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Avant-propos

L’accident vasculaire cérébral (AVC) est causé par une diminution du flux sanguin dans le tissu 

cérébral, induisant des déficits neurologiques. Cette pathologie est la première cause d’handicap 

acquis chez l’adulte dans les pays industrialisés. À l’échelle de l’Union Européenne, la prise en 

charge des soins des patients ayant subi un AVC représente un poids de plus 64 milliards d’euros 

(Gustavsson et al., 2011). À l’heure actuelle, l’arsenal thérapeutique pour le traitement de l’AVC 

est très réduit. Si le patient n’est pas pris en charge dans un interval de 6 h après la survenue de 

l’AVC, seule la rééducation est possible pour potentiellement réduire son handicap. Ce manque de 

traitements accentue l’importance de la recherche de nouvelles thérapies pour protéger le cerveau 

et restaurer les fonctions neurologiques perdues suite à l’AVC. 

Dans l’introduction de ce manuscrit seront développés l’épidémiologie, les symptômes, les facteurs 

de risque ainsi que les traitements disponibles à la suite d’un AVC. Les différents évènements 

cellulaires survenant pendant et après l’ischémie cérébrale seront également décrits, pour exposer 

les nouvelles thérapies moléculaires et cellulaires en cours de développement. Seront 

particulièrement étudiées les thérapies à base d’agents de la matrice extracellulaire (MEC), ainsi 

que les thérapies cellulaires à base de cellules souches mésenchymateuses (CSMs).  

Le premier objectif de cette thèse est l’étude de l’effet d’un agent de la MEC (le RGTA pour 

ReGenaraTing Agent) sur la neuroprotection, la régénération et la placticité cérébrale, ainsi que 

sur la récupération fontionnelle après une ischémie cérébrale focale chez le rat. 

Le deuxième objectif est d’étudier la potentialisation des CSMs par le RGTA, pour l’amélioration 

de la neuroprotection et la récupération fonctionnelle après une ischémie cérébrale, chez des rats 

normo- et hyper-tendus.  
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Afin d’étayer notre démarche expérimentale, l’introduction bibliographique de cette thèse 

comprendra trois grands chapitres. Le premier est consacré aux généralités sur l’AVC 

(épidémiologie, symptômes cliniques, facteurs de risque, traitements actuels,…). Le deuxième 

chapitre est consacré à la physiopathologie de l’AVC reperenant de façon non exhaustive les 

évènements moléculaires et cellulaires ayant lieu lors de la phase aiguë et chronique de la 

pathologie (cascade ischémique, dégradation de la barrière hémato-encéphalique (BHE), 

inflammation, réaction gliale, mécanismes de réparation tissulaire et de plasticité cérébrale). Enfin 

dans le dernier chapitre, sont décrits les nouveaux traitements cellulaires et moléculaires en cours 

de développement pour la neuroprotection et la réparation tissulaire après une ischémie cérébrale.  
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1 INTRODUCTION 

L’AVC est un problème de santé publique et économique majeur. Dans le monde, on compte 

approximativement 56 millions de morts par an, parmi lesquels on dénombre 5,5 millions de morts 

dus à l’AVC, ce qui représente 9,7% des morts annuels (Mukherjee et al., 2011). En France, l’AVC 

touche plus de 150000 patients par an  (Lecoffre et al., 2017). 

La prévalence et la gravité de cette pathologie, font d’elle la 3ème cause de mortalité dans les pays 

industrialisés pour les hommes et la 1ère pour les femmes. L’AVC est aussi la 1ère cause d’handicaps 

acquis chez l’adulte qui peuvent être moteurs et / ou cognitifs incluant la dépression et la démence. 

(Hackett et al. 2005).  

Les AVCs sont caractérisés par la survenue brutale d’un déficit neurologique focal. C’est une 

pathologie fréquente et grave. Elle constitue une urgence et nécessite une intervention médicale 

voire chirurgicale. Dans cette pathologie, les récidives représentent un quart des AVCs, augmentant 

l’intérêt non seulement de la prise en charge rapide mais aussi du suivi des patients.  

L’AVC peut survenir à n’importe quel âge, y compris pendant l’enfance. Cependant l’âge est un 

facteur de risque important; 75% des patients atteints d’AVC ont plus de 65 ans  (HAS (haute 

autorité de santé) 2015 ; (De Peretti et al. 2012; Lecoffre et al. 2017)  

Le terme AVC regroupe plusieurs pathologies neurovasculaires artérielles. Elles sont représentées 

par : 

 les ischémies cérébrales (85% des AVCs), eux-mêmes regroupant deux sous catégories : 

o AIT : accidents ischémiques transitoires  

o Infarctus cérébraux 

 les hémorragies cérébrales (15% des AVCs). 
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1.1 Généralités sur l’AVC 

Deux types majeurs d’AVC peuvent affecter le tissu cérébral : l’AVC ischémique et l’AVC 

hémorragique représentant 85% et 15% des AVCs, respectivement (Alexandru et al. 2017). Seule 

la physiopathologie de l’AVC ischémique qui fait l’objet de cette thèse, sera détaillée. 

L’AVC survient lorsque l’apport sanguin cérébral est réduit ou arrêté dans une région cérébrale. 

Cet arrêt de la circulation sanguine est causé par l’obstruction d’une artère cérébrale par un 

thrombus issu de la formation d’une plaque d’athérome et / ou d’un caillot sanguin. Si les besoins 

métaboliques du tissu cérébral ne sont alors plus satisfaits, l’ischémie induit une mort neuronale 

ayant pour conséquence des dysfonctionnements sensorimoteurs et / ou cognitifs dépendamment 

de la région cérébrale affectée et donc de l’anatomie vasculaire cérébrale  (Rama et al. 2012). 

1.1.1 Anatomie de la vascularisation artérielle cérébrale 

La vascularisation cérébrale peut-être divisée en 2 grands réseaux. Le réseau antérieur originaire 

des carotides donne 2 artères majeures : l’artère cérébrale antérieure (ACA) et moyenne (ACM). 

L’artère cérébrale postérieure (ACP) provient du réseau postérieur qui a pour origine l’artère 

basilaire qui elle-même provient des artères vertébrales  (Gosseaume et al. 2016). 

Le cercle de Willis est une anastomose entre le réseau antérieur et postérieur via les artères 

communicantes postérieures, et entre les deux hémisphères via les artères communicantes 

antérieures. Ainsi le cercle de Willis, peut protéger contre une ischémie cérébrale en cas 

d’occlusion carotidienne unilatérale (Jung et al. 2013). De cette bonne vascularisation dépend la 

récupération des patients après une atteinte vasculaire. Cependant, la structure du polygone de 

Willis est très variable et peut ne pas combler les besoins tissulaires en cas d’ischémie (Iqbal 2013; 

Jung et al. 2013; Won et al. 2013) (figure 1) 
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Le territoire irrigué par l’ACM comprend plusieurs régions aux fonctions différentes : sensorielles, 

motrices et cognitives, ce qui lui donne une place majeure dans l’ischémie cérébrale (Macrae 2011). 

Chez l’Homme, cette artère chemine dans la scissure latérale (sylvienne). Elle abandonne de 

nombreuses branches collatérales superficielles qui vont irriguer la face latérale du cerveau : cortex 

frontal, pariétal et temporal. Les branches profondes participent à la vascularisation du noyau 

lenticulaire et de la partie antérieure de la capsule interne. La partie supérieure des radiations 

optiques est également irriguée par l’ACM (Blumenfeld et al., 2010) (figure 2).  

Figure 1 : Visualisation schématique du polygone de Willis (d’après gosseaume et al. 2016) 
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Les rats présentent une vascularisation analogue aux humains. En effet, la distribution anatomique 

de l’ACA, l’ACP, et l’ACM, chez les rats est similaire aux humains (Longa et al. 1989). Même si 

des différences subsistent telle l’absence de l’artère communicante antérieure, l’irrigation du 

thalamus et des ganglions de la base reste similaire (Longa et al., 1989). Grâce à cette similarité 

vasculaire, l’occlusion de l’ACM (oACM) chez le rat représente le modèle le plus utilisé en 

recherche préclinique (Macrae 2011)  (figure 3).  

Figure 2 : Visualisation schématique du territoire vasculaire de l’artère cérébrale moyenne (d’après 

Blumenfeld et al., 2010) 
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Plusieurs modèles d’oACM sont utilisés (voir pour revue(Macrae 2011)). Dans nos études, nous 

avons fait le choix du modèle d’oACM avec un filament intraluminal. Ce modèle présente 

l’avantage d’une bonne reproductibilité, avec une chirurgie facile, rapide et sans craniotomie 

(Macrae 2011). Cependant, ce modèle présente aussi des désavantages. On peut citer par exemple, 

l’impossibilité de confirmer visuellement la bonne occlusion de l’ACM, ou même l’impossibilité 

d’étudier la thrombolyse (Macrae 2011). La technique d’induction de l’ischémie avec ce modèle 

est détaillée dans la partie « matériels et méthodes ». 

1.1.2 Symptômes cliniques   

Les symptômes de l’AVC dépendent de la région cérébrale touchée et de la durée de l’ischémie. 

Les déficits moteurs peuvent être dus à l’atteinte du cortex moteur primaire et/ou de la capsule 

Figure 3 : Modèle d’occlusion de l’artère cérébrale moyenne (oACM) chez le rat.  

(A) Le territoire vasculaire de l’ACM chez le rat. (B) Modèle d’oACM avec un filament intraluminal. 

(D’après Macrae 2011). MCA : artère cérébrale moyenne (ACM), PCA : artère cérébrale postérieure (ACP), 

ICA : artère carotide interne, ECA : artère carotide externe, BA : artère basillaire  

(A) (B) 
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Figure 4 : Homonculus moteur et sensitif. 

Homonculus moteur et sensitif correspondant aux territoires d’irrigation de l’artère cérébrale antérieure (ACA), et 

l’artère cérébrale moyenne (ACM). (D’après http://www.cours-pharmacie.com/physiologie/systeme-nerveux.html) 

interne. Ces symptômes peuvent se manifester par des déficits au niveau des membres supérieurs 

et inférieurs ainsi que de l’hémiface. 

