région b) qui correspondent au cœur de la lésion sont alors rassemblées, ainsi que les 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coupes  1‐2  (région  a)  et  6‐7  (région  c)  en périphérie  de  la  lésion  (figure  27).  Les  échantillons  sont 

immédiatement congelés à – 40°C jusqu’au jour de leur broyage. 

 

Figure 27 : Prélèvement des échantillons pour l’étude des dépôts de fibrine par Western blot 
A : Schéma des 7 coupes coronales de 1 mm d’épaisseur réalisées au chopper (vue supérieure). B : Localisation des régions a, 

b et c sur un schéma de cerveau en position sagittale. 

 

Les  échantillons  sont  homogénéisés  à  froid  à  l’aide d’un potter  électrique  à  embout  conique dans 

environ 10 fois leur volume soit 380 μl de tampon de broyage préparé extemporanément (héparine 

10  UI/ml  ‐  acide  ε‐aminocaproïque  0,1  M  ‐  EDTA  trisodique  5  mM  ‐  aprotinine  20  µM  ‐ 

phénylméthylsulfonyl fluoride 2 mM ‐ tampon PBS). Les homogénats sont ensuite agités par rotation 

pendant  14  heures  à  4°C.  Les  échantillons  sont  alors  centrifugés  (10  000g,  10 minutes,  4°C)  et  les 

culots  sont  resuspendus  dans  380  μl  du  tampon  précédent  dépourvu  de  phénylméthylsulfonyl 

fluoride,  puis  de  nouveau  centrifugés  (10  000g,  10  minutes,  4°C).  Les  nouveaux  culots  sont 

resuspendus dans 380 μl d’urée  (solution d’urée à 3 ou 6 M selon  les études) puis  agités pendant  

2  heures  dans  un  bain‐marie  thermostaté  à  37°C.  Les  échantillons  sont  fortement  vortexés  puis 

centrifugés  à  14  000g  à  4°C  pendant  15  minutes.  Les  culots  sont  ensuite  vigoureusement 

resuspendus dans  100 ou 200 μl  de  tampon de  Laemmli  en  conditions  réductrices  (Tris‐HCl  0,5 M  

pH 6,8 ‐ glycérol 10% ‐ ß‐mercaptoéthanol 5% ‐ SDS 4%), puis chauffés à 65°C pendant 10 minutes ou 

à  90°C  pendant  15  minutes  selon  les  expériences.  Les  échantillons  sont  de  nouveau  fortement 

vortexés et une partie est prélevée afin de réaliser le dosage des protéines par la méthode EZQ® (voir 

paragraphe V.1.b). Le reste des échantillons est conservé à ‐ 40°C jusqu’à  la réalisation du Western 

blot de fibrine (voir paragraphe V.1.c). 

 

 Étude des molécules d’adhésion : VCAM‐1 et ICAM‐1 

L’évaluation  de  l’expression  des  molécules  d’adhésion,  VCAM‐1  et  ICAM‐1,  a  été  réalisée  par 

Western blot sur les mêmes échantillons. 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Immédiatement après l’euthanasie des animaux, les cerveaux des souris sont prélevés. A l’aide d’un 

chopper  (Mickle  Laboratory  Engineering,  Gomshall  Surrey,  Royaume‐Uni),  7  coupes  coronales  de  

1 mm d’épaisseur sont réalisées. Le cortex des coupes 3, 4 et 5 de l’hémisphère ischémié (ipsilatéral) 

est prélevé. Ces 3 coupes représentent la région b, cœur de la lésion (figure 28). Les échantillons sont 

alors immédiatement congelés à – 40°C jusqu’au jour de leur broyage. 

 
Figure 28 : Prélèvement des échantillons pour l’étude de VCAM‐1 et ICAM‐1 par Western blot 
A : Schéma des 7 coupes coronales de 1 mm d’épaisseur réalisées au chopper (vue supérieure). B : Localisation de la région b 

sur un schéma de cerveau en position sagittale. 

 

Le  jour  du  broyage,  une  pastille  d’inhibiteurs  de  protéases  « Complete  Mini,  Protease  Inhibitor 

Cocktail Tablets » (04693124001, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Allemagne) est ajoutée dans 

10  ml  de  tampon  de  broyage  (Tris‐HCl  50  mM  ‐  NaCl  150  mM‐  Triton  X‐100  1% ;  pH  7,4).  Les 

échantillons  sont  alors  broyés  à  froid  dans  10  fois  leur  volume de  ce  tampon de  broyage (environ  

400 μl/échantillon) à l’aide d’un ultra‐turrax (Ultra‐turrax® T8, IKA, Staufen, Allemagne), puis passés 

au  sonicateur  (2x5  secondes).  Les  homogénats  sont  ensuite  centrifugés  pendant  15  minutes  à  

12 000g à 4°C. Une partie du surnageant est prélevée pour doser les protéines par la méthode BCA 

(voir  paragraphe  V.1.b) ;  le  reste  de  surnageant  est  dilué  au  1/2  dans  du  tampon  de  Laemmli  en 

conditions  réductrices  (Tris‐HCl  0,5  M  pH  6,8  ‐  glycérol  10%  ‐  ß‐mercaptoéthanol  5%  ‐  SDS  4%). 

Chaque échantillon est alors chauffé à 95°C pendant 10 minutes puis conservé à ‐ 40 °C jusqu’au jour 

du Western blot d’ICAM‐1 et de VCAM‐1 (voir paragraphe V.1.c). 

b) Dosage des protéines 

 Méthode EZQ® 

Le dosage des protéines est  réalisé par  fluorescence à  l’aide du  réactif  contenu dans  le  kit  « EZQ® 

Protein  Quantitation »  (R33200,  Molecular  Probes,  Interchim,  Clichy,  France).  Une  gamme  étalon 

comprise entre 0 et 1,5 mg/ml est réalisée à partir d’une solution d’ovalbumine fournie dans ce kit et 

diluée dans du tampon de Laemmli. 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Les échantillons, ainsi que chaque point de gamme sont déposés en triplicata (1 μl par dépôt) sur une 

feuille de papier (fournie par le fabricant du kit) positionnée sur une plaque 96 puits. La membrane 

est  ensuite  séchée  et  incubée  dans  du  méthanol  (40  ml/membrane)  pendant  5  minutes  sous 

agitation,  ce  qui  correspond  à  l’étape  de  fixation  des  protéines.  Après  avoir  de  nouveau  séché  la 

membrane,  cette  dernière  est  mise  en  présence  du  réactif  EZQ®  (40ml/membrane)  pendant  

30 minutes sous agitation et à l’abri de la lumière. Les membranes sont rincées 3 fois 2 minutes avec 

un mélange acide acétique 7% ‐ méthanol 10%. A  l’aide d’un  fluorimètre,  la  fluorescence est  alors 

mesurée  (excitation : 440 nm, émission : 620 nm) et est proportionnelle à  la quantité de protéines 

présentes dans les échantillons. 

 Méthode BCA 

Le  dosage  des  protéines  est  réalisé  par  la  méthode  BCA  (acide  bicinchoninique)  à  l’aide  du  kit 

« bicinchoninic  Acid  Protein  Assay »  (BCA1,  Sigma‐Aldrich,  Saint  Quentin  Fallavier,  France).  Le 

principe  de  ce  dosage  repose  sur  la  formation  d’un  complexe  protéine‐Cu2+  en  condition  alcaline, 

suivie  d’une  réduction  du  Cu2+ en  Cu+.  L’ion  Cu+,  en  formant  un  complexe  violet  avec  le  BCA, est 

détecté  par  colorimétrie.  L’absorbance  mesurée  est  proportionnelle  à  la  quantité  de  protéines 

présentes dans l’échantillon. 

Une  gamme  étalon  est  réalisée  à  partir  d’albumine  sérique  bovine  (A3059,  Sigma‐Aldrich,  Saint 

Quentin Fallavier, France) comprise entre 0,1 et 1,5 mg/ml. Cette gamme ainsi que les échantillons à 

doser sont déposés en duplicata sur une microplaque 96 puits à raison de 25 μl par puits. Un volume 

de  200  μl  d’un  tampon  de  travail  est  ajouté  dans  chaque  puits.  Ce  tampon  de  travail  a  été 

préalablement obtenu en mélangeant  le  réactif A du kit  (solution alcaline d’acide bicinchoninique ; 

B9643,  Sigma‐Aldrich,  Saint  Quentin  Fallavier,  France)  avec  le  réactif  B  (solution  de  sulfate  de 

cuivre(II) ;  C2284,  Sigma‐Aldrich,  Saint  Quentin  Fallavier,  France)  dans  un  rapport  de  50 :1.  Après  

30 minutes d’incubation à 37°C, l’absorbance à 562 nm est mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre 

(SPECTROstarNano, BMG LABTECH, Champigny sur Marne, France). 

c) Réalisation du Western blot  

La  technique  de Western  blot  consiste  à  séparer  les  protéines  de  l’échantillon  par  électrophorèse 

selon  leur  masse  moléculaire  puis  à  révéler  la  protéine  d’intérêt  à  l’aide  d’un  anticorps  (AC) 

spécifique. 

 Electrophorèse 

Sur un  gel  de  concentration  en polyacrylamide  à  4,15%,  les  échantillons  sont  déposés  en quantité 

constante  de  protéines  (voir  tableau  5),  au  même  titre  qu’un  marqueur  de  masse  moléculaire  

(5 μl/puits ; RPN800E, Full‐Range rainbow, Amersham, GE Healthcare, Velizy‐Villacoublay, France). 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La migration des échantillons à travers le gel de concentration sous courant constant (25 mA/gel) et 

en  présence  de  tampon  d’électrophorèse  (Tris  25 mM  –  glycine  192 mM  –  SDS  0,1%)  permet  de 

concentrer les protéines afin qu’elles pénètrent simultanément dans un gel de migration, lui‐même 

en polyacrylamide à 10 ou 7,5% (voir tableau 5). Une fois dans le gel de migration, les protéines sont 

séparées en fonction de leur masse moléculaire.  

 Electrotransfert 

Les  protéines  sont  ensuite  transférées  sur  une  membrane  de  polyfluorure  de  vinylidène  (PDVF ; 

porosité  0,45 μm ; membrane préalablement  activée  dans  de  l’éthanol  absolu)  pendant  1  heure  à 

100 Volts dans un tampon de transfert (Tris 500 mM ‐ glycine 384 mM ‐  20% d’éthanol). 

 Blocage des sites non spécifiques et immunomarquage 

Les membranes  sont  incubées  pendant  1  heure  à  température  ambiante  sous  agitation  dans  une 

solution de T‐TBS à 0,1% (Tris 10 mM ‐ NaCl 142 mM ‐ pH 7,6 ‐ 0,1% de Tween 20) contenant 5% de 

lait afin de bloquer les sites non spécifiques. Les membranes sont ensuite incubées toute la nuit à 4°C 

en présence de l’AC primaire dilué dans la solution de blocage (voir tableau 5). Après 3 lavages (1x15 

minutes  puis  2x5 minutes)  dans  du  tampon  T‐TBS  à  0,1%,  les membranes  sont mises  en  présence 

d’un AC secondaire dilué dans la solution de blocage pendant 1 heure sous agitation, à température 

ambiante et à l’abri de la lumière (voir tableau 5). Trois lavages sont ensuite réalisés (1x15 minutes et 

2x5 minutes) dans du tampon T‐TBS à 0,1%.  

 Révélation 

 Révélation par chimioluminescence (ECL) 

Le système de révélation Enhanced Chimio Luminescence (ECL) select consiste à ajouter sur chaque 

membrane  pendant  environ  5  minutes,  1  ml  de  substrat  ECL  Prime  (RPN2232,  Amersham,  

GE‐Healthcare,  Velizy‐Villacoublay,  France)  qui  contient  du  luminol,  le  substrat  de  l’enzyme  HRP 

(horseRadish Peroxidase) couplée à l’AC secondaire.  

L’action de l’HRP sur le luminol entraîne une émission de lumière qui est impressionnée sur des films 

radiographiques (Z373508, Sigma‐Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) dans une chambre noire.  

 Révélation par chimiofluorescence (ECF) 

Cette  technique de  révélation nécessite une amplification du signal via  la  fixation d’un AC  tertiaire 

anti‐fluorescéine couplé à  la phosphatase alcaline (RPN5781 du Kit ECF, Amersham, GE Healthcare, 

Velizy‐Villacoublay,  France)  dilué  au  1/2000ème  dans  la  solution  de  blocage.  Après  1  heure 

d’incubation  sous  agitation,  à  température  ambiante  et  à  l’obscurité,  les  membranes  sont  lavées 

dans du tampon T‐TBS à 0,1%. 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La révélation est réalisée par l’ajout sur chaque membrane de 1 ml de substrat pour la phosphatase 

alcaline  «  Enhanced Chimio  Fluorescence  »  (ECF  ;  RPN5789 du  kit  ECF,  Amersham, GE‐Healthcare, 

Velizy‐Villacoublay, France). Après 20 minutes d’incubation à l’abri de la lumière, les membranes sont 

scannées à  l’aide du Storm 860  (lecture en  fluorescence bleue  ; GE Healthcare, Velizy‐Villacoublay, 

France). Une  semi‐quantification est  réalisée avec  le  logiciel  ImageQuant 5.2  (Molecular Dynamics, 

Foster City, California, USA). Les résultats sont exprimés en unités arbitraires (UA) après soustraction 

du  bruit  de  fond  correspondant  à  une  zone  de  la  membrane  sans  dépôt.  Pour  tenir  compte  des 

différences  induites  au  cours  de  l’électrotransfert  entre  les  membranes,  3  points  communs  sont 

déposés sur chaque membrane et un facteur de correction est calculé. 

Tableau 5 : CONDITIONS EXPÉRIMENTALES UTILISÉES AU COURS DES WESTERN BLOT  

Protéine 
d’intérêt 

Quantité de 
protéines / 
puits (μg)  

Gel de 
migration AC primaire AC secondaire Technique 

de révélation 

Fibrine 
5 
10 
15 

7,5% 
10% 

AC de lapin anti‐
fibrin(ogène) 
(A0080, Dako) 

 Dilution: 1/2 000; 1/4 000; 
1/8 000; 1/12 000 

AC anti‐IgG de lapin, 
couplé HRP  

(NA934, Amersham)   
Dilution: 1/50 000 

ECL 

AC anti‐IgG de lapin, 
couplé FITC 

(N1034, Amersham) 
Dilution: 1/1 000  

ECF 

VCAM‐1 40 7,5% 

AC de lapin anti‐VCAM‐1 
(sc‐8304, Santa Cruz) 
Dilution: 1/1 000 

AC de lapin anti‐VCAM‐1 
(EPR5047, Abcam) 
Dilution: 1/1 000 

AC anti‐IgG de lapin, 
couplé FITC 

(N1034, Amersham) 
Dilution: 1/1 000  

ECF 

ICAM‐1 40 7,5% 

AC de lapin anti‐ICAM‐1 
(sc‐1511‐R, Santa Cruz) 

Dilution: 1/500 

AC de lapin anti‐ICAM‐1 
(ab124759, Abcam) 
Dilution: 1/600 

AC anti‐IgG de lapin, 
couplé FITC 

(N1034, Amersham) 
Dilution: 1/1 000  

ECF 

AC de chèvre anti‐ICAM‐1 
(AF796, R&D Systems) 

Dilution: 1/2 000 

AC anti‐IgG de chèvre, 
couplé FITC 

(31533, Pierce) 
Dilution: 1/200 

Actine 40 7,5% 
AC de lapin anti‐actine 

(A‐2066, Sigma) 
Dilution: 1/10 000 

AC anti‐IgG de lapin, 
couplé FITC 

(N1034, Amersham) 
Dilution: 1/1 000  

ECF 

 
 



  94

d) Remarques 

 Préparation des témoins positifs 

 Témoin positif pour le Western blot de la fibrine 

Du  fibrinogène  a  été  utilisé  comme  contrôle  positif  lors  de  la  mise  au  point  du Western  blot  de 

fibrine.  Le  fibrinogène  a  été  purifié  à  partir  d’échantillons  de  sang  humain  par  le  Dr  Le  Bonniec 

(UMR_S1140 Inserm, Université Paris Descartes), puis a été dilué dans du tampon de Laemmli avant 

d’être utilisé en Western blot. Différentes quantités de fibrinogène ont été déposées dans les gels, de 

2,5 ng à 0,1 μg selon les études. 

 Témoin positif pour le Western blot d’ICAM‐1 

Des cellules Raw 264.7 (sc‐2211, Santa Cruz biotechnology, Heidelberg, Allemagne) diluées dans du 

tampon de Laemmli ont été utilisées comme contrôle positif lors de la mise au point du Western blot 

d’ICAM‐1  (quantité  déposée :  25  μg/puits).  Il  s’agit  d’un  lysat  cellulaire  provenant  d’une  lignée 

murine  de  macrophages,  couramment  utilisé  comme  témoin  positif  pour  des  marqueurs 

d’inflammation. 

 Utilisation d’un peptide bloquant lors du Western blot d’ICAM‐1 

Afin de s’assurer de  la spécificité des signaux observés grâce à  l’AC anti‐ICAM‐1 de chez Santa Cruz 

(sc‐1511‐R),  nous  avons  utilisé  son  peptide  bloquant  (ICAM‐1  (M‐19)  P,  sc‐1511  P,  Santa  Cruz 

Biotechnology, Heidelberg, Allemagne).  La concentration du peptide bloquant  (2 µg/ml) est définie 

selon  les  recommandations  du  fournisseur :  ce  dernier  doit  être  en  excès  par  rapport  à  l’AC  anti‐

ICAM‐1, c’est‐à‐dire en quantité 5 fois supérieure.  

Les  membranes  sont  incubées  avec  l’AC  seul  ou  avec  l’AC  en  présence  de  peptide  bloquant.  La 

structure du peptide correspond à l’épitope reconnu par l’AC anti‐ICAM‐1. Ainsi,  le peptide présent 

en excès se lie à l’AC qui ne peut donc plus se fixer sur sa protéine cible. Par conséquent, les signaux 

spécifiques  correspondent  aux  bandes  détectées  après  incubation  des  membranes  avec  l’AC  

anti‐ICAM‐1 et qui disparaissent en présence du peptide neutralisant. 

 

2. Immunohistochimie (IHC) 

Les  souris  sont  exsanguinoperfusées  et  les  cerveaux  sont  prélevés  puis  préparés  selon  les mêmes 

conditions que lors de la coloration par le violet de crésyl (voir paragraphe IV.2). 

a) Réalisation de l’IHC  

 Étude de l’expression de la fibrine et de VCAM‐1 : révélation par la DAB 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Le  principe  de  cet  immunomarquage  repose  sur  la  fixation  d’un  AC  primaire  qui  reconnaît 

spécifiquement  la  molécule  d’intérêt.  Cette  étape  est  suivie  de  la  fixation  sur  cet  AC  d’un  AC 

secondaire couplé à la biotine. Une étape d’amplification du signal est alors réalisée en ajoutant des 

complexes streptavidine‐peroxydases qui se lient à la biotine. Ces complexes dégradent le peroxyde 

d’hydrogène  et  libèrent  de  l’oxygène  qui  entraîne  à  son  tour  l’oxydation  de  la  DAB  (3,3’‐

diaminobenzidine tétrahydrochloride) à l’origine d’une coloration brune détectable et quantifiable.  

 

Les coupes de cerveaux sont fixées à l’aide d’une solution d’acétone à 4°C pendant 10 minutes. Après 

séchage,  les  lames  sont placées dans une chambre humide et  les  coupes  sont  réhydratées grâce à 

une solution de PBS (3x5 minutes). Afin d’inactiver les peroxydases endogènes, les lames sont mises 

en présence d’une solution de peroxyde d’hydrogène (PBS ‐ 0,3% d’H2O2 ‐ 3% de méthanol) pendant 

10 minutes sous agitation. Après 3  lavages de 10 minutes avec une solution de PBS,  les  lames sont 

incubées  dans  la  chambre  humide  entre  30  et  45 minutes  en  présence  d’une  solution  de  blocage 

(tableau 6). Cette étape permet de bloquer les sites non spécifiques avant l’incubation pendant une 

nuit à 4°C avec l’AC primaire dilué dans cette même solution de blocage (tableau 6). A l’issue de cette 

incubation,  3  lavages  sont  réalisés  (3x10 minutes)  avec  une  solution  de  PBS  puis  les  coupes  sont 

mises  en  contact  avec  l’AC  secondaire  dilué  dans  la  solution  de  blocage  durant  2  heures  à 

température ambiante dans la chambre humide (tableau 6). Les lames sont lavées 3 fois 10 minutes 

avec une solution de PBS. Les coupes sont ensuite incubées 30 minutes à température ambiante avec 

la solution contenant  les complexes streptavidine‐peroxydase (PK‐6100, VECTASTAIN® Elite ABC kit, 

Vector  Laboratories,  Peterborough,  Angleterre).  Après  3  lavages  de  10  minutes,  les  coupes  sont 

mises  en  présence  d’une  solution  filtrée  de  DAB  (D5905,  Sigma‐Aldrich,  Saint  Quentin  Fallavier, 

France) entre 3 et 5 minutes. Deux  lavages de 5 minutes dans de  l'eau distillée sont effectués. Les 

lames peuvent alors être successivement plongées dans des bains d'éthanol à 70°, 90° et 100° puis 

dans un bain de toluène jusqu’à leur montage à l'Eukitt® (Quick‐hardening mounting medium, Fisher, 

Strasbourg,  France).  Les  coupes  de  cerveaux  sont  observées  au  microscope  (Axioskop  Zeiss, 

Gottingen, Allemagne) pour réaliser la quantification du marquage. 

Tableau 6 : CONDITIONS EXPÉRIMENTALES UTILISÉES LORS DES IMMUNOHISTOCHIMIES 

Molécule 
d’intérêt Solution de blocage AC primaire AC secondaire 

Fibrine 
PBS – 5% de sérum d’âne 

(D9663, Sigma) 

AC de lapin anti‐fibrin(ogène) 
(ab34269, Abcam) 

Dilution: 1/500 

AC biotinylé d’âne anti‐lapin 
(RPN1004, Amersham) 

Dilution: 1/400 

VCAM‐1 PBS – 5% de sérum de chèvre 
(G9023, Sigma) 

AC de rat anti‐VCAM‐1 
(MCA2297, Serotec) 

Dilution: 1/200 

AC biotinylé de chèvre anti‐rat 
(STAR131B, Serotec) 

Dilution: 1/400 
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Notons que lors des mises au point des marquages, des témoins négatifs (c’est‐à‐dire des coupes de 

cerveaux  subissant  toutes  les étapes du protocole excepté  l’incubation avec  l’AC primaire) ont été 

réalisés afin de s’assurer de la spécificité des marquages obtenus. 

 Étude de l’expression d’ICAM‐1 : révélation par immunofluorescence 

Les coupes de cerveaux sont fixées dans un bain d’acétone à 4°C pendant 10 minutes. Les  lames sont 

ensuite séchées et placées dans une chambre humide. Les coupes sont alors réhydratées grâce à une 

solution  de  PBS  durant  10  minutes.  Selon  les  expériences,  une  étape  de  blocage  des  sites  non 

spécifiques peut être effectuée en incubant pendant 30 minutes les lames avec une solution de PBS 

contenant 5% de sérum d’âne (tableau 7). Les lames sont alors mises en présence de l’AC anti‐ICAM‐

1  dilué  dans  la  solution  de  blocage  pendant  1  heure  à  température  ambiante  dans  la  chambre 

humide  (tableau  7).  A  l’issue  de  cette  incubation,  3  lavages  de  10  minutes  sont  réalisés  sous 

agitation. Les coupes sont incubées en présence de l’AC secondaire pendant 2 heures à température 

ambiante dans la chambre humide et à l’abri de la lumière. Cet AC a été préalablement dilué dans la 

solution de blocage (tableau 7). Après 3 lavages de 10 minutes chacun avec du PBS, le montage des 

lames  est  réalisé  à  l’obscurité  à  l’aide  d’une  solution  de Mowiol  4‐88  (81381,  Sigma‐Aldrich,  Saint 

Quentin Fallavier, France).  

Afin de quantifier le marquage obtenu, les lames sont scannées à l’aide d’un scanner à fluorescence 

(NanoZoomer  2.0  RS,  Hamamatsu, Massy,  France)  à  l’Institut  du  Cerveau  et  de  la Moelle  épinière 

(ICM) au sein de  l’Hôpital Pitié Salpêtrière, et  les  images sont exportées grâce au  logiciel NDP.view 

(NanoZoomer Digital Pathology, version 2.3.0). 

 

Tableau 7 : CONDITIONS EXPÉRIMENTALES UTILISÉES LORS DES IMMUNOFLUORESCENCES 

Molécule 
d’intérêt 

Solution de blocage AC primaire AC secondaire 

ICAM‐1 

PBS – 5% de sérum de d’âne  
(D9663, Sigma) 

ou 

Sans étape de blocage  
(incubation avec le tampon PBS) 

AC de chèvre anti‐ICAM‐1 

(AF796, R&D Systems) 

 Dilution: 1/50 

 Dilution: 1/100 

AC d’âne anti‐chèvre couplé Alexa 
Fluor 488 (vert) 

(ab150133, Abcam) 

Dilution: 1/400 

 

Notons  que,  comme  précédemment,  des  témoins  négatifs  (i.e.  sans  AC  primaire)  ont  permis  de 

montrer la spécificité des marquages obtenus. 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b) Quantification des immunomarquages 

A  l’aide  du  logiciel  d’analyse  ImageJ  (version  1.47,  NIH,  Bethesda,  USA),  la  quantification  des 

marquages  de  VCAM‐1  et  d’ICAM‐1  est  réalisée  sur  les  coupes  2‐4‐6‐8‐10‐12  (figure  29.A),  avec  

2  régions  d’intérêt  par  coupe.  Le  modèle  d’ischémie  par  injection  de  thrombine  étant  à  l’origine 

d’une  lésion uniquement corticale, ces régions sont situées au niveau du cortex cérébral  ipsilatéral, 

avec une région localisée au cœur de la zone infarcie et une seconde région en bordure (figure 29.B). 

Si des zones présentent une forte accumulation de DAB ou de fluorescence au niveau de structure 

non vasculaire  (artefacts), elles  sont alors exclues des  régions d’intérêts. Un seuil de quantification 

est ensuite défini afin d’éliminer le bruit de fond et de ne détecter que le marquage spécifique. Enfin, 

le logiciel permet d’obtenir la surface totale de marquage dans chaque région d’intérêt, exprimée en 

pixels pour VCAM‐1 et en μm2 pour ICAM‐1. 

 

 
 

Figure 29 : Quantification des immunomarquages 
A : Représentation des 13 niveaux de coupes coronales de cerveaux (20 μm d’épaisseur) réalisées au cryostat (d’après l’atlas 

de  Franklin  et Paxinos,  2001).  Les niveaux 2‐4‐6‐8‐10‐12 ont  été utilisés pour  la quantification des marquages après  IHC.  

B : La coloration des coupes par le violet de crésyl a permis de mettre en évidence la lésion corticale et de définir 2 régions 

d’intérêt (région « cœur » et région « bordure ») pour la quantification des immunomarquages. 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VI. Détection des microparticules 

Les MPs ont été recherchées soit à partir du plasma des souris, soit dans le parenchyme cérébral des 

animaux. 

1. Prélèvement des échantillons 

a) Prélèvement de sang et préparation du plasma 

 Prélèvement par voie intracardiaque 

La  souris  est  anesthésiée  par  une  injection  i.p.  de  pentobarbital  disodique  dilué  au  1/5  dans  du 

NaCl  0,9%  (60 mg/kg ;  Ceva  Santé  Animale,  Libourne,  France),  puis  placée  en  décubitus  dorsal.  La 

paroi abdominale et  la cage thoracique sont incisées pour rendre le cœur accessible. A l’aide d’une 

seringue et d’une aiguille préalablement citratées, 630 μl de sang sont prélevés très doucement au 

niveau du ventricule droit. L’échantillon de sang est immédiatement déposé dans un tube Eppendorf 

contenant 70 μl d’une solution de citrate de sodium (0,130 M). Les échantillons doivent ensuite être 

centrifugés dans les 2 heures qui suivent le prélèvement sanguin (voir ci‐dessous). 

 Prélèvement au niveau de la veine cave inférieure 

La  souris  est  anesthésiée  par  une  injection  i.p.  de  pentobarbital  disodique  (Ceva  Santé  Animale, 

Libourne,  France) dilué au 1/5 dans du NaCl  0,9%  (60 mg/kg) ,  puis placée en décubitus dorsal.  La 

paroi  abdominale  est  incisée  en  prenant  soin  de  ne  pas  abîmer  le  diaphragme.  Les  viscères  sont 

dégagés  grâce  à  une  pince  à  bout  rond  afin  de  visualiser  la  veine  cave  inférieure.  A  l’aide  d’une 

seringue et d’une aiguille préalablement citratées, 630 μl de sang y  sont prélevés  très doucement. 

L’échantillon  de  sang  est  immédiatement  déposé  dans  un  tube  Eppendorf  contenant  70  μl  d’une 

solution de citrate de  sodium  (0,130 M).  Les échantillons doivent ensuite être  centrifugés dans  les  

2 heures qui suivent le prélèvement sanguin (voir ci‐dessous). 

 Préparation des échantillons 

Les échantillons de  sang sont centrifugés pendant 15 minutes à 1 500g  (20°C) afin de  récupérer  le 

surnageant qui correspond au plasma pauvre en plaquettes (PPP). Le PPP est de nouveau centrifugé 

durant  10  minutes  à  13  000g  (20°C)  et  le  surnageant  est  récupéré.  Il  s’agit  du  PFP  (platelet  free 

plasma) qui est analysé au cytomètre en flux après marquage des MPs.  