Les infarctus sylviens peuvent être de divers types car ils sont susceptibles d’atteindre des régions 

cérébrales plus ou moins profondes et plus ou moins étendues. Les déficits sensitifs peuvent se 

manifester par une hémianopsie (perte du champ visuel) controlatérale, accompagnée ou non d’une 

hémianesthésie (perte de la sensibilité). D’un point de vue cognitif, l’atteinte temporale et/ou 

frontale peut induire une aphasie (perte de l’expression par le langage) où le patient ne retrouve 

plus ses mots ou emploi des mots inappropriés, ainsi que des troubles de la mémoire. D’autres 

symptômes peuvent aussi se manifester tels l’hémiasomatognosie correspondant à la difficulté du 

patient à situer son corps dans l’espace, ou une anosognosie où le patient ne reconnait pas son état 

pathologique (Figure 4) (Tableau 1). Il existe plusieurs échelles permettant d’évaluer et de suivre 

l’évolution des déficits neurologiques des patients, comme l’échelle modifiée de Rankin, l’indice 

de Barthel ou le score NIHSS (National Institute of Health Stroke Score) (HAS 2009). Ces échelles 

sont basées sur des items évaluant plusieurs fonctions motrices et sensitives des patients. 
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Infarctus cérébraux 
sylviens Symptômes Exemple d’imagerie 

Superficiels 

- Hémiplégie à prédominance 
brachiofaciales 

- Troubles sensitifs 
- Hémianopsie latérale 

homonyme 
- Aphasie 

 

Profonds 
- Hémiplégie massive 

proportionnelle (atteinte de la 
capsule interne) 

 

Superficiels et profonds 

- Hémiplégie proportionnelle 
et hémianesthésie 

- Aphasie 
- Déviation de la tête et des 

yeux vers la lésion 
- Troubles de conscience 

 

Tableau 1 : Symptômes de l’AVC ischémique selon la région cérébrale touchée 

A Infarctus Sylvien superficiel gauche (IRM séquence diffusion). B Infarctus Sylvien profond gauche (IRM 

séquence FLAIR). C Infarctus Sylvien total droit (IRM séquence de diffusion) (adapté du collège des 

enseignants en neurologie, édition 2016) 
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1.1.3 Facteurs de risque  

La sensibilisation, et la prévention expliquent la diminution de la mortalité due aux AVCs dans la 

seconde moitié du 20ème siècle. Cette prévention concerne la prise en compte de plusieurs facteurs 

de risques qui contribuent au développement des maladies cardiovasculaires et à l’apparition de 

l’AVC, dont l’hypertension artérielle, le diabète, le tabagisme, la sédentarité, et la nutrition non 

adaptée (Mozaffarian et al., 2015). Ces facteurs se divisent en deux sous-catégories, on retrouve 

les facteurs de risque non modifiables et modifiables.  

1.1.3.1 Les facteurs de risque non modifiables  

Les facteurs de risque non modifiables regroupent l’âge, le sexe, les facteurs génétiques et 

ethniques. En ce qui concerne l’âge, à partir de 55 ans, le taux d’AVCs est multiplié par 2 à chaque 

tranche d’âge de 10 ans. Le sexe influe également sur le risque d’AVC, car les hommes courent un 

plus grand risque de survenue de maladies cardiovasculaires par rapport aux femmes avant la 

ménopause. Enfin les facteurs génétiques et l’origine ethnique peuvent influencer la survenue des 

maladies cardiovasculaires puisque les personnes d’origine africaine ont un risque accru de 

survenue de ces maladies (Béjot et al. 2009). 

1.1.3.2 Les facteurs de risque modifiables  

Hypertension artérielle (HTA) 

Selon l’OMS et l’agence nationale de santé, l’hypertension artérielle (HTA) est définie par une 

mesure supérieure à 140 mmHg et 90 mmHg de la pression artérielle systolique (PAS) et 

diastolique (PAD) respectivement. La pression artérielle étant définie comme la force du sang 

exercée sur la paroi des artères.  

Les données issues de l’enquête nationale Esteban montrent que la prévalence de l’HTA en France 

est de 30,6%, celle-ci est plus élevée chez les hommes que chez les femmes (36,5% contre 25,2%) 
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et connait une croissance avec l’âge. Cette étude montre également que seulement 1 personne sur 

2 a connaissance de sa condition d’hypertendue. Parmi les personnes hypertendues, seule une 

moitié (47%) est traitée avec un antihypertenseur. Parmi les personnes traitées, seulement la moitié 

(55%) avaient une pression artérielle contrôlée (Perrine 2018). Ces données montrent clairement 

que le problème de l’HTA est loin d’être résolu (figure 5). Dix millions de morts par an dans le 

monde sont dus à l’HTA. Elle constitue le principal facteur de risque de l’AVC, multipliant par 4 

et par 10 le risque de survenue d’un AVC ischémique et hémorragique, respectivement. En effet, 

pour chaque augmentation de la PAS/PAD de 20/10 mmHg la mortalité cardiovasculaire double 

en conséquence (Perrine 2018). 

  

Figure 5 : Evolution de la connaissance, de la part traitée et contrôlée de l’hypertension artérielle (HTA). 
 (A) Évolution de la connaissance de l’HTA selon le sexe, entre 2006 et 2015. (B) Évolution de la part traitée et 

contrôlée de l’HTA en France entre 2006 et 2015 selon le sexe (D’après Perrine 2018) 
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De plus, l’HTA est un facteur aggravant, augmentant les lésions cérébrales après la survenue de 

l’AVC (Kumar 2016). Une méta-analyse de 12 études cliniques regroupant 518520 participants a 

confirmé le lien entre l’HTA et l’AVC (M. Lee et al. 2011). La prévalence de l’HTA chez les 

patients ayant eu un AVC se situe entre 60% et 80%  (B. J. Kim et al. 2016). De plus, 51% des 

AVCs induisant la mort des patients sont attribuables à l’HTA (B. J. Kim et al. 2016). 

Plusieurs facteurs dus à l’HTA prédisposent aux AVCs. En effet, l’HTA favorise les conditions 

thrombophiles telles la fibrillation atriale, ou les cardiopathies ischémiques (B. J. Kim et al. 2016). 

Ces effets sont notamment dus à l’altération de l’autorégulation du flux sanguin cérébral, qui 

dépend du tonus et de la réactivité vasculaire. L’HTA cause des altérations morphologiques des 

artères cérébrales, augmente la résistance artérielle, et les dommages causés par l’AVC (Dorrance 

2016)  

En condition physiologique, la réactivité vasculaire régule le débit sanguin cérébral (DSC) en cas 

de variation de la pression artérielle dans un interval compris entre 50 et 150 mmHg. En effet, 

l’augmentation de la pression artérielle dans cet intervalle, induit une vasoconstriction artérielle 

pour un maintien d’un DSC constant (Dorrance 2016). 

En condition d’HTA chronique, le plateau de l’autorégulation est déplacé vers un seuil minimal de 

pression artériel plus important (courbe verte, figure 6) rendant la diminution du DSC plus précoce 

en cas de réduction de la pression de perfusion. 
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Cette autorégulation en condition d’hypertension peut amener à la modification de la structure 

artérielle et une réduction de la lumière vasculaire selon un remodelage eutrophique ou 

hypertrophique. Dans le remodelage eutrophique, un réarrangement des cellules musculaires lisses 

conduit à une réduction de la lumière vasculaire sans augmentation de l’épaisseur de la média 

(couche de muscles lisses vasculaires). Le remodelage hypertrophique est quant à lui à une 

hypertrophie de la média menant à une réduction de la lumière vasculaire. L’HTA, par 

l’augmentation du collagène vasculaire, a pour conséquence un durcissement des vaisseaux 

diminuant  leur vascoréactivité (Schiffrin 2004; Izzard et al. 2006; Dorrance 2016). Cette 

modification vasculaire, diminue la capacité de la vasodilatation perturbant le fonctionnement 

Figure 6 : Autorégulation du débit sanguin cérébral.  

Les limites de l’autorégulation physiologique sont comprises entre 50 et 150 mmHg. La ligne bleue représente 

l’autorégulation en cas de normotension. La ligne verte représente l’autorégulation en cas d’hypertension artérielle 

chronique. Les cercles rouges représentent l’effet de la pression artérielle sur le diamètre de la lumière vasculaire 

des artères cérébrales (D’après Dorrance 2016) 
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vasculaire et présente un risque de thrombophilie menant à une ischémie cérébrale (Pires et al. 

2013) (figure 7).   

 

 

 

Le tabagisme 

Les effets du tabac sur les fonctions cardiovasculaires sont bien connus. Une corrélation positive 

est établie entre le risque de survenue d’AVC et le taux et la fréquence de tabagisme. La tabagisme 

est la cause directe de la survenue de 20% des AVCs (O’Donnell et al. 2010). En effet, le tabac 

augmente de 2 fois le risque de développer un AVC (Lloyd-Jones et al. 2010). 

Le tabac altère les vaisseaux en diminuant leur réactivité et favorise l’apparition et le 

développement des plaques d’athéromes. Parallèlement, le tabac augmente la viscosité du sang, 

augmente le taux de fibrinogène et l’agrégation plaquettaire (Shah et al. 2010). La combinaison de 

Figure 7: Remodelage de la structure des artères par l’hypertension artérielle chronique. 

L’hypertension artérielle chronique, par un remodelage eutrophique ou hypertrophique, induit la diminution 

de la lumière vasculaire (D’après Schiffrin et al. 2004 ; Izzard et al. 2006 ; Dorrance 2016) 
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ces facteurs favorise alors le détachement des plaques d’athérome et la formation de thrombus, qui 

peuvent se loger dans une artère cérébrale 

L’alcool  

En France, le taux de consommation d’alcool pur est en décroissance depuis 1950. Cependant le 

mode de consommation change d’une consommation régulière modérée vers une consommation 

occasionnelle forte, en particulier chez les jeunes (F. Beck et al. 2014). Même si le lien entre 

l’alcool et les AVCs est sujet à débat, une méta-analyse a montré qu’une consommation modérée 

n’était pas corrélée positivement à la survenue d’AVCs, alors qu’une forte consommation aigue est 

corrélée à la survenue d’AVCs (Patra et al. 2010) (figure 8). Cependant, aucune étude n’a établi de 

façon claire un mécanisme direct par lequel l’alcool augmenterait le risque d’AVCs.  