A l’issue d’expériences préliminaires, nous avons souhaité améliorer la qualité du marquage des MPs. 

Pour cela, une étape de centrifugation (20 500g, 4°C, 1h30) des PFP a été ajoutée au protocole, afin 

d’isoler le culot de MPs.  Ce culot est ensuite resuspendu dans du PBS filtré 0,1 μm avec un volume 

identique à celui du PFP initial, afin d’être analysé par cytométrie en flux. 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b) Prélèvement du tissu cérébral et broyage 

Le protocole a été adapté d’après celui utilisé par Leroyer et al.  (2009). L’animal est anesthésié par 

injection de pentobarbital disodique (dilué au 1/5 ; 60 mg/kg ; Ceva Santé Animale, Libourne, France) 

puis exsanguinoperfusé comme décrit précédemment (paragraphe III). A  l’aide d’un double scalpel, 

le  cerveau  est  partagé  en  3  parties  et  pour  chacune,  le  cortex  est  isolé  et  placé  dans  un  tube 

Eppendorf.  Le  poids  du  tissu  est  calculé  avant  de  l’immerger  dans  une  solution  de  DMEM  filtrée  

0,1  μm,  tels  que  100 mg  de  tissu  soient  repris  dans  200  μl  de  DMEM.  Le  tissu  est  alors  découpé 

finement à l’aide d’une paire de ciseaux pendant 15, 30 ou 45 secondes. L’homogénat résultant est 

soumis à des centrifugations successives afin d’éliminer les cellules et les débris potentiels :   

‐ 400g, 15 minutes, 4°C => récupération du surnageant, 

‐ 400g, 15 minutes, 4°C => récupération du surnageant, 

‐ 13 500g, 5 minutes, 4°C => récupération du surnageant, 

‐ 20 500g, 45 minutes, 4°C. 

A l’issue de cette dernière centrifugation, le culot est resuspendu dans une solution de DMEM filtrée 

0,1 μm (40 μl de DMEM sont utilisés pour 100 mg de tissu initial). L’échantillon est conservé à ‐80°C 

jusqu’au jour du dosage des MPs. 

 

2. Dosage des microparticules  

a) Principe du dosage des MPs par cytométrie en flux 

Les MPs  présentes  dans  les  échantillons  sont  détectées  grâce  à  un  cytomètre  en  flux  de  dernière 

génération, de haute résolution et grande sensibilité (Gallios, Beckman Coulter, Brea, CA, États‐Unis).  

L’utilisation de billes de calibration (diamètres : 0,3‐0,5‐0,9 μm ; Biocytex, Marseille, France) permet 

de définir,  en  fonction de  la  taille  (forward  scatter ;  FS) et de  la granulosité  (side  scatter ;  SS), une 

fenêtre d’analyse dans  laquelle se trouvent  les évènements de type microparticulaire  (figure 30.A). 

De  plus,  l’utilisation  de  billes  de  quantification  ajoutées  en  quantité  connue  dans  les  échantillons 

(SPHEROTM, ACFP‐50‐5, Spherotech, Illinois, États‐Unis) permet de quantifier ces évènements pour en 

déduire leur nombre par μl d’échantillon.  

Dans  un  second  temps,  les  éléments  contenus  dans  cette  fenêtre  d’analyse  sont  détectés  par 

fluorescence afin de définir le pourcentage d’éléments positifs pour le marqueur étudié (figure 30.B). 

Différents marqueurs sont utilisés : CD144 (VE‐cadhérine), CD31 (PECAM‐1), CD41 (GPIIb) ou encore 

la phosphatidylsérine. L’analyse des résultats est réalisée à l’aide du logiciel Flow‐Jo (version 10.0.7; 

TreeStar, Ashland, OR). 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Figure 30 : Détection des microparticules par cytométrie en flux 
A : Détermination du nombre d’évènements de type microparticulaire contenus dans la fenêtre d’analyse définie en fonction 

de  la  taille  (forward  scatter ;  FS)  et  de  la  granulosité  (side  scatter ;  SS).  B :  Evaluation  du  pourcentage  d’évènements 

contenus dans la fenêtre d’analyse et exprimant un marqueur d’intérêt détecté par fluorescence. 

 

b) Marquage CD144 (VE‐cadhérine) 

Le marquage CD144 a été réalisé à partir du PFP ou du culot de MPs issu de ce PFP. 

‐ Deux tubes (20 μl d’échantillon/tube) sont incubés pendant 20 minutes à température ambiante et 

à  l’abri  de  la  lumière  en  présence  de  100 μl  de  sérum de  rat  (5% ou  10% ;  X0912, Dako,  Les Ulis, 

France).  Les  préparations  sont  ensuite  centrifugées  (20  500g,  90  minutes,  4°C)  et  les  culots  sont 

resuspendus  avec  100  μl  de  PBS.  L’AC  anti‐CD144  (555289,  BD  Biosciences)  est  ajouté  dans  un 

premier  tube,  tandis  que  le  second  tube  (contrôle  négatif)  est  mis  en  présence  de  l’isotype 

correspondant  à  l’AC  (553927,  BD  Biosciences).  Après  20  minutes  d’incubation  à  température 

ambiante et à l’abri de la lumière, une seconde centrifugation (20 500g, 90 minutes, 4°C) est réalisée 

et les culots sont resuspendus avec 100 μl de PBS. L’AC secondaire (551019, BD Biosciences) est alors 

ajouté dans chaque tube. L’incubation est  réalisée dans  les mêmes conditions que précédemment. 

Après une 3ème centrifugation (20 500g, 90 minutes, 4°C), le culot est resuspendu dans 200 μl de PBS 

puis analysé au cytomètre en flux.  

‐ De manière  concomitante à  ces deux premières préparations, un 3ème  tube contenant également  

20  μl  d’échantillon  subit  toutes  les  étapes  décrites  ci‐dessus  excepté  l’incubation  avec  l’AC  anti‐

CD144  et  l’AC  secondaire.  Un  volume  de  20  μl   de  billes  de  quantification  (SPHEROTM,  ACFP‐50‐5, 

Spherotech, Illinois, États‐Unis) est ajouté au mélange avant l’analyse au cytomètre en flux.  

Notons que tous les tampons utilisés sont préalablement filtrés avec des filtres 0,1 μm. 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c) Marquage CD31 (PECAM‐1) et CD41 (GPIIb) 

Les marquages  ont  été  réalisés  à  partir  du  PFP  ou  du  culot  de MPs  issu  de  ce  PFP.  Pour  chaque 

marquage (CD31 et CD41), deux tubes (20 μl d’échantillon/tube) sont incubés pendant 20 minutes à 

température  ambiante  et  à  l’abri  de  la  lumière  en  présence  de  l’AC  primaire  ou  de  l’isotype 

correspondant:  

‐ pour  CD31 :  AC  anti‐CD31  couplé  APC  (561814,  BD  Biosciences)  ou  son  isotype  (553932,  BD 

Biosciences), 

‐ pour  CD41 :  AC  anti‐CD41  couplé  PE  (558040,  BD  Biosciences)  ou  son  isotype  (553925,  BD 

Biosciences). 

A l’issue de l’incubation, 200 μl de PBS filtré 0,1 μm sont ajoutés dans chaque tube. Les échantillons 

sont alors analysés au cytomètre en flux. 

d) Marquage de la phosphatidylsérine par l’Annexine V 

Le marquage de la phosphatidylsérine avec  l’Annexine V (AnnV) a été réalisé à partir d’échantillons 

de PFP et de  tissu cérébral.  Le principe de ce marquage ainsi que  les étapes de sa  réalisation sont 

détaillés dans la 2ème partie « Expérimentations in vitro » paragraphe V.2. L’AnnV utilisée provient de 

Roche Diagnostics (Meylan, France). 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DEUXIÈME PARTIE : EXPÉRIMENTATIONS IN VITRO 
 

 

I. Culture de cellules endothéliales cérébrales  

Des  cellules  endothéliales  immortalisées  appartenant  à  la  lignée  bEnd.3  (ATCCCRL®‐2299™, 

Manassas,  Virginie,  États‐Unis)  ont  été  utilisées  pour  l’ensemble  des  expériences  réalisées  in  vitro 

(96091929‐1VL,  Sigma‐Aldrich,  Saint  Quentin  Fallavier,  France).  Il  s’agit  de  cellules  endothéliales 

adhérentes obtenues à partir du cortex cérébral de souris BALB/c.  

 

1. Protocole de culture cellulaire 

Ces  cellules  ont  été  utilisées  entre  les  passages  15  et  30.  Les  cellules  sont  mises  en  culture  en 

flasques  de  75  cm2  (6x104  cellules/cm2)  dans  un milieu  contenant  du DMEM  (Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium, high glucose 4,5 g/L ; D5796) enrichi en L‐glutamine  (2 mM), sérum de veau  fœtal 

(SVF ;  10%)  décomplémenté,  pyruvate  de  sodium  (1  mM),  acides  aminés  non  essentiels  (1%), 

pénicilline (50 U/ml) et en streptomycine (50 μg/ml). Les flasques sont placées dans un incubateur à 

37°C sous 5% de CO2. L’ensemble de ces produits provient de Sigma‐Aldrich (Saint Quentin Fallavier, 

France).  Lorsque  les  cellules  atteignent  90%  de  confluence,  ces  dernières  sont  repiquées  soit  par 

hydrolyse enzymatique à l’aide d’une solution de trypsine‐EDTA à 0,25% (incubation de 4 minutes à 

37°C ; T4299, Sigma‐Aldrich), soit par une technique mécanique à l’aide d’un grattoir, en flasques ou 

en plaques.  

 

2. Traitements des cellules 

Lors de la réalisation des différentes expériences, les cellules sont ensemencées en plaques 96 puits 

(4x104 cellules/puits) ou 24 puits (2x105 cellules/puits) en présence de milieu de culture contenant le 

SVF.  Vingt‐quatre  heures  après,  les  cellules  sont  traitées  par  différents  agents  pharmacologiques 

dans  le  milieu  de  culture  dépourvu  en  SVF  (les  traitements  utilisés  sont  listés  dans  la  partie 

supérieure  du  tableau  8).  Seul  un  changement  de  milieu  (milieu  sans  SVF)  a  été  réalisé  pour  les 

cellules contrôles.  

Des  inhibiteurs  (partie  inférieure  du  tableau  8)  ont  également  été  utilisés  afin  d’évaluer  la 

contribution de différentes voies de signalisation dans la production de MPE. Ces inhibiteurs, dilués 

dans du milieu de culture dépourvu en SVF, sont appliqués une heure avant le traitement et pendant 

toute la durée de l’expérience, afin de maintenir une inhibition optimale de leur cible. 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Tableau 8 : LISTE DES AGENTS PHARMACOLOGIQUES 

 
Molécule Concentration Véhicule Référence 

T 
R 
A 
I 
T 
E 
M 
E 
N 
T 

 

TNF 10, 50, 100, 200 ng/ml  PBS 
T6674, Sigma‐Aldrich, Saint 
Quentin Fallavier, France  

Thrombine  2,5 UI/ml  
tampon  

(Tris/NaCl/PEG)  

Thrombine α humaine, HCT‐
0020, Haematologic 

Technologies Inc., Cryopep, 
Montpellier, France  

rt‐PA 20, 40, 80 μg/ml  eau ppi 
Actilyse®, Boehringer 
Ingelheim, Ingelheim, 

Allemagne 

Glutamate 5, 20, 50 mM  
milieu de 
culture 

G1626, Sigma‐Aldrich, Saint 
Quentin Fallavier, France 

I 
N 
H 
I 
B 
I 
T 
E 
U 
R 

SB203580 

(inhibiteur de p38 MAPK) 10
‐5

 M DMSO 
S8307, Sigma‐Aldrich, Saint 
Quentin Fallavier, France  

Y27632 

(inhibiteur de ROCK) 10
‐6

 M 
H
2
0 

Y0503, Sigma‐Aldrich, Saint 
Quentin Fallavier, France  

Z‐VAD‐FMK 

(inhibiteur de caspases)  2x10
‐5

 M DMSO 
FMK001, R&D systems, Lille, 

France 

PJ34 

(inhibiteur de PARP) 
10, 25, 50, 100 µM  

milieu de 
culture 

P4365, Sigma‐Aldrich, Saint 
Quentin Fallavier, France  

INO‐1001 

(inhibiteur de PARP) 
10, 100 µM  

milieu de 
culture 

Inotek Pharmaceuticals, 
Massachusetts, Etats‐Unis 

Eau ppi : eau pour préparation injectable ; DMSO : diméthyl sulfoxide 

 

 

II. Étude de la morphologie cellulaire 

La morphologie des cellules ensemencées en plaques 24 puits est observée à l’issue des incubations 

à l’aide d’un microscope inversé (VWR, Fontenay sous Bois, France), puis des photos représentatives 

des cultures sont prises (Moticam camera 580 5.0 MP, Motic, Barcelona, Spain). 

 

III. Évaluation de la survie des cellules 

La  viabilité  cellulaire  est  estimée  par  le  test  MTT  (3‐[4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl]‐2,5‐diphenyl 

tetrazolium  bromide)  réalisé  sur  des  cellules  ensemencées  en  plaques  96  puits  (Kit  MTT :  TOX‐1, 

Sigma‐Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).  

Le principe de ce test est basé sur la réduction du MTT qui est de couleur jaune, en un produit violet, 

le  formazan,  par  les  déhydrogénases  mitochondriales  présentes  dans  les  cellules  viables.  Ainsi, 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l’intensité  de  la  coloration  violette  est  proportionnelle  au  nombre  de  cellules  dont  l’activité 

mitochondriale est intacte. 

 

Le MTT est  reconstitué dans du DMEM (low glucose, phenol  red  free ; D2429, Sigma‐Aldrich, Saint 

Quentin  Fallavier,  France). Un  volume de  10  μl  de  cette  solution  est  ajouté  dans  chaque  puits.  La 

plaque est ensuite incubée 3 heures à 37 °C et 5% CO2  à l’abri de la lumière. A l’issue de l’incubation, 

80 μl d’une solution de solubilisation est ajoutée dans chaque puits ; l’absorbance à 570 nm corrigée 

par  l’absorbance  à  690  nm  est  alors  mesurée  au  spectrophotomètre  (SPECTROstarNano,  BMG 

LABTECH, Champigny sur Marne, France). 

 

IV. Évaluation  de  l’expression  des  protéines  de  jonctions  et  d’adhésion  par Western 

blot 

L’expression  par  les  cellules  bEnd.3  de  molécules  de  jonction  (occludine  et  VE‐cadhérine)  et 

d’adhésion (ICAM‐1, VCAM‐1) a été évaluée par Western blot. 

1. Préparation des échantillons et dosage des protéines 

Après avoir éliminé les surnageants de culture, les plaques 24 puits sont placées à 4°C et les cellules 

sont lavées avec du PBS (500 μl/puits). Le PBS est éliminé et remplacé par 20 μl d’un tampon de lyse 

(Tris‐HCl 50 mM  ‐ NaCl 150 mM‐ Triton X‐100 1% ; pH 7,4)  contenant une pastille d’inhibiteurs de 

protéases  « Complete  Mini,  Protease  Inhibitor  Cocktail  Tablets »  (1  pastille/10  ml ;  04693124001, 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Allemagne). Les cellules sont lysées directement dans les puits 

et  extraites  à  l’aide  d’une  pointe  de  pipette  prédécoupée.  Les  lysats  cellulaires  sont  récupérés  et 

centrifugés  à  10  000g  pendant  10 minutes  à  4°C.  Une  partie  des  surnageants  est  utilisée  pour  le 

dosage  des  protéines  par  la  méthode  BCA  précédemment  décrite  (se  référer  à  la  1ère  partie 

« Expérimentations  in  vivo » paragraphe V.1.b) ;  le  reste des  surnageants  est  dilué  au 1/2 dans du 

tampon  de  Laemmli  en  conditions  réductrices  (Tris‐HCl  0,5  M  pH  6,8  ‐  glycérol  10%  ‐  

ß‐mercaptoéthanol 5% ‐ SDS 4%), puis chauffé durant 10 minutes à 95°C, et enfin conservé à ‐40°C 

jusqu’au jour du Western blot. 

 

2. Réalisation des Western blot 

Les étapes de la réalisation des Western blot sont identiques à celles suivies lors des études  in vivo 

(se  référer  à  la  1ère  partie  « Expérimentations  in  vivo »  paragraphe  V.1.c).  Grâce  aux  résultats  du 

dosage  BCA,  les  échantillons  sont  déposés  en  quantité  constante  de  protéines.  Les  protéines  sont 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séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide à 7,5%. La fixation de l’AC primaire est révélée 

par  chimiofluorescence  (ECF).  Les  spécificités  propres  à  chacune  des  protéines  d’intérêt  sont 

résumées dans le tableau 9. 

 

Tableau 9 : CONDITIONS EXPÉRIMENTALES UTILISÉES AU COURS DES WESTERN BLOT  

Protéine 
d’intérêt 

quantité de 
protéines / 
puits (μg)  

AC primaire AC secondaire 

Occludine 10 
AC de lapin anti‐occludine 

(71‐1500, Invitrogen) 
Dilution: 1/150 

AC anti‐IgG de lapin, couplé FITC 
(RPN5780, Amersham) 

Dilution: 1/1 000  

VE‐cadhérine 
4 
10 

AC de chèvre anti‐VE‐cadhérine 
(sc‐6458, Santa Cruz) 

Dilution: 1/400 

AC anti‐IgG de chèvre, couplé FITC 
(31533, Pierce) 
Dilution: 1/200 

ICAM‐1 10 
AC de chèvre anti‐ICAM‐1 
(AF796, R&D Systems) 

Dilution: 1/2 000 

AC anti‐IgG de chèvre, couplé FITC 
(31533, Pierce) 
Dilution: 1/200 

VCAM‐1 10 
AC de lapin anti‐VCAM‐1 
(sc‐8304, Santa Cruz) 
Dilution: 1/1 000 

AC anti‐IgG de lapin, couplé FITC 
(RPN5780, Amersham) 

Dilution: 1/1 000 

Actine 
4 
10 

AC de lapin anti‐actine 
(A‐2066, Sigma) 
Dilution: 1/10 000 

AC anti‐IgG de lapin, couplé FITC 
(RPN5780, Amersham) 

Dilution: 1/1 000 

 

 

V. Dosage des microparticules endothéliales (MPE) 

1. Isolation des MPE 

Les  cellules  bEnd.3  sont  ensemencées  en  plaques  24  puits.  A  l’issue  des  traitements,  le milieu  de 

culture  est  récupéré  afin  d’isoler  les  MPE  par  deux  centrifugations  successives :  une  première 

centrifugation  (600  g,  15 minutes,  4°C)  permet  d’éliminer  les  débris  cellulaires,  puis  une  seconde 

centrifugation  (20  500g,  90  minutes,  4°C)  permet  d’isoler  le  culot  de  MPE.  Ce  culot  est  ensuite 

resuspendu avec du tampon PBS filtré 0,1 μm : pour un volume initial de milieu de culture de 1,5 ml 

par exemple, le culot est alors resuspendu dans 150 μl de PBS (rapport 10:1). Enfin, les échantillons 

sont conservés à ‐80°C jusqu’au jour du dosage par cytométrie en flux. 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2. Marquage des MPE par l’annexine V et dosage par cytométrie en flux 

 Principe du marquage 

Les MPE sont détectées grâce à un marquage à l’AnnexineV (AnnV). En effet, en présence de calcium, 

l’AnnV se lie de manière spécifique à la phosphatidylsérine présente sur le feuillet externe des MPE. 

L’annV étant couplée à la fluorescéine (FITC), elle est détectée par fluorescence au cytomètre en flux 

(Gallios, Beckman Coulter, Brea, CA, États‐Unis) ; le principe de détection des MPE par cytométrie est 

identique  à  celui  précédemment  décrit  (se  référer  à  la  1ère  partie  « Expérimentations  in  vivo » 

paragraphe VI.2.a). Un tube « contrôle négatif » est également réalisé en présence d’AnnV mais en 

absence de calcium afin de détecter le marquage non spécifique (figure 31). Pour chaque échantillon, 

le  nombre  d’évènements  de  taille  microparticulaire  et  marqués  spécifiquement  à  l’AnnV 

(MPE_AnnV+)  est  calculé  selon  la  formule :  (nombre  de  MPE  ayant  fixé  l’AnnV  en  présence  de 

calcium) ‐ (nombre de MPE ayant fixé l’AnnV en absence de calcium) ; pour chaque série de culture 

(n),  ce  nombre  est  rapporté  à  la  valeur  des  cellules  contrôles  correspondantes  et  est  exprimé  en 

pourcentage. 

 

Figure 31 : Détection des MPE issues des cellules bEnd.3 par cytométrie en flux après marquage par 
l’AnnV  

 
 

 Protocole du marquage 

Pour chaque échantillon, 3 préparations sont réalisées : 

‐ un volume de 10 ou 20 μl d’échantillon est  incubé pendant 30 minutes à 4°C à  l’obscurité 

dans respectivement 110 ou 100 μl de tampon contenant du calcium (HEPES 10 mM ‐ NaCl 

140  mM  ‐  CaCl2  5  mM  ‐  pH  7,4)  et  en  présence  d’AnnV  couplée  au  FITC  (AnnV‐FITC ;  

42 ng/ml ; IM3546, Beckman Coulter, Brea, CA, États‐Unis).  

‐ Le tube « contrôle négatif » est réalisé dans les mêmes conditions, en présence d’AnnV‐FITC 

mais dans un tampon dépourvu en calcium (HEPES 10 mM ‐ NaCl 140 mM ‐ pH 7,4) ; selon les 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études, de l’EDTA (1,6 mM) a pu être ajouté dans ce tampon (EDTA disodique ; E5134, Sigma‐

Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).  

‐ De manière concomitante à ces deux premières préparations, le même volume d’échantillon 

(i.e.  10  ou  20  μl  selon  les  études)  est  dilué  dans  respectivement  100  ou  80  μl  de  tampon 

(HEPES  10 mM  ‐  NaCl  140 mM  ‐  pH  7,4).  Un  volume  identique  de  billes  de  quantification  

(10 ou 20 μl ; SPHEROTM, ACFP‐50‐5, Spherotech,  Illinois, États‐Unis) est ajouté au mélange 

qui est  immédiatement analysé au cytomètre en  flux, afin d’en déduire  le nombre de MPs 

par μl d’échantillon.  

Notons que tous les tampons utilisés sont préalablement filtrés avec des filtres 0,1 μm. 

 
 

ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS 

 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± sd (déviation standard). L’analyse statistique des résultats 

a  été  réalisée  à  l’aide  du  logiciel  Statview  5.0  (Abacus  Concept  Inc.,  France).  Les  tests  statistiques 

utilisés pour chaque étude sont les suivants : 

‐  Pour  les  expériences  réalisées  in  vivo,  une  analyse  de  variance  (ANOVA)  suivie  d’un  test  de 

Bonferroni corrigé pour  les Western blot  (ICAM‐1, VCAM‐1,  fibrine) ; un test de Kruskal Wallis suivi 

d’un  test U de Mann et Whitney  corrigé pour  les  IHC  (ICAM‐1, VCAM‐1).  Le profil  d’expression de 

VCAM‐1  et  d’ICAM‐1  en  fonction  des  niveaux  de  coupes  de  cerveau  a  été  analysé  par  le  test  de 

Wilcoxon. 

‐  Pour  les  expériences  réalisées  in  vitro  (étude  des MPE,  viabilité  cellulaire  et Western  blot),  une 

analyse de variance (ANOVA) suivie soit d’un test de Dunnet si les groupes sont comparés au groupe 

contrôle, soit d’un test de Bonferroni corrigé dans le cas de comparaisons multiples. 

 

Une différence a été considérée significative pour une valeur de P<0,05. 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RÉSULTATS ET DISCUSSION 
 

PREMIÈRE PARTIE 

Études in vivo des effets vasculaires du rt‐PA au cours de l’ischémie cérébrale 
 

 

I. Prise en main du modèle d’ischémie cérébrale par  injection de  thrombine chez  la 

souris  

Nous avons choisi de travailler sur un modèle d’ischémie cérébrale focale qui consiste à injecter de la 

thrombine dans la lumière de l’artère cérébrale moyenne (ACM) afin d’y former un caillot qui occlut 

l’artère. Ce modèle a été mis au point par  l’équipe du Pr Vivien à Caen (Orset et al., 2007) et a été 

introduit au laboratoire en 2009 par Bérard Coqueran et le Dr El Amki. 

Par  rapport  aux modèles  d’ischémie  plus  fréquemment  retrouvés  dans  la  littérature  que  sont  les 

modèles  « mécaniques »  (occlusion  de  l’artère  le  plus  souvent  par  un  filament),  ce  modèle  par 

injection  de  thrombine  présente  l’avantage  de  mieux  mimer  la  physiopathologie  d’une  ischémie 

clinique  puisque  l’occlusion  de  l’artère  est  induite  par  un  caillot  formé  in  situ.  Ainsi,  ce  modèle 

permet en particulier d’étudier les effets de la thrombolyse par le rt‐PA. Notons également que par 

rapport aux modèles par injection d’un caillot sanguin autologue dans l’artère, ce modèle permet de 

mieux contrôler la localisation du caillot et d’induire des lésions plus reproductibles.  

Lorsque j’ai commencé ma thèse,  il avait été montré au  laboratoire que  l’administration tardive de 

rt‐PA dans ce modèle entraînait une altération de  la BHE et une augmentation de  la  survenue des 

TH ; de plus,  le PJ34, puissant  inhibiteur de PARP, permettait de s’opposer à ces atteintes. Aussi,  il 

nous a  semblé pertinent de  choisir  ce modèle pour  l’étude de  la  toxicité  vasculaire du  rt‐PA et de 

l’implication de la PARP.  

 

1. Prise en main du modèle 

Le modèle d’ischémie cérébrale par injection de thrombine est un modèle particulièrement délicat à 

réaliser.  Près  de  8  mois  m’ont  été  nécessaires  pour  apprendre  à  en  effectuer  la  microchirurgie. 

Certaines  étapes  sont  critiques,  comme  le  retrait  de  la  dure‐mère,  le  positionnement  et  l’angle 

d’inclinaison de  la micropipette  au niveau de  l’ACM,  et  son  insertion dans  l’artère  sans provoquer 

d’hémorragie. 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Lorsque  ces  gestes  chirurgicaux  ont  été  parfaitement  maîtrisés,  j’ai  réalisé  3  lots  d’animaux  en 

injectant  pour  chaque  souris  1μl  d’une  solution  de  thrombine  à  0,75  UI/μl ;  cette  quantité  de 

thrombine étant celle du protocole alors utilisé au laboratoire (El Amki et al., 2012), lui‐même établi 

d’après l’équipe du Pr Vivien (Orset et al., 2007). Nous avons évalué la reproductibilité du modèle par 

la mesure de différents paramètres  résumés dans  le  tableau 10. Nous nous  sommes en particulier 

intéressés  aux  reperfusions  spontanées  intervenant  dans  les  30 minutes  qui  suivent  l’injection  de 

thrombine. Parmi les animaux ayant présenté une chute stable du DSC pendant plus de 30 minutes, 

le taux de mortalité et le volume de lésion ont été évalués 24 heures après la chirurgie.  

a) Résultats 

La grande majorité des accidents chirurgicaux correspond à des ruptures de l’ACM lors du retrait de 

la dure‐mère ou au moment de l’insertion de la pipette. Le taux d’accidents chirurgicaux est de 36% 

pour  la 1ère  série d’animaux et  lors de  la dernière série, aucun accident chirurgical ne s’est produit 

(tableau 10).  

 

Au cours des 30 minutes qui suivent l’injection de thrombine, la chute de DSC n’est pas restée stable 

chez un certain nombre de  souris,  ce qui  correspond à des  reperfusions  spontanées  (RS). Pour ces 

souris, nous avons pu constater que  l’augmentation du DSC se produit entre 15 et 25 minutes. Par 

ailleurs,  le  taux  de RS  est  variable  d’une  série  à  l’autre  puisque pour  les  séries  1  et  3,  ce  taux  est 

respectivement de 32% et 23% tandis qu’au cours de la série 2 aucune RS ne s’est produite.  

 

Parmi les animaux ayant présenté une chute du DSC stable pendant 30 minutes, le taux de mortalité 

à 24 heures est très variable d’une série à l’autre (série 1 : 16% ; série 2 : 0% ; série 3 : 29%). Chez les 

souris  vivantes  24  heures  après  l’ischémie,  le  volume  de  lésion  a  été  évalué  après  coloration  des 

cerveaux par le TTC. Le taux de souris sans lésion est de 37% pour la série 1, de 29% pour la série 2 et 

de 24% pour la série 3.  