  

Figure 8 : Risque de survenue d’un AVC ischémique selon la consommation d’alcool quotidienne par 
sexe (D’après Patra et al., 2010). 
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L’obésité 

L’obésité est définie par une surcharge de masse graisseuse et est quantifiée par l’indice de masse 

corporelle. Est considérée comme obèse une personne présentant un indice de masse corporelle 

supérieur ou égal à 30.  

En France, la prévalence du surpoids et de l’obésité suit une tendance tout aussi importante. Le 

surpoids touche 41% des hommes et 25,3% des femmes, et l’obésité touche environ 15,8% et 

15,6% d’hommes et de femmes respectivement (Matta et al. 2016). L’obésité est un facteur de 

risque important puisque 26% des AVCs sont dus à l’obésité (O’Donnell et al. 2010). En effet, 

cette dernière altère le système cardiovasculaire, notamment par dépôt lipidique au niveau des 

parois artérielles et favorise la formation de thrombus, et l’apparition d’AVCs (Suk et al. 2003) 

(figure 9). 

  

Figure 9 : Facteurs de risque de l’AVC  

Le risque relatif de la survenue de l’AVC pour chaque facteur de risque (D’après Béjot et al., 2010). 
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Autres facteurs de risque : Les maladies génétiques 

Plusieurs maladies génétiques peuvent être impliquées dans l’apparition d’un AVC : la maladie de 

Fabry (mutation du gène de l’alpha galatosidase A), le CADASIL (artériopathie cérébrale 

autosomique dominante avec infarctus sous-corticaux et leucoencéphalopathie) (mutation du gène 

Notch 3), le syndrome MELAS (encéphalopathie mitrochondriale, acidose lactique et épisodes 

déficitaires neurologiques), la maladie de moyamoya ou encore la drépanocytose (Barrett et al. 

2014). Cette dernière est la maladie génétique la plus répandue dans le monde, elle concerne 

300000 à 400000 naissances par an (Kato et al. 2018). Cette maladie génétique à transmission 

autosomique récessive est issue d’une mutation du gène codant la sous-unité beta de l’hémoglobine 

(Hb). 

L’Hb est un hétérotétramère constitué de deux sous-unités alpha et deux sous-unités bêta. La 

mutation sur la sous-unité bêta forme alors ce qu’on appelle l’hémoglobine S (HbS). L’HbS donne 

une forme falciforme des globules rouges qui est caractéristique de la pathologie. Les globules 

falciformes ont une durée de vie réduite (10 à 20 jours, alors que l’Hb normale dure 3 à 4 mois 

dans l’organisme), et une faible capacité de liaison de l’oxygène puisque sa forme désoxygéner a 

tendance à s’agréger formant des caillots sanguins. Cette agrégation induit une anémie hémolytique 

et des crises vaso-occlusives qui peuvent toucher des artères cérébrales et induire un AVC 

ischémique.  

1.1.4 Diagnostique par imagerie à résonnance magnétique (IRM)  

L’imagerie cérébrale (scanner ou IRM) est nécessaire pour établir le diagnostic de l’AVC et la 

détermination des modalités de la prise en charge du patient. Avec une sensibilité nettement 

supérieure au scanner ; l’IRM, quand elle est accessible, représente le meilleur moyen d’établir un 

diagnostic fiable et rapide après la survenue de l’AVC (Roldan-Valadez et al. 2014). 
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Ce type d’imagerie permet dès les premières heures de l’AVC, de diagnostiquer un AVC et de 

distinguer un AVC hémorragique d’un AVC ischémique, permettant d’adapter au mieux la prise 

en charge du patient. L’IRM permet d’utiliser plusieurs séquences d’imagerie (diffusion DWI, 

perfusion PWI, T2/FLAIR, T2*, 3D-TOF) pour bien caractériser l’étendu des dommages cérébraux 

(Roldan-Valadez et al. 2014).  

 Séquence de diffusion DWI (diffusion-weighted imaging) 

Cette séquence d’IRM permet de visualiser l’atteinte tissulaire de manière très précoce (quelques 

minutes) par une hyperintensité au niveau d’un territoire artériel. Cette séquence permet de 

quantifier le coefficient de diffusion apparent (ADC) qui est diminué en cas d’œdème cytotoxique, 

permettant de mettre en évidence une zone d’hyposignal.  

Lors de la phase très précoce de l’AVC, l’œdème cytotoxique correspond à un œdème cellulaire 

dû à la rétention d’eau dans le cytoplasme. L’ADC quant à lui est un coefficient de diffusion 

reflétant l’amplitude de mouvement des molécules d’eau. Le signal obtenu à partir des cartes 

d’ADC permet de confirmer alors la précocité d’un AVC, car une lésion ischémique établie aura 

un profil contraire à celui d’une lésion aiguë ; c’est-à-dire qu’elle présentera une imagerie de 

diffusion en hyposignal accompagnée d’une augmentation de l’ADC (Oppenheim et al. 2002) 

(tableau 2). 

Séquence T2* (ou écho de gradient) 

La séquence T2* permet d’identifier l’AVC hémorragique intra-parenchymateux en hyposignal et 

permet donc de considérer un traitement thrombolytique en cas d’infarctus ischémique (tableau 2). 
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Séquence T2/FLAIR (Fluid attenuated inversion-recovery) 

Cette séquence d’IRM permet aussi de visualiser les infarctus récents (quelques heures) et 

l’identification des AVCs anciens. En hypersignal, une occlusion peut être détectée de façon 

précoce, éliminant ainsi une origine non vasculaire des troubles neurologiques observés (Toyoda 

et al. 2001) (tableau 2) 

Séquence de perfusion PWI (perfusion-weighted imaging) 

En clinique, la séquence de perfusion n’est pas faite de façon systématique. Elle permet de 

visualiser en T2* la zone hypoperfusée par absence de passage du produit de contraste : le 

gadolinium. Cependant, cette séquence est d’un grand intérêt car par un mismatch 

diffusion/perfusion on peut visualiser l’étendue de la pénombre ischémique, zone cible des 

stratégies thérapeutiques de reperfusion et neuroprotection (Kakuda et al. 2008).  

 Séquence time of flight (3D-TOF)  

C’est une séquence d’angio-RM ou ARM  qui permet de visualiser les branches du polygone de 

Willis , et d’observer une occlusion artérielle.  
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Tableau 2: Exemples d’IRMs en fonction du temps après la survenue d’un AVC.  

(A) Exemple d’une séquence 3D TOF montrant une occlusion artérielle (Flèche blanche). (B) IRM à 4 temps 

différents après l’apparition d’une ischémie cérébrale avec différentes séquences (D’après Valdez 2014 et 

Lansberg et al., 2001). 
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1.1.5 Les traitements de l’AVC ischémique 

1.1.6 Thrombolyse  

L’actilyse® (altéplase) est le seul traitement pharmacologique disponible pour le traitement de 

l’AVC ischémique. Ce médicament était déjà prescrit dans l’infarctus du myocarde à la phase aiguë 

et dans l’embolie pulmonaire. Il  est à base d’une protéine recombinante, le rt-PA (recombinant 

tissue plasminogen activator). Le t-PA est une enzyme protéolytique (sérine protéase) secrétée 

majoritairement par les cellules endothéliales, qui joue un rôle dans de la cascade de fibrinolyse. 

Cette enzyme va initier la fibrinolyse du caillot en transformant le plasminogène en plasmine 

menant à la destruction du caillot sanguin. L’inconvénient majeur du rt-PA est une fenêtre 

thérapeutique réduite, un risque élevé d’hémorragie cérébrale et de nombreuses contre-indications. 

Son administration par voie veineuse ne doit pas se faire au-delà 4h30 après l’apparition de 

l’ischémie cérébrale. Cette fenêtre peut être étendue jusqu’à 6h après l’apparition des signes 

d’infarctus cérébral mais celle-ci doit être faite par voie intra-artérielle dans des unités hospitalières 

spécialisées (Abou-Chebl 2011). 

Pour étudier la relation entre la fenêtre thérapeutique du traitement (allant  de 0 à 6h après l’AVC) 

et son efficacité, une analyse groupée de 8 études cliniques de phase III  (EPITHET, ECASS III, 

ECASS II, ECASS, ATLANTIS B, ATLANTIS A, et NINDS 1+2) a été effectuée (HAS 2012).  

Les résultats de cette analyse montrent une récupération fonctionnelle à 3 mois lorsque le traitement 

est administré avant 4h30 suivant l’apparition des symptômes. Cependant, la HAS reste prudente 

sur ces conclusions car les posologies n’étaient pas uniformes, et les analyses comportaient de 

nombreux tests statistiques augmentant le risque de faux positifs. De plus, lors de ces études, 

plusieurs effets indésirables graves ont été recensés. En effet, selon l’investigateur le nombre 

d’hémorragies intracrâniennes a doublé lorsque les patients recevaient du rt-PA. Cependant, la 
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mortalité à 3 mois était similaire entre le groupe traité par le rt-PA et le groupe placebo (HAS 

2012).  

En plus de la fenêtre thérapeutique limitée et du risque hémorragique accru, le rt-PA présente de 

nombreuses autres contre-indications. Ces dernières proscrivent l’utilisation de rt-PA si les patients 

présentent un risque hémorragique élevé (troubles hémorragiques, intervention chirurgicale ou 

traumatisme dans les 3 derniers mois, etc.), et si le patient est âgé de moins de 18 ans et plus de 80 

ans. D’autres contre-indications complémentaires entrent en compte dans la prescription de rt-PA 

: AVC sévère, crise convulsive suivant l’AVC, plaquettes inférieures à 100 000/mm3, HTA sévère 

non contrôlée (PAS >185 mmHg ou PAD>110 mmHg), etc. 

Ces nombreuses contre-indications et effets secondaires font que l’actilyse n’est administré en 

moyenne au niveau européen qu’à 3,3% des patients admis pour un AVC ischémique (Dequatre-

Ponchelle et al. 2014). 

Les effets indésirables du rt-PA sont multifactoriels. Outre son activité catalytique, le t-PA est une 

enzyme agissant comme une protéase extracellulaire et impliquée dans plusieurs voies de 

signalisation (Kaur et al. 2004). En effet, le t-PA promeut la dégradation de la matrice 

extracellulaire (MEC), relayée par l’augmentation des métalloprotéinases (MMPs). En condition 

pathologique, le rt-PA peut induire la dégradation de la MEC, dont la laminine, qui est un 

composant essentiel de la lame basale des cellules endothéliales formant la barrière hémato-

encéphalique (BHE). Cette dégradation de la MEC va empêcher alors la bonne communication 

intercellulaire, et expose au risque d’une hémorragie intracérébrale. Par son interaction avec les 

récepteurs NMDA, le rt-PA présente des effets excitotoxiques (Kaur et al. 2004). En effet, le rt-

PA peut augmenter l’entrée calcique intracellulaire par son interaction avec la sous-unité GluN2D 

et le clivage de la sous-unité NR1 (figure 10) (Kaur et al. 2004). 
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1.1.7 La thrombectomie  

Les limites de la thrombolyse ont favorisé l’émergence de la thrombectomie mécanique. Les 

approches endovasculaires se sont développées et s’adressent donc aux patients présentant des 

contre-indications de la thrombolyse, et aux patients présentant une situation d’échec de la 

fibrinolyse pour les occlusions des artères intracrâniennes de gros calibre (Bonafe et al. 2013). 

Les dispositifs de revascularisation mécanique sont classés en 2 groupes selon leur mode d’action 

(HAS 2016) (Tableau 3):  

- Le retrait du caillot par franchissement dit « aveugle » du siège de l’occlusion artérielle 

(cathétérisme distal) (coil et stent retrievers). 

Figure 10 : Action du rt- PA dans l’ischémie cérébrale. 

(A) Effets bénifiques du tPA menant à la thrombolyse et la restauration du DSC. (B)  Effet délétère du tPA 

avec l’activation des récepteurs NMDA, l’augmentation de l’expression des MMPs, l’augmentation des 

leucocytes polynucléaires et des radicaux libres, qui résultent en une neurotoxicité, un œdème, un risque 

d’hémorragie et une aggravation de la lésion ischémique. (D’après Kaur et al. 2004). 



                                                                                                                            Introduction 

24 

- Les systèmes de fragmentation et aspiration du thrombus (cathétérisme proximal).  

Les conclusions du rapport de la HAS 2016, sur les données globales d’une méta-analyse 

rassemblant 1288 patients dans 5 études cliniques randomisées (MR CLEAN, EXTEND IA, 

ESCAPE, SWIFT PRIME, REVASCAT) concourent vers un avis favorable de l’utilisation de la 

thrombectomie dans le traitement de l’AVC ischémique. Néanmoins, les études ne montrent pas 

toutes un effet positif de la thrombectomie. Les études ESCAPE et SWIFT PRIME, associant la 

thrombectomie à la fibrinolyse par voie intraveineuse (i.v.), ont mis en évidence une réduction du 

handicap et une augmentation du nombre de patients indépendants à 3 mois après l’AVC. 

Cependant, l’étude REVASCAT incluant des patients traités uniquement avec une thrombectomie, 

ne permettent pas de conclure à l’efficacité de cette intervention. Ces études ont également montré 

que la mortalité associée à l’intervention endovasculaire n’est pas diminuée par rapport à la 

Tableau 3 : Les dispositifs de thrombectomie mécanique et leurs mécanismes d’action (HAS 2016). 
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Figure 11 : Débit sanguin cérébral (DSC) de la pénombre et du cœur ischémique 

La zone de pénombre entoure l’infarctus, ayant un DSC compris entre 10 et 20 ml pour 100 g de tissu 

nerveux/ minute (D’après Béjot et al. 2010). 

thrombolyse par voie i.v., excepté dans l’étude ESCAPE où la mortalité à 3 mois est diminuée par 

la thrombectomie associée à la fibrinolyse par rapport à la fibrinolyse seule (HAS 2016).  

1.1.8 Autres traitements  

D’autres traitements sont dispensés aux patients souffrants d’un infarctus cérébral tels les 

traitements anti-thrombotiques ou des traitements visant les complications de l’AVC tel l’œdème 

cérébral (HAS 2016), mais aussi de la rééducation pour pallier aux handicaps moteurs (HAS 2012). 

1.2 Physiopathologie de l’AVC 

1.2.1 Cœur ischémique et pénombre 

Une lésion ischémique est causée par la diminution, transitoire ou permanente, de la perfusion 

cérébrale. Dans un territoire vasculaire cérébral, le DSC normal se situe entre 45 et 60 ml de sang 

/ 100 g / min. Le tissu cérébral a des seuils critiques de DSC en dessous desquels des lésions 

tissulaires sont induites. En effet, une réduction du DSC à des niveaux d’environ 20 ml / 100 g / 

min peut-être tolérée sans conséquences fonctionnelles (figure 11). Cependant, un DSC permanent 

en dessous de 18 ml / 100g / min, induit des dommages irréversibles (Rama et al. 2012).  
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Sur le plan métabolique, les neurones utilisent la plus grande partie de l’énergie consommée par le 

cerveau. Le cerveau dépend du glucose comme principale source d'énergie. La consommation 

cérébrale en glucose représente environ 20% de la consommation glucidique de l’organisme 

(Mergenthaler et al. 2013). Le cerveau consomme également environ 25% de l'oxygène total du 

corps, ce qui représente une consommation de 3,5 ml / 100 g / min au repos. Sa capacité à stocker 

de l'énergie est très faible; par conséquent, un apport sanguin continu est nécessaire pour la survie 

des neurones. (S.-H. Lee 2017). 

Quelques minutes après une occlusion artérielle, deux régions principales sont constituées : le foyer 

ischémique et la pénombre ischémique.  

Le foyer ischémique est caractérisé par une diminution critique du DSC et donc une diminution 

critique de l'oxygène et du glucose. Cette région présente une insuffisance métabolique entraînant 

une mort cellulaire rapide menant à une lésion cérébrale irréversible. Autour du foyer ischémique 

se trouve la deuxième région, à savoir la pénombre ischémique. Cette dernière est 

fonctionnellement altérée, souffrante d'une diminution du DSC mais reste métaboliquement active 

(Dirnagl, C. Iadecola, and M. a Moskowitz 1999). Ainsi, la pénombre ischémique est une région 

atteinte par l'AVC ischémique, mais elle peut être sauvée, ce qui en fait la principale cible des 

thérapies neuroprotectrices (Ramos-Cabrer et al. 2011). 

Depuis que Astrup et collègues ont proposé le concept du foyer et de la pénombre ischémique en 

1979, plusieurs études se sont attachées à caratériser ces régions(Astrup et al. 1981). Ces régions 

sont définies par imagerie, et pourraient aussi être définies selon les facteurs biochimiques 

exprimés. 

En clinique, la meilleure méthode pour définir la pénombre ischémique est l’imagerie. En IRM, 

une acquisition PWI permet de visualiser la région dans lesquelles le DSC est réduit, qui par la 
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suite est définie comme la région ischémique. L’acquisition DWI définie le cœur ischémique. Le 

mismatch entre DWI et PWI définie alors la région de la pénombre ischémique (figure 12).  

De façon complémentaire la pénombre ischémique peut-être aussi définie par des indicateurs 

biochimiques. Lors d’une ischémie cérébrale, le métabolisme cellulaire est modifié, et plusieurs 

mécanismes moléculaires associés à la mort cellulaire sont mis en place. La réduction rapide du 

DSC induit une mort nécrotique dans le cœur ischémique. Cependant, dans la pénombre, le stress 

cellulaire est moins important, les cellules qui ne survivent pas entrent alors en apoptose (S.-H. Lee 

2017). 

En réponse au stress, les cellules de la région tissulaire sous-perfusée expriment des protéines telles 

que la Heat shock protein 70 (Hsp70), protéine chaperon induite dans les mécanismes de réparation 

cellulaire et anti-apoptotiques. La région de surexpression de la Hsp70 peut-être alors assimilée à 

la pénombre ischémique (figure 13) (S.-H. Lee 2017). 

Figure 12 : illustration schématique du mismatch PWI/DWI  (D’après http://rad.desk.nl/en/483910a4b6f14) 
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En effet, la protéine Hsp70 est peu exprimée en condition physiologique, alors qu’après un stress 

tel une ischémie elle devient la protéine la plus exprimée dans la cellule (Sharp et al., 2014). Vingt-

quatre heures après une oACM de 10 minutes l’expression de Hsp70 s’étend sur tout le territoire 

de l’ACM. Alors qu’à la suite d’une oACM de 90 minutes,  l’infarctus est bien établi et l’expression 

de Hsp70 se limite à une zone réduite aux frontières des territoires irrigués par l’ACM et les artères 

cérébrales adjacentes. Ceci montre que la distribution de l’expression de Hsp70 marque l’étendu 

de la pénombre ischémique (Sharp et al. 2014) (Figure 14). 

Figure 13 : Définition de la pénombre ischémique selon les indicateurs biochimiques (D’après 

(S.-H. Lee 2017) 
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1.2.2 La cascade ischémique 

La cascade ischémique consiste en une série de réactions cellulaires et moléculaires en chaine. 

Dans une région cérébrale où le DSC est diminué de façon critique, la consommation d'adénosine 

triphosphate (ATP) doit continuer malgré un apport de glucose et d’oxygène insuffisant (Xing et 

al. 2012). En conséquence, la phosphorylation oxydative cesse, provoquant la chute des niveaux 

d'ATP. La respiration anaérobie mène alors au développement d’une acidose lactique et des espèces 

radicalaires de l'oxygène (ROS). Cela conduit également à une perte d'homéostasie ionique dans 

les neurones. Les pompes ioniques Na+/K+ ATPase et Ca2+ ATP dépendantes sont perturbées. Les 

Figure 14 : Expression de la protéine Hsp70 dans de la pénombre ischémique. 

(A) Hsp70 est peu exprimée en condition physiologique. (B) Vingt-quatre heures après une oACM 

l’expression de Hsp70 est induite dans les neurones. (C) Expression de Hsp70, 24 heures après une oACM 

de 10 minutes. (D) Expression de Hsp70, 24 heures après une oACM de 90 minutes. (D’après Sharp et al. 

2014) 
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ions Na+, Cl-, Ca2+ se concentrent alors dans l'espace cytoplasmique entrainant également l’entrée 

de l’eau dans les neurones (Dirnagl, C. Iadecola, and M. A. Moskowitz 1999).  