Enfin,  chez  les  souris  présentant  une  lésion,  le  volume  est  faible  pour  les  séries  1  et  2 

(respectivement 11,4 ± 5,8 mm3 et 12,8 ± 5,4 mm3) et la variabilité élevée (>42%). Néanmoins, pour 

la  série  3,  le  volume  de  lésion  atteint  22,7  ±  6,6  mm3  avec  une  variabilité  fortement  diminuée 

(29,3%). 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Tableau  10 :  Principaux  paramètres  évalués  au  cours  de  l’apprentissage  du  modèle  d’ischémie 

cérébrale (thrombine à 0,75 UI/µL) 

 

b) Discussion 

Le  modèle  d’ischémie  cérébrale  par  injection  de  thrombine  a  été  introduit  au  laboratoire  par  le  

Dr  El  Amki ;  ce  doctorant  obtenait  dans  sa  pratique  courante  un  taux  de  RS  de  12%,  un  taux  de 

mortalité à 24 heures de 16% ainsi que des volumes de lésion compris entre 18,5 mm3 (coloration au 

violet de crésyl) et 22,6 mm3  (coloration au TTC) avec 36% de variabilité.   Pour ma part,  suite à  la 

réalisation  de  3  séries  de  souris  ischémiées,  j’ai  pu  constater : (1)  un  nombre  plus  élevé  de  souris 

présentant  des  RS,  (2)  des  taux  anormalement  élevés  d’animaux  sans  lésion,  (3)  des  volumes  de 

lésions  faibles  avec  de  fortes  variabilités  pour  les  deux  premiers  lots  de  souris.  Plusieurs  raisons 

pourraient expliquer ces effets: 

 La durée de la chirurgie (temps entre le début de l’anesthésie et l’injection de la thrombine) était 

très  élevée  en  début  d’apprentissage  (environ  1  heure  par  souris),  ce  qui  a  nécessité  une 

administration  récurrente  d’anesthésiques.  Pendant  la  chirurgie,  bien  que  la  température 

corporelle  des  animaux  soit  maintenue  à  37  ±  0,5°C  à  l’aide  d’une  couverture  chauffante 

thermostatée,  il  est  toutefois  possible  que  la  température  cérébrale  ait  diminué  à  la  suite  de 

cette  anesthésie  prolongée.  Or  il  a  été  montré  que  l’hypothermie  protège  le  cerveau  des 

dommages  ischémiques  (Connolly  et  al.,  1996b),  ce  qui  pourrait  donc  expliquer  les  faibles 

volumes d’infarctus observés  chez  certains  animaux ainsi  que  la  grande variabilité des  séries 1  

et 2. Pour la série 3, le temps opératoire moyen a été réduit à 35 minutes, et nous avons obtenu 

un volume de lésion de 22,7 ± 6,6 mm3 avec une variabilité de 29,3%, ce qui est en adéquation 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avec  les  données  obtenues  au  laboratoire  et  par  d’autres  équipes  (Langhauser  et  al.,  2012; 

Jullienne et al., 2011; Macrez et al., 2011). 

 

 Les  caillots  formés  lors  de  l’injection  de  la  thrombine  au  cours  de  ces  3  séries  d’animaux  ont 

semblé  particulièrement  instables.  En  effet,  nous  avons  constaté  visuellement,  sous  la  loupe 

binoculaire, que lors de l’injection de la thrombine, le réseau de fibrine semblait se former avec 

difficulté.  Aussi,  il  n’est  pas  exclu  que  la  fibrinolyse  endogène  pourrait  être  suffisante  pour 

désagréger des caillots fragiles. Cette hypothèse pourrait expliquer les taux élevés de RS pour les 

séries 1 et 3, ainsi que l’absence de lésion chez certains animaux.   

 

Les données de  la  littérature  indiquent que dans ce modèle,  le  taux de RS varie d’une étude à 

l’autre  (Tableau  11).  Au  laboratoire,  les  expériences  antérieures montrent  que  12% des  souris 

présentent une RS dans  les  30 minutes  suivant  l’injection de  thrombine. Ce  taux est de 16,9% 

dans les travaux menés par l’équipe de García‐Yébenes et al. (2011). Deux études plus récentes 

réalisées par Ansar et  collaborateurs ont  indiqué des  taux moyens de RS de 36%  (Ansar et  al., 

2014b) et de 38% (Ansar et al., 2014a), ces RS se produisant respectivement dans les 20 minutes 

et dans les 10 minutes après l’injection de thrombine.  

Par ailleurs, Durand et al. (2012) ont noté que la forte variabilité du volume de lésion est liée non 

seulement aux RS précoces, c’est‐à‐dire intervenant dans les 30 minutes, mais également à des 

reperfusions  spontanées  plus  tardives  qui  surviennent  dans  les  24  heures  après  l’ischémie. 

L’étude  d’Ansar  et  al.  (2014b)  a  estimé  que  le  taux  de  RS  tardives  qui  se  produisent  plus  de  

2 heures après l’ischémie s’élève à 20%.  

Tableau 11 : Taux de RS observés dans le modèle par injection de thrombine  

Références 
Taux de RS 
précoces (%) 

Quantité de 
thrombine (UI) 

Souche de 
souris 

El Amki, 
 données du laboratoire 

12 0,75 Swiss 

Durand et al., 2012 15 0,75 Swiss 

García‐Yébenes et al., 2011   16,9 2 Swiss 

Ansar et al., 2014b 
42 1,5 

C57BL/6 
30 3 

Ansar et al., 2014a  38 1,5 C57BL/6 

Orbe et al., 2011 
68,7 1 

C57BL/6 
30 2 

RS précoces : reperfusions spontanées intervenant dans les 30 minutes qui suivent l’injection de thrombine 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Afin d’obtenir des caillots plus stables et par conséquent un  taux de RS proche de celui obtenu au 

laboratoire par le Dr El Amki, j’ai apporté quelques modifications au protocole.  En effet, nous avons 

remarqué qu’au cours de la réalisation de ce modèle, la stabilité des caillots dépendait de plusieurs 

paramètres :  

‐ la vitesse d’injection de  la thrombine : une durée d’injection trop lente (> 5 minutes retrouvée 

lors des séries 1 et 3, tableau 10) ou trop rapide (< 3 minutes) ne permet pas à la thrombine de 

former un réseau compact et solide de fibrine. La durée optimale a donc été définie entre 3 et  

5 minutes.  

La vitesse d’injection est régulée manuellement par l’expérimentateur. Elle dépend également du 

biseautage  de  la  micropipette  de  verre  car  plus  le  diamètre  de  la  pipette  d’injection  est 

important, plus la vitesse d’injection est rapide.  

Le biseautage de la pipette ainsi que la régulation de la vitesse d’injection se font manuellement 

et sont donc des étapes particulièrement dépendantes de chaque expérimentateur.  

 

‐ Le mode d’injection : nous avons constaté qu’une injection à vitesse constante est moins efficace 

qu’une  injection en 2 temps. En effet,  il est préférable d’injecter rapidement  les deux premiers 

tiers  de  la  solution  de  thrombine  immédiatement  après  l’insertion  de  la  pipette  afin  de 

déclencher  rapidement  la  formation  d’un  caillot,  puis  d’injecter  doucement  le  tiers  restant  de 

thrombine, ce qui permet de consolider le caillot initial.  

 

‐ L’insertion de la pipette semble également une étape clé. Nous avons ainsi pu constater qu’une 

pipette qui pénètre difficilement dans  le  vaisseau ou après plusieurs  tentatives  sera à  l’origine 

d’une brèche vasculaire qui permettra au caillot de fibrine de mieux adhérer à l’endothélium et 

donc  d’être  plus  stable.  Par  ailleurs,  nous  avons  noté  qu’en  pratique,  lors  de  l’insertion  de  la 

micropipette,  sa  localisation et  son enfoncement au niveau de  la bifurcation de  l’artère est un 

paramètre également important qui conditionne la stabilité du caillot. 

 

‐ La  quantité  de  thrombine  injectée :  Il  est  important  de  noter  que  dans  la  littérature,  les 

quantités de thrombine injectée diffèrent d’une étude à l’autre (tableau 11), et certaines études 

suggèrent  que  plus  la  quantité  de  thrombine  injectée  est  importante,  plus  le  caillot  formé  est 

stable et plus le taux de RS est faible. En particulier, les travaux d’Orbe et al. (2011) ont montré 

que  l’utilisation d’1 UI de  thrombine est  associée à 68,7% de RS,  alors que  l’administration de 

2 UI permet de diminuer ce taux de RS à 30%. Notons que  la quantité de thrombine à  injecter 

semble également dépendre de  la souche de souris utilisée ; d’après Ansar et al.  (2014b),  il est 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nécessaire d’augmenter  les doses de  thrombine  injectée aux  souris C57BL/6 afin d’obtenir des 

volumes de lésion similaires à ceux observés chez les souris Swiss.   

 

Afin  d’obtenir  des  caillots  plus  stables,  3  autres  séries  d’animaux  ischémiés  ont  ensuite  été 

réalisées en augmentant  la concentration de  la solution de thrombine  injectée de  (1 UI/μl puis 

1,9 UI/μl). 

 

2. Modifications du protocole 

a) Augmentation de la concentration de la solution de thrombine 

Nous  avons  procédé  au  dosage  de  l’activité  de  la  thrombine  avec  l’aide  du  Dr  Le  Bonniec 

(UMR_S1140  Inserm,  Université  Paris  Descartes)  afin  d’obtenir  des  solutions  de  thrombine  plus 

concentrées. 

 

Un premier essai a donc été réalisé sur 15 animaux en injectant 1 μl d’une solution de thrombine à  

1 UI/μl. Les  résultats sont présentés dans  le  tableau 12  (série 4). L’augmentation de  la quantité de 

thrombine  a  permis  d’améliorer  plusieurs  paramètres  puisque  toutes  les  souris  ischémiées 

présentent  une  lésion  à  24h,  dont  le  volume  moyen  après  coloration  par  le  TTC  est  de  

19 ± 6,3 mm3, avec une variabilité de 32,9% (figure 32, série 4).  

 

Tableau  12 :  Principaux  paramètres  évalués  suite  aux  modifications  du  protocole  d’ischémie 

cérébrale (thrombine à 1 et 1,9 U/µL) 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Figure 32 : Volumes de lésion évalués 24 heures après l’ischémie 

 

Le  taux de reperfusion étant encore élevé  (33%), nous avons de nouveau augmenté  la quantité de 

thrombine en passant à 1,9 UI/μl. Deux séries de souris ont été réalisées avec cette concentration et 

deux colorations différentes ont permis de quantifier  les  lésions: une coloration par  le TTC pour  la 

série 5 et par le violet de crésyl pour la série 6.  

 

Comme  l’illustre  le  tableau  12  (séries  5  et  6),  l’augmentation  de  la  quantité  de  thrombine  jusqu’à  

1,9 UI a permis d’obtenir des  taux  faibles de RS précoces  (série 5 :  17%,  série 6 :  18%) proches de 

ceux obtenus au laboratoire lors d’études antérieures (i.e. 12%). De plus, les taux de mortalité ainsi 

que  les  volumes de  lésion  sont  en  adéquation  avec  les données du  laboratoire  et  de  la  littérature 

(figure 32, série 5 et 6).  

 

La figure 33 montre la répartition de la lésion en fonction des niveaux de coupes après coloration par 

le  violet  de  crésyl  (série  6).  La  lésion  s’étend  du  niveau 2  au  niveau 13,  et  la  surface maximale  de 

lésion se situe entre les niveaux 4 et 9. 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Figure 33 : Répartition de  la  surface de  lésion en  fonction des niveaux de  coupe 24 heures après 

l’ischémie (série 6) 
A : Photo représentative des 13 niveaux de coupe d’un cerveau de souris ischémiée après coloration par le violet de crésyl. 

B : Surface de lésion en fonction du niveau de coupe. Les résultats sont exprimés en moyenne ± sd. n=7. 

 

Au vu de ces  résultats,  la concentration de 1,9 UI/μl de  thrombine a été  retenue pour  la  suite des 

travaux. 

b) Évolution du modèle dans le temps 

Au bout de quelques mois et après plusieurs séries d’ischémie, nous avons été amenés à utiliser un 

nouveau lot de thrombine que nous avons dosé pour obtenir comme précédemment, une solution à 

1,9 UI/μL. Néanmoins, avec cette nouvelle solution de thrombine,  le remplissage des micropipettes 

est  devenu  difficile  (remplissage  par  aspiration ;  cf  Matériel  et  Méthodes,  paragraphe  I).  Après 

différents  essais,  nous  avons  remarqué  que  ce  problème  dépendait  non  seulement  des  lots  de 

thrombine,  mais  également  de  la  concentration  de  la  solution  de  thrombine.  En  augmentant  la 

concentration  à  1,9  UI/μL,  il  est  possible  que  la  thrombine  ait  précipité  et  formé  des  agrégats 

susceptibles  de  s’opposer  au  remplissage  des  pipettes.  Afin  de  s’affranchir  de  ce  problème,  nous 

avons centrifugé la solution de thrombine avant remplissage de la pipette (13 000g, 4 minutes, 4°C). 

Néanmoins, bien que cette étape supplémentaire ait permis le remplissage correct des pipettes, elle 

a également entrainé une diminution de la concentration en thrombine, passant de 1,9 UI/μL avant 

centrifugation  à  1,3  UI/μL.  Pour  la  suite  des  études,  c’est  donc  cette  dernière  concentration  de 

thrombine que nous avons utilisée. 

 

Une fois le modèle pris en main, nous avons pu nous intéresser dans un premier temps à l’effet du  

rt‐PA sur les phénomènes d’hypoperfusion et de réocclusion via la détection des dépôts de fibrine. 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II. Rôle du rt‐PA dans les phénomènes d’hypoperfusion et de réocclusion : étude des 

dépôts de fibrine 

Il  a  été  montré  au  laboratoire  que  l’administration  tardive  du  rt‐PA  (4  heures  après  le  début  de 

l’ischémie)  est  à  l’origine  d’une  reperfusion  incomplète :  dans  les  2  heures  qui  suivent  son 

administration,  le DSC  ne  dépasse  jamais  40% du DSC  initial.  Cet  effet  a  été mis  en  évidence  non 

seulement avec la dose de rt‐PA couramment utilisée en préclinique, soit 10 mg/kg, mais également 

avec  celle  utilisée  en  clinique,  0,9  mg/kg  (El  Amki  et  al.,  2012).  De  manière  intéressante,  il  a 

également été montré que l’association du PJ34 (inhibiteur de PARP) au rt‐PA, a permis d’induire une 

reperfusion complète (El Amki et al., en préparation). 

Nous avons donc cherché si l’hypoperfusion induite par le rt‐PA est associée à une accumulation de 

dépôts  de  fibrine  dans  les  vaisseaux  après  24  heures  d’ischémie,  et  si  le  PJ34  diminue  ces 

phénomènes de thrombose. 

Nous nous sommes placés dans un premier temps 30 minutes après l’injection de thrombine afin de 

localiser  le  caillot  à  l’origine  de  l’ischémie.  Dans  un  second  temps,  nous  avons  évalué  l’effet  de 

l’ischémie et d’une administration tardive de rt‐PA associé ou non au PJ34 sur la présence de fibrine 

par Western blot à 24 heures.  

 

1. Localisation du caillot 30 minutes après l’injection de thrombine 

Dans un premier temps, 5 souris ont subi l’ensemble des étapes de la chirurgie excepté l’injection de 

thrombine.  Nous  avons  ainsi  pu  définir  les  coordonnées  stéréotaxiques  correspondant  à  la 

bifurcation  de  l’artère.  Dans  un  second  temps,  quelques  microgouttes  d’un  colorant  (bleu  de 

bromophénol) ont été injectées dans le parenchyme qui borde cette bifurcation. Ces souris ont été 

immédiatement  euthanasiées  et  des  coupes  coronales  ou  sagittales  des  cerveaux  réalisées  au 

cryostat ont permis de visualiser la zone dans laquelle se trouve la bifurcation (figure 34). 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L’ensemble de ces données (coordonnées stéréotaxiques et visualisation du bleu de bromophénol) a 

été rapporté sur l’atlas de Paxinos et Franklin (1997). Ainsi, la bifurcation est localisée dans une zone 

qui  se  situe entre   3  ‐  4,25 mm en profondeur,  et  2  ‐  0 mm en antériorité par  rapport  au bregma 

(figure 35). 

 

Figure  35 :  Localisation  de  la  zone  d’injection  de  la  thrombine  d’après  l’atlas  de  Paxinos  et  

Franklin (1997) 

 
 

Nous avons ensuite souhaité visualiser par un  immunomarquage de  la fibrine,  le caillot formé dans 

l’ACM  30  minutes  après  l’injection  de  thrombine.  Pour  cela,  une  souris  a  été  euthanasiée  à  

30 minutes et son cerveau prélevé. Grâce aux coordonnées précédemment définies, le marquage de 

la fibrine a été effectué sur des coupes horizontales de 10 μm d’épaisseur réalisées au niveau de la 

bifurcation.  

 

Nous avons alors  constaté que 30 minutes après  l’injection de  thrombine,  la  lumière de  l’ACM est 

bien  occluse  par  un  caillot  riche  en  fibrine (figure  36.A),  ce  qui  est  en  accord  avec  les  résultats 

obtenus par Orset et collaborateurs lors de l’élaboration de ce modèle (Orset et al., 2007).  



  119

Par ailleurs, nous avons également mis en évidence un marquage en dehors de l’ACM, localisé dans 

les  microvaisseaux.  Ce  marquage  microvasculaire  est  concentré  à  proximité  du  caillot  au  sein  du 

parenchyme cérébral  (figure 36.B). Ces dépôts de  fibrine ont pu d’une part  être  formés du  fait de 

l’injection de thrombine dans l’artère et dont une partie s’est échappée dans la circulation. D’autre 

part, la présence de fibrine peut être la conséquence de la fibrinolyse endogène qui, en dégradant le 

thrombus, pourrait libérérer des micro‐thrombi dans la microcirculation. Enfin, la présence de fibrine 

pourrait  être  une  conséquence  de  l’ischémie ;  en  effet,  au  cours  des  30 minutes  d’ischémie,  une 

activation de la cascade de la coagulation a pu se produire dans les microvaisseaux en souffrance et 

conduire à la formation de fibrine. 

 

Figure  36 :  Localisation  du  caillot  de  fibrine  dans  l’artère  cérébrale  moyenne  après  30  minutes 

d’ischémie 
La présence de fibrine a été détectée par un  immunomarquage sur des coupes horizontales de 10 μm d’épaisseur. A : Les 

photos 1 et 2 montrent  l’ACM en coupe  transversale au niveau du  site d’injection de  la  thrombine. Trente minutes après 

l’injection, l’artère contient un caillot riche en fibrine qui l’occlut. La photo 3 a été prise en aval de la zone d’injection de la 

thrombine,  la  lumière de  l’ACM n’est pas occluse par  la  fibrine. B :  Les  flèches  indiquent  la présence de dépôts de  fibrine 

également localisés dans les microvaisseaux situés à proximité de l’ACM. La barre d’échelle représente 50 µm. 

 

 

Ces  travaux  nous  ont  permis  de  définir  la  région  du  cerveau  contenant  le  caillot  à  l’origine  de 

l’ischémie ;  cette  région  sera  par  la  suite  appelée  région  b  et  les  deux  régions  adjacentes,  a  et  c, 

comme l’illustre le schéma ci‐dessous : 

 

 

Nous  avons  ensuite  évalué  à  24  heures  l’effet  du  rt‐PA  et  du  PJ34  sur  la  présence  de  fibrine  par 

Western blot au sein de ces trois régions cérébrales. 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2. Étude des dépôts de fibrine 24 heures après l’ischémie cérébrale : effet du rt‐PA 

a) Mise au point du Western blot de fibrine 

Les dépôts de fibrine sont issus de l’association de plusieurs molécules de fibrinogène et forment un 

réseau extrêmement structuré, complexe et très volumineux qu’il n’est pas possible de détecter tel 

quel par Western blot. L’évaluation de la fibrine par cette technique requiert donc au préalable une 

étape particulière de broyage et de traitement des échantillons, afin de désassembler  le  réseau de 

fibrine et de libérer les chaînes qui la composent ; ces chaînes, de plus petites masses moléculaires, 

sont ensuite détectables par Western blot. Il peut s’agir des dimères γ‐γ, des dimères α‐α ou encore 

de  la chaîne β  (52 kDa). Cette chaîne β a  l’avantage d’être plus  facilement détectable par Western 

blot car cette dernière ne forme pas de dimère et n’est donc présente que sous une seule forme. Par 

conséquent, nous avons choisi de quantifier la chaîne β comme reflet de la présence de fibrine dans 

nos échantillons. Pour cela,  j’ai choisi d’utiliser  le protocole de  l’équipe du Dr Zlokovic, et qui a été 

décrit par Tabrizi et al. (1999), puis Ninomia et al. (2000) et enfin Shibata et al. (2001). Ce travail a été 

réalisé  avec  l’aide  du  Dr  Le  Bonniec  (UMR_S1140  Inserm,  Université  Paris  Descartes)  et  du  

Dr Palmier, responsable de la biochimie au sein de notre équipe de recherche.  

La préparation des échantillons de  cerveaux nécessite plusieurs étapes d’extraction afin d’éliminer 

l’ensemble des protéines solubles, de cliver le réseau de fibrine et d’isoler in fine le culot contenant 

des  fragments  de  fibrine.  Ainsi,  il  s’avère  notamment  nécessaire  d’incuber  les  échantillons  en 

présence  de  fortes  concentrations  d’urée  qui  permettent  de  dissocier  le  caillot,  ou  encore  de 

resuspendre le culot dans un milieu réducteur et dénaturant.  

Notons qu’avec ce protocole particulier de broyage et d’extraction, le culot final ne contient plus que 

les  chaînes  de  fibrine ;  ainsi,  l’actine  a  été  éliminée  dans  les  fractions  solubles  au  cours  des 

centrifugations successives. La quantification des Western blot de  fibrine n’a donc pu être corrigée 

par celle de l’actine.  

  

D’après  les observations  faites précédemment,  nous  savions que 30 minutes  après  avoir  injecté  la 

thrombine au niveau de la bifurcation de l’ACM, la lumière de cette artère contenait un caillot riche 

en  fibrine.  Par  conséquent,  des  homogénats  de  cerveaux  de  souris  ischémiées  euthanasiées  

30 minutes après l’ischémie et de souris naïves ont servi à mettre au point le protocole de broyage et 

de Western blot. Les essais ont été réalisés dans la région b où se trouve la bifurcation de l’ACM et 

donc  le  caillot  de  fibrine.  Bien  que  l’anticorps  (AC)  anti‐fibrine  utilisé  reconnaisse  également  le 

fibrinogène circulant, il n’a pas été nécessaire de perfuser les animaux avant leur euthanasie puisque 

le  fibrinogène  circulant  est  éliminé  au  même  titre  que  les  protéines  solubles  lors  des  étapes 

d’extraction. 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Au  cours  des  premiers  essais,  nous  avons  constaté  qu’à  l’issue  du  broyage  et  de  l’extraction,  les 

échantillons étaient particulièrement visqueux, ce qui a fortement perturbé leur migration au cours 

du Western blot. Après  révélation des membranes, nous avons observé un voile noir qui masquait 

tout signal potentiel, et ce, même après diminution de  la quantité de protéines déposées  (de 15 à  

10  puis  5  μg/puits),  ou  après  avoir  utilisé  différentes  dilutions  de  l’AC  primaire  (1/2000,  1/4  000,  

1/8 000 et 1/12 000). La figure 37 représente une membrane caractéristique de celles obtenues lors 

de ces différentes mises au point. 

 
Figure 37 : Membrane représentative des premiers essais de Western blot de fibrine 
Le  Western  blot  de  fibrine  a  été  réalisé  à  partir  d’homogénats  de  cerveaux  de  souris  naïves  et  de  souris  ischémiées 

euthanasiées 30 minutes après l’ischémie (région b). Du fibrinogène (Fg) humain (0,1, 0,05 ou 0,01 μg) a été utilisé comme 

témoin positif. Les échantillons ont été déposés à raison de 10 ou 5 μg de protéines/puits ; la détection de la fibrine par l’AC 

primaire dilué au 1/8 000 a été réalisée par le système de révélation ECL. 

 

Pour  les  échantillons  correspondants  au  fibrinogène  humain,  le  témoin  positif,  ces  conditions  de 

Western  blot  ont  permis  de  révéler  trois  bandes  (figure  37,  bandes  notées  1,  2  et  3),  qui 

correspondraient  donc  aux  trois  chaînes  du  fibrinogène  (cf.  Rappels  bibliographiques,  Chapitre  I, 

paragraphe I.1). La première bande (1) qui a migré vers 67 kDa correspond à la chaîne Aα (chaîne α + 

fibrinopeptide  A)  ;  la  seconde  bande  (2)  autour  de 52  kDa  représente  la  chaîne  Bβ  (chaîne  β  + 

fibrinopeptide  B) ;  et  la  chaîne  de  plus  petite  masse  moléculaire  (3)  (48  kDa)  est  la  chaîne  γ  du 

fibrinogène.  

En  conclusion,  ces  premiers  essais  de  Western  blot  ont  permis  de  révéler  le  témoin  positif ;  en 

revanche, la forte viscosité de nos échantillons a gêné la détection de la fibrine.  

Nous avons donc apporté quelques modifications au protocole de broyage et d’extraction : 

 dès  le  premier  tampon  de  broyage,  nous  avons  ajouté  de  puissants  inhibiteurs  de  sérine‐

protéases  (aprotinine,  acide  ε‐aminocaproïque,  phénylméthylsulfonyl  fluoride).  Ces 

inhibiteurs  sont  en  particulier  des  inhibiteurs  de  plasmine  car  cette  dernière  risquerait  de 

cliver et dégrader le réseau de fibrine dans les échantillons, 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 nous  avons  augmenté  la  concentration d’urée afin de  faciliter  la  dissociation du  réseau de 

fibrine (de 3 M à 6 M), 

 le  culot  obtenu  en  fin  de  broyage  a  été  resuspendu  dans  le  double  de  tampon  

réducteur‐dénaturant (200 μl contre 100 μl précédemment), 

 les  échantillons  ont  été  chauffés  plus  intensément  en  présence  du  tampon  

réducteur‐dénaturant (90°C pendant 15 minutes au lieu de 65°C durant 10 minutes). 

 

Une  nouvelle  série  d’échantillons  a  donc  été  préparée  (souris  naïves  n=2,  souris  ischémiées 

euthanasiées à 30 minutes n=3). Les modifications apportées à l’étape du broyage et d’extraction ont 

permis d’améliorer nettement la qualité du Western blot. Les échantillons n’étant plus visqueux, leur 

migration  s’est  produite  sans  difficulté  et  des  bandes  ont  été  détectées  (figure  38.A).  Enfin,  en 

absence d’AC primaire, ces bandes ont disparu (figure 38.B), ce qui a confirmé la spécificité du signal. 

Les trois bandes du témoin positif (α, β et γ) ont de nouveau été retrouvées.  

Concernant  les  échantillons,  la  chaîne  α  n’apparaît  pas  vers  60  kDa  car  comme  nous  l’avons  vu  

ci‐dessus,  cette  chaîne  forme  des  dimères  lors  de  la  formation  de  la  fibrine,  et  ces  dimères  sont 

détectés à une masse moléculaire double de celle de la chaîne α seule.  

La bande apparaissant au niveau de la masse moléculaire de la chaîne β (52 kDa) n’est présente que 

chez  les  souris  ischémiées. Cette bande est de  forte  intensité dans  la  région b qui  correspond à  la 

région  de  la  bifurcation  de  l’ACM  (lieu  d’injection  de  la  thrombine),  et  de  plus  faible  intensité  à 

distance du caillot, c’est‐à‐dire en zone c. Cette bande correspond donc à la chaîne β de la fibrine, et 

elle reflète bien la quantité de fibrine de nos échantillons.  

La  bande  qui  a migré  au même  endroit  que  la  chaîne  γ  du  fibrinogène  est  présente  chez  tous  les 

animaux (naifs et ischémiés) et son signal semble être constant quel que soit le groupe. Notons que 

la présence de cette bande est surprenante puisque normalement, au cours de  la maturation de  la 

fibrine, la chaîne γ forme elle aussi des dimères. Cette bande est pourtant spécifique de l’AC primaire 

car elle disparaît en son absence. 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Figure 38  : Détection de  la  fibrine par Western blot 30 minutes après  l’ischémie, au niveau de  la 

zone d’injection de thrombine (région b) et en périphérie (région c) 
A : Après avoir déposé 5 μg de protéines/puits, la détection de la fibrine par l’AC primaire dilué au 1/8 000 a été réalisée par 

le système de révélation ECL. Du fibrinogène humain (2,5 et 5 ng) a été utilisé comme témoin positif. B : La spécificité des 

signaux a été confirmée lors de l’incubation des membranes en l’absence d’AC primaire. Fg : fibrinogène, N : souris naïves, 

IC : souris ischémiées. 

 

Afin de mieux séparer la bande de la chaîne β par rapport à la bande située juste en dessous, nous 

avons modifié la concentration du gel de migration de polyacrylamide (10% => 7,5%) et augmenté la 

durée de migration. De plus, afin de faciliter  la quantification des signaux,  le système de révélation 

ECF a été utilisé. Nous avons alors remarqué que la chaîne β pouvait parfois apparaître sous la forme 

d’un  doublet  (figure  39).  Lorsque  la  fibrine  se  forme  à  partir  du  fibrinogène,  il  est  possible  que 

certaines chaînes β ne soient pas clivées au niveau de leur fibrinopeptide B. Le doublet pourrait donc 

correspondre  aux  chaînes  β  et  Bβ.  Pour  la  suite  de  notre  étude,  nous  avons  pris  en  compte  ce 

doublet de chaînes pour la quantification. 

 

Figure 39 : Détection de la chaîne β de la fibrine sous la forme d’un doublet 
IC : souris ischémiées, TO : souris témoins‐opérées 

 
Après avoir validé la technique de détection de la fibrine, nous avons donc étudié l’effet de l’ischémie 

et du rt‐PA sur l’expression de la fibrine à 24 heures. Le rt‐PA a été administré à la dose de 0,9 mg/kg 

qui  correspond  à  la  dose  clinique,  et  à  10  mg/kg  qui  est  la  dose  plus  couramment  utilisée  en 

préclinique. 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b) Effet de l’ischémie et du rt‐PA sur les dépôts de fibrine à 24 heures  

 Protocole expérimental 

L’évaluation de l’expression de la fibrine a été réalisée sur les homogénats de cerveaux appartenant 

aux 7 groupes d’animaux suivants (n = 5‐7/groupe): 

‐ souris naïves 

‐ souris témoins‐opérées 

‐ souris ischémiées  

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA à la dose de 0,9 mg/kg  

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA à la dose de 10 mg/kg  

Les  animaux  ont  été  euthanasiés  24  heures  après  la  chirurgie  et  les  3  régions  cérébrales  ont  été 

prélevées  afin  de  réaliser  le Western  blot  de  fibrine :  la  région  b  pour  le  cœur  de  la  lésion  et  les 

régions a et c pour la périphérie. 

 

 Résultats 

La figure 40 présente les images des Western blot ainsi que leur quantification.  

Nous avons tout d’abord constaté pour la région b, une très grande dispersion des résultats chez les 

souris ischémiées traitées par le rt‐PA (0,9 et 10 mg/kg) ou par son solvant. L’analyse statistique des 

résultats  (Anova  à  2  facteurs)  a  ensuite  indiqué  qu’il  n’existe  pas  d’effet  groupe,  bien  que  la 

significativité soit inférieure à 10% (P=0,08). En revanche, il existe un effet région (P<0,01).  

Au sein de chaque groupe, une seconde analyse a été réalisée (test de Bonferroni corrigé) : chez les 

souris ischémiées, la quantité de fibrine présente en région b tend à être plus importante que celle 

en région c (P=0,059). Les souris ischémiées et traitées par 0,9 mg/kg de rt‐PA ont significativement 

plus de fibrine en région b qu’en région c (P<0,05). Pour les autres groupes d’animaux (souris naïves, 

témoins‐opérées, ischémiées traitées par 10 mg/kg de rt‐PA), les quantités de fibrine des régions a, b 

et c ne diffèrent pas significativement. 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Figure  40 :  Effet  de  l’ischémie  et  du  rt‐PA  sur  les  dépôts  de  fibrine  évalués  à  24  heures  par  

Western blot 
Le  rt‐PA a été administré à  la dose de 0,9 ou 10 mg/kg par voie  intraveineuse.  Le Western blot de  fibrine a été  réalisé à 

partir  d’homogénats  de  cerveaux  au  niveau des  régions  a,  b  et  c.  Les  résultats  (moyennes  ±  sd)  sont  exprimés  en  unités 

arbitraires (UA).  n= 5‐7/groupe. * : P<0,05. TO : souris témoins‐opérées, IC : souris ischémiées. 

 

 

Nous avons ensuite étudié le rôle de la PARP dans la présence de fibrine après un traitement par le 

rt‐PA.  Pour  cela,  nous  avons  sélectionné  la  région  b,  région  contenant  la  plus  grande  quantité  de 

fibrine à 24 heures, et la dose de 0,9 mg/kg de rt‐PA. 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c) Étude du  rôle de  la PARP dans  la présence des dépôts de  fibrine 24 heures après 

l’ischémie et après traitement par le rt‐PA 

 Protocole expérimental 

Le rt‐PA a été administré à la dose de 0,9 mg/kg 4 heures après l’ischémie. Les animaux traités par le 

PJ34  à  la  dose  de  3  mg/kg  ont  reçu  soit  1  administration  (x1)  3  heures  après  l’ischémie,  soit  

2 administrations (x2) au moment de l’ischémie et 3 heures après. Les animaux ont donc été répartis 

ainsi (n= 8‐11/groupe) : 

‐ souris témoins‐opérées 

‐ souris ischémiées  

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA  

‐ souris ischémiées traitées par le PJ34 (x2) 

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA + PJ34 (x1) 

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA + PJ34 (x2) 

Les animaux ont été euthanasiés 24 heures après la chirurgie et la région b du cœur de la lésion a été 

prélevée pour l’étude par Western blot de la présence de fibrine. 

 

 Résultats 

L’analyse statistique indique qu’il n’existe pas de différence significative entre les groupes bien que 

l’on note une augmentation de 34% de la quantité de fibrine 24 heures après l’ischémie (figure 41). 

Ainsi, le rt‐PA ne modifie pas les taux post‐ischémiques de fibrine, et le PJ34 seul ou associé au rt‐PA 

n’entraîne aucune modification. 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Figure 41 : Effet du rt‐PA et du PJ34 sur la présence de dépôts de fibrine évaluée par Western blot 

24 heures après une ischémie cérébrale 
Le rt‐PA a été administré à la dose de 0,9 mg/kg. Les souris traitées par le PJ34 (3 mg/kg) ont reçu 2 injections (X2) i.e. au 

moment de  l’ischémie et 3 heures après,  ou 1  seule  injection  (x1) à 3 heures.  Le Western blot de  fibrine a été  réalisé au 

niveau de  la  région b. Les  résultats  (moyenne ± sd)  sont exprimés en unités arbitraires  (UA). TO :  souris  témoins‐opérées,  

IC : souris ischémiées, ns : non significatif. 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d) Discussion 

A  la  suite  d’une  thrombolyse  par  le  rt‐PA  en  clinique,  la  qualité  de  la  reperfusion  semble 

particulièrement  hétérogène  selon  les  patients  (An  et  al.,  2011).  Dans  les  heures  qui  suivent 

l’administration  de  rt‐PA,  la  reperfusion  du  tissu  peut  n’être  que  partielle,  ce  qui  a  d’ailleurs  été 

retrouvé  in vivo dans notre modèle d’ischémie (El Amki et al., 2012). D’autre part,  la recanalisation 

peut  être  suivie  en  clinique  d’une  réocclusion  du  vaisseau  dans  20  à  30%  des  cas  (Saqqur  et  al., 

2007a; Rubiera et al., 2005; Alexandrov et Grotta, 2002).  

Au  vu  de  ces  données  cliniques,  nous  avons  recherché  si  ces  phénomènes  sont  liés  à  une 

augmentation  par  le  rt‐PA  des  dépôts  de  fibrine,  qui  pourraient  participer  à  l’obstruction  des 

microvaisseaux.  En  effet,  il  a  été  montré  expérimentalement  que  d’une  part,  en  fragmentant  le 

caillot à l’origine de l’ischémie, le rt‐PA pouvait favoriser la présence de microthrombi secondaires en 

aval du site de  l’occlusion (Jiang et al., 2000). D’autre part, des études ont montré que  le rt‐PA est 

capable de perturber  le  système de coagulation et de  favoriser  la  formation  in  situ de  fibrine  (voir 

Rappels bibliographiques, Chapitre III, paragraphe III 2.b.).  

La présence des dépôts de fibrine a été évaluée par Western blot, technique dont la mise au point a 

été délicate à élaborer en raison de la complexité structurale de la fibrine. 

 

Lors d’une première expérience, nous avons étudié à 24 heures l’effet de l’ischémie et du traitement 

non seulement par la faible dose de rt‐PA (0,9 mg/kg) qui correspond à la dose utilisée en clinique, 

mais également par la forte dose (10 mg/kg) plus couramment utilisée en recherche préclinique. Le 

taux de fibrine a été évalué au niveau du cortex ipsilatéral dans les trois régions du cerveau : dans le 

cœur de la lésion et dans les deux régions adjacentes.  

 Nos résultats montrent que dans  les deux  régions en périphérie,  la fibrine semble présente en 

faible quantité ; ni la chirurgie, ni l’ischémie, ni même l’administration de rt‐PA (0,9 ou 10 mg/kg) 

ne modifient les taux de fibrine dans ces régions.  

 

 En revanche, la quantité de fibrine est différente dans la région du cœur, dans laquelle se trouve 

le site d’injection de la thrombine. Toutefois, en raison notamment d’une grande dispersion des 

valeurs  chez  les  animaux  ischémiés  traités  ou  non  par  le  rt‐PA,  l’analyse  statistique  n’a  pas 

permis de conclure quant aux effets de l’ischémie et/ou du rt‐PA (0,9 ou 10 mg/kg).  

Bien  qu’à  30 minutes  nos  résultats  ont  confirmé  ceux  de Orset  et  al.  (2007)  et  ont montré  la 

présence d’un thrombus riche en fibrine dans la  lumière de l’artère, nous ignorions au moment 

de commencer cette étude, l’avenir de ce thrombus à 24 heures. 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Parmi  les  souris  ischémiées,  nos  résultats  suggèrent  l’existence  de  deux  populations  distinctes 

d’animaux  à  24  heures.  Certains  animaux  ischémiés  présentent  des  taux  faibles  de  fibrine.  La 

fibrinolyse  endogène  semble  avoir  été  suffisante  pour  lyser  le  thrombus  à  24  heures.  Ces 

résultats  sont  à  rapprocher  de  ceux  de  Gauberti  et  al.  (2014)  qui  ont  montré  par  IRM  que  

24  heures  après  l’ischémie  dans  ce  même  modèle,  la  reperfusion  induite  par  la  fibrinolyse 

endogène est stable et complète chez tous les animaux inclus dans l’étude. Cette équipe montre 

que contrairement à des modèles d’ischémie par occlusion mécanique transitoire, le modèle par 

injection de thrombine n’est pas à l’origine de microthrombi secondaires à 24 heures.  

Néanmoins,  nous  avons  également  observé  dans  notre  étude  l’existence  d’une  deuxième 

population  d’animaux  qui  présente  des  taux  plus  élevés  de  fibrine.  Nous  ne  pouvons  donc 

exclure  que  ces  souris  ischémiées  sont  peut  être,  à  l’inverse,  des  animaux  chez  lesquels  le 

thrombus est resté en place dans l’ACM ou bien chez lesquels se sont additionnés des dépôts de 

fibrine après activation post‐ischémique de la coagulation. 

Concernant  l’effet  du  rt‐PA,  pour  certains  animaux,  les  faibles  taux  de  fibrine  suggèrent  une 

thrombolyse  efficace.  A  l’inverse,  les  animaux  qui  présentent  des  taux  plus  élevés  de  fibrine 

peuvent être : 

‐ soit des animaux chez lesquels le thrombus est resté en place dans l’ACM, ce qui indiquerait un 

manque  d’efficacité  du  rt‐PA.  Rappelons  qu’il  a  d’ailleurs  été  montré  dans  ce  même  modèle 

d’ischémie qu’une administration tardive de rt‐PA (0 ,9 ou 10 mg/kg) induit une reperfusion lente 

et  partielle,  puisque 2 heures  après  l’administration,  le DSC  reste  inférieur  à  40% de  sa  valeur 

initiale (El Amki et al., 2012),    

‐ soit des animaux chez lesquels se sont produits des phénomènes de réocclusion. 

 

Au cours d’une seconde étude, nous avons examiné  l’effet du PJ34,  l’inhibiteur de  la PARP.  Il  a en 

effet été montré au laboratoire que le PJ34 améliore la reperfusion induite par le rt‐PA (0,9 mg/kg) 

dans les heures qui suivent l’injection de thrombine (El Amki et al., en préparation). Nous avons donc 

recherché si à 24 heures, le PJ34 exerce un effet protecteur au niveau des vaisseaux en diminuant les 

phénomènes de réocclusion, ou si ce dernier améliore l’activité thrombolytique du rt‐PA. Pour cela, 

les dépôts de fibrine ont été évalués dans le cœur de la lésion en région b. Nos travaux n’ont pas mis 

en évidence d’effet protecteur du PJ34.  

 

Au  vu  de  ces  résultats  peu  concluant,  il  nous  faudra  compléter  cette  étude  à  l’aide  d’une  autre 

technique permettant de rechercher plus finement la présence de fibrine, et de distinguer la fibrine 

présente  dans  la  lumière  des  macrovaisseaux  tels  que  l’ACM,  de  celle  formée  au  niveau  des 

microvaisseaux.  Pour  cela,  il  sera  intéressant de  réaliser  en  immunohistochimie  sur des  coupes de 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cerveaux,  un  co‐marquage  de  la  fibrine  et  des  cellules  endothéliales.  D’autre  part,  il  nous  faudra 

compléter  ces  travaux en étudiant  la perfusion cérébrale par un marquage au dextran‐FITC ou par  

microscopie  intravitale,  ce  qui  nous  permettra  de mettre  en  évidence  les  régions  d’hypoperfusion  

24 heures après l’ischémie mais également à des temps plus précoces.  

 

Après avoir recherché l’effet du rt‐PA sur la présence de dépôts de fibrine utilisés comme marqueur 

vasculaire  de  thrombose,  nous  avons  poursuivi  l’étude  des  altérations  vasculaires  induites  par  le  

rt‐PA grâce à des marqueurs exprimés en particulier par l’endothélium. 

 
 

III. Évaluation  des  atteintes  endothéliales  induites  par  le  rt‐PA  après  une  ischémie 

cérébrale 

Afin  d’évaluer  les  effets  de  l’ischémie  cérébrale  et  du  rt‐PA  sur  l’endothélium,  nous nous  sommes 

intéressés dans un premier temps à des marqueurs d’inflammation, VCAM‐1 et ICAM‐1, grâce à des 

techniques  de  Western  blot  et  d’immunohistochimie  (IHC).  Dans  un  second  temps,  nous  avons 

recherché la présence de microparticules endothéliales, marqueurs de dysfonction endothéliale. 

 

1. Étude de l’expression de VCAM‐1 

a) Effet de l’ischémie et du rt‐PA sur l’expression de VCAM‐1 évaluée par Western blot 

 Protocole expérimental 

Nous avons souhaité étudier l’expression de VCAM‐1 6 heures et 24 heures après l’ischémie ainsi que 

l’effet du rt‐PA administré à la dose de 0,9 mg/kg. Les animaux ont donc été répartis en 7 groupes : 

‐ souris naïves 

‐ souris témoins‐opérées euthanasiées à 6 heures ou à 24 heures 

‐ souris ischémiées euthanasiées à 6 heures ou à 24 heures 

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA (0,9 mg/kg) euthanasiées à 6 heures ou à 24 heures 

L’expression de VCAM‐1 a été évaluée dans la région b, qui correspond au cœur de la lésion. VCAM‐1 

est une protéine détectée par Western blot autour de 100 kDa. La quantification de cette protéine a 

été rapportée à celle de l’actine comme protéine de référence. 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 Résultats 

La figure 42.A illustre un exemple de membrane obtenue en utilisant un anticorps (AC) anti‐VCAM‐1 

(Santa Cruz, n°1) avec lequel une seule bande a été observée aux environs de la masse moléculaire 

de la protéine. En l’absence de cet AC primaire, la bande a disparu (résultat non représenté), ce qui a 

permis de confirmer la spécificité du signal. La figure 42.B présente les résultats de la quantification 

de  la  bande d’intérêt. Quel  que  soit  le  temps  (6  heures  ou  24 heures),  nous  n’avons  noté  aucune 

modulation de  l’expression de VCAM‐1, que ce soit par  la chirurgie  (souris  témoins‐opérées versus 

souris naïves), par  l’ischémie (souris  ischémiées versus  témoins‐opérées) ou par  l’administration de 

rt‐PA (souris ischémiées traitées par le rt‐PA versus souris ischémiées traitées par son solvant). 

 

Figure  42 :  Effet  de  l’ischémie  et  du  rt‐PA  (0,9  mg/kg)  sur  l’expression  de  VCAM‐1  évaluée  à  

6 heures et 24 heures par Western blot 
A : Western blot représentatif obtenu avec l’AC anti‐VCAM‐1 n°1 ; le Western blot de l’actine a également été réalisé sur les 

mêmes membranes.  B : Quantification  du Western  blot.  Les  résultats  (moyenne  ±  sd)  sont  exprimés  en  unités  arbitraires 

(UA) et sont rapportés à l’actine. TO : souris témoins‐opérées, IC : souris ischémiées. 

 

Au vu de ces résultats négatifs, nous avons souhaité confirmer cette étude avec un autre AC primaire 

anti‐VCAM‐1 (Abcam, n°2). Cet AC a donné  les mêmes résultats en Western blot : une seule bande 

autour de 100 kDa qui, après quantification, ne montre aucune modulation, ni par l’ischémie, ni par 

l’administration de rt‐PA (résultats non présentés). 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Nous  avons  ensuite  choisi  de  compléter  cette  étude  par  l’utilisation  d’une  autre  technique : 

l’immunohistochimie (IHC). Nous avons également étudié l’implication de la PARP dans l’expression 

de VCAM‐1. 

b) Effet de l’ischémie et du rt‐PA sur l’expression de VCAM‐1 évaluée par IHC : étude 

du rôle de la PARP 

 Expression de VCAM‐1 24 heures après l’ischémie cérébrale 

 Protocole expérimental  

Nous avons réalisé une première expérience afin de valider d’une part le protocole de marquage de 

VCAM‐1  par  un  AC  anti‐VCAM‐1  différent  de  ceux  utilisés  en  Western  blot ;  la  révélation  du 

marquage  a  été  réalisée  par  la  DAB.  D’autre  part,  nous  avons  étudié  l’effet  de  la  chirurgie  et  de 

l’ischémie à 24 heures sur l’expression de VCAM‐1 (n= 4‐7/groupe). 

La quantification du marquage cortical a été réalisée dans les régions du cœur et de la bordure (voir 

Matériel et Méthodes, paragraphe V.2.b) ; la surface du marquage est exprimée en pixels. 

 

 Résultats 

Les photos de la figure 43 sont représentatives du marquage obtenu. 

Les  souris  naïves  et  témoins‐opérées  ne  présentent  pas  ou  très  peu  de  marquage.  En  revanche,  

24 heures après l’ischémie, le cortex ipsilatéral des souris ischémiées est riche en marquage de type 

vasculaire localisé au niveau de la lésion.  

 

Figure 43 : Photos représentatives de l’expression de VCAM‐1 dans le cortex ipsilatéral à 24 heures 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La  quantification  du marquage  a  confirmé  ces  résultats  qualitatifs  (figure  44).  En  effet,  en  ce  qui 

concerne le marquage total (i.e. dans le cœur et en bordure de la lésion), les souris témoins‐opérées 

n’expriment pas plus VCAM‐1 que les souris naïves (figure 44.A). En revanche,  l’ischémie augmente 

de 4,4 fois l’expression de VCAM‐1 : 26 291 ± 17 171 pixels versus 6 002 ± 3 510 pixels pour les souris 

témoins‐opérées (P<0,05)  (figure 44.A).  La protéine VCAM‐1 est  principalement  exprimée à  l’avant 

du  cerveau,  entre  les  niveaux  2  et  6  (figure  44.B).  L’augmentation  significative  de  l’expression  de 

VCAM‐1 est  liée à  la  fois à une augmentation dans  le cœur de  la  lésion (P<0,01 ;  figure 44.C) et en 

bordure de la zone infarcie (P<0,05 ; figure 44.D). Pour chaque groupe d’animaux, VCAM‐1 est autant 

exprimé en région cœur qu’en région bordure (d’après le test statistique de Wilcoxon).  

 

Figure 44 : Évaluation de l’expression de VCAM‐1 par HIC, 24 heures après l’ischémie  
Les  résultats  sont  exprimés  en  moyenne  ±  sd.  * :  P<0,05,  ** :  P<0,01  versus  souris  témoins‐opérées ;  P=0,06 :  souris 

ischémiées versus souris témoins‐opérées. TO : souris témoins‐opérées, IC : souris ischémiées. 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Après avoir montré que  l’ischémie est à  l’origine d’une augmentation de  l’expression de VCAM‐1 à  

24 heures, nous nous  sommes  intéressés à  l’effet du  rt‐PA et au  rôle de  la PARP dans  l’expression 

post‐ischémique de cette protéine.  

 
 

 Effet du rt‐PA et rôle de la PARP dans l’expression de VCAM‐1 

 Protocole expérimental  

Le rt‐PA a été administré à la dose de 0,9 mg/kg. Le PJ34 (3 mg/kg) a été administré soit 2 fois (x2)  

i.e. au moment de l’ischémie et 3 heures après, soit une seule fois (x1) i.e. 3 heures après l’ischémie. 

Les animaux ont donc été répartis en 6 groupes et euthanasiés à 24 heures (n= 5‐10/groupe): 

‐ souris témoins‐opérées 

‐ souris ischémiées  

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA 

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA et le PJ34 (x1) 

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA et le PJ34 (x2) 

‐ souris ischémiées traitées le PJ34 (x2) 

Les expériences antérieures ayant mis en évidence un profil d’expression de VCAM‐1 similaire entre 

le  cœur et  la  bordure de  la  lésion,  la  surface de marquage a  été  analysée pour  la  région d’intérêt 

totale. 

 

 Résultats 

Nous  avons  constaté  sur  les  coupes  de  cerveaux  de  souris  ischémiées  un  marquage  de  type 

vasculaire  similaire  à  celui  obtenu  lors  de  l’expérience  précédente  et  localisé  majoritairement  au 

niveau de la zone lésée. Les résultats de la quantification sont présentés sur la figure 45. 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Figure 45 : Effet du rt‐PA et rôle de la PARP dans l’expression de VCAM‐1 24 heures après l’ischémie 
Le rt‐PA a été administré à la dose de 0,9 mg/kg. Les souris traitées par le PJ34 (3 mg/kg) ont reçu 2 injections (x2) i.e. au 

moment  de  l’ischémie  et  3  heures  après,  ou  bien  1  seule  injection  (x1)  à  3  heures.  La  quantification  de  la  surface  de 

marquage a été réalisée au niveau du cortex ipsilatéral (région cœur + bordure). Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés 

en pixels. * : P<0,05. TO : souris témoins‐opérées, IC : souris ischémiées. 

 

 
Nous avons confirmé que  l’ischémie est à  l’origine d’une augmentation significative de  l’expression 

de VCAM‐1 à 24 heures (souris  ischémiées : 24 391 ± 11 109 pixels versus souris témoins‐opérées :  

8 179 ± 3 334 pixels; P<0,05). En revanche, l’administration de rt‐PA ne modifie pas l’expression post‐

ischémique de VCAM‐1. De manière intéressante, l’association d’une seule administration de PJ34 au 

rt‐PA permet de diminuer l’expression de VCAM‐1 de 56% par rapport aux souris ischémiées (P<0,05) 

et de 52% par rapport aux souris ischémiées traitées le rt‐PA (P<0,05). En revanche, lorsque le PJ34 

est administré deux fois, il perd son effet protecteur. 

Notons  que  le  PJ34  administré  seul  (x2)  aux  animaux  ischémiés  ne modifie  pas  l’expression  post‐

ischémique de VCAM‐1 (P=0,14). 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c) Discussion 

Afin de préciser les effets délétères de l’ischémie et du rt‐PA sur l’endothélium vasculaire, nous nous 

sommes  intéressés  au  cours  de  cette  étude  à  l’expression  de  VCAM‐1,  marqueur  d’atteinte 

endothéliale et d’inflammation. En effet, VCAM‐1 est une molécule dont l’expression par les cellules 

endothéliales est augmentée dans un contexte inflammatoire ; cette molécule participe à l’adhésion 

ferme des leucocytes à l’endothélium.  

Rappelons  que  bien  que  le  rt‐PA  soit  couramment  utilisé  à  la  dose  de  10  mg/kg  en  recherche 

préclinique,  nous  avons  choisi  d’étudier  la  dose de 0,9 mg/kg qui  correspond à  la dose utilisée en 

clinique. Celle‐ci entraîne dans le modèle d’ischémie par injection de thrombine des effets délétères 

similaires à ceux induits par la dose de 10 mg/kg, notamment en terme de survenue de TH (El Amki 

et al., 2012). 

 

L’expression de VCAM‐1 a  tout d’abord été évaluée par Western blot 6 heures et 24 heures après 

l’ischémie au niveau du cœur de la lésion, zone dans laquelle les cellules sont le plus en souffrance. 

Néanmoins, nous n’avons observé aucune modification de l’expression de VCAM‐1 après l’ischémie, 

et le rt‐PA s’est également révélé sans effet.  

 

Nous avons ensuite complété ces travaux par une étude par IHC à 24 heures. En effet, contrairement 

au Western  blot,  l’IHC  permet  de  repérer  finement  le marquage  et  de  visualiser  sa  répartition  au 

niveau des structures cérébrales.  

Grâce  à  cette  technique,  nous  avons  pu mettre  en  évidence  que  l’ischémie  est  à  l’origine  d’une 

augmentation  significative  de  l’expression  de  VCAM‐1  à  24  heures,  à  la  fois  dans  le  cœur  de  la 

lésion mais également en bordure. Cette augmentation n’est pas attribuable à l’effet de la chirurgie 

puisque  les souris  témoins‐opérées ne présentent pas plus de marquage que  les souris naïves. Nos 

travaux sont à rapprocher de ceux de Gauberti et al. (2013) qui, dans le même modèle d’ischémie par 

injection  de  thrombine,  ont  évalué  la  cinétique  d’expression  de  VCAM‐1  par  IRM.  De  manière 

intéressante, cette équipe a observé une augmentation post‐ischémique de VCAM‐1 entre 24 heures 

et 5 jours, avec un maximum à 24 heures. Il est important de souligner que cette augmentation post‐

ischémique  de  VCAM‐1  à  24  heures  a  aussi  été  mise  en  évidence  dans  d’autres  modèles 

d’ischémie (Fréchou et al., 2013; Justicia et al., 2006). Chez l’homme, il a également été rapporté une 

augmentation post‐ischémique,  tant au niveau de  la  forme membranaire de VCAM‐1  (Blann et  al., 

1999) que de sa forme soluble (Selaković et al., 2003; Bitsch et al., 1998). 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Nous nous sommes ensuite intéressés à l’effet du rt‐PA sur l’expression post‐ischémique de VCAM‐1. 

Il  s’avère que  le modèle d’ischémie  cérébrale par  injection de  thrombine est  un bon modèle pour 

l’étude  de  la  toxicité  vasculaire  du  rt‐PA  puisque  l’administration  tardive  de  rt‐PA  (entre  3  et  

4 heures) entraîne une aggravation des TH via une atteinte de  la BHE (El Amki et al., 2012; García‐

Yébenes  et  al.,  2011;  El  Amki  et  al.,  en  préparation).  Nous  avons  donc  recherché  si  cette  toxicité 

vasculaire se traduisait également par une augmentation de l’expression de la molécule d’adhésion 

VCAM‐1.  

Nos  résultats montrent  qu’à  24  heures,  le  rt‐PA  ne modifie  pas  l’expression  post‐ischémique  de 

VCAM‐1. A notre connaissance,  seules deux études ont  recherché  l’effet du  rt‐PA sur VCAM‐1. Les 

travaux de Miyazaki et al.  (2011) ont montré que  le  rt‐PA entraîne 24 heures après  l’ischémie une 

augmentation  de  VCAM‐1,  qui  est  associée  à  une  augmentation  de  l’adhésion  leucocytaire.  Ces 

travaux, qui ne sont donc pas en accord avec nos résultats, présentent toutefois des différences avec 

notre étude: 

‐ VCAM‐1 a été évaluée non pas au niveau de l’expression de la protéine mais de son ARNm, 

‐ le modèle d’ischémie n’est pas un modèle par injection de thrombine mais par photothrombose, 

‐ le rt‐PA a été administré non pas à 0,9 mg/kg mais à la dose de 10 mg/kg.  

Néanmoins,  la  parution  très  récente  de  l’étude  menée  par  Lenglet  et  al.  (2014a)  contredit  de 

nouveau  ces  résultats  puisque  cette  équipe  a  montré  que  la  forte  dose  de  rt‐PA  (10  mg/kg)  ne 

modifie  pas  les  taux  d’ARNm de VCAM‐1  au  cours  des  3  jours  qui  suivent  une  ischémie  cérébrale 

transitoire (occlusion endovasculaire de l’ACM par un filament).  

Ainsi, l’effet du rt‐PA sur l’expression de VCAM‐1 à la suite d’une ischémie cérébrale semble à l’heure 

actuelle encore controversé et nécessiterait de plus amples investigations.  

 

Des  études  ont montré  que  la  PARP,  par  activation  de  certains  facteurs  de  transcription  tels  que  

NF‐κB et AP‐1, augmente l’expression des molécules d’adhésion (Xu et al., 2014). La dernière étape 

de notre étude a donc consisté à  rechercher  l’implication de  la PARP dans  l’expression de VCAM‐1 

dans nos conditions expérimentales. Pour cela, nous avons utilisé un puissant inhibiteur de PARP, le 

PJ34.  Le  protocole  d’administration  utilisé  (3  mg/kg ;  1  ou  2  injections)  est  celui  élaboré  au 

laboratoire et qui a permis de montrer dans ce même modèle l’effet protecteur du PJ34 vis‐à‐vis des 

TH induites par le rt‐PA et de la dégradation des protéines de jonction de la BHE (El Amki et al., en 

préparation).  

Nous avons montré qu’à la suite de l’ischémie, l’administration de PJ34 est dénuée d’effet propre 

protecteur. Ceci pourrait être due à l’utilisation d’une faible dose de PJ34 (3 mg/kg). En effet, l’effet 

vasculoprotecteur  du  PJ34,  en  particulier  sur  les  molécules  d’adhésion,  a  été  démontré  dans  des 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modèles d’ischémie cérébrale avec des doses supérieures à 10 mg/kg (Lenzsér et al., 2007; Haddad et 

al., 2006).  

En revanche, nos résultats indiquent que lorsque le PJ34 est associé au rt‐PA, il permet de diminuer 

l’expression post‐ischémique de VCAM‐1.  

De manière surprenante, alors qu’une simple injection de PJ34 est à l’origine de cet effet protecteur 

sur VCAM‐1 dans nos conditions expérimentales, une double injection ne diminue pas l’expression de 

VCAM‐1. Il a pourtant été montré au laboratoire qu’une double injection s’oppose totalement aux TH 

induites par le rt‐PA et à la dégradation de la BHE. Les raisons d’un tel effet restent à préciser. 