L'excès de Ca2+ provoque la génération de ROS et l'activation des enzymes dépendantes du calcium 

telles que les endonucléases et les phospholipases. L'activation dépendante du Ca2+, des 

phospholipases A2 et des cyclooxygénases produit des ROS (Dirnagl, C. Iadecola, and M. A. 

Moskowitz 1999). Le phénomène de péroxydation par les ROS entraine une commutation 

cellulaire vers une cascade apoptotique par la destruction des acides nucléiques et des protéines 

cellulaires. La membrane des mitochondries se décompose libérant des quantités massives de 

radicaux libres, et de cytochrome-c dans le cytoplasme qui déclenche une apoptose caspases-

dépendante (Deb et al. 2010). Au cours de la cascade ischémique, l'augmentation de Ca2+ et ROS 

déclenchent une réponse inflammatoire. Dans cet état inflammatoire, les enzymes protéolytiques 

telles que les métalloprotéinases matricielles et l'oxyde nitrique altèrent la MEC, augmentent les 

dommages cellulaires et induisent la perméabilité de la BHE (figure 15 et 16) (WANG et al. 2007), 

(Dirnagl et al. 2014).  
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Figure 15 : Schématisation de la cascade ischémique   
(A) Mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la cascade ischémique. (B) Cinétique des évènements 

se déroulant lors l’ischémie cérébrale (Modifié d’après Dirnagl et al. 2014) 
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Figure 16 : Résumé des évènements de la cascade ischémique 
(http://www.umpa.enslyon.fr/~numed/research_neurology.html). 
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1.2.3 Altérations de la BHE dans l’ischémie cérébrale 

La BHE est localisée à l'interface entre le sang et le tissu cérébral. Elle est formée par les cellules 

endothéliales de vaisseaux sanguins cérébraux, les astrocytes, les péricytes, les neurones et la lame 

basale (Figure 17). L’ensemble de ces cellules et la lame basale constituent l'unité neurovasculaire. 

La lame basale de l'endothélium cérébral est constituée de 3 couches. La première synthétisée par 

les cellules endothéliales est caractérisée par la présence de la laminine 4 et 5. La deuxième, se 

caractérise par la présence de laminine 1 et 2, et est synthétisée par les astrocytes. La troisième 

caractérisée par la présence du collagène IV, se trouve entre les deux premières, elle est formée par 

les deux types cellulaires. Ces trois couches sont également constituées de différents types de 

collagène, de glycoprotéines et de protéoglycanes (Cardoso et al. 2010). 

La lame basale participe activement à la dynamique de la BHE. Elle contient de nombreuses 

protéines, métalloprotéases et leurs inhibiteurs sont impliqués dans la régulation dynamique de la 

BHE dans les conditions physiologiques ainsi que pathologiques (Cardoso et al. 2010). 

Les propriétés de la BHE sont principalement déterminées par les jonctions serrées et adhérentes 

la rendant imperméable (J.-H. Kim et al. 2013). 

Dans des conditions physiologiques, cela empêche l'extravasation de macromolécules et empêche 

la migration cellulaire du compartiment sanguin vers le parenchyme cérébral. Au niveau des 

jonctions adhérentes, les cadhérines ferment la fente intercellulaire et sont liées dans le cytoplasme 

de la cellule par des protéines d'échafaudage alpha, bêta et gamma caténine. Les jonctions 

adhérentes forment le support structurel du tissu. Elles sont essentielles pour la formation des 

jonctions serrées. Leur perturbation conduit à la rupture de la BHE. Les jonctions serrées consistent 

en un complexe de protéines qui ferment la fente intercellulaire en aval des jonctions adhérentes. 

Elles sont responsables de la restriction de la diffusion paracellulaire des ions et autres solutés 
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Figure 17 : Vue schématique de l’unité neurovasculaire formant la BHE (D’après (J.-H. Kim et al. 2013) 

polaires, et bloquent efficacement la pénétration des macromolécules  (Oby et al. 2006). Lors d’un 

AVC, les cellules du tissu ischémique meurent, et la MEC et ses composants sont dégradés, y 

compris les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPGs) (Fukuda et al. 2004). Ces changements 

induisent une atteinte de la BHE qui entraîne un œdème vasogénique, par la fuite de protéines dans 

le parenchyme. L'œdème cérébral est un déterminant important de la survie du patient au-delà des 

premières heures suivant l'AVC. L'ouverture de la BHE induit des conséquences cliniques 

délétères, à la fois par l'augmentation de la pression intracrânienne et par le risque de transformation 

hémorragique associé au traitement par le tPA (J.-H. Kim et al. 2013). 
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1.2.3.1 La BHE et la dégradation matricielle par les MMPs  

Les MMPs sont une famille de plus de 28 enzymes protéolytiques, responsablent de la dégradation 

et du remodelage matriciel, que ça soit en condition physiologique ou pathologique (Maccawley et 

al., 2001). In vivo, Fukuda et collègues (2004) ont montré que l’ischémie cérébrale active des 

protéases qui conduisent à la dégradation rapide des microvaisseaux (Fukuda et al. 2004). Une 

autre étude a suggéré que l'ischémie cérébrale et la reperfusion pourraient induire l'expression des 

MMPs -2 et -9. L’augmentation de l’activité de ces dernières, était liée à la perméabilité 

microvasculaire cérébrale, l’altération de la BHE, l’invasion des cellules inflammatoires et l'œdème 

cérébral (Pfefferkorn et al. 2003). En effet, Gidday et collègues (2005) ont montré que la MMP-9 

dans le tissu cérébral ischémique joue un rôle pro-inflammatoire qui aide les neutrophiles à migrer 

de la circulation sanguine vers le parenchyme cérébral (Gidday et al. 2005).  

L'augmentation de l’activité de la MMP-9 peut agir sur les jonctions des cellules endothéliales de 

la BHE et la membrane basale, ce qui altère l’architecture de la BHE, augmente sa perméabilité et 

l’étendu de l’œdème cérébral vasogénique (Eldrup et al. 2006).  

L'expression de la MMP-9 est augmentée 4 h après l'occlusion de l’ACM. Dans les 12 h et 24 h 

qui suivent l’ischémie cérébrale, l'expression de la MMP-9 dans le site lésionnel augmente de 

manière significative, corrélant avec le pic de l'œdème cérébral vasogénique, ce qui pourrait 

suggérer que la MMP-9 joue un rôle important dans les lésions cérébrales secondaires et l’œdème 

vasogénique (Yang et al. 2015).  

Montaner et collègues (2001) ont également montré que l'activité de MMP-9 augmente au début 

de l'AVC et de la réponse pro-inflammatoire, tandis que l'activité de MMP-2 apparait dans la phase 

de réparation et de la régénération vasculaire (Montaner et al. 2001). Des résultats d'autopsies ont 

montré qu'une semaine après l'infarctus, la MMP-9 était exprimée par les neutrophiles, et une 
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semaine plus tard, la MMP-2 est exprimée par les macrophages. Dans cette étude les auteurs ont 

également montré que le niveau de MMP-2 plasmatique était plus élevé chez les patients ayant des 

antécédents d'AVC (Montaner et al. 2001). D’autres études ont également suggéré que la MMP-9 

pourrait également être liée à la traduction de l'hémorragie après la thrombolyse par tPA (Figure 

18) (Chaturvedi et al. 2014). 

L’ensemble de ces observations souligne le rôle important du remodelage de la MEC que ça soit 

pendant la phase aiguë de l’ischémie cérébrale ou pendant la phase de réparation et de régénération 

tissulaire (Khatri et al. 2007; Turner et al. 2016).  

  

Figure 18 : Rôle de la MMP9 dans la transformation hémorragique 

L’ischémie cérébrale active la MMP-9. Cette dernière est impliquée dans l’excitoxicité, les dommages 

neuronaux, et l’ouverture de la BHE. La reperfusion par le t-PA augmente l’activation de la MMP-9 qui est 

impliquée dans la transformation hémorragique. (D’après (Chaturvedi et al. 2014) 
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1.2.4 La réaction inflammatoire  

La réponse inflammatoire consiste en l'activation des cellules microgliales (cellules inflammatoires 

intrinsèques) et l’infiltration de cellules périphériques inflammatoires.  

Les microglies sont des macrophages spécialisés qui résident dans le parenchyme cérébral. Au 

repos, ceux-ci présentent un phénotype caractérisé par des processus minces. Ces cellules sont très 

sensibles aux changements dans leur milieu environnant et disposent de nombreuses fonctions : 

élimination des débris cellulaires, régulation des synapses neurales, la production de facteurs 

trophiques, l’inflammation, implication dans la neurogenèse et la réparation tissulaire (Cruz et al. 

2016). 

Au cours des premiers stades de l'ischémie, avec la diminution de l'oxygène et de l'ATP dans 

parenchyme cérébral, les neurones libèrent des molécules telles que la lipocaline 2  et l'interleukine 

(IL)-4. Ces molécules sont capables d’activer la microglie et induire un phénotype M2 protecteur, 

caractérisé par la production des cytokines anti-inflammatoires IL-10, IL-4 et une augmentation de 

la phagocytose (Xing et al. 2014; Zhao et al. 2015). Ce phénotype a été observé au cours des 7 

premiers jours après l'ischémie. Il atteint le pic maximum à 3-5 jours, et diminue au jour 14, ce qui 

suggère que la microglie favorise la survie neuronale au cours de cette première étape en tentant 

de réduire la libération de médiateurs de l’inflammation et en synthétisant des facteurs anti-

inflammatoires tels que le transforming growth factor-β (TGF- ), l’arginase-1 et le CD206, en plus 

de produire des facteurs de croissance comme l’insuline like growth factor-1 et le ciliary neutrophic 

growth factor qui facilitent les mécanismes de réparation tissulaire (Zhao et al. 2015).  
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Quand le milieu environnant change vers des concentrations élevées de Ca2+, radicaux libres, 

glutamate et débris de la nécrose neuronale, le phénotype microglial passe progressivement de M2 

à M1, et commence à exprimer des gènes tels que l'oxyde nitrique synthase, CD16 et CD32 ainsi 

que des marqueurs de surface tels que CD11b et le complexe d’histocompatiblité II (Hu et al. 2012)  

Le phénotype M1 se distingue par une diminution de l'activité de phagocytose et une augmentation 

de la production de médiateurs pro-inflammatoires: IL-1 , IL-6, le tumor necrosis factor-α (TNF-

α) et une augmentation de NO, H2O2, ROS, MMP, et des chimiokines telles que CXCL10, CCL2, 

MCP-1, CXCL1 et CCL5 qui tous favorisent le développement d'un milieu pro-inflammatoire 

(Patel et al. 2013). Cette polarisation microgliale pourrait être une piste de modulation de 

l’inflammation afin d'induire un phénotype M2 et d’être en mesure d'obtenir les effets bénéfiques 

d'un milieu anti-inflammatoire, accompagnés de facteurs trophiques facilitant la réparation 

tissulaire (Hu et al. 2012).  