Il est intéressant de remarquer que ni le rt‐PA, ni le PJ34 ne modifient l’expression post‐ischémique 

de  VCAM‐1.  En  revanche,  leur  association  (rt‐PA  +  1  injection  de  PJ34)  permet  de  diminuer 

l’expression de VCAM‐1 par  rapport  aux  souris  ischémiées  et  aux  souris  ischémiées  traitées  par  le  

rt‐PA. Il semblerait que le PJ34 protège de l’inflammation induite par l’ischémie, mais seulement en 

présence  de  rt‐PA. Notons  qu’une  étude  antérieure  réalisée  au  laboratoire  dans  le même modèle 

d’ischémie avait remarqué un effet similaire sur  l’œdème cérébral,  le volume de  lésion et  le déficit 

neurologique :  alors  que l’administration  de  rt‐PA  n’aggrave  pas  ces  trois  conséquences  post‐

ischémiques,  le  PJ34  seul  ne  protège  pas mais  leur  association  (rt‐PA+PJ34)  réduit  ces  trois  effets 

délétères (El Amki et al., en préparation). Ceci suggère un effet synergique entre ces deux molécules 

qui pourrait permettre de diminuer les doses de chacun et leurs effets indésirables. 

 

Au vu des données de la littérature, le rôle délétère de VCAM‐1 au cours de l’ischémie cérébrale ne 

semble  pas  encore  bien  précisé.  Néanmoins,  il  a  été  montré  en  clinique  que  des  taux  élevés  de 

VCAM‐1 sont associés à une moins bonne récupération neurologique et à un risque de récidive plus 

important  (Castillo  et  al.,  2009;  Blum  et  al.,  2006;  Campbell  et  al.,  2006).  Néanmoins,  dans  notre 

modèle  expérimental,  la  diminution  de  VCAM‐1  par  le  PJ34  24  heures  après  l’ischémie  cérébrale 

n’est pas associée à une diminution des dépôts de fibrine (voir l’étude précédente II.2.c). 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2. Étude de l’expression d’ICAM‐1 

a) Effet de l’ischémie et du rt‐PA sur l’expression d’ICAM‐1 évaluée par Western blot 

 Protocole expérimental 

L’évaluation de l’expression d’ICAM‐1 par Western blot a été réalisée avec les échantillons ayant été 

utilisés  pour  les Western  blot  de VCAM‐1. Nous  retrouvons  donc  les  7 mêmes  groupes  d’animaux  

(n = 4‐8/groupe): 

‐ souris naïves 

‐ souris témoins‐opérées euthanasiées à 6 heures ou à 24 heures 

‐ souris ischémiées et euthanasiées à 6 heures ou à 24 heures 

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA (0,9 mg/kg) et euthanasiées à 6 heures ou à 24 heures  

L’expression  d’ICAM‐1  a  été  évaluée  dans  la  région  b.  ICAM‐1  étant  une  protéine  qui  possède 

différents niveaux de glycosylation, sa masse moléculaire se situe entre 90 et 115 kDa. 

 

 Mise au point du Western blot 

Un premier essai de Western blot a été réalisé sur quelques échantillons afin de tester un premier AC 

anti‐ICAM‐1  provenant  de  chez  Abcam  (AC  n°1).  Un  témoin  positif,  lysat  de  cellules  Raw  264.7,  a 

également été déposé. Comme l’illustre la figure 46, cet AC n’a pas permis de mettre en évidence le 

témoin  positif.  Concernant  les  autres  échantillons,  une  bande  de  très  faible  intensité  et  non 

quantifiable semble visible aux alentours de 100 kDa.  

 

Figure 46 : Mise au point du Western blot d’ICAM‐1 (AC anti‐ICAM‐1 n°1)  
T+ : témoin positif 

 
 

Nous  avons  donc  utilisé  un  second AC  primaire,  de  chez  Santa  Cruz  (AC  n°2).  Celui‐ci  a  permis  de 

détecter plusieurs bandes : un signal de très forte intensité à environ 225 kDa donc bien supérieur à 

la  masse  moléculaire  attendue  d’ICAM‐1,  et  trois  autres  bandes  localisées  autour  de  la  masse 

moléculaire de la protéine i.e. 100 kDa (figure 47.A). Concernant le témoin positif, ce dernier montre 

un signal important mais qui se trouve entre 2 des 3 bandes (vers 102 kDa). A l’issue de ce Western 

blot, il nous était difficile de conclure quant à la spécificité des signaux observés. 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Nous avons donc  réalisé de nouveau un Western blot en utilisant  cette  fois‐ci  le peptide bloquant 

correspondant à  l’AC primaire n°2. De manière surprenante,  la membrane  incubée en présence du 

peptide  bloquant  n’a  présenté  aucun  signal,  que  ce  soit  aux  alentours  de  225  kDa  ou  de  100  kDa 

(figure 47.B).  

 

Figure 47 : Mise au point du Western blot d’ICAM‐1 (AC anti‐ICAM‐1 n°2) 
L’AC  anti‐ICAM‐1  n°2  a  été  testé  seul  (A)  ou  avec  le  peptide  bloquant  correspondant  (B).  T+ :  témoin  positif,  TO :  souris 

témoins‐opérées, IC : souris ischémiées. 

 

 

Au vu de ces résultats, nous avons finalement décidé de tester un troisième AC anti‐ICAM‐1 (AC n°3, 

R&D Systems). La spécificité de cet AC avait été examinée par une doctorante du laboratoire dans un 

autre  modèle  d’ischémie  cérébrale.  Elle  avait  montré  qu’avec  cet  AC,  une  large  bande  était 

détectable vers 100 kDa, aussi bien au niveau du témoin positif que des échantillons, et ces signaux 

disparaissaient en l’absence de l’AC primaire. Nous avons donc réalisé le Western blot d’ICAM‐1 sur 

l’ensemble de nos échantillons, et l’actine a également été révélée sur ces mêmes membranes puis 

quantifiée comme protéine de référence. 

 

 Résultats 

La figure 48.A présente un exemple de membrane. Nous avons confirmé la présence d’un signal de 

forte  intensité aux alentours de 100 kDa. Les résultats obtenus après quantification sont présentés 

sur la figure 48.B.  

Que ce soit 6 heures ou 24 heures après  la chirurgie,  les  souris  témoins‐opérées expriment autant 

ICAM‐1 que les souris naïves.  

A 6 heures, l’ischémie n’entraîne pas de modification de l’expression de la protéine par rapport aux 

souris témoins opérées  et le rt‐PA n’augmente pas non plus son expression.  

A 24 heures, l’ischémie ne modifie pas l’expression d’ICAM‐1. En revanche, le rt‐PA tend à augmenter 

de 21% l’expression d’ICAM‐1 par rapport aux souris ischémiées, mais cet effet n’est statistiquement 

pas significatif. 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Figure  48 :  Effet  de  l’administration  de  rt‐PA  sur  l’expression  d’ICAM‐1  évaluée  6  heures  et  

24 heures après l’ischémie par Western blot (AC anti‐ICAM‐1 n°3) 
A : L’AC anti‐ICAM‐1 n°3 a permis d’évaluer l’expression d’ICAM‐1 6 heures et 24 heures après l’ischémie et d’étudier l’effet 

du rt‐PA (0,9 mg/kg). Le Western blot de l’actine a également été réalisé sur les mêmes membranes. B : Quantification du 

Western blot. Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en unités arbitraires (UA) et sont rapportés à l’actine. TO : souris 

témoins‐opérées, IC : souris ischémiées. 

 
 
Nous avons ensuite complété ces travaux par une étude par IHC à 24 heures. Par ailleurs, nous nous 

sommes  intéressés non seulement à  la dose de 0,9 mg/kg de rt‐PA, mais également à  la dose plus 

forte de 10 mg/kg. 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b) Effet de l’ischémie et du rt‐PA sur l’expression d’ICAM‐1 évaluée par IHC 

 Protocole expérimental 

L’expression  d’ICAM‐1  a  été  évaluée  24  heures  après  la  chirurgie  sur  des  coupes  de  cerveaux  de 

souris des groupes suivants (n = 6‐8/groupe): 

‐ souris témoins‐opérées 

‐ souris ischémiées 

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA (0,9 mg/kg) 

‐ souris ischémiées traitées par le rt‐PA (10 mg/kg) 

La surface du marquage obtenu par immunofluorescence a été évaluée dans les régions du cœur et 

de la bordure ; elle est exprimée en μm2. 

 

 Mise au point  

Au  cours  d’une  étude  préliminaire  réalisée  sur  quelques  échantillons,  nous  avons  déterminé  la 

dilution de l’AC primaire (1/50ème ou 1/100ème) ainsi que l’utilité d’une étape de blocage (sérum d’âne 

5%, 30 minutes).  

Nous avons constaté que l’étape de blocage offrait un meilleur rapport signal/bruit de fond et que la 

dilution  de  l’AC  primaire  au  1/100ème  était  suffisante  pour  mettre  en  évidence  un  marquage 

vasculaire correspondant à ICAM‐1 (figure 49). 

 

Figure 49 : Mise au point du marquage d’ICAM‐1 par immunofluorescence  
 
  
Après  avoir  établi  les  conditions  optimales  pour  mettre  en  évidence  ICAM‐1  par 

immunofluorescence, nous avons ensuite réalisé ce marquage sur l’ensemble des échantillons. 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 Résultats  

Vingt‐quatre  heures  après  la  chirurgie,  les  souris  témoins‐opérées  présentent  un  très  faible 

marquage au niveau cortical comme l’illustre la figure 50.  En revanche, un marquage vasculaire est 

nettement visible dans le cortex de l’hémisphère ischémié des souris traitées ou non par le rt‐PA aux 

doses de 0,9 ou 10 mg/kg.  

 

 

Figure  50 :  Photos  représentatives  de  l’expression  d’ICAM‐1  à  24  heures  au  niveau  du  

cortex ipsilatéral 
TO : souris témoins‐opérées, IC : souris ischémiées. La barre d’échelle représente 400 μm. 

 
 

La quantification du marquage dans le cortex ipsilatéral (i.e. dans le cœur et en bordure de la lésion) 

a  permis  de mettre  en  évidence  une  augmentation  significative  (+157%)  de  l’expression  d’ICAM‐1  

24  heures  après  l’ischémie  cérébrale  (souris  ischémiées :  20  9409  ±  40  204  μm2  versus  souris 

témoins‐opérées :  81  389  ±  30  457  μm2;  P<0,01 ;  figure  51.A).  Nos  résultats  montrent  une 

augmentation de l’expression d’ICAM‐1 entre  les niveaux 4 et 10 (figure 51.B). Le traitement par  le 

rt‐PA  à  la  faible  dose  (0,9 mg/kg)  ou  à  la  forte  dose  (10 mg/kg)  ne modifie  pas  l’expression  post‐

ischémique  d’ICAM‐1  (figure  51.A) ;  notons  toutefois  une  exception  pour  le  niveau  12  où  la  forte 

dose de  rt‐PA  (10 mg/kg) entraîne une augmentation  significative d’ICAM‐1 par  rapport aux  souris 

ischémiées (P<0,05 ; figure 51.B). 

Lorsque l’on distingue la région du cœur (figure 51.C) de la bordure de la zone infarcie (figure 51.D), 

on  retrouve  (1)  une  augmentation  significative  d’ICAM‐1  après  l’ischémie  (P<0,01  pour  les  deux 

régions), et (2) le rt‐PA est sans effet et ce, quelle que soit sa dose. 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En comparant pour  chaque groupe d’animaux  la  région  cœur par  rapport  à  la  région bordure, nos 

résultats montrent que les souris ischémiées traitées par la forte dose de rt‐PA (10mg/kg) ou par le 

solvant,  expriment  significativement  plus  la  protéine  ICAM‐1  dans  la  région  du  cœur  de  la  lésion 

qu’en bordure (P<0,05 pour les deux comparaisons ; test de Wilcoxon). Chez les animaux traités par 

la dose de 0,9 mg/kg de rt‐PA, ICAM‐1 tend également à être majoritairement exprimée dans le cœur 

(P=0,055 ; test de Wilcoxon).  

 

Figure  51 :  Évaluation  de  l’expression  d’ICAM‐1  par  IHC  à  24  heures :  effet  de  l’ischémie  et  du 

traitement par le rt‐PA 
Les  résultats  sont  exprimés  en  moyenne  ±  sd.  * :  P<0,05,  ** :  P<0,01  souris  ischémiées  versus  souris  témoins‐opérées ;  

$ :  P<0,05  souris  ischémiées  traitées  par  le  rt‐PA  (10 mg/kg)  versus  souris  ischémiées  traitées  par  le  solvant.  TO :  souris 

témoins‐opérées, IC : souris ischémiées. 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c) Discussion 

Ces  travaux viennent  compléter  l’étude des effets délétères de  l’ischémie cérébrale et du  rt‐PA au 

niveau  de  l’endothélium.  Après  VCAM‐1,  nous  nous  sommes  intéressés  à  un  second  marqueur 

d’atteinte endothéliale et d’inflammation : ICAM‐1. 

 

Dans  un  premier  temps,  nous  avons  recherché  l’effet  de  l’ischémie  et  du  rt‐PA  (0,9  mg/kg)  sur 

l’expression d’ICAM‐1 à un temps précoce (6 heures) et plus tardif (24 heures) par Western blot. Tout 

comme  pour  VCAM‐1,  cette  technique  n’a  pas  permis  de mettre  en  évidence  de modification  de 

l’expression d’ICAM‐1 que ce soit par  l’ischémie ou par le rt‐PA, à 6 heures ou à 24 heures. Notons 

que  la  littérature  rapporte peu d’études ayant examiné  l’expression post‐ischémique d’ICAM‐1 par 

Western  blot  ;  citons  néanmoins  celles  de  Chen  et  al.  (2009)  et  Luo  et  al.  (2006)  qui  ont mis  en 

évidence  une  augmentation  d’ICAM‐1  à  24  heures  dans  des  modèles  d’ischémie  mécanique 

transitoire.  La  majorité  des  études  a  recherché  l’expression  de  la  protéine  ICAM‐1  par  IHC,  ou  a 

quantifié l’expression de son ARNm.  

 

Nous  avons  donc  poursuivi  ces  travaux  par  une  étude  par  IHC  à  24  heures.  Nous  nous  sommes 

intéressés aux effets du rt‐PA administré non seulement à la dose de 0,9 mg/kg, mais également à la 

dose de 10 mg/kg. 

L’étude  par  IHC  nous  a  permis  de  constater  que  l’expression  d’ICAM‐1  est  augmentée  24  heures 

après l’ischémie cérébrale au niveau du cortex, à la fois dans le cœur de la lésion mais également en 

bordure.  L’augmentation post‐ischémique de  l’expression d’ICAM‐1 a également été montrée dans 

d’autres modèles d’ischémie transitoire et permanente, tant au niveau de la protéine par IHC (Zhang 

et  al.,  1995;  Okada  et  al.,  1994b),  que  de  son  ARNm  (Zhou  et  al.,  2013;  Haddad  et  al.,  2006; 

Vemuganti et al., 2004; Wang et Feuerstein, 1995; Wang et al., 1994). L’ensemble de ces résultats est 

à rapprocher de ce qu’il se passe en clinique puisqu’il a été rapporté une augmentation significative 

de  l’expression de  la  forme soluble d’ICAM‐1 dans  les heures qui suivent un AVCi  (Ehrensperger et 

al., 2005; Selaković et al., 2003; Bitsch et al., 1998).   

 

Concernant  l’effet  du  rt‐PA,  nos  résultats  montrent  que  ni  la  dose  de  0,9  mg/kg,  ni  celle  de  

10 mg/kg ne modifient l’expression d’ICAM‐1 après 24 heures d’ischémie.  

Comme  nous  l’avons  vu  précédemment  pour  VCAM‐1,  à  l’heure  actuelle  très  peu  d’études  ont 

recherché  l’effet  du  rt‐PA  sur  l’expression  des  molécules  d’adhésion.  Citons  néanmoins  celle  de  

R.  L.  Zhang  et  al.  (1999)  réalisée  dans  un  modèle  d’ischémie  cérébrale  par  injection  de  caillot 

homologue  chez  le  rat.  Cette  étude  a  montré  qu’une  administration  tardive  de  rt‐PA  (10  mg/kg) 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augmente l’expression d’ICAM‐1 après 24 heures d’ischémie, à la fois dans l’hémisphère ipsilatéral et 

controlatéral.  Les  travaux  de Miyazaki  et  al.  (2011)  ont  ensuite  confirmé  ce  résultat  puisqu’ils  ont 

rapporté que le rt‐PA (10 mg/kg) entraîne une augmentation des taux d’ARNm d’ICAM‐1 24 heures 

après une ischémie induite par photothrombose chez la souris. Ces deux études ne sont donc pas en 

accord  avec  nos  résultats.  Néanmoins,  nos  travaux  sont  à  rapprocher  de  ceux  de  Lenglet  et  al. 

(2014a)  qui montrent  qu’une  administration  de  rt‐PA  (10 mg/kg)  ne modifie  pas  les  taux  d’ARNm 

d’ICAM‐1 dans les 3 jours qui suivent une ischémie cérébrale transitoire (occlusion par un filament).  

 

Par la suite, la dernière étape de cette étude consistera à évaluer par IHC, l’effet du PJ34 (3 mg/kg,  

1 ou 2 injections) sur l’expression d’ICAM‐1 à 24 heures, chez des souris ischémiées traitées ou non 

par  le rt‐PA (0,9 mg/kg). Ce travail nous permettra de préciser  le rôle de  la PARP dans  l’expression 

post‐ischémique d’ICAM‐1 dans notre modèle.  

Le rôle délétère d’ICAM‐1 à la suite de l’ischémie cérébrale a été démontré expérimentalement par 

plusieurs  études.  En  effet,  l’inhibition  génique  d’ICAM‐1  (souris  ICAM‐1‐/‐)  ou  de  son  ARNm 

(oligonucléotides  antisens)  ou  de  la  protéine  (AC  anti‐ICAM‐1)  est  à  l’origine  d’un  effet 

neuroprotecteur via une diminution du volume de lésion et du déficit neurologique post‐ischémique 

(Vemuganti et al., 2004; Chopp et al., 1996; Connolly et al., 1996a; Bowes et al., 1993). Connolly et 

collaborateurs (1996a) ont en particulier mis en évidence que la neuroprotection observée chez des 

souris  ICAM‐1‐/‐  à  la  suite  d’une  ischémie mécanique  transitoire,  est  associée  à  une diminution  de 

l’accumulation  des  neutrophiles  (PMN)  qui  contribuent  au  développement  de  la  lésion  post‐

ischémique. D’autre  part,  cette même équipe  a montré  que 24  heures  après  l’ischémie,  les  souris 

ICAM‐1‐/‐ présentent une meilleure reperfusion cérébrale, évaluée par la mesure du DSC, par rapport 

aux souris ICAM‐1+/+. Ces travaux soulignent le rôle d’ICAM‐1 dans les phénomènes de « no‐reflow » 

post‐ischémiques.  Par  conséquent,  il  sera  d’autant  plus  intéressant  d’examiner  si  le  PJ34  diminue 

l’expression  d’ICAM‐1.  Si  tel  est  le  cas,  cet  effet  pourrait  donc  contribuer  non  seulement  au  rôle 

neuroprotecteur du PJ34, mais également à l’amélioration de la reperfusion cérébrale induite par le 

rt‐PA, deux effets du PJ34 qui ont été mis en évidence dans notre modèle. 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3. Détection des microparticules (MPs) 

Ce  travail  a  été  réalisé  en  collaboration  avec  le  Dr  Boulanger  (INSERM‐U970,  Paris‐Centre  de 

Recherche  Cardiovasculaire,  HEGP).  La  détection  des  MPs  à  partir  d’échantillons  prélevés  in  vivo 

(sang et tissu cérébral) a demandé un grand nombre d’essais que j’ai réalisés avec l’aide du Dr Vion. 

Le but était d’élaborer  le protocole de marquage de CD144 (VE‐cadhérine), CD31 (PECAM‐1), CD41 

(GPIIb) et de  la phosphatidylsérine pour ces échantillons. Les différentes expériences réalisées sont 

brièvement détaillées ci‐dessous.  

a) Recherche des MPs circulantes 

Les premiers essais de marquage  (notamment  les marquages à  l’Annexine V  (AnnV) qui détecte  la 

phosphatidylsérine)  ont  été  réalisés  à  partir  d’échantillons  de  sang  prélevé  par  ponction 

intracardiaque. Nous avions alors  remarqué d’une part une contamination  importante des plasmas 

de  type  PFP  (platelet  free  plasma)  par  les  plaquettes,  et  d’autre  part,  une  quantité  très  faible 

d’évènements  de  type  microparticulaire  qui,  pour  être  analysable,  nécessitaient  des  volumes 

d’échantillons  plus  importants.  Ceci  nous  a  donc  conduits  pour  la  suite  des  études,  à  réaliser  les 

prélèvements  sanguins  au  niveau  de  la  veine  cave  inférieure.  En  effet,  il  s’agit  d’un  mode  de 

prélèvement qui permet de récupérer un volume important de sang tout en étant peu agressif pour 

le système vasculaire, et pour lequel le risque d’activer les plaquettes est faible. 

 

Le  marquage  de  CD144  (VE‐cadhérine) permet  de  détecter  les  MPs  d’origine  endothéliale.  L’AC  

anti‐CD144 est détecté par un AC secondaire fluorescent, ce qui nécessite une étape de blocage par 

du sérum de rat. Les premiers essais ont été réalisés à partir du PFP de quelques souris naïves et de 

souris ischémiées traitées par le rt‐PA à la forte dose (10 mg/kg) ou par son solvant, et euthanasiées 

à 24 heures. Après avoir testé deux concentrations de sérum de rat (5 et 10%), nous avons observé 

qu’un  agrégat  se  formait  dans  l’échantillon de PFP dès  l’étape de blocage  en présence de  la  forte 

concentration  de  sérum  (10%).  L’origine  de  cet  agrégat  est  inconnue  et  pourrait  résulter  d’une 

accumulation  de MPs,  ce  qui  pourrait  facilement  fausser  leur  dosage.  Aussi,  nous  avons  retenu  la 

quantité de 5% de sérum pour la suite. Par ailleurs, lors de la mise au point du marquage du CD144, 

nous  avons  utilisé  comme  contrôle  négatif  l’AC  isotypique  correspondant  à  l’AC  anti‐CD144.  Le 

marquage non spécifique des contrôles négatifs étant particulièrement élevé, nous avons réalisé un 

second essai, cette fois‐ci directement sur le culot de MPs préalablement isolé et purifié à partir du 

PFP. Néanmoins,  nous  avons de nouveau noté  (1)  un marquage non  spécifique  très  important  qui 

rend  l’analyse  particulièrement  difficile,  (2)  une  quantité  très  faible  d’évènements  de  type 

microparticulaire et (3) une grande variabilité entre les échantillons.  

Au vu de ces résultats, nous avons souhaité utiliser un autre marquage: le marquage CD31‐CD41. 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La détection de CD31  (PECAM‐1) signe l’origine endothéliale ou plaquettaire des MPs tandis que le 

CD41  (GPIIb)  est  propre  aux  MPs  plaquettaires.  Ainsi,  les  MPs  d’origine  endothéliale  sont 

CD31+/CD41‐.  La  réalisation  d’un  co‐marquage  nécessite  tout  d’abord  la  mise  au  point  de  la 

détection de chacun des marqueurs. 

Les mises au point ont été réalisées en parallèle à partir soit de PFP de souris naïves, soit du culot de 

MPs issu de ce PFP ; différentes dilutions en AC anti‐CD31 et anti‐CD41 ont été testées. Néanmoins, 

nous avons remarqué que l’AC seul ou son isotype seul, dilué dans du PBS en l’absence d’échantillon, 

entraînait  la  détection  d’un  nombre  très  important  d’évènements  de  type  microparticulaire  et 

fluorescents. Ces évènements pourraient donc correspondre à des agrégats d’AC. Afin de diminuer 

ces agrégats sans pour autant s’opposer au marquage spécifique, nous avons évalué l’intérêt d’une 

étape préalable de purification des  solutions d’AC par centrifugation  (13 000g, 4°C, 5 minutes), par 

sonication  ou  encore  par  filtration.  Ces  mises  au  point  n’ont  pu  être  menées  à  terme  et 

nécessiteraient donc d’être complétées.  

 

Devant ces difficultés rencontrées pour la détection des MPs d’origine endothéliale, nous avons par 

la suite cherché à détecter toutes  les MPs circulantes, quelle que soit  leur origine cellulaire, et ceci 

par le marquage par  l’AnnV de  la phosphatidylsérine présente sur le feuillet externe des MPs. Des 

essais ont été réalisés à partir de PFP de souris naïves. Ont également été analysés des échantillons 

de PFP de souris naïves appartenant à une autre souche que les souris Swiss utilisées jusqu’à présent. 

Il  s’agit  de  souris  C57BL/6  pour  lesquelles  le  protocole  de marquage  à  l’AnnV  avait  été  élaboré  et 

validé par l’équipe du Dr Boulanger.  

Le marquage obtenu n’a pas permis de distinguer parfaitement la population de MPs_AnnV+ parmi 

le marquage non spécifique et demanderait donc encore à être amélioré. Néanmoins,  les  résultats 

préliminaires  sembleraient  montrer  que  (1),  de  manière  surprenante,  les  souris  Swiss  naïves 

possèdent  un  faible  nombre  de MPs_AnnV+  par  rapport  aux  souris  naïves  C57BL/6  et  (2)  ce  taux 

paraît  extrêmement  variable d’une  souris  à  l’autre.  Par  conséquent,  les  souris  Swiss pourraient ne 

pas représenter un modèle adapté pour l’étude des MPs circulantes.  Il serait donc préférable de se 

tourner vers une souche de souris telles que les C57BL/6 pour lesquelles les taux de MPs circulantes 

semblent  plus  importants  et  moins  variables.  L’analyse  de  la  littérature  montre  d’ailleurs  que  la 

majorité des dosages de MPs circulantes a été réalisée chez  les souris C57BL/6, et aucune chez  les 

souris Swiss. 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b) Recherche des MPs présentes dans le parenchyme cérébral 

Lorsque  j’ai  débuté  ma  thèse,  aucune  étude  ne  s’était  encore  intéressée  à  la  détection  des MPs 

présentes au sein du tissu cérébral chez la souris. Nous avons donc élaboré un protocole à partir de 

celui mis au point et utilisé par  l’équipe du Dr Boulanger pour détecter  les MPs présentes dans  les 

muscles des membres inférieurs de souris (Leroyer et al., 2009). Ce protocole consiste à fractionner 

le tissu à l’aide d’une paire de ciseaux afin d’obtenir un homogénat. La durée de cisaillement est un 

paramètre important : elle doit être suffisante afin de permettre l’extraction des MPs, sans être trop 

longue  pour  ne  pas  en  générer.  Le  muscle  et  le  cerveau  étant  deux  tissus  de  compositions 

particulièrement  différentes,  il  nous  a  donc  fallu  adapter  d’une  part  ce  protocole  de  broyage,  et 

d’autre part le protocole de marquage à l’AnnV. Pour cela, nous avons réalisé une étude préliminaire 

au  cours  de  laquelle  3  durées  de  cisaillement ont  été  testées :  15,  30  et  45  secondes,  à  partir  de 

cerveaux de souris naïves exsanguinoperfusées afin d’éliminer les MPs présentes dans les vaisseaux 

cérébraux.  Il  ne  semble  pas  y  avoir  d’augmentation  du  taux  de  MPs_AnnV+  en  fonction  de 

l’augmentation de la durée de cisaillement. Néanmoins, cette étude nécessite d’être complétée avec 

notamment des échantillons de cerveaux ischémiés afin d’affiner et de standardiser les conditions de 

broyage. De plus, le marquage requiert d’être également amélioré afin de permettre une distinction 

plus nette des évènements spécifiques et non spécifiques.  

c) Discussion : La détection des microparticules in vivo 

L’augmentation du taux de MPs dans la circulation sanguine a été observée dans quelques modèles 

animaux de maladies cardiovasculaires telles que le diabète (Chen et al., 2011) ou encore l’ischémie 

des  membres  inférieurs  (Jeanneteau  et  al.,  2012 ;  Shan  et  al.,  2013).  Concernant  les  pathologies 

cérébrales,  une  augmentation  des  taux  plasmatiques  de  MPs  a  été  mise  en  évidence  dans  des 

modèles animaux aussi variés qu’un modèle de la maladie d’Alzheimer chez le rat (Hosseinzadeh et 

al.,  2013), un modèle d’hyperthermie cérébrale  (« Heatstroke »)  chez  le babouin  (Bouchama et al., 

2008), ou encore un modèle murin de paludisme cérébral (El‐Assaad et al., 2014). Toutefois, lorsque 

nous avons débuté ce travail,  il n’existait pas de donnée concernant  la détection des MPs dans des 

modèles  animaux  d’ischémie  cérébrale,  alors  que  plusieurs  études  cliniques  rapportaient  une 

augmentation de la libération de MPs endothéliales et plaquettaires à la suite d’un AVC ischémique 

(voir  Rappels  bibliographiques,  Chapitre  II,  paragraphe  VI.2).  A  notre  connaissance,  ce  n’est  que 

récemment  que  des  études  précliniques  s’intéressant  à  cette  thématique  ont  été  publiées.  Les 

résultats obtenus sont néanmoins discordants :  

‐ Dans un modèle d’hypoperfusion cérébrale chronique réalisé chez  le  rat, Schock et al.  (2014) ont 

montré  une  augmentation  du  taux  de  MPs  circulantes,  en  particulier  d’origine  endothéliale,  dès  

24 heures  et  qui  devient  significative  à  72 heures ;  cette  équipe  a  par  ailleurs mis  en  évidence un 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effet déletère de ces MPs puisqu’elles ont entraîné une mort cellulaire par apoptose au contact de 

cultures primaires de cellules endothéliales cérébrales.  