Par ailleurs, par la mise en place de changements de perméabilité de la BHE, les leukocytes 

circulant se retrouvent dans le parenchyme cérébral contribuant à augmenter l’inflammation et ainsi 

augmenter les dommages cérébraux (J. Huang et al. 2006). En effet, la sécrétion des divers facteurs 

d’inflammation, augmente le recrutement leucocytaire, particulièrement après la reperfusion avec 

l’augmentation des ROS et l’activation de facteurs pro-inflammatoires tel que le nuclear factor κB 

(Morgan et al. 2011). 

Trente minutes après le début de l’ischémie cérébrale, les leukocytes, et particulièrement les 

neutrophiles, adhèrent aux parois vasculaires et s’infiltrent dans le parenchyme (J. Huang et al. 

2006). En 2001, une étude clinique a analysé la présence du TNF-α dans le liquide céphalo-

rachidien (LCR) et le sérum de 39 patients. Cette étude a montré que dans le sérum et le LCR de 

25 patients souffrant d’un AVC ischémique, le taux de TNF-α augmente significativement dès les 

premières 24h, comparativement aux 15 patients du groupe contrôle (Zaremba et al. 2001). De 
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plus, cette même étude a montré une corrélation significative entre l’augmentation du taux de TNF-

α  dans le LCR et le sérum, et la gravité des déficits neurologiques mesurés par l’échelle SSS 

(Scandinavian Stroke Score), qui est donne un score mesurant l’intégrité des fonctions 

neurologiques des patients (Zaremba et al. 2001) (figure 19). 

 

 

 

 

Plus tardivement, les monocytes attirées par les facteurs chimioattractants tels le monocyte 

chemoattractant protein-1 et inflammatoires tels le TNF-α s’infiltrent aussi dans le parenchyme, 

et représentent la population majoritaire des cellules inflammatoires après les 3 premiers jours 

suivant l’ischémie cérébrale (ElAli et al. 2016). Les monocytes sont majoritairement recrutés lors 

de la phase chronique de l’AVC, et ont un rôle de phagocytose des débris cellulaires, participant 

ainsi à la plasticité et aux processus de régénération tissulaire (ElAli et al., 2016).  

Figure 19 : Relation entre le taux du TNF-α (pg/ml) et le score SSS (Scandinavian Stroke Score) 24h après l’AVC.  

Le taux du TNF-α augmente avec la diminution du score SSS dans le (A) LCR et (B) le sérum. Un patient en bonne santé 

obtient le score maximum de 58) (D’après Zaremba et al. 2001) 

(A) (B) 
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1.2.5 La réaction gliale 

Parallèlement, aux phénomènes immunitaires, l’inflammation peut activer la réaction gliale connue 

sous le nom de gliose. Cette réaction est caractérisée par la présence des cellules de la microglie, 

les astrocytes, et l’expression de molécules spécifique de la MEC tels les CSPGs (chondroïtines 

sulfate protéoglycanes) (L. Huang, Z. B. Wu, et al. 2014) 

L’activation des cellules astrocytaires, induit leur prolifération, leur migration vers le site de la 

lésion, leur hypertrophie et la sécrétion des CSPGs formant un ensemble constituant la cicatrice 

gliale. Cette cicatrice protège le parenchyme cérébral sain en limitant l'étendue de la réaction 

inflammatoire du tissu ischémique, et protégeant le tissu sain de l’ouverture de la BHE (Silver et 

al. 2004; Sofroniew 2009). L’activation et la prolifération des astrocytes peut être induite par 

diverses molécules pro-inflammatoires (TNF-α, endothelin-1, IL-1, IL-6…) (Fitch et al. 2008) 

mais aussi par des facteurs tel que l’epithelial growth factor, le FGF (fibroblast growth factor), ou 

l’ATP (Sofroniew 2009). 

Cependant, en cas de lésion étendue la cicatrice gliale agit comme une barrière mécanique pour la 

repousse des neurites, inhibant ainsi le processus de régénération cellulaire (Bao et al. 2012) 

(figure 20).  
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Cette inhibition de la régénération est en partie due à la surexpression des CSPGs (Silver et al., 

2004). Dans des expériences d’inhibition des CSPGs, la repousse neurale n’a pu avoir lieu qu’après 

un traitement enzymatique dégradant les CSPGs (Silver et al., 2004). Les mêmes résultats ont été 

observés par une désactivation du gène du GFAP (glial fibrillary acidic protein) et de la vimentine. 

En effet, dans cette expérience, l’extinction de ces gènes diminue la cicatrice gliale et favorise la 

régénération axonale après un AVC. Cependant, dans cette étude la réduction de la cicatrice gliale 

a aggravé la lésion cérébrale (Sofroniew 2009). 

Figure 20 : Vue schématique de l’astrogliose après une ischémie cérébrale  

Réaction astrogliale sévère avec une mise en place d’une cicatrice gliale aux bordures de la lésion tissulaire, 

contenant les cellules endommagées et inflammatoires. La cicatrice gliale est formée par les astrocytes en 

prolifération (cellules avec noyaux rouge dans la figure) et d’autres cellules gliales (noyau gris dans la figure). 

Une cicatrice gliale bien établie est formée par des astrocytes ayant de long processus, formant une barrière, 

empêchant la croissance axonale, mais aussi empêchant l’extension de la réaction inflammatoire protégeant 

ainsi le tissu sain (modifié d’après Sofroniew 2009). 
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1.2.6 Régénération endogène et récupération fonctionnelle 

1.2.6.1 Plasticité cérébrale après l’ischémie cérébrale 

Selon la HAS, 75% des patients survivant après un AVC conservent des séquelles plus ou moins 

importantes selon l’étendu et la localisation de l’infarctus. Les déficits des fonctions motrices, 

sensorielles, et cognitives peuvent toutefois diminuer avec le temps grâce à la plasticité cérébrale. 

Cette dernière inclut des changements anatomophysiologiques cellulaires et moléculaires telle la 

repousse axonale et la modification de l’expression de divers facteurs qui influent sur la 

récupération fonctionnelle (Carmichael et al. 2005). Cette plasticité a lieu essentiellement dans les 

3 mois qui suivent l’ischémie cérébrale (figure 21) (Jaillard et al. 2009). 

 

 

  

Figure 21 : Cinétique des mécanismes endogènes de neuroprotection et de régénération cérébrale 

(D’après Detante et al. 2014). 
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Les évènements de récupération fonctionnelle et de réparation tissulaire ont lieu essentiellement 

dans l’hémisphère ipsilatéral, et peuvent être étendus à l’hémisphère controlatéral si l’étendu de la 

lésion est considérable. Ces évènements peuvent être modulés selon des facteurs cellulaires 

(inflammation, réaction gliale, apoptose,...), moléculaires (sécrétion de facteurs favorisant ou 

inhibant la plasticité), l’âge, les antécédents du patient, et l’environnement (Benowitz et al. 2007; 

Cramer 2008) 

Comme mentionné précédemment, la plasticité cérébrale passe en partie par un phénomène de 

plasticité synaptique. Des études in vivo, ont montré qu’après une oACM permanente chez le rat, 

l’activation des récepteurs NMDA est potentialisée pendant 4 semaines (Centonze et al. 2007). Les 

reconnexions des synapses perdues sont favorisées par des potentialisations à long terme dans le 

cortex ipsilatéral (Sist et al. 2011). En outre, après un AVC, on assiste à un remodelage neuro-

anatomique de la région péri-lésionnelle avec une croissance axonale, un remodelage dendritique 

et une synaptogenèse accompagnée par une expression de GAP-43 qui persiste pendant des 

semaines après l'AVC (C. E. Brown et al. 2008). Ce remodelage passe par une modification 

précoce de l’expression génique des facteurs favorisant ou inhibant la croissance axonale, et qui 

perdure plusieurs mois après l’AVC (Carmichael et al., 2005). En effet, l’augmentation de la 

synaptophysine et de la GAP-43, facteurs favorisants la plasticité cérébrale, est observée pendant 

quelques mois après une ischémie cérébrale chez la souris (Gorup et al. 2015). L'expression des 

gènes inhibiteurs de la croissance axonale tels que l'éphrine-A5 et le brevican fluctuent également 

pendant la récupération. C'est donc l'équilibre des profils d'expression favorisant la croissance 

axonale et son inhibition qui régit la plasticité adaptative après une atteinte ischémique (figure 21). 
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L’utilisation de l’imagerie fonctionnelle a démontré que les patients atteints d’altérations 

sensorimotrices ont une réorganisation corticale (Carey et al. 2006). De plus, l’augmentation de 

l’activité sensorimotrice dans le cortex ipsilatéral a été corrélée avec une amélioration de la 

récupération fonctionnelle des patients (Schaechter et al. 2006). Des études in vivo ont aussi montré 

une réorganisation neuro-anatomique après un AVC. En 2009, Winship et Murphy ont montré 

qu’un AVC chez les rongeurs endommageant le cortex somatosensoriel antérieur abouti à un 

remodelage de la représentation des membres antérieurs. En effet, les auteurs ont montré que la 

cartographie adaptative est initiée au niveau cellulaire par les neurones survivants ayant adopté de 

nouveaux rôles en plus de leur fonction habituelle. Après la récupération fonctionnelle, ces 

neurones "multitâches" deviennent plus sélectifs à un stimulus particulier, ce qui peut refléter une 

Figure 21 : Expression génique après la survenue de l’AVC. 
Cinétique de l’expression des gènes (A) favorisant ou (B) inhibant la plasticité cérébrale (D’après 

Carmichael et al. 2005) 

(B) 

(A) 
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phase transitoire dans une fonction sensorimotrice à une nouvelle fonction qui remplace le neurone 

perdu (Winship et al. 2009).  