‐ En revanche, l’étude de Chen et al. (2011) a montré que 48 heures après l’ischémie cérébrale chez 

la  souris  (ischémie  permanente  par  occlusion mécanique),  le  taux  plasmatique  des MPE  n’est  pas 

augmenté contrairement à celui des MPs issues des progéniteurs endothéliaux circulants. 

‐  D’après  les  travaux  de  Shan  et  al.  (2013),  l’ischémie  cérébrale  (modèle  transitoire  par  occlusion 

mécanique)  n’entraîne  pas  d’augmentation  de  la  libération  des  MPs  à  24  heures,  qu’elles  soient 

d’origine  endothéliale  ou  plaquettaire ;  cette même  étude  s’est  également  intéressée  au  rôle  des 

MPs  plaquettaires  produites  chez  des  rats  après  de  courtes  périodes  repétées 

d’ischémie/reperfusion  (préconditionnement  ischémique)  du  membre  inférieur  et  qui  ont  été 

réinjectées  chez  des  animaux  ayant  subi  une  ischémie  cérébrale :  ces  MPs  ont  induit  un  effet 

protecteur puisqu’elles ont permis de diminuer significativement la lésion cérébrale.  

‐ De même, Hayon et al. (2012) ont démontré le rôle bénefique de MPs plaquettaires administrées à 

la  suite  de  l’ischémie  cérébrale  permanente  chez  le  rat,  via  une  augmentation  de  la  prolifération 

cellulaire, de la neurogenèse et de l’angiogenèse. 

Par  conséquent,  l’étude  de  la  libération  des  MPs  à  la  suite  d’une  ischémie  cérébrale  ainsi  que 

l’évaluation de  leur  rôle délétère ou  au  contraire bénéfique,  représentent  actuellement un  axe de 

recherche qui mériterait d’être plus largement investigué en préclinique. 

 

 

Parallèlement au projet in vivo, j’ai réalisé des travaux in vitro afin de compléter l’étude des atteintes 

endothéliales induites par le rt‐PA et d’en préciser les mécanismes et les voies de signalisation. 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DEUXIÈME PARTIE 

Études in vitro des effets du rt‐PA sur les cellules endothéliales 
 

 

Les  techniques  in  vitro  de  culture  cellulaire  ont  été  introduites  en  2012  au  laboratoire  par  le  

Dr  Leconte,  afin de  rechercher dans un modèle « plus  simple »  les mécanismes  impliqués dans  les 

phénomènes  observés  in  vivo  dans  nos  modèles  d’ischémie  cérébrale.  En  particulier,  nous  avons 

développé des cultures de cellules endothéliales, afin de déterminer si la toxicité vasculaire du rt‐PA 

au  cours  de  l’ischémie  (caractérisée  notamment  par  l’aggravation  des  transformations 

hémorragiques) était liée à un effet direct de celui‐ci sur l’endothélium. Pour ces études, nous avons 

choisi  de  travailler  sur  des  cultures  de  cellules  endothéliales  cérébrales  murines  immortalisées 

appartenant  à  la  lignée  bEnd.3  (ATCCCRL®‐2299™). Outre  le  fait  que  ces  cellules  sont  facilement 

cultivables, elles ont pour avantage de posséder différentes caractéristiques de la BHE. En effet,  les 

cellules bEnd.3 présentent une faible perméabilité associée à l’expression de protéines des jonctions 

serrées (occludine,  claudine‐1  et  ‐5,  zonula  occludens‐1  et  ‐2)  et  des  jonctions  adhérentes  

(VE‐cadhérine) ; elles expriment également des transporteurs de la BHE tels que la P‐glycoprotéine, 

Glut‐1, MCT‐1 et ‐2, OAT1 et MRP (Watanabe et al., 2013; Brown et al., 2007; Omidi et al., 2003). Par 

ailleurs,  il  a  été montré que  les propriétés de barrière des  cellules bEnd.3  sont bien  supérieures  à 

celles de deux autres lignées, bEnd.5 et MBEC4 (mouse brain endothelial cell 4), et sont semblables à 

celles des cultures primaires de cellules endothéliales  cérébrales  (Watanabe et al., 2013; Brown et 

al.,  2007).  De  plus,  à  la  différence  des  cultures  primaires,  les  cellules  bEnd.3  conservent  leurs 

propriétés de barrière au fil des passages (Brown et al., 2007).  Il est également  important de noter 

que  des  études  récentes  ont  démontré  que  les  cellules  bEnd.3  sont  sensibles  au  rt‐PA.  En  effet, 

l’incubation  de  ces  cellules  en  présence  de  rt‐PA  est  à  l’origine  d’une  augmentation  (1)  de  la 

perméabilité  cellulaire  (Won  et  al.,  2014),  (2)  des  taux  de MMP‐3  (Suzuki  et  al.,  2009),  (3)  de  la 

sécrétion de VEGF (Won et al., 2014), (4) de l’expression d’ICAM‐1 (J. Wang et al., 2014). La lignée de 

cellules bEnd.3 a donc été considérée comme appropriée pour la réalisation de nos études in vitro. 

 

Lorsque j’ai débuté mes travaux, seule une étude préliminaire menée par le Dr Leconte et le Dr Teng 

(alors doctorante au laboratoire) avait montré un effet du rt‐PA, à la concentration de 20 μg/ml, sur 

la morphologie des cellules bEnd.3. Cette concentration de rt‐PA correspondait à celle fréquemment 

retrouvée dans les études in vitro, et notamment sur les cellules bEnd.3 (J. Wang et al., 2014; Won et 

al., 2014; Suzuki et al., 2009). Nous avons décidé d’approfondir  l’étude de l’effet du rt‐PA avec une 

gamme de concentration comprenant non seulement la concentration de 20 μg/ml, mais aussi celle 

de 40 μg/ml qui  est  retrouvée dans  le  sang 30 minutes après une administration  intraveineuse de 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rt‐PA (10 mg/kg) chez le rat (Godfrey et al., 1998), et enfin une dernière concentration plus forte de 

80 μg/ml.  

La première partie de nos travaux a consisté à étudier l’effet de cette gamme de concentrations de 

rt‐PA sur la morphologie et l’organisation des cellules bEnd.3 à l’aide d’un microscope inversé. Nous 

avons ensuite complété ces travaux par  l’étude de l’effet du rt‐PA sur  l’expression de molécules de 

jonctions  endothéliales.  Enfin,  nous  avons  recherché  un  effet  pro‐inflammatoire  du  

rt‐PA en étudiant  les deux marqueurs précédemment retrouvés dans nos études  in vivo,  ICAM‐1 et 

VCAM‐1.  

Dans un second temps, nous avons émis  l’hypothèse que  le  rt‐PA pourrait engendrer des atteintes 

endothéliales via  la  production de microparticules  endothéliales,  ces MPE n’étant plus  aujourd’hui 

considérées  uniquement  comme  des  marqueurs  d’atteintes  endothéliales  mais  aussi  comme  des 

acteurs importants dans ces atteintes. Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Boulanger et 

le  Dr  Vion  (INSERM‐U970,  Paris‐Centre  de  Recherche  Cardiovasculaire,  HEGP).  Une  partie  des 

résultats  de  ces  travaux  est  présentée  sous  la  forme  de  l’article  qui  a  été  soumis  à  Thrombosis 

Research.   

 

I. Effet du rt‐PA sur la morphologie et l’organisation des cellules bEnd.3 

 Protocole expérimental 

Les  cellules bEnd.3 ont  été  traitées par  le  rt‐PA à  la  concentration de 20,  40 ou 80 μg/ml dans un 

milieu  de  culture  dépourvu  en  SVF ;  les  cellules  contrôles  n’ont  subi  qu’un  changement  de milieu 

pour être elles‐aussi dans des conditions sans SVF. Après 6 heures d’incubation, la morphologie des 

cellules a été observée au microscope (n=8/condition).  

 

 Résultats 

Les cellules contrôles sont uniformément réparties au fond des puits. En revanche, en présence de  

rt‐PA, le tapis cellulaire n’est plus uniforme, les cellules sont disjointes et forment des prolongements 

entres  elles ;  leur  morphologie  est  également  modifiée  puisqu’elles  deviennent  fusiformes  

(figure 52). Ces effets apparaissent d’autant plus marqués que la concentration de rt‐PA est élevée. 

 



  153

 

Figure 52 : Photos représentatives de l’effet du rt‐PA sur la morphologie des cellules bEnd.3 après  

6 heures d’incubation 
La barre d’échelle représente 100 μm. 

 

 Discussion 

La concentration de 20 µg/ml de rt‐PA nous a permis de confirmer les modifications de morphologie 

et d’organisation des cellules bEnd.3 observées lors de l’étude préliminaire des Dr Leconte et Teng. 

Nous  avons  montré  de  plus  que  ces  modifications  sont  concentration‐dépendantes.  Cette 

destructuration du réseau de cellules endothéliales induite par le rt‐PA pourrait expliquer, en partie, 

les  transformations  hémorragiques  induites  in  vivo  par  ce  thrombolytique.  Les  mécanismes 

moléculaires  à  l’origine  de  ces  effets  restent  cependant  à  élucider.  Nous  avons  émis  l’hypothèse 

qu’une  telle  restructuration  du  tapis  cellulaire  nécessitait  la  dégradation  des  jonctions  

inter‐endothéliales.   Nous avons donc cherché à mettre en évidence cette dégradation en étudiant 

l’effet du rt‐PA sur l’expression des protéines de jonction. 

 

 

II. Effet du rt‐PA sur les jonctions inter‐endothéliales 

Au  cours  de  cette  étude,  nous  avons  repris  la même  gamme  de  concentrations  de  rt‐PA  et  nous 

avons examiné ses effets sur  l’expression d’une protéine des jonctions serrées,  l’occudine, et d’une 

protéine des jonctions adhérentes, la VE‐cadhérine. 

1. Protocole expérimental 

Les cellules ont été traitées par le rt‐PA à la concentration de 20, 40 ou 80 μg/ml dans un milieu de 

culture sans SVF ; les cellules contrôles n’ont subi qu’un changement de milieu pour être elles‐aussi 

dans  des  conditions  sans  SVF.  Après  6  heures  (n=8/condition)  ou  24  heures  (n=6/condition) 

d’incubation,  le  lysat  cellulaire a été  récupéré afin d’étudier  l’expression des protéines de  jonction 

(occludine et VE‐cadhérine) par Western blot (la valeur de chaque échantillon est rapportée à celle 

obtenue pour l’actine et exprimée en unités arbitraires). 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2. Résultats 

 Occludine 

L’occludine est une protéine de 65 kDa. Le Western blot obtenu montre chez  les cellules contrôles 

une seule bande qui, d’après  le marqueur de masse moléculaire,  correspond bien à cette protéine 

des jonctions serrées (figure 53).  Aucune modification de l’expression de l’occludine n’a été mise en 

évidence  après  6  heures  ou  24  heures  de  traitement  par  le  rt‐PA  et  ce,  quelle  que  soit  sa 

concentration (figure 53).  

 

 

Figure  53 :  Effet  du  rt‐PA  sur  l’expression  de  l’occludine  par  les  cellules  bEnd.3  évaluée  par  

Western blot après 6 heures et 24 heures de traitement 
Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en unités arbitraires (UA) et corrigés par l’actine. n= 6‐8/condition ;  CT : cellules 

contrôles. 

 
 

 VE‐cadhérine 

Le Western blot de VE‐cadhérine a permis de détecter une bande se situant, d’après le marqueur de 

masse  moléculaire,  aux  environs  de  122  kDa,  ce  qui  correspond  à  la  masse  moléculaire  de  cette 

protéine ;  la quantification ne montre aucune différence entre l’expression des cellules contrôles et 

celles  des  cellules  traitées  par  le  rt‐PA  (20,  40  ou  80  μg/ml)  pendant  6  heures  ou  24  heures  

(figure 54). 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Figure  54 :  Effet  du  rt‐PA  sur  l’expression  de  la  VE‐cadhérine  par  les  cellules  bEnd.3  évaluée  par 

Western blot après 6 heures et 24 heures de traitement 
Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en unités arbitraires (UA) et corrigés par l’actine. n= 6‐8/condition ;  CT : cellules 

contrôles. 

 

3. Discussion 

Au cours de cette première étude, nous avons recherché si la restructuration des cellules bEnd.3 en 

présence de rt‐PA était associée à une atteinte des protéines constituant les jonctions endothéliales 

serrées  et/ou  adhérentes.  L’effet  du  rt‐PA  sur  ces  protéines  ayant  déjà  fait  l’objet  au  laboratoire 

d’études in vivo dans un modèle permanent d’ischémie cérébrale par occlusion mécanique (Teng et 

al., 2013), et dans  le modèle par  injection de thrombine (El Amki et al., en préparation), nous nous 

sommes donc appuyés sur les résultats de ces expériences. 

 

En ce qui concerne  les  jonctions serrées, notre choix s’est porté sur  l’occludine,  le rt‐PA entraînant 

une  dégradation  significative  de  cette  protéine  24  heures  après  l’ischémie  dans  le  modèle  par 

injection de thrombine (El Amki et al., en préparation). Notre étude in vitro ne met pas en évidence 

d’effet du rt‐PA (quelle que soit sa concentration) sur  l’expression de  l’occludine par  les bEnd.3, et 

ce,  après  6  heures  ou  même  24  heures  d’incubation.  Ces  résultats  négatifs  sur  l’expression  de 

l’occludine n’excluent cependant pas un effet du rt‐PA sur  les  jonctions serrées. En effet, dans une 

étude récente également réalisée in vitro sur des cellules bEnd.3, Seok et al. (2013) ont montré que 

l’augmentation  de  la  perméabilité  de  ces  cellules  en  présence  de  LPS  (lipopolysaccharide)  n’était 

associée ni à une diminution de l’expression de l’occludine, ni à celle de ZO‐1, une autre protéine des 

jonctions serrées, mais à leur relocalisation cytosolique. 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Concernant  les  jonctions adhérentes, nous avions montré au  laboratoire que  le  rt‐PA entraîne une 

diminution importante de l’expression de la VE‐cadhérine 24 heures après l’ischémie dans nos deux 

modèles (Teng et al., 2013; El Amki et al., en préparation). Nos résultats montrent qu’in vitro, aucune 

des  3  concentrations  de  rt‐PA  ne  modifie  l’expression  de  la  VE‐cadhérine,  après  6  heures  ou  

24 heures de traitement. Là encore, ces résultats sur l’expression de la VE‐cadhérine n’excluent pas 

un  effet  du  rt‐PA  sur  les  jonctions  adhérentes.  Ainsi,  il  a  été  montré  que  l’augmentation  de 

perméabilité  des  cellules  bEnd.3  induite  par  l’homocystéine  met  en  jeu  la  phosphorylation  de  la  

VE‐cadhérine sans modification de son expression totale (Beard et al., 2012, 2011). 

 

En conclusion, ces résultats qui ne mettent pas en évidence d’effet du rt‐PA sur l’expression des deux 

protéines de jonctions étudiées, devront être complétés par des études immunohistochimiques et de 

Western  blot  permettant  de  révéler  des  modifications  plus  fines  de  localisation  et/ou  de 

phosphorylation  de  ces  protéines ;  ceci  pourrait  alors  expliquer  une  altération  de  leur  fonction  et  

in fine la restructuration du tapis cellulaire observé dans nos conditions avec le rt‐PA.  

D’autre part, nous ne pouvons exclure que la dégradation des protéines de jonctions observée in vivo 

dans nos modèles d’ischémie cérébrale soit liée à un effet indirect du rt‐PA, celui‐ci pouvant franchir 

la BHE et agir sur d’autres cellules de l’unité neurogliovasculaire qui seraient elles responsables de la 

dégradation  des  protéines  de  jonctions  endothéliales.  Ainsi  dans  notre  système  in  vitro  de 

monoculture endothéliale, ces effets du rt‐PA ne pourraient être reproduits.  

 
 

III. rt‐PA et activation des cellules bEnd.3 : recherche d’un effet pro‐inflammatoire 

Au cours de cette étude, nous avons recherché si la restructuration des cellules bEnd.3 à la suite de 

leur incubation avec le rt‐PA était associée à leur activation et notamment à un effet inflammatoire 

de  ce  traitement.  Pour  cela,  nous  avons  examiné  l’effet  du  rt‐PA  sur  deux  marqueurs  de 

l’inflammation  précédemment  étudiés  in  vivo  dans  notre modèle  d’ischémie  cérébrale,  ICAM‐1  et 

VCAM‐1. 

1. Protocole expérimental 

Les cellules ont été traitées par le rt‐PA à la concentration de 20, 40 ou 80 μg/ml dans un milieu de 

culture sans SVF ; les cellules contrôles n’ont subi qu’un changement de milieu pour être elles‐aussi 

dans  des  conditions  sans  SVF.  Après  6  heures  (n=8/condition)  ou  24  heures  (n=6/condition) 

d’incubation, le lysat cellulaire a été récupéré afin d’étudier l’expression d’ICAM‐1 et de VCAM‐1 par 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Western blot (la valeur de chaque échantillon est rapportée à celle obtenue pour l’actine et exprimée 

en unités arbitraires).  

 

2. Résultats 

 ICAM‐1 

Une seule bande autour de la masse moléculaire d’ICAM‐1 (i.e. 100 kDa) a été mise en évidence lors 

du  Western  blot  de  cette  protéine.  Après  quantification,  l’expression  d’ICAM‐1  par  les  cellules 

traitées pendant 6 heures ou 24 heures par  le rt‐PA (20, 40 ou 80 μg/ml) n’est pas augmentée par 

rapport à celle des cellules contrôles (figure 55).  

 

 

Figure 55 : Effet du rt‐PA sur l’expression d’ICAM‐1 par les cellules bEnd.3 évaluée par Western blot 

après 6 heures et 24 heures de traitement 
Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en unités arbitraires (UA) et corrigés par l’actine. n= 6‐8/condition ;  CT : cellules 

contrôles. 

 
 

 VCAM‐1 

Le Western blot de VCAM‐1 a permis de détecter une bande vers 100 kDa, ce qui correspond bien à 

la  masse  moléculaire  de  cette  protéine.  La  quantification  ne  montre  aucune  différence  entre  les 

cellules  contrôles  et  les  cellules  traitées  pendant  6  heures  par  le  rt‐PA  (20,  40  ou  80  μg/ml)  

(figure 56). 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Figure  56 :  Effet  du  rt‐PA  sur  l’expression  de  VCAM‐1  par  les  cellules  bEnd.3  évaluée  par  

Western blot après 6 heures de traitement 
Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en unités arbitraires (UA) et corrigés par  l’actine. n= 8/condition ;   CT : cellules 

contrôles. 

 
 

3. Discussion 

Nos résultats montrent que  le rt‐PA ne modifie ni  l’expression d’ICAM‐1, ni celle de VCAM‐1, et ce 

même  en  augmentant  la  concentration  du  rt‐PA  jusqu’à  80  μg/ml.  Ces  résultats  in  vitro  sont  à 

rapprocher de ceux obtenus  lors de nos précédents  travaux  in vivo, au cours desquels nous avions 

montré que dans le modèle d’ischémie cérébrale par injection de thrombine, le rt‐PA ne modifie pas 

l’expression de ces deux molécules d’adhésion.  

Toutefois, ces résultats vont à l’encontre de ceux de J. Wang et al. (2014). En effet, après avoir traité 

les cellules bEnd.3 par différentes concentrations de rt‐PA (2,5, 5, 10, 20 μg/ml), cette équipe a mis 

en  évidence  une  augmentation  concentration‐dépendante  de  l’expression  d’ICAM‐1  avec  un  effet 

significatif pour les concentrations de 10 et 20 μg/ml. Notons que dans cette étude, l’effet du rt‐PA a 

été évalué après 48h de traitement ; il serait donc pertinent de compléter nos travaux en examinant 

l’effet  du  rt‐PA  à  des  temps  plus  tardifs.  Quoi  qu’il  en  soit,  ces  effets  pro‐inflammatoires  seraient 

alors postérieurs aux modifications observées à 24 heures. 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IV. rt‐PA et activation des cellules bEnd.3 : recherche d’une libération de MPE 

Lorsque  j’ai débuté mes  travaux de  thèse, aucune donnée n’existait  concernant  (1)  la  capacité des 

cellules  bEnd.3  à  libérer  des  MPE  et  (2)  celle  du  rt‐PA  à  induire  cette  libération.  Deux  études 

préliminaires ont donc été réalisées afin de préciser ces points. Dans la première étude, nous avons 

recherché  si  le  TNF  et  la  thrombine,  deux  molécules  classiquement  décrites  dans  la  littérature 

comme étant de bons inducteurs de MPE (Lee et al., 2014; Curtis et al., 2009; Simoncini et al., 2009; 

Sapet  et  al.,  2006;  Combes  et  al.,  1999),  étaient  capables  d’entraîner  la  vésiculation  des  cellules 

bEnd.3. Dans  la deuxième étude, nous avons recherché un effet du rt‐PA sur  la production de MPE 

par ces cellules en reprenant  la gamme de concentrations et  le  temps 6 heures avec  lesquels nous 

avions observé des modifications morphologiques. Les travaux qui ont suivi ces études préliminaires 

sont  présentés  sous  forme  de  l’article  soumis  à  Thrombosis  Research,  puis  d’études 

complémentaires.  

 

1. Expériences préliminaires 

a) Stimulation  des  cellules  endothéliales  par  le  TNF  et  la  thrombine  pendant  

24 heures 

 Protocole expérimental 

Les cellules ont été traitées par une gamme de concentrations de TNF (10, 50, 100, 200 ng/ml) ou par 

2,5 UI de thrombine /ml dans un milieu de culture dépourvu en SVF. Les cellules contrôles n’ont subi 

qu’un  changement  de milieu  pour  être  elles‐aussi  dans  des  conditions  sans  SVF.  Après  24  heures 

d’incubation, la morphologie des cellules a été observée au microscope. Le surnageant de culture a 

ensuite été  récupéré afin d’évaluer  le  taux de MPE par  cytométrie en  flux après un marquage par 

l’Annexine V  (AnnV)  de  la  phosphatidylsérine  présente  sur  le  feuillet  externe  des MPs.  Le  taux  de 

MPE_AnnV+ de chaque échantillon est exprimé en pourcentage par rapport aux cellules contrôles de 

chaque série (n=4‐10/condition). 

  

 Résultats 

 Étude de la morphologie des cellules 

Après 24 heures d’incubation,  les cellules contrôles sont à confluence et forment un tapis cellulaire 

homogène  au  fond  des  puits.  La  morphologie  des  cellules  n’est  modifiée  ni  en  présence  de  TNF 

(même aux fortes concentrations), ni de thrombine (figure 57). 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Figure  57 :  Photos  représentatives  de  l’effet  du  TNF  et  de  la  thrombine  sur  la  morphologie  des 

cellules bEnd.3 après 24 heures d’incubation 
La barre d’échelle représente 100 μm. 

 
 

 Détection des MPE 

Après  24  heures  d’incubation,  des  MPE  sont  détectées  dans  le  milieu  de  culture  des  cellules 

contrôles.  Le  TNF  n’entraîne  pas  d’augmentation  de  la  libération  de  MPE  quelle  que  soit  sa 

concentration (figure 58). La production de MPE n’est pas non plus modifiée par la thrombine. 

 

Figure 58 : Effet du TNF et de la thrombine sur la libération des MPE par les cellules bEnd.3 après  

24 heures d’incubation 
Les  résultats  (moyenne  ±  sd)  sont  exprimés  en  %  par  rapport  aux  cellules  contrôles.  n= 4‐10/condition ;   CT :  cellules 

contrôles.  

 

 Discussion 

Au cours de cette toute première étude, nous avons tout d’abord observé la présence de MPE dans 

le  surnageant  des  cellules  bEnd.3  contrôles  24  heures  après  le  changement  de milieu. Des  études 

ayant rapporté qu’une déplétion du milieu de culture en SVF pouvait stimuler la production de MPE 

(Mezentsev et al., 2005; Jimenez et al., 2003), nous nous sommes demandés si dans nos conditions 

expérimentales,  l’absence de SVF pendant 24 heures ne serait pas à  l’origine des MPE  libérées par 

nos cellules contrôles. Néanmoins, cette hypothèse a ensuite été écartée car nous avons montré au 

cours  d’une  seconde  étude  que  le  taux  de  MPE  libérées  par  des  cellules  incubées  24  heures  en 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l’absence de SVF n’est pas supérieur à celui des cellules incubées en présence de SVF (résultats non 

présentés). 

 

L’objectif de cette étude était d’évaluer  la capacité des cellules bEnd.3 à produire des MPE grâce à 

l’utilisation de deux  inducteurs  connus de  la  vésiculation,  le  TNF et  la  thrombine.  Plusieurs  études 

réalisées in vitro s’accordent à montrer que le TNF est à l’origine d’une augmentation de la libération 

de MPE_AnnV+  lorsqu’il  est utilisé à des  concentrations  comprises entre 10 et 100 ng/ml pendant  

24 heures (Lee et al., 2014; Curtis et al., 2009; Sapet et al., 2006; Jimenez et al., 2003; Combes et al., 

1999). Par conséquent, nous avons choisi d’étudier l’effet d’une gamme de TNF comprise entre 10 et 

200 ng/ml sur la libération des MPE par les cellules bEnd.3. De même, il a été montré in vitro que des 

concentrations  de  thrombine  comprises  entre  0,1  et  10  UI/ml  augmentent  la  production  de MPE 

(Simoncini et al., 2009; Sapet et al., 2006). Nous avons donc choisi une concentration intermédiaire 

de 2,5 UI/ml afin d’étudier son effet sur les cellules bEnd.3. 

Dans  nos  conditions,  ni  le  TNF,  ni  la  thrombine  n’ont  induit  de  changement  au  niveau  de  la 

morphologie  des  cellules  après  24  heures  d’incubation,  et  ils  n’ont  pas  non  plus  augmenté  la 

production de MPE.  Les  cellules  bEnd.3  semblent  donc présenter  une  faible  sensibilité  vis‐à‐vis  du 

TNF et de la thrombine, à l’inverse des autres types cellulaires utilisés dans les études précédemment 

citées ;  il  est  à  noter  que  dans  ces  études,  ce  sont  aussi  bien  des  cultures  de  cellules 

primaires (HUVEC,  human  umbilical  vein  endothelial  cells ;  hAEC,  human  aortic  endothelial  cells ; 

MiVEC, renal/brain microvascular endothelial cells) que des cellules  immortalisées (HMEC‐1, human 

microvascular endothelial cells) qui ont été utilisées. Néanmoins, on ne peut exclure qu’il y ait une 

faible production de MPE induite par nos deux composés, mais que cette production restreinte soit 

masquée par la libération basale de MPE mise en évidence chez les cellules contrôles.  

b) Effet du rt‐PA sur la libération des MPE après 6 heures de traitement 

 Protocole expérimental 

Les  cellules ont été  traitées par  le  rt‐PA à  la  concentration de 20, 40 ou 80 μg/ml. Après 6 heures 

d’incubation, le surnageant de culture a été récupéré pour le dosage des MPE par cytométrie en flux. 

Le taux de MPE_AnnV+ de chaque échantillon est exprimé en pourcentage par rapport aux cellules 

contrôles de chaque série (n=8/condition).  

 

 Résultats 

Au  cours de  cette  expérience,  les  contrôles négatifs  (i.e.  sans  ajout de  calcium dans  le  tampon de 

dosage)  des  échantillons  traités  par  le  rt‐PA  à  la  concentration  de  80  μg/ml,  présentaient  un 

marquage  important :  entre  13  et  16 %  contre  0,07  à  0,1%  pour  les  autres  groupes  (figure  59.A). 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Cette  valeur  élevée  suggérait  la  présence  dans  le  surnageant  des  cellules  traitées  par  cette  forte 

concentration de rt‐PA, d’un excès de calcium participant à la fixation de l’AnnV et donc au marquage 

observé. Pour vérifier et contourner ce biais, nous avons décidé d’ajouter de l’EDTA dans le tampon 

de dosage des contrôles négatifs afin de chélater l’excès de calcium. Pour cela, nous avons testé une 

gamme de  concentrations d’EDTA : 0,33 mM, 1,6 mM, et 3 mM. Comme  l’illustre  la  figure 59.B,  la 

présence d’EDTA permet de réduire  le marquage AnnV observé « en absence de calcium » dans  les 

échantillons traités par 80 µg/ml de rt‐PA ; les trois concentrations donnant des résultats identiques, 

nous avons décidé de conserver la concentration d’EDTA intermédiaire de 1,6 mM. 

 

Ainsi, les taux de MPE dans les échantillons contrôles négatifs de cette étude, mais également dans 

ceux de toutes les études ultérieures, ont été déterminés en présence de 1,6 mM d’EDTA. 

 

Figure 59 : Effet de l’EDTA sur le marquage des contrôles négatifs 

 

Avec  ces  nouvelles  conditions  de  dosage,  l’incubation  des  cellules  avec  la  faible  concentration  de  

rt‐PA (20 μg/ml) ne modifie pas la libération des MPE par rapport aux cellules contrôles (figure 60). 

Le  rt‐PA  à  la  concentration  de  40  μg/ml  tend  à  doubler  le  taux  de MPE, mais  cet  effet  n’est  pas 

significatif.  De  même,  l’augmentation  de  86%  de  la  libération  de  MPE  induite  par  la  forte 

concentration de rt‐PA (80 μg/ml) n’est pas statistiquement significative. 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Figure  60 :  Effet  du  rt‐PA  sur  la  libération  des  MPE  par  les  cellules  bEnd.3  après  6  heures 

d’incubation 
Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contrôles. n= 8/condition ; CT : cellules contrôles. 