À la suite d’une ischémie cérébrale, la plasticité cérébrale peut aussi être observée dans 

l’hémisphère controlatéral. L’activité élevée dans l’hémisphère controlatéral a généralement été 

associée à des infarctus étendus et, en tant que telle, à une mauvaise récupération (Schaechter et al. 

2006). Le recrutement du cortex moteur controlatéral des patients atteints de lésions étendues a été 

confirmé en utilisant l’IRM fonctionnelle (Bestmann et al., 2010), suggérant que les régions 

controlatérales du cerveau peuvent participer à la récupération de l'AVC. Les observations 

cliniques montrent que les patients qui ont un second AVC dans l’hémisphère controlatéral 

présentent de plus grands déficits sensorimoteurs et perdent les capacités fonctionnelles récupérées 

après le premier AVC (Riecker et al. 2010).  

Comme mentionné précédemment, pendant la phase de récupération post-AVC, l’imagerie 

fonctionnelle montre des modifications dans les profils d’activation somatosensorielle non 

seulement dans le cortex ipsilatéral mais aussi dans le cortex controlatéral (C. E. Brown et al. 2008; 

Weber et al. 2008). Cependant, cette activation du cortex controlatéral est transitoire. À la suite 

d’une stimulation du membre touché par l’ischémie, l’activation du cortex controlésionnel est 

observée dès le premier jour après l’ischémie, puis diminuée à 3 jours et devient inexistante à 14 

jours (Dijkhuizen et al. 2003) (figure 22). D’autres études ont montré que l’activation 

controlatérale n’est pas toujours observée, et la récupération des fonctions sensorimotrices est 

principalement  associée à la restauration de l’activité ipsilatérale (Weber et al. 2008). 
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Deux autres phénomènes sont majeurs pour la régénération tissulaire et la récupération 

fonctionnelle après un AVC: l’angiogenèse et la neurogenèse.  

1.2.6.2 L’angiogenèse 

Dans les 12 à 24 premières heures suivant l’ischémie cérébrale, le système vasculaire est activé 

pour la création de nouveaux vaisseaux. Ce processus peut se faire par angiogenèse (prolifération 

Figure 22 : Activations corticales après stimulation du membre contro- ou ipsi-latéral 

CBV : cerebral blood volume (volume sanguine cérébral) (D’après Dijkhuizen et al., 2003) 
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de cellules endothéliales à partir de vaisseaux préexistants) et/ou vasculogenèse (recrutement de 

progéniteurs issus de la moelle osseuse qui génèrent ensuite de nouveaux vaisseaux) (H. Beck et 

al. 2009; Greenberg et al. 2013). Après une ischémie cérébrale, l’angiogenèse et la vasculogenèse 

sont activées par la sécrétion de nombreux facteurs de croissance dits angiogéniques dont le 

vascular endothelial growth factor (VEGF), le FGF-2 et les angiopoïétines-1 et -2 (Ang-1 et -2). 

Ces dernières se lient à leur récepteur Tie-2. Ce récepteur est exprimé de façon prédominante dans 

les cellules endothéliales. L’Ang-1 en se liant à Tie-2 induit sa phosphorylation, et maintien ainsi 

la stabilité vasculaire. Ang-2 inhibe cette phosphorylation par compétition, déstabilisant les 

vaisseaux et activant l’angiogenèse (Gurnik et al. 2016). À la suite d’une ischémie cérébrale, 

l’expression d’Ang-2 augmente, permettant l’initiation de l’angiogenèse par la désolidarisation de 

la lame basale des cellules endothéliales. Ces dernières vont être en contact avec le VEGF, qui 

stimule leur prolifération, et recrute les cellules endothéliales progénitrices. De façon tardive, 

l’Ang-1 est surexprimée afin de stabiliser les vaisseaux nouvellement créés et permettre leur 

maturation (figure 23) (Kiersznbaum  2006). 
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Le VEGF est surexprimé dans les premières heures qui suivent l’ischémie cérébrale avec un pic 

atteint à 7 jours (Kovacs et al. 1996; Slevin et al. 2000). Cependant, d’autres études ont montré 

une expression du VEGF qui atteint un pic dans les 12h et 48h après l’ischémie cérébrale chez la 

souris (Marti et al. 2000). Ce facteur est impliqué dans la création de nouveaux vaisseaux en 

favorisant l’angiogenèse mais aussi comme chimioattractant en mobilisant les cellules 

endothéliales progénitrices circulantes (Greenberg et al. 2013). En effet, après l’ischémie cérébrale, 

le VEGF est retrouvé dans le plasma des patients. Or, les cellules progénitrices expriment les 

Figure 23 : Implication du VEGF et l’Ang-2 dans l’angiogenèse (D’après Hanahan et al., 1997). 
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récepteurs au VEGF. Le blocage de ces récepteurs bloque la mobilisation de ces cellules et altère 

la vasculogenèse (Slevin et al., 2000) (figure 24)  

Dans une étude menée par Krupinski et ses collègues (Krupinski et al. 1994), les auteurs ont 

analysé l’angiogenèse dans les cerveaux de 10 patients ayant survécu 5 à 92 jours après un AVC. 

Les résultats ont montré une augmentation significative du nombre de vaisseaux par 

immunomarquage, dans la zone périlésionnelle qui est corrélée positivement à la durée de survie 

des patients après l’AVC (Krupinski et al. 1994). 

Dans une étude plus récente publiée par Navarro et ses collègues en 2011, les auteurs ont étudié 

les facteurs pro- et anti-angiogéniques présents dans le plasma de 109 patients ayant eu un AVC 

touchant le territoire de l’ACM, et traités par thrombolyse. Les données ont montré que 

l’augmentation des facteurs pro-angiogéniques (stromal cell-derived factor-1 (SDF-1)α, FGF, ou 

le VEGF-A) par rapport aux facteurs anti-angiogéniques (endostatine, angiostatine, 

Figure 24 : Dosage plasmatique du VEGF chez des patients ayant eu un AVC ischémique (D’après Slevin 

et al. 2000). 
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thrombospondine-1 et -2) est corrélée avec une meilleure récupération fonctionnelle des patients 

mesurée avec l’échelle NIHSS (Navarro-Sobrino et al. 2011).  

Il est intéressant de noter que les facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF ont également des 

effets neuroprotecteurs après l’ischémie cérébrale. L’administration du VEGF exogène après une 

ischémie cérébrale réduit l’œdème et le volume lésionnel après une oACM de 4h, tout en 

augmentant l’angiogenèse cérébrale (Manoonkitiwongsa et al. 2004). Ce rôle du VEGF a été 

confirmé par l’administration d’anticorps anti-VEGF, ayant pour conséquence, une augmentation 

du volume de l’infarctus cérébrale après une oACM (Hayashi et al. 1998; Talwar et al. 2014). 

Cependant, d’autres études ont démontré que le VEGF a des effets délétères lors de la phase aiguë 

de l’AVC par l’augmentation de la MMP-9 associée à la perméabilisation de la BHE (Valable et 

al. 2005). 

La récupération fonctionnelle est en partie dépendante de l’angiogenèse. Cette dernière pouvant 

être elle-même liée à la neurogenèse post-ischémique (Pellegrini et al. 2013).  

1.2.6.3 La neurogenèse 

La neurogenèse adulte a fait l’objet de nombreux débats. Le dogme était que la neurogenèse est 

inexistante à l’âge adulte. En 1962 Altman et Das prouvent le contraire avec une étude in vivo chez 

le rat adulte, observant la genèse de nouveaux neurones au niveau de l’hippocampe (Altman 1962). 

La neurogenèse a été confirmée dans plusieurs études au niveau de la zone sous-ventriculaire 

(ZSV) (Reynolds et al. 1992; Richards et al. 1992), et dans la zone sous granulaire (ZSG) du gyrus 

denté du rongeur adulte (Gage et al. 1995). Plus tard, Eriksson et collaborateurs montrent que la 

neurogenèse hippocampique existe aussi chez l’Homme adulte (Riksson et al. 1998).  

Seize ans après l’étude d’Eriksson et collègues, le débat est relancé avec deux publications 

montrant des résultats opposés, Sorrells et collègues suggérant une absence de neurogenèse 
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hippocampique, et Boldrini et collègues redémontrant au contraire la présence de neurogenèse chez 

l’adulte (Boldrini et al. 2018; Sorrells et al. 2018).  

Récemment une troisième niche de cellules souches neurales a été mise en évidence dans 

l’hypothalamus chez les rongeurs (Sharif et al. 2017). Cette même niche a aussi été mise en 

évidence chez l’Homme, par la présence de cellules exprimant les marqueurs de cellules souches 

neuronale et de neuroblastes. En effet, des cellules exprimant la nestine, sox2, la vimentine, et la 

GFAP ont été observées le long de la paroi du 3ème ventricule. De plus, lors de leur migration, à 

l’instar des cellules souches de ZSV et ZSG, ces cellules expriment la doublecortine (DCX) (Sharif 

et al., 2017). 

La neurogenèse a été démontrée après ischémie cérébrale dans de nombreux modèles in vivo. En 

2006, Kokaia et collaborateurs ont démontré dans un modèle d’oACM chez le rongeur, que la ZSV 

ipsilatérale subit des modifications morphologiques et fonctionnelles à long terme. La taille de la 

ZSV croit jusqu’à 6 semaines après l’oACM, phénomène expliqué par la multiplication des cellules 

souches dans cette zone. Cette production de neuroblastes continue jusqu’à 1 an après l’ischémie 

et ceci même dans des cerveaux de rats âgés (Kokaia et al. 2006). 