 

 

 Discussion  

Dans  les  conditions  standard  de  dosage  établies  par  l’équipe  du  Dr  Boulanger,  et  pour  la 

concentration  la  plus  élevée  de  rt‐PA  (80  μg/ml),  nous  avons  observé  pour  les  tubes  « contrôles 

négatifs »  un  marquage  important  par  l’AnnV,  alors  que  nous  n’avions  pas  ajouté  de  calcium 

(nécessaire  au marquage) dans  ces  tubes.  L’addition d’EDTA dans  le milieu de dosage a permis de 

ramener les valeurs de ces « contrôles négatifs » proches de celles des cellules contrôles non traitées 

par  le  rt‐PA,  suggérant  la  présence  d’une  quantité  importante  de  calcium  dans  le  surnageant  des 

cellules  traitées  par  80  μg/ml  de  rt‐PA.  Il  est  à  noter  que  ce  calcium  ne  peut  provenir  que  d’un 

relargage par les cellules elles‐mêmes ; les mécanismes à l’origine de ce relargage restent à élucider, 

mais sont peut‐être à rapprocher de l’effet particulièrement marqué du rt‐PA à cette concentration 

sur  la  morphologie  des  cellules  (voir  paragraphe  I).  Des  études  visant  à  évaluer  notamment  la 

souffrance cellulaire dans ces conditions seront donc réalisées dans nos études ultérieures.  

Concernant  les MPE,  nous  n’avons  pas mis  en  évidence  d’effet  significatif  du  rt‐PA  sur  les  cellules 

bEnd.3. Néanmoins, avec les fortes concentrations de rt‐PA (40 et 80 μg/ml), nous avons observé une 

variabilité  importante  des  taux  de MPE.  Ainsi,  pour  la  concentration  de  40  μg/ml  par  exemple,  la 

moitié  des  échantillons  présente  des  valeurs  voisines  de  celles  des  cellules  contrôles,  tandis  que 

l’autre  moitié  montre  des  taux  supérieurs  à  200%.  Face  à  cette  dispersion  nous  avons  émis 

l’hypothèse  que  la  durée  d’incubation  de  6  heures  était  peut‐être  insuffisante  pour  induire  la 

production de MPE dans toutes les séries de cultures. Par conséquent, nous avons ensuite examiné 

les effets de traitements plus prolongés par le rt‐PA. 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2. Effet du rt‐PA sur les cellules bEnd.3 à des temps tardifs 

Ces travaux ont fait l’objet d’un article soumis à Thrombosis Research. 

a) Présentation des objectifs 

A  la  suite des premiers  résultats obtenus avec  le  rt‐PA  sur  la production de microparticules,  notre 

premier  objectif  a  été  de  déterminer  si  des  temps  d’incubation  plus  longs  pouvaient  permettre 

d’observer  une  augmentation  significative  des  taux  de  MPE  en  diminuant  la  variabilité  de  nos 

résultats. Nous avons donc utilisé  la même gamme de concentrations de rt‐PA que précédemment 

mais évalué la libération des MPE_AnnV+ par les cellules bEnd.3 après 15 et 24 heures de traitement. 

Nous avons également examiné la morphologie des cellules, ainsi que leur viabilité par un test MTT.  

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux mécanismes impliqués dans la vésiculation 

induite par le rt‐PA. Dans la littérature, les caspases ainsi que les protéines p38 et ROCK sont décrites 

comme  des  acteurs  clés  des  voies  de  signalisation  impliquées  dans  la  vésiculation  (se  référer  au 

paragraphe I.2, Chapitre II, Rappels bibliographiques). Nous avons donc évalué la contribution de ces 

voies  dans  la  formation  des  MPE  induite  par  le  rt‐PA  grâce  à  3  inhibiteurs  spécifiques 

(respectivement  ZVAD‐FMK,  SB203580  et  Y27632).  La  concentration  de  chaque  inhibiteur  a  été 

définie en accord avec celle retrouvée dans la bibliographie (Vion et al., 2013) dans le but d’induire 

une inhibition optimale sans effet non spécifique. 

Par  ailleurs,  nous  avons  également  recherché  si  la  PARP  était  impliquée  dans  la  production  des 

microparticules  induite par  le  rt‐PA en  ayant  recours  au PJ34. Nous  avons dans un premier  temps 

déterminé  la concentration optimale de PJ34 à utiliser, concentration à  laquelle  l’inhibiteur ne doit 

exercer d’effet propre ni sur la libération de MPE, ni sur la morphologie des cellules ou leur viabilité.  

Enfin,  afin  de  confirmer  l’implication  de  la  PARP dans  les mécanismes  de  vésiculation,  nous  avons 

examiné l’effet d’un second inhibiteur de PARP, le INO‐1001. Ce travail a fait l’objet d’une expérience 

complémentaire dont les résultats seront présentés à la suite de l’article.  

Tous  les  inhibiteurs  sont  appliqués une heure avant  le  traitement par  le  rt‐PA et pendant  toute  la 

durée  de  l’expérience  (i.e.  24  heures),  afin  de maintenir  l’inhibition  des  voies  ciblées.  A  l’issue  de 

l’incubation,  les MPE_AnnV+  ont  été  dosées  par  cytométrie  en  flux.  La morphologie  et  la  viabilité 

cellulaires ont également été évaluées. 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b) Article  

Recombinant  tissue‐type  plasminogen  activator  enhances  microparticles  release  from  mouse 
brain‐derived endothelial cells 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ABSTRACT 

Thrombolysis with  recombinant  tissue plasminogen activator  (rt‐PA)  is  currently  the only approved 

pharmacological strategy for acute ischemic stroke. However, rt‐PA increases the risk of hemorrhagic 

transformations and may lead to reoccclusion. In this context, the purpose of this study was to assess 

whether rt‐PA enhances the production of endothelial microparticles  (EMP), which may participate 

to  its  vascular  toxicity.  The  molecular  effectors  involved  were  also  examined.  Implication  of  

Rho  kinase,  caspases  and  p38‐MAPK,  known  for  inducing  EMP  release,  as  well  as  the  role  of  the 

nuclear  enzyme  poly(ADP‐ribose)polymerase  (PARP),  that  contributes  to  rt‐PA  vascular  toxicity  in 

experimental stroke, were studied. 

The  mouse  brain‐derived  endothelial  cell  line  bEnd.3  was  used.  Cells  were  treated  with  rt‐PA  at  

20,  40  or  80  μg/ml  during  15  or  24  hours.  EMP  release  in  the  culture  media  was  quantified  by 

Annexin‐V staining coupled to flow cytometry. Cell morphology and viability (MMT assay) were also 

assessed.  The  effect  of  pretreatment  (1  hour)  with  Rho  kinase,  caspases,  p38‐MAPK  and  PARP 

inhibitors on rt‐PA‐induced EMP release was also evaluated. 

Rt‐PA  increased  EMP  release  from  bEnd.3  cells,  the  24  hour‐treatment  at  40  μg/ml  giving  the 

maximal effect (+78% compared to controls). In these conditions, rt‐PA also altered cell morphology, 

without modifying  cell  viability.  The p38‐MAPK  inhibitor  SB203580  (10‐5 M) and  the PARP  inhibitor 

PJ34 (100µM) reduced rt‐PA‐induced EMP production. 

This  study  demonstrates  that  rt‐PA  induces  the  production  of  EMP  by  cerebral  endothelial  cells, 

through p38‐MAPK and PARP pathways. 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 MAPK,  mitogen‐activated  protein  kinase;  MMP,  matrix  metalloproteinases ;  VEGF,  vascular  endothelial 

growth  factor  ;  BBB,  blood brain  barrier  ;  LRP,  lipoprotein  receptor‐related protein  ;  ICAM‐1,    intercellular  cell  adhesion 

molecule ; VCAM‐1, vascular cell adhesion molecule 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c) Expérience complémentaire : effets du INO‐1001, un second inhibiteur de PARP 

Afin  de  confirmer  le  rôle  de  la  PARP  dans  la  libération  de MPE  induite  par  le  rt‐PA  (40  μg/ml)  à  

24 heures, nous avons utilisé un autre  inhibiteur puissant de  l’enzyme :  le  INO‐1001.  Le PJ34 et  le 

INO‐1001 possédant des CI50 extrêmement proches  (PJ34 : CI50=17 nM ;  INO‐1001 : CI50<10 nM), 

nous  avons  repris  pour  le  INO‐1001  les  mêmes  concentrations  que  celles  du  PJ34,  soient  10  et  

100 μM. 

 

 Protocole expérimental 

Une heure avant et au moment du traitement par le rt‐PA (40 μg/ml), les cellules ont été traitées par 

l’INO‐1001  à  la  concentration  de  10  ou  100  μM  (n=3/condition).  Après  24  heures  d’incubation,  le 

taux de MPE libérées dans le surnageant et positives à l’AnnV a été mesuré par cytométrie en flux. 

De même,  la morphologie et  la viabilité des cellules ont été évaluées. Le taux de MPE_AnnV+ et  la 

viabilité cellulaire sont exprimés en % par rapport aux cellules contrôles de chaque série.  

 

 Détection des MPE 

Cette étude confirme à nouveau  l’effet du  rt‐PA  (40 μg/ml)  sur  la  libération de MPE puisque,  tout 

comme au cours des expériences précédentes, il entraîne une augmentation des microparticules par 

rapport aux  cellules  contrôles  (+48% ; P<0,05)  (figure 61).  L’INO‐1001, à  la  concentration de 10 ou 

100  μM,  ne  modifie  pas  la  production  basale  de  MPE  par  rapport  aux  cellules  contrôles  après  

24  heures  d’incubation.  Il  ne modifie  pas  non  plus,  quelle  que  soit  sa  concentration,  10  μM  ou  à  

100 μM, la production de MPE induite par le rt‐PA. 

 

Figure  61 :  Effet  du  INO‐1001  sur  la  libération  de  MPE  induite  par  le  rt‐PA  après  24  heures  

de traitement  
Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contrôles. * : P<0,05. n=3/condition. 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 Étude de la morphologie des cellules 

L’effet caractéristique du rt‐PA sur les cellules bEnd.3 a été retrouvé après 24 heures de traitement : 

les  cellules,  fusiformes,  se  regroupent,  forment  des  amas  ainsi  que  de  nombreux  prolongements 

entre  elles  (figure  62).  Le  INO‐1001  seul  n’altère  pas  la  morphologie  des  cellules.  La  faible 

concentration de INO‐1001 (10 μM) ne modifie pas non plus l’aspect des cellules traitées par le rt‐PA. 

En  revanche,  la  forte  concentration  (100 μM) atténue nettement  l’effet du  rt‐PA :  les  cellules  sont 

plus ovales et forment moins d’amas et de prolongements entre elles.   

 
 

Figure  62 :  Photos  représentatives  de  l’effet  du  INO‐1001,  du  rt‐PA  et  de  leur  association  sur  la 

morphologie des cellules bEnd.3 après 24 heures d’incubation 
La barre d’échelle représente 100 μm. 

 
 
 Mesure de la viabilité cellulaire 

Après 24 heures d’incubation, ni le INO‐1001 (10 ou 100 μM), ni le rt‐PA, ni même leur association ne 

modifient la viabilité des cellules bEnd.3 par rapport aux cellules contrôles (figure 63). 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Figure  63 :  Effet  du  INO‐1001,  du  rt‐PA  et  de  leur  association  sur  la  viabilité  des  cellules  bEnd.3 

après 24 heures d’incubation 
La viabilité cellulaire a été évaluée par un test MTT. Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules 

contrôles. n=3/condition. 

 

 

d) Résumé des principaux résultats et discussion complémentaire 

 L’incubation  prolongée  des  cellules  bEnd.3  avec  le  rt‐PA  induit  des  changements 

morphologiques profonds et augmente la production de MPE 

En ce qui concerne la morphologie des cellules, nous avons retrouvé après 15h et 24h d’incubation 

l’effet  caractéristique  du  rt‐PA  que  nous  avions  observé  dès  6  heures :  les  cellules  deviennent 

fusiformes, émettent des prolongements entre elles, et se regroupent en amas. Cet effet du rt‐PA, 

toujours concentration‐dépendant, est plus marqué à ces temps tardifs. Dans la littérature, une seule 

étude rapporte un tel effet du rt‐PA sur la morphologie des cellules. Dans cette étude, menée sur des 

cellules endothéliales de cornée,  le rt‐PA a entraîné des signes caractéristiques d’atteinte cellulaire 

(pléomorphisme, rétrécissement du cytosol, noyaux proéminents) (Yoeruek et al., 2008). 

Il est à noter que l’aspect de nos cellules pourrait s’apparenter à la réorganisation qui est observée 

lors de la formation de structures vasculaires, ce qui laisse supposer que le rt‐PA pourrait exercer un 

effet pro‐angiogénique.  L’étude de  la viabilité  cellulaire après 15 heures de  traitement étaye cette 

hypothèse puisque, à ce temps, les concentrations de 20 et 40 μg/ml de rt‐PA sont à l’origine d’une 

prolifération  cellulaire  de  respectivement  28  et  41%.  Ce  résultat  est  à  rapprocher  des  travaux  de 

Welling et al. (1996) qui ont mis en évidence que le rt‐PA (7,25, 10 et 15 μg/ml) augmente in vitro la 

prolifération de cellules endothéliales provenant de veines jugulaires de chien. 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D’autres  études  suggèrent  que  le  rt‐PA  pourrait  exercer  un  rôle  pro‐angiogénique  ainsi  que  de 

remodelage vasculaire (Yip et al., 2013; Teng et al., 2012; Benarroch, 2007). Bien que les mécanismes 

exacts restent encore à élucider, plusieurs hypothèses sont proposées : 

‐ Des travaux réalisés in vitro et in vivo ont démontré que le rt‐PA est à l’origine d’une augmentation 

de  l’expression  du VEGF  (vascular  endothelial  growth  factor)  (Duan  et Ni,  2014; Won  et  al.,  2014; 

Zhang et al., 2013; Kanazawa et al., 2011), un puissant facteur pro‐angiogénique. 

‐ Le  rt‐PA  pourrait  également  présenter  un  effet  pro‐angiogénique  de manière  plus  indirecte,  par 

l’activation des MMP. En effet, Suzuki et al.  (2009) ont en particulier montré que  le  rt‐PA entraîne 

une  augmentation  de  la  sécrétion  de MMP‐3  par  les  cellules  bEnd.3,  via  l’activation  du  récepteur 

LRP, que ce soit en normoxie ou en condition OGD (oxygen glucose deprivation). Or,  les MMP sont 

dotées  d’une  activité  pro‐angiogénique  grâce  à  leur  action  protéolytique  sur  la  matrice 

extracellulaire et leur capacité à recruter des progéniteurs endothéliaux (Zhao et al., 2007). 

‐  Enfin,  le  rt‐PA  clive  le  plasminogène  en  plasmine,  qui  participe  elle  aussi  à  l’angiogenèse  en 

favorisant notamment la migration des cellules endothéliales (Tarui et al., 2002). 

 

Afin de vérifier l’effet pro‐angiogénique du rt‐PA dans nos conditions, il serait intéressant de réaliser 

une étude de la formation de pseudo‐vaisseaux sur matrigel avec nos cellules bEnd.3. 

De manière  intéressante,  à  la  concentration  de  80  μg/ml,  le  rt‐PA  n’augmente  pas  la  viabilité  des 

cellules comme le font les deux autres concentrations (20 et 40 μg/ml) à 15 heures ; il devient même 

cytotoxique à 24 heures. Un tel effet cytotoxique du rt‐PA a également été mis en évidence sur des 

cellules endothéliales de cornée par Yoeruek et al. (2008). Les travaux de ces auteurs montrent que 

le  rt‐PA  entraîne  une mort  cellulaire  de  type  apoptotique  à  partir  de  100  μg/ml,  et  une mort  par 

nécrose au delà de 200 μg/ml. 

 

En  ce  qui  concerne  la  détection  des MPE,  il  s’agit  à  notre  connaissance,  de  la  première  étude qui 

montre  que  le  rt‐PA  augmente  la  libération  de MPE  par  des  cellules  endothéliales,  et  notamment 

cérébrales. Cet effet est particulièrement marqué avec la concentration de 40 μg/ml qui augmente le 

taux de MPE de 55% à 15 heures et de 78% à 24 heures. Rappelons que dès 6 heures de traitement, 

le rt‐PA tendait déjà à augmenter la production de MPE.  

Il  a été décrit dans  la  littérature que  la  libération de MPs peut être  induite  lors de  l’activation des 

cellules  ou  de  leur  apoptose  (Azevedo  et  al.,  2007;  Jimenez  et  al.,  2003;  VanWijk  et  al.,  2003). 

Concernant  l’effet du  rt‐PA sur  les cellules bEnd.3,  la production de MPE ne semble pas  liée à une 

mort cellulaire puisque (1)  le rt‐PA à la concentration de 80 μg/ml à 24 heures est à l’origine d’une 

cytotoxicité  qui  ne  s’accompagne  pas  d’une  augmentation  des MPE,  et  (2)  à  la  concentration  de  

40 μg/ml, le rt‐PA est à l’origine d’une production de MPE sans entraîner de mort cellulaire. D’autre 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part, nos résultats permettent également d’écarter  l’hypothèse selon  laquelle  l’augmentation de  la 

production de MPE par  le rt‐PA ne soit que la conséquence d’une prolifération des cellules bEnd.3, 

qui,  nous  l’avons  vu,  produisent  des  MPE  en  conditions  basales.  En  effet,  à  la  concentration  de  

20 μg/ml,  le  rt‐PA entraîne  à  15 heures  une prolifération  cellulaire  qui  ne  s’accompagne pas  pour 

autant d’une augmentation de la production de MPE.  

 

 La  production  des MPE  induite  par  le  rt‐PA  est  réduite  par  un  inhibiteur  de  p38  et  par  un 

inhibiteur de PARP 

La seconde partie de notre étude a consisté à rechercher par quel(s) mécanisme(s) le rt‐PA augmente 

la  libération  des MPE.  Pour  cela,  nous  avons  décidé  de  travailler  à  la  concentration  de  40  μg/ml 

pendant 24 heures car dans ces conditions, l’effet du rt‐PA sur le taux de MPE est maximal.  

 

Dans un premier temps, nous avons étudié les mécanismes classiques de vésiculation. Nos résultats 

montrent  que  l’inhibiteur pan‐caspases,  Z‐VAD‐FMK,  n’a  pas  réduit  la  production des MPE  induite 

par le rt‐PA ; l’apoptose ne semble donc pas contribuer à ce phénomène. De même, les ROCK ne sont 

pas non plus  impliquées. En revanche,  l’utilisation d’un  inhibiteur de  la protéine p38,  le SB203580, 

diminue  significativement  la  libération  des microparticules.  La  protéine  p38  semble  donc  jouer  un 

rôle clé dans l’effet du rt‐PA sur les cellules bEnd.3 dans nos conditions.  

La  protéine  p38,  qui  appartient  à  la  famille  des  protéines  MAP  Kinase  (MAPK),  est  largement 

exprimée au niveau cérébral. De plus, il est établi que son activité, qui est augmentée dans les heures 

qui  suivent  une  ischémie  cérébrale,  joue  un  rôle  délétère  dans  la  production  de  cytokines  pro‐

inflammatoires  et  la  mort  cellulaire  (voir  pour  revues  Corrêa  et  Eales,  2012;  Mehta  et  al.,  2007; 

Barone  et  al.,  2001).  In  vitro,  une  étude  réalisée  par  Zhu  et  al.  (2003) montre  qu’après  24  heures 

d’hypoxie, les cellules bEnd.3 expriment 3 fois plus la protéine p38 sous forme phosphorylée (forme 

active) qu’en condition normoxie. Par ailleurs, il est intéressant de noter qu’il a été mis en évidence 

que le rt‐PA est à l’origine d’une augmentation de l’expression de la protéine p38 phosphorylée ; ceci 

a été montré in vivo, étude dans laquelle p38 a été détectée dans le LCR dans un modèle d’ischémie 

cérébrale par photothrombose chez le cochon (Armstead et al., 2010), et également in vitro, sur des 

cultures  de  cellules microgliales  (Pineda  et  al.,  2012).  Afin  de  confirmer  le  rôle  de  la  protéine p38 

dans la production des MPE induite par le rt‐PA, il serait donc intéressant de rechercher si dans nos 

conditions de  culture des  cellules bEnd.3,  l’expression de  la  forme phosphorylée  (forme active) de 

p38 est également augmentée en présence de rt‐PA. 

 

Dans un second temps, nous avons recherché si la PARP contribuait elle aussi aux effets du rt‐PA sur 

la libération des MPE. En effet, il a été montré in vivo dans des modèles d’ischémie cérébrale, que le 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rt‐PA augmente l’activité de la PARP (Crome et al., 2007). De plus, au laboratoire, nous avons mis en 

évidence  que  la  PARP  participe  à  la  toxicité  vasculaire  post‐ischémique  du  rt‐PA  (i.e.  aux 

transformations  hémorragiques)  (Haddad  et  al.,  2013;  Teng  et  al.,  2013;  El  Amki  et  al.,  en 

préparation).  

Nous  avons  tout  d’abord  étudié  l’effet  propre  d’une  gamme  de  concentrations  de  PJ34.  

Cet  inhibiteur  étant  dénué  d’effet  tant  sur  la  morphologie  et  la  viabilité  cellulaires  que  sur  la 

production des MPE, nous avons pour la suite choisi de l’associer au rt‐PA à la concentration la plus 

faible de la gamme (10 μM) et la plus élevée (100 μM). Nos résultats montrent que le PJ34 (100 μM) 

diminue la libération de MPE induite par le rt‐PA. Ainsi, cette étude est la première à suggérer le rôle 

de la PARP dans l’augmentation de la production de MPE induite par le rt‐PA.   

Afin de confirmer ce nouveau rôle de  la PARP, nous avons examiné  l’effet d’un autre  inhibiteur de 

l’enzyme, le INO‐1001. Au cours d’une expérience préliminaire (n=3 par condition),  le INO‐1001 n’a 

pas permis, contrairement au PJ34, de réduire la libération des microparticules induite par le rt‐PA ; 

cette étude reste bien évidemment à confirmer. Nous envisageons également deux autres approches 

afin de vérifier l’implication de la PARP dans l’effet du rt‐PA : l’une par siRNA (small interfering RNA) 

de  PARP‐1,  l’autre  en  réitérant  nos  études  sur  des  cultures  primaires  de  cellules  endothéliales 

provenant de souris PARP‐1‐/‐. Parallèlement, nous chercherons à mettre en évidence l’activation de 

la PARP par  le  rt‐PA dans nos cellules, en suivant  la production des poly(ADP‐riboses) par Western 

blot. A l’issue de ces différentes études, nous pourrons conclure ou non sur le rôle de la PARP dans la 

production  des  MPE  par  le  rt‐PA.  Des  résultats  négatifs  suggèreraient  fortement  un  effet  non 

spécifique  du  PJ34,  i.e.  indépendant  de  la  PARP,  dans  l’étude  présentée  ici.  Il  est  à  noter  que 

récemment, des effets non spécifiques du PJ34 ont été rapportés :  

‐ une  étude  a  montré  que  le  PJ34  inhibe  la  MMP‐2  avec  une  CI50  de  l’ordre  du  µM  (d’autres 

inhibiteurs de PARP possèdent le même effet ; le INO‐1001 ne faisait pas partie de cette étude) 

(Nicolescu et al., 2009), 

‐ une  autre  équipe  a  rapporté  que  le  PJ34  inhibe,  également  avec  une  CI50  de  l’ordre  du  µM, 

l’activité des PIM kinases 1 et 2, deux sérine/thréonine kinases (Antolín et al., 2012), 

‐ enfin, au laboratoire, Marie Lechaftois et Dominique Lerouet ont montré un effet anti‐agrégant 

plaquettaire du PJ34  (et une absence d’effet du  INO‐1001). Etant donné  l’absence de PARP au 

niveau des plaquettes (qui sont anuclées), cet effet du PJ34 ne peut qu’être PARP‐indépendant 

(Lechaftois et al., sous presse). 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Un autre point‐clé dans la poursuite de ces travaux sera de compléter la cascade d’évènements mise 

en jeu depuis le rt‐PA jusqu’à la formation des MPE, en précisant : 

1)  la  cible  endothéliale  du  rt‐PA  en  amont  de  p38  et  de  la  PARP.  Deux  candidats  nous  semblent 

envisageables : 

‐ Tout  d’abord,  le  récepteur  NMDA,  dont  la  présence  sur  les  cellules  bEnd.3  a  été  démontrée 

(Betzen et al., 2009; Scott et al., 2007). Rappelons qu’in vivo, au cours de l’ischémie cérébrale, le 

rt‐PA  entraîne  l’activation  de  la  PARP  via  la  potentialisation  de  l’activation  de  ces  récepteurs 

(Crome et al., 2007) ; ces mêmes récepteurs NMDA sont également  impliqués dans  l’activation 

de  la  protéine  p38  (Lai  et  al.,  2014).  Il  serait  donc  intéressant  de  rechercher  l’effet  d’un 

antagoniste  des  récepteurs NMDA  tel  que  le MK‐801  sur  la  production  de MPE  induite  par  le  

rt‐PA.   

‐ Le récepteur LRP, autre cible bien connue du rt‐PA, dont l’expression a été décrite récemment au 

niveau des  cellules bEnd.3  (J. Wang et  al.,  2014;  Suzuki  et  al.,  2009).  L’association  au  rt‐PA de 

l’antagoniste  RAP  (receptor‐associated  protein)  ou  d’un  anticorps  anti‐LRP  permettrait  de 

rechercher  si  ce  récepteur  est  impliqué  dans  la  vésiculation  qui  fait  suite  au  traitement  par  le  

rt‐PA. 

 

2)  si,  en aval,  la PARP et  la protéine p38  sont deux voies  indépendantes, et  si  ce  sont  les  seules à 

participer à la formation des MPE par le rt‐PA. En effet, ni le PJ34, ni l’inhibiteur de p38 n’ont bloqué 

complètement  la production de MPE par  le  rt‐PA.  Il  serait  intéressant de  rechercher  l’effet de  leur 

association ce qui nous fournira plusieurs informations : 

‐ si  l’association  des  deux  inhibiteurs  ne  supprime  pas  complètement  l’effet  du  rt‐PA,  cela 

montrera que d’autres  voies de  signalisation  sont mises en  jeu dans  cet effet.  Le  rôle d’autres 

effecteurs  devra  être  recherché,  en  particulier  ERK1/2  et  les  Jun‐Kinases  qui  appartiennent, 

comme  la  protéine  p38,  à  la  famille  des MAPK  et  dont  l’implication  dans  les  mécanismes  de 

vésiculation a été décrite dans la littérature (Vion et al., 2013). 

‐ si leurs effets s’avèrent être additifs, cela suggèrera qu’ils agissent sur deux voies de signalisation 

parallèles et indépendantes. 

‐ Si  leurs  effets  ne  s’additionnent  pas,  cela  signifiera  que  les  deux  voies  sont  liées,  ce  que nous 

n’excluons pas. En effet, des études ont montré que la PARP est impliquée dans la régulation de 

l’expression de la protéine p38 dans des modèles  in vivo et  in vitro d’inflammation et de stress 

oxydant (Racz et al., 2010; Ha, 2004; Veres et al., 2004). 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3) Enfin, il nous faudra préciser les effecteurs intervenant en aval de la PARP et de la protéine p38. A 

la suite de l’ischémie cérébrale, ces deux protéines ont comme point commun d’être à l’origine, via 

notamment  l’activation  des  facteurs  de  transcription  NF‐κB  et  AP‐1,  d’une  augmentation  de 

l’expression de cytokines pro‐inflammatoires telles que le TNF et l’IL‐1β (Erdélyi et al., 2005; Barone 

et  al.,  2001) ;  or,  les  cytokines  sont  de  bons  inducteurs  de  la  production  de  MPs.  Même  si  nos 

résultats ne sont pas en faveur d’une réaction inflammatoire à la suite du traitement par le rt‐PA (pas 

de surexpression de VCAM‐1 et d’ICAM‐1) et si nous n’avons pas mis en évidence de production de 

MPE avec le TNF, il serait néanmoins pertinent de rechercher le rôle d’IL‐1β dans les effets que nous 

avons observés. 

 

Dans la suite de nos études, nous avons cherché à transposer ce modèle de culture cellulaire dans un 

environnement mimant  les conditions d’une  ischémie cérébrale. La mise en place d’expériences en 

milieu dépourvu en glucose et oxygène (OGD) n’étant pas réalisable au laboratoire, nous avons choisi 

de reproduire dans un premier temps le stress excitotoxique qui survient précocement à la suite de 

l’ischémie ; les cellules ont donc été cultivées en présence de glutamate.  

 
 

V. Effet du rt‐PA sur les cellules bEnd.3 en présence de glutamate 

Au cours de l’ischémie cérébrale, l’un des premiers mécanismes mis en jeu est l’excitotoxicité, qui est  

liée à une libération massive de glutamate. Cet acide aminé excitateur, en se fixant notamment sur 

ses  récepteurs  NMDA,  est  à  l’origine  d’un  stress  excitotoxique  particulièrement  délétère  pour  les 

cellules cérébrales. Par ailleurs,  il est désormais bien établi que le rt‐PA potentialise l’activation des 

récepteurs NMDA, ce qui aggrave les mécanismes excitotoxiques à la suite de l’ischémie notamment. 

Ainsi, nous avons cherché à examiner sur les cellules bEnd.3 l’effet du glutamate et les conséquences 

de son association avec  le rt‐PA. Les cellules bEnd.3 semblent être un bon modèle d’étude puisque 

plusieurs travaux ont confirmé l’existence des récepteurs NMDA sur les cellules bEnd.3 (Betzen et al., 

2009; Scott et al., 2007). 

1. Etude préliminaire : effet propre du glutamate sur la libération des MPE  

En  l’absence  de  données  dans  la  littérature  de  l’effet  du  glutamate  sur  la  libération  de 

microparticules, nos travaux ont consisté dans un premier temps à évaluer  les effets d’une gamme 

de concentrations de glutamate (5, 20 et 50 mM) sur  la production de MPE par  les cellules bEnd.3 

après 24 heures de traitement. Cette gamme de concentrations a été définie d’après l’étude de Scott 

et al. (2007) qui a évalué l’effet de différentes concentrations de glutamate allant de 0,001 à 100 mM 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sur  la viabilité des cellules bEnd.3 à 24 heures. Cette étude a mis en évidence un effet cytotoxique 

dès 30 mM. Notons qu’au  laboratoire,  le Dr Teng a par  la suite confirmé ces résultats en montrant 

une  diminution  de  la  viabilité  des  cellules  bEnd.3  à  24  heures  en  présence  de  glutamate  à  la 

concentration de 50 mM. Aussi, nous avons choisi  la concentration de 50 mM comme valeur haute 

de la gamme ainsi que deux concentrations plus faibles, 5 et 20 mM. 

 

 Protocole expérimental 

Les cellules ont été traitées par une gamme de concentrations de glutamate (5, 20 ou 50 mM). Après 

24  heures  d’incubation,  le  taux  de MPE  a  été  évalué  par  cytométrie  en  flux  après  un marquage  à 

l’AnnV. Le taux de MPE_AnnV+ de chaque échantillon est exprimé en pourcentage par rapport aux 

cellules contrôles de chaque série (n=3‐6/condition).  

 

 Résultats 

Nos résultats montrent qu’aucune des concentrations de glutamate (5, 20 ou 50 mM) ne modifie les 

taux de MPE par rapport aux cellules contrôles (figure 64).  

 

 

Figure  64 :  Effet  glutamate  sur  la  libération  des  MPE  par  les  cellules  bEnd.3  après  24  heures 

d’incubation 
Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en % par rapport aux cellules contrôles. n=3‐6/condition ; CT : cellules contrôles. 

 

 Discussion 

Nos  résultats  montrent  que  quelle  que  soit  sa  concentration,  le  glutamate  n’augmente  pas  la 

production de MPE par rapport aux conditions basales.  

L’étape suivante de notre travail a consisté à rechercher si le rt‐PA pouvait potentialiser les effets du 

glutamate en  terme de viabilité et de morphologie cellulaires, et  les conséquences de  l’association 

des  deux  composés  sur  la  production  de MPE.  Pour  cela,  nous  avons  retenu  la  concentration  de 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50 mM  de  glutamate  qui  avait  été  démontrée  cytotoxique  au  laboratoire,  et  la  concentration  de  

40 μg/ml de rt‐PA.  

 

2. Effet du rt‐PA sur les cellules endothéliales cérébrales en présence de glutamate 

a) Protocole expérimental 

Les cultures ont été réparties en 4 groupes : 

‐ cellules contrôles 

‐ cellules traitées par le glutamate (50 mM) 

‐ cellules traitées par le rt‐PA (40 μg/ml) 

‐ cellules traitées par l’association glutamate (50 mM) + rt‐PA (40 μg/ml) 

Après 15 heures et 24 heures d’incubation, le taux de MPE libérées dans le surnageant et positives à 

l’AnnV a été mesuré par cytométrie en flux. De même, la morphologie et la viabilité des cellules ont 

été  évaluées.  Le  taux  de  MPE_AnnV+  et  la  viabilité  cellulaire  sont  exprimés  en  pourcentage  par 

rapport aux cellules contrôles de chaque série (n=7‐8/condition).  

b) Résultats 

 Étude de la viabilité cellulaire 

Après  15  heures  de  traitement,  le  glutamate  ne modifie  pas  la  viabilité  cellulaire  par  rapport  aux 

cellules  contrôles,  tandis  que  le  rt‐PA  entraîne  une  augmentation  de 41%  (P<0,001)  (figure  65.A). 

L’association du rt‐PA au glutamate augmente significativement la viabilité cellulaire par rapport au 

glutamate (respectivement : 140 ± 16,8% versus 85 ± 14,3%, P<0,001). 

 

Après 24 heures de  traitement,  le glutamate est à  l’origine d’une diminution de 30% de  la viabilité 

cellulaire par rapport aux cellules contrôles (P<0,001) (figure 65.B). De nouveau, lorsque le rt‐PA est 

associé au glutamate, il entraîne une augmentation significative de la viabilité cellulaire par rapport 

au glutamate (respectivement : 105 ± 7,9% versus 70 ± 17,8%, P<0,001). 

 



  191

 

Figure  65 :  Effet  du  rt‐PA,  du  glutamate  et  de  leur  association  sur  la  viabilité  cellulaire  après  

15 heures et 24 heures d’incubation 
Les cellules ont été traitées par du glutamate (50 mM) et/ou du rt‐PA (40 μg/ml). La viabilité cellulaire a été évaluée par un 

test MTT après 15 heures (A) et 24 heures (B) de traitement. Les résultats (moyenne ± sd) sont exprimés en % par rapport 

aux cellules contrôles. *** : P<0,001 ; ns : non significatif ; CT : cellules contrôles. n=8/condition.  

 

 

 Evaluation de la morphologie de cellules 

Le  glutamate  ne  modifie  pas  la  morphologie  des  cellules  après  15  ou  24  heures  d’incubation  

(figure 66). L’effet caractéristique du rt‐PA sur la morphologie des cellules bEnd.3 est retrouvé après 

15 heures de traitement, et cet effet est encore plus marqué à 24 heures. En revanche, l’association 

du glutamate au rt‐PA ne modifie pas cet aspect caractéristique.  

 

Figure  66 :  Photos  représentatives  de  l’effet  du  rt‐PA,  du glutamate  et  de  leur  association  sur  la 

morphologie des cellules bEnd.3 après 15 heures et 24 heures d’incubation 
La barre d’échelle représente 100 μm. 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 Détection des MPE 

Après 15 heures de  traitement,  le glutamate ne modifie pas  la  libération des MPE par  rapport aux 

cellules  contrôles,  tandis que  le  rt‐PA entraîne une augmentation de 55%  (P=0,0012)  (figure 67.A). 

L’association du rt‐PA au glutamate diminue significativement  le  taux de MPE par  rapport au rt‐PA 

(respectivement : 111 ± 17,9% versus 155 ± 41,1%, P=0,0112). 

 

Après 24 heures de traitement,  le glutamate n’a pas d’effet sur  la  libération des MPE (figure 67.B). 

De nouveau, le rt‐PA augmente de manière importante la production de MPE (+78% par rapport aux 

cellules  contrôles,  P<0,01).  Lorsque  le  glutamate  est  associé  au  rt‐PA,  il  entraîne  une  diminution 

significative de l’effet du rt‐PA (respectivement : 123 ± 55,8% versus 178 ± 46,7%, P<0,05). 

 

Figure  67 :  Effet  du  rt‐PA,  du  glutamate  et  de  leur  association  sur  la  libération  des  MPE  après  

15 heures et 24 heures d’incubation 
Les cellules ont été traitées par du glutamate (50 mM) et/ou du rt‐PA (40 μg/ml) pendant 15 heures (A) et 24 heures (B). 

Les  résultats  (moyenne  ±  sd)  sont  exprimés  en  %  par  rapport  aux  cellules  contrôles.  * :  P<0,05 ;  ** :  P<0,01 ;  ns :  non 

significatif ; CT : cellules contrôles. n=7/condition. 

 

 

c) Discussion 

Le glutamate est un acide aminé excitateur libéré en forte quantité au cours de l’ischémie cérébrale. 

En  se  fixant  notamment  sur  ses  récepteurs  NMDA,  il  est  à  l’origine  d’un  stress  excitotoxique  qui 

conduit  à  une  mort  cellulaire,  un  stress  oxydant  ainsi  qu’à  une  réaction  inflammatoire  (voir 

Préambule, Rappels bibliographiques).  

Dans  nos  conditions  de  culture,  le  glutamate  après  24  heures  de  traitement  est  à  l’origine  d’une 

diminution  de  30%  de  la  viabilité  des  cellules  bEnd.3.  Cette  cytotoxicité  avait  déjà  été  mise  en 

évidence au  laboratoire par  le Dr Teng qui a montré que  le glutamate à 50 mM entraîne une mort 

des  cellules  bEnd.3  de  l’ordre  de  40%  à  24  heures.  Scott  et  al.  (2007)  ont  quant  à  eux  noté  une 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mortalité  des  cellules  bEnd.3  de  près  de  60%  en  présence  de  cette  même  concentration  de 

glutamate.  Il  est  à  noter  que    la morphologie  des  cellules  encore  présentes  à  24  heures  n’est  pas 

modifiée par le glutamate (50 mM).  

Contrairement  à  notre  hypothèse  de  départ,  lorsque  le  rt‐PA  est  associé  au  glutamate  pendant 

24  heures,  il  ne  potentialise  pas  la  mort  cellulaire  induite  par  le  glutamate,  mais  s’oppose  au 

contraire  totalement  à  cette  cytotoxicité.  Ce  résultat  est  à  rapprocher  de  l’étude  de  Zhang  et  al. 

(2013) qui ont montré que la mortalité des cellules HUVEC induite en condition OGD est supprimée 

par le rt‐PA, notamment à la concentration de 40 μg/ml.  

Les  raisons  de  l’effet  « protecteur »  du  rt‐PA  vis‐à‐vis  du  glutamate  sur  la  viabilité  cellulaire  à 

24 heures nous sont encore inconnues. Néanmoins, comme après 15 heures de traitement le rt‐PA 

est  à  l’origine  d’une  augmentation  importante  de  la  viabilité  cellulaire,  il  se  pourrait  que  cette 

prolifération cellulaire compense l’effet toxique du glutamate à 24 heures.  

 

Concernant l’effet du glutamate sur la production de microparticules, nos résultats confirment ceux 

obtenus  lors  de  l’étude  précédente :  il  n’augmente  pas  la  libération  de  MPE,  que  ce  soit  après 

15 heures ou 24 heures de  traitement. Par  contre, de manière  intéressante,  le  glutamate diminue 

significativement la libération de MPE induite par le rt‐PA, à 15 comme à 24 heures. Ce résultat est 

particulièrement surprenant au vu des deux effecteurs,  la protéine p38 et  la PARP, précédemment 

identifiés comme étant impliqués dans la vésiculation induite par le rt‐PA ; en effet, il est décrit dans 

la littérature que: 

‐ la protéine p38 est activée lors de la fixation du glutamate sur ses récepteurs NMDA (Corrêa 

et Eales, 2012), 

‐ la  PARP  est  activée  en  réponse  aux  cassures  de  l’ADN  provoquées  par  un  stress 

excitotoxique.  De  plus,  des  travaux  réalisés  in  vivo  ont  mis  en  évidence  que  le  rt‐PA 

augmente l’activité de la PARP via les récepteurs NMDA (Crome et al., 2007). 

Ainsi, l’interaction entre le rt‐PA et le glutamate, ainsi que les effets inattendus qui en découlent, en 

particulier  au niveau de  la production des MPE, nécessitent encore d’être précisés et mériteraient 

d’être plus largement investigués. 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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 

 

A  l’heure  actuelle,  la  thrombolyse  par  le  rt‐PA  demeure  l’unique  traitement  pharmacologique 

disponible pour les AVC ischémiques. Néanmoins, seule une minorité de patients (<2%) peuvent en 

bénéficier, en raison de ses nombreuses contre‐indications et de son étroite fenêtre thérapeutique. 

De plus, chez les patients thrombolysés,  le taux d’efficacité du rt‐PA est faible (recanalisation et/ou 

reperfusion  le plus  souvent  incomplètes)  et  son administration est  associée à une aggravation des 

transformations  hémorragiques  post‐ischémiques  (TH).  La  recherche  des  mécanismes  qui  sous‐

tendent  cette  toxicité  vasculaire  du  rt‐PA,  en  particulier  au  niveau  de  l’endothélium,  permettra  à 

terme de répondre aux enjeux actuels qui concernent notamment : (1) l’augmentation de la fenêtre 

thérapeutique  du  rt‐PA,  (2)  l’amélioration  de  l’efficacité  de  la  thrombolyse,  (3)  la  diminution  du 

risque  de  TH.  Ainsi, mon  travail  de  thèse  s’intègre  dans  cette  thématique  et  complète  les  travaux 

antérieurs  réalisés  au  laboratoire  par  les  Dr  Haddad,  Teng  et  El  Amki.  Je  me  suis  intéressée  plus 

spécifiquement  aux  effets  délétères  du  rt‐PA  au  niveau  de  l’endothélium,  afin  de  préciser  les 

mécanismes  susceptibles  de  contribuer  aux  TH  ainsi  qu’aux  phénomènes  d’hypoperfusion‐

réocclusion, avec un intérêt tout particulier pour le rôle de la PARP. 

 

 La  première  partie  de  mon  travail  a  été  réalisée  in  vivo  dans  un  modèle  expérimental 

d’ischémie cérébrale par  injection de thrombine dans  l’ACM. Ce modèle présente  l’avantage d’être 

proche  de  la  clinique  et  de  permettre,  contrairement  aux  modèles  d’ischémie  par  occlusion 

mécanique, l’intégration et l’étude, de l’effet thrombolytique du rt‐PA (Orset et al., 2007). 

Dans ce modèle, l’administration tardive de rt‐PA (4 heures après le début de l’ischémie) n’entraîne 

pas d’amélioration fonctionnelle, ce qui correspond bien à ce qui est observé en clinique lorsque le 

rt‐PA est administré au‐delà de sa  fenêtre  thérapeutique ; en  revanche, une aggravation des TH et 

une  hypoperfusion  ont  pu  être  observées  (El  Amki  et  al.,  2012 ;  Garcia‐Yébenes  et  al.,  2011).  Ces 

différents  effets  délétères  du  rt‐PA  ont  été  corrigés  par  un  inhibiteur  de  PARP,  le  PJ34.  Dans  ce 

modèle, l’hypoperfusion qui fait suite à la thrombolyse tardive par le rt‐PA se manifeste par un DSC 

qui  reste  au deçà de 40% du DSC  initial  dans  le  territoire  situé en aval  de  l’occlusion de  l’ACM au 

cours  des  2  heures  qui  suivent  l’administration  de  rt‐PA.  Il  est  à  noter  qu’il  serait  intéressant  de 

compléter ces travaux, réalisés au laboratoire par laser doppler (El Amki et al., 2012), par l’étude de 

la  perfusion  du  tissu  cérébral  à  l’aide  d’une  technique  d’imagerie  plus  novatrice  telle  que  la 

microscopie  intravitale ou  le  laser Speckle. Ces  résultats montrent nonobstant, à  tout  le moins, un 

manque d’efficacité du rt‐PA dans ces conditions. Si ces travaux suggèrent que le rt‐PA ne s’oppose 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pas au phénomène de « no reflow » post‐ischémique, nous nous sommes interrogés sur la possibilité 

que le rt‐PA puisse même à l’inverse participer à ce no reflow.  

  

Dans un premier temps, nous avons recherché si l’hypoperfusion pouvait être liée à  la présence de 

micro‐thrombi  secondaires  issus  de  la  fragmentation  du  caillot  initial  et/ou  formés  in  situ  après 

activation de la cascade de la coagulation par le rt‐PA. Cependant, après 24 heures d’ischémie, nous 

n’avons  pas  observé  après  administration  de  rt‐PA  d’augmentation  de  la  quantité  de  fibrine  à 

distance du site de l’occlusion de l’artère. L’analyse des résultats obtenus dans le cœur de la lésion 

est  plus  complexe,  car  il  est  difficile  de  faire  la  part  entre  la  fibrine  du  caillot  (qui  est  soit  liée  à 

l’injection de thrombine, soit libérée au cours de la fragmentation du caillot par l’action du rt‐PA) et 

celle  formée  plus  tardivement  à  l’occasion  d’une  atteinte  endothéliale.  Il  est  à  noter  que 

l’administration  combinée  du  PJ34  au  rt‐PA  ne modifie  pas  non  plus  les  taux  de  fibrine.  Avant  de 

conclure quant aux effets du rt‐PA et du PJ34, il nous apparaît nécessaire de compléter cette étude 

par  une  autre  technique  d’analyse  des  dépôts  de  fibrine  telle  que  l’immunohistochimie,  qui 

permettra  de  localiser  précisément  la  présence  de  fibrine  et,  contrairement  au Western  blot,  de 

distinguer la fibrine contenue dans les macrovaisseaux (ACM) de celle obstruant les microvaisseaux.  

Dans  un  deuxième  temps,  j’ai  recherché  si  le  rt‐PA  exacerbait  la  réaction  inflammatoire  post‐

ischémique au niveau des vaisseaux. En effet, la réaction inflammatoire au niveau de l’endothélium 

est  à  l’origine  de  l’expression  de  molécules  d’adhésion  favorisant  la  fixation  des  leucocytes  à 

l’endothélium vasculaire ;  les leucocytes adhérant peuvent non seulement obstruer les vaisseaux et 

entraver la reperfusion, mais ils libèrent également des médiateurs qui peuvent être délétères pour 

les cellules endothéliales, la BHE et favoriser la survenue de TH. Mes travaux ont montré que le rt‐PA 

ne  potentialise  pas  la  surexpression  post‐ischémique  de  VCAM‐1  et  d’ICAM‐1,  deux  marqueurs 

endothéliaux d’inflammation. De manière intéressante, au cours de nos études in vitro, nous n’avons 

pas  non  plus mis  en  évidence  d’effet  du  rt‐PA  sur  l’expression  de  ces  deux marqueurs.  Ceci  n’est 

donc  pas  en  faveur  d’un  rôle  pro‐inflammatoire  du  rt‐PA.  Il  serait  cependant  intéressant  de 

poursuivre ces travaux en examinant l’effet du rt‐PA sur d’une part, des marqueurs tels que les E‐ et 

P‐sélectines  qui  sont  des  molécules  d’adhésion  impliquées  plus  précocement  dans  l’adhésion 

leucocytaire,  et  d’autre  part,  sur  la  présence  éventuelle  de  leucocytes  piégés  et/ou  d’amas 

leucoplaquettaires  au  niveau  des  microvaisseaux.  De  telles  études,  qui  seraient  réalisées  par 

immunohistochimie (marquage de CD45 pour  les  leucocytes, CD41 pour  les plaquettes), pourraient 

apporter  par  la  même  des  informations  intéressantes  quant  à  la  présence  de  micro‐thrombi  et, 

associées  à  un  marquage  en  dextran‐FITC,  permettraient  d’examiner  en  parallèle  la  perfusion 

microvasculaire (L. Zhang et al., 2009 ; Hase et al., 2012). 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Notre  étude est  par  ailleurs  la  première  à  avoir  recherché  le  rôle  de  la  PARP dans  l’expression de 

VCAM‐1  au  cours  de  l’ischémie  cérébrale ;  de manière  très  intéressante,  l’inhibition  de  la  PARP  a 

permis de réduire  les taux de VCAM‐1 chez  les animaux  ischémiés traités par  le rt‐PA. Là encore,  il 

serait  intéressant  de  rechercher  si  cette  réduction  de  VCAM‐1  est  associée  à  une  diminution  de 

l’adhésion leucocytaire qui pourrait contribuer à la meilleure reperfusion lors de la thrombolyse sous 

PJ34. 

Notons que  très  récemment, une étude  réalisée par  le Dr El Amki dans  le modèle par  injection de 

thrombine  a  montré  que  l’ischémie  est  à  l’origine  d’une  vasoconstriction  importante  de  l’ACM  à  

24 heures  (El Amki  et  al.,  en préparation). De manière  très  intéressante,  alors que  ce  vasospasme 

n’est  réduit ni par  le  rt‐PA  seul, ni par  le PJ34  seul,  leur association augmente  significativement  le 

diamètre  du  vaisseau.  Cet  effet  pourrait  aussi  expliquer  en  partie  l’amélioration  de  la  reperfusion 

lorsque l’inhibiteur de PARP est associé au thrombolytique. 

 

 Parallèlement aux études réalisées  in vivo, nous avons développé la culture d’une lignée de 

cellules  endothéliales  cérébrales  murines  bEnd.3,  afin  de  préciser  les  mécanismes  de  la  toxicité 

vasculaire  du  rt‐PA. Nos  travaux montrent  que  le  rt‐PA modifie  profondément  la morphologie  des 

cellules  endothéliales  et  leur  organisation.  Il  faut  noter  que  la  déstructuration  du  tapis  cellulaire 

induite par  le  rt‐PA n’est  pas  associée  à  une dégradation des protéines de  jonctions  endothéliales 

puisqu’il ne modifie ni l’expression de la VE‐cadhérine, ni celle de l’occludine. Cependant, des études 

ont  montré  que  la  perte  de  l’intégrité  des  jonctions  inter‐endothéliales  pouvait  résulter  de  leur 

phosphorylation ou de leur relocalisation cytoplasmique plutôt que de leur dégradation (Seok et al., 

2013; Beard et al., 2011, 2012). Quoiqu’il en soit, un effet similaire du rt‐PA in vivo sur l’architecture 

du vaisseau pourrait contribuer aux TH induites par ce thrombolytique à la suite de l’ischémie. 

La  partie  la  plus  originale  de  ce  travail  est  sans  nul  doute  celle  qui  concerne  les microparticules. 

Quelques  études  ont  rapporté  une  augmentation  des  taux  plasmatiques  de MPE  chez  les  patients 

victimes d’un AVC ischémique (voir Rappels bibliographiques, Chapitre II). Hormis l’étude de Simak et 

al.  (2006)  qui  rapporte  sur  un  très  faible  nombre  de  patients  l’absence  de  corrélation  significative 

entre  la présence de microparticules  endothéliales plasmatiques  (quel que  soit  leur phénotype)  et 

l’administration  de  rt‐PA  à  la  suite  d’un  AVCi,  aucun  travail  approfondi  en  clinique,  et  aucun  en 

préclinique  n’a,  à  notre  connaissance,  recherché  la  capacité  du  rt‐PA  à  induire  la  vésiculation  des 

cellules  endothéliales.  Si,  pour  le moment,  nos  essais  in  vivo  n’ont pas  été  concluants,  nos  études  

in  vitro  ont  clairement  démontré  (et  ce,  dans  plusieurs  expériences  indépendantes)  une 

augmentation de la production de MPE dans le surnageant des cellules bEnd.3 traitées par le rt‐PA. 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Nos résultats montrent par ailleurs que cette production de MPE par  le rt‐PA peut être réduite par 

un inhibiteur de p38 et par un inhibiteur de PARP. 

Il sera important de compléter ces travaux par l’étude de l’effet du rt‐PA sur des cultures primaires 

de  cellules  endothéliales  cérébrales. Même  si  la mise  en  place  de  telles  cultures  est  délicate,  ces 

expériences  sur  ces  cellules  endothéliales  non  immortalisées  permettront  de  confirmer  l’effet  du  

rt‐PA  sur  la  libération  de  microparticules  et  les  voies  de  signalisation  mises  en  jeu  dans  cette 

vésiculation, en ayant notamment recours à des cellules endothéliales provenant de souris PARP‐1 ‐/‐. 

Nous  avons  également  recherché  l’effet  du  rt‐PA  dans  des  conditions  se  rapprochant  plus  de 

l’ischémie  cérébrale,  i.e.  lors  d’un  stress  excitotoxique ;  les  résultats  paradoxaux  que  nous  avons 

observés  (réduction  du  taux  de  MPE  produites  par  le  rt‐PA  sous  glutamate)  soulèvent  plus  de 

questions  qu’ils  n’apportent  de  réponses.  Il  serait  donc  particulièrement  nécessaire  de  faire  ces 

études  en  milieu  dépourvu  en  glucose  et  en  oxygène (OGD)  afin  de  mimer  au  mieux  in  vitro  les 

conditions ischémiques. 

Un  autre  point  à  préciser  concerne  le  phénotype  des  MPE  induites  par  le  rt‐PA,  qui  pourra  être 

caractérisé  en  évaluant  le  profil  d’expression  de  leurs marqueurs membranaires,  et  le  rôle  de  ces 

MPE.  Il  sera  en  effet  intéressant  de  comprendre  si,  outre  refléter  une  altération  endothéliale,  les 

MPE contribuent aux effets délétères du rt‐PA. Les MPE ne sont‐elles en effet que l’un des résultats 

de  la  réorganisation  cellulaire  observée  sous  rt‐PA  ou  en  sont‐elles  responsables ?  L’une  des 

premières expériences pour  répondre à  cette question consistera à  isoler  les MPE  libérées dans  le 

surnageant de culture après traitement par  le rt‐PA et à  les mettre en présence de cellules bEnd.3 

« naïves ». 

Il nous faudra également transposer ces études  in vitro dans le modèle in vivo d’ischémie cérébrale 

par  injection de thrombine. Dès  lors que  le protocole de détection des MPs circulantes sera établi, 

plusieurs études pourront être envisagées : 

‐  Il  sera  tout  d’abord  important  d’évaluer  si,  comme  en  clinique,  l’ischémie  augmente  la 

libération  de  MPs  dans  la  circulation  sanguine.  Nous  rechercherons  également  si  une 

administration  tardive de  rt‐PA  (4 heures) augmente  les  taux plasmatiques de MPs. Hormis  la 

détection de MPs circulantes, nous pourrons également chercher à détecter les MPs présentes 

au sein du parenchyme cérébral ;  il est possible que  l’on puisse y  retrouver des MPs d’origine 

endothéliale  et  plaquettaire  qui  auraient  pu  franchir  la  BHE,  ou  encore  des  MPs  issues  de 

neurones ou de cellules gliales. 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‐  Si  l’ischémie  et/ou  le  rt‐PA  augmente  la  libération  de  MPs,  la  seconde  étape  consistera  à 

rechercher  l’origine  cellulaire  de  ces  MPs,  endothéliale  ou  plaquettaire  notamment,  et  leur 

phénotype. 

‐ Nous  chercherons  ensuite  les  rôles  éventuels  des MPs  libérées  in  vivo  dans  les mécanismes 

d’inflammation,  de  thrombose ou  encore de  vasoréactivité  endothéliale. Des  tests  tels  que  le 

test de génération de thrombine, ainsi que les techniques mises au point au cours de cette thèse 

(IHC  de  fibrine,  de  VCAM‐1,  d’ICAM‐1 …)  nous  aideront  à  répondre  à  cette  question.  Il  est  à 

noter  qu’une  étude  clinique  suggère  une  association  possible  entre  la  présence  de  certaines 

microparticules endothéliales (VE‐cadhérine
+
_endogline

+
) et les transformations hémorragiques 

(Simak  et  al.,  2006).  Si  ces  MPs  sont  dotées  de  tels  effets,  ces  vésicules  pourraient  alors 

contribuer  aux  effets  délétères  du  rt‐PA  et  jouer  un  rôle  dans  la  survenue  des  TH  ou  des 

phénomènes  d’hypoperfusion  ‐  réocclusion.  Nous  n’excluons  pas  cependant  que  les MPs  qui 

seraient  libérées  à  la  suite  de  l’ischémie  et/ou  d’une  administration  de  rt‐PA  pourraient 

présenter à l’inverse, des effets bénéfiques. Une étude a en effet montré que des MPs d’origine 

plaquettaire  administrées  au  cours  d’une  ischémie  cérébrale  chez  le  rat,  entraînent  un  effet 

protecteur en participant à l’angiogenèse et à la neurogenèse (Hayon et al 2012).  

 

En conclusion, une caractérisation approfondie des MPs libérées au cours de l’ischémie en présence 

ou non de rt‐PA, et de leur rôle représente un axe de recherche particulièrement prometteur. D’une 

part, si les études précliniques puis cliniques confirment que les MPE sont le reflet d’un endothélium 

lésé  à  la  suite  de  l’ischémie,  et  que  leur  taux  circulant  est  proportionnel  à  l’atteinte  endothéliale 

post‐ischémique,  alors  les MPE  pourraient  à  l’avenir  être  considérées  comme  de  bons marqueurs 

d’éligibilité  au  rt‐PA,  permettant  de  stratifier  les  patients  et  de  distinguer  les  plus  à  risque  de 

développer des TH ou des réocclusions, et chez qui  la  thrombolyse sera déconseillée. D’autre part, 

rappelons que dans nos conditions de culture cellulaire, le PJ34 a permis de réduire la libération de 

MPE  induite  par  le  rt‐PA ;  si  nous montrons  un  tel  effet  en  condition  d’ischémie,  ceci  complètera 

notre vision du rôle vasculoprotecteur du PJ34 et offrira une preuve supplémentaire de l’intérêt de 

cet  inhibiteur  de  PARP  pour  le  traitement  des  AVC  ischémiques.  Les  inhibiteurs  de  PARP  qui 

permettraient,  outre  leur  effet  neuroprotecteur  manifeste,  une  protection  du  lit  vasculaire, 

offriraient un environnement optimal pour une thrombolyse plus sûre et plus efficace. 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ANNEXE 
 

Contre‐indications à la thrombolyse intraveineuse par le rt‐PA (Actilyse®) lors de l’ischémie cérébrale, 

selon  les  recommandations  de  la Haute Autorité  de  Santé  (HAS)  publiées  en mai  2009  (www.has‐

sante.fr). 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