Produits dans la ZSV et la ZSG, les neuroblastes expriment des marqueurs spécifiques dont la 

DCX. Ces derniers guidés par des chimioattractants (SDF-1/CXCR4) vont migrer vers le site 

lésionnel (Kokaia et al., 2006). Cette étape est importante, car 80% des cellules générées meurent 

par apoptose (Arvidsson et al. 2002). En effet, un co-marquage de la DCX avec le marqueur 

apoptotique PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) a été observé sur ces cellules. De plus, 

l’administration d’un inhibiteur la caspase-3 augmente le nombre de cellules marquées à la DCX 

(Kokaia et al. 2006). Cette mort neuronale précoce des cellules neuronales nouvellement formées, 

peut être expliquée par l’inflammation tissulaire induite par l’ischémie cérébrale et/ou par l’absence 
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d’établissement de connexions synaptiques de ces nouvelles cellules avec les autres cellules 

(Kokaia et al., 2006). Arrivées au site lésionnel, les cellules n’expriment plus le marqueur de 

neurone immature DCX (figure 25), et expriment plusieurs marqueurs dont NeuN et MAP-2, signe 

de la maturation neuronale (Abrous et al. 2005).  

 

 

Figure 25 : Expression de la DCX après une ischémie cérébrale 

Distribution des cellules DCX+ nouvellement formées 2, 6 et 16 semaines après oACM, de la ZSV au striatum. 

La migration des cellules DCX+ est dépendante de l’interaction SDF-1/CXCR4. L’administration 

intraventriculaire de l’AMD3100 (inhibiteur de CXCR4) à 6 semaines après oACM inhibe la migration cellulaire 

au striatum (D’après Kokaia et al. 2006). 
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Au final, seul 0.2% des cellules générées arrivent à maturation et deviennent fonctionnelles après 

l’ischémie (figure 26) (Arvidsson et al. 2002). Ce constat démontre la nécessité de développer de 

nouvelles thérapies pour améliorer la neurogenèse, et de façon plus générale, améliorer la 

récupération fonctionnelle. Pour le développement de ces thérapies, il est essentiel de comprendre 

les mécanismes sous-jacents de la communication cellulaire pour laquelle la MEC joue un rôle 

central.  

  

Figure 26 : Neurogenèse dans le striatum après ischémie cérébrale focale transitoire  

(a) Les cellules souches neurales ou les progéniteurs neuronaux dans la ZSV (b) L’oACM menant à une perte 

cellulaire striatitale et corticale induit une augmentation de la prolifération des progéniteurs à partir de la ZSV. 

(c) Les neuroblastes migrent jusqu’à la zone lésionnelle (d)  où ils vont finir leur différenciation en neurones 

mature (D’après Kokaia et al. 2003). 
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1.2.7 La MEC et la réparation tissulaire 

1.2.7.1 Généralités sur la MEC 

La MEC est une structure acellulaire formée de différentes macromolécules qui constituent 

l’échafaudage de tous les tissus. Sa proportion, et sa composition change en fonction des tissues. 

C’est une structure dynamique en remodelage constant. La MEC forme un réseau tridimensionnel, 

interagissant et connectant les cellules entres-elles, mais aussi en connectant les cellules avec les 

molécules de signalisation présentes dans l’espace extracellulaire. Par l’adhérence des cellules à la 

MEC cette dernière régule leur forme et leur motilité. La MEC sert aussi de réservoir aux 

différentes molécules de signalisation, régulant leur biodisponibilité par la formation de gradient, 

et les protégeant de la dégradation par les protéases (Hynes et al. 2012; Wilgus 2012).  

Les macromolécules composant la MEC sont de 3 types : les protéines de structure (collagène, 

élastine), les protéines d’adhésion (laminine, fibronectine) et les protéoglycanes. 

La MEC constitue entre 10 et 20% du volume total du cerveau (Lau et al. 2013). Dans le cerveau, 

elle se dispose en 3 compartiments majeurs : la membrane basale, le réseau péri-neuronal, et la 

matrice interstitielle.  

La membrane basale sépare les cellules endothéliales du parenchyme cérébral. Elle est 

majoritairement constituée de collagène, laminine, fibronectine, et des HSPGs de type 

dystroglycanes et perlecanes. La membrane basale entre dans la composition de la BHE, protégeant 

le parenchyme cérébral du compartiment vasculaire.  
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Le réseau péri-neuronal, est un réseau dense autour des corps neuronaux et des dendrites. Il est 

composé principalement de protéoglycanes de type CSPGs, mais aussi de laminine et fibronectine. 

Ce réseau permet la stabilisation des connexions et le maintien de la plasticité synaptique. 

Enfin, le réseau matriciel interstitiel comprend la MEC qui n’est pas organisée en une structure 

particulière telle que la membrane basale ou les réseaux péri-neuronaux. Il comprend toutes les 

différentes molécules citées auparavant : protéoglycanes, hyaluronane, collagènes, élastines, 

laminines, et fibronectines (figure 27) (Lau et al. 2013). 

 

Figure 27 : Les trois compartiments majeurs de la MEC dans le SNC (D’après Lau et al. 2013). 
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La MEC du parenchyme cérébral se compose principalement de protéoglycanes. Ces derniers sont 

constitués d’un corps protéique auquel sont attachés des chaines de glycoaminoglycanes (GAGs). 

Différents types de protéoglycanes sont présents dans le SNC : CSPGs, les HSPGs, les dermatanes 

sulfate protéoglycanes, et les kératanes sulfates protéoglycanes (Lau et al., 2013). 

Les protéoglycanes se différencient par leur composition du corps protéique et/ou des GAGs qui y 

sont attachés. Les GAGs sont de longues chaines de 20 à 200 unités disaccharidiques répétées, 

sulfatées à plusieurs positions, leur conférant une charge négative. La nature des unités 

disaccharidiques détermine celle des GAGs, et des protéoglycanes. Ces unités sont formées par 

l’association d’un galactose, acide glucuronique, ou acide iduronique à un N-acétylglucosamine ou 

un N-acétylgalactosamine (figure 28) (Mihov et al. 2015). 

  

Figure 28 : Structure et synthèse des chaines des glycosaminoglycanes. 

Les GAGs sont des chaines de polysaccharides formées de : xylose (Xyl), galactose (Gal), acide glucuronique 

(GlcA), acide iduronique (IdoA), N-acétyl-glucosamine (GlcNAc), N-acétyl-galactosamine (GalNAc). Les GAGs 

peuvent être sulfatés à différents sites représentés par les flèches en orange (D’après Mihov et Spiess 2015). 
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1.2.7.2 Le rôle des HSPGs 

Comme définis précédemment, les HSPGs sont des protéines sur lesquelles sont attachées des 

chaines d’héparane sulfate. Les HSPGs peuvent être classifiés en 3 types : les HSPGs trans-

membranaires comprenant des molécules telles le syndécane, le bétaglycane, et le CD44v3; les 

HSPGs de la famille des glypicanes qui sont liés à la membrane par une encre 

glycosylphosphatidylinositol; et enfin les HSPGs secrétés comme par exemple l’agrine, le 

perlécane, et le collagène XVIII (Bishop et al. 2007). Physiologiquement les HSPGs ont des rôles 

différents (figure 29). Le perlécane, l’agrine, le collagène XVIII sont présents dans la membrane 

basale, et aident à la migration cellulaire. La serglycine est retrouvée au niveau des vésicules 

sécrétées par les cellules hématopoïétiques, et cellules immunitaires. La serglycine joue un rôle 

dans la formation des vésicules, leur maintien, et aussi le maintien de l’activité des protéases qui 

sont dans les vésicules. Après sa sécrétion, la serglycine joue aussi un rôle dans la coagulation, 

l’immunité et la réparation tissulaire (Sarrazin et al. 2011). 
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D’autre part, les HSPGs peuvent lier, stocker, et protéger différentes molécules : cytokines, 

chimiokines, facteurs de croissance, et morphogènes. Ces facteurs peuvent être libérés par une 

dégradation contrôlée des chaines d’héparane sulfate (HS). Cette libération moléculaire 

progressive forme des gradients nécessaires à la différentions cellulaire lors du développement, 

mais servent aussi dans le recrutement et la migration des leucocytes et cellules souches. Les 

HSPGs peuvent aussi avoir un rôle de récepteur et de co-récepteur de facteurs de croissance type 

tyrosine-kinase, en diminuant leur seuil d’activation ou en prolongeant leur activation. Enfin, les 

Figure 29 : Rôles des HSPGs dans les cellules et les tissus (D’après Sarrazin et al. 2011). 
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HSPGs membranaires interagissent avec les intégrines pour faciliter l’adhésion des cellules avec 

la MEC, l’adhésion intercellulaire, et la motilité cellulaire (Chua et al. 2004).  

1.2.7.3 Les HSPGs dans l’ischémie cérébrale 

Les HSPGs ont un rôle dans la phase aiguë et chronique de l’AVC. Dans les temps courts qui 

suivent l’ischémie cérébrale, l’inflammation active différentes enzymes protéolytiques telles que 

les MMPs ou l’héparanase. Ces enzymes activés en excès dégradent la MEC et les HSPGs ; 

interférant ainsi avec leurs fonctions physiologiques. En 2007, Takahashi et collègues ont observé 

une augmentation de l’expression de l’héparanase dans les astrocytes. Cette activité pourrait être 

corrélée avec la migration astrocytaire vers le site lésionnel et le début de la réaction astrogliale 

menant à la mise en place et à la formation de la cicatrice gliale (Takahashi et al. 2007). Le clivage 

des héparanes sulfate (HS) par les héparanases produit des oligosaccharides de 4 à 7 kDa qui restent 

biologiquement actifs, interagissant avec différents ligands et facilitant leur interaction avec les 

récepteurs cible (Zhang 2014). Cette observation pourrait confirmer que les héparanases peuvent 

jouer un rôle anti-inflammatoire. En effet, après une ischémie cérébrale, les héparanases sont 

surexprimés par les cellules endothéliales et les astrocytes (Zhang 2014). Or son expression au 

niveau des cellules endothéliales pourrait dégrader les HSPGs de la membrane basale et empêcher 

l’infiltration leucocytaire. Les héparanases produites par les astrocytes, dégradent les HS qui 

peuvent toujours lier et potentialiser des molécules anti-inflammatoires telles que le TGF-. Les 

HS peuvent lier et moduler l’effet de nombreuses cytokines telles que les MIP, RANTES, IL-8, IL-

2, et l’IL-10 (Sarrazin et al. 2011). De plus, l’augmentation de l’expression des héparanases dans 

les cellules endothéliales, 3 à 7 jours après l’ischémie, coïncide avec celle du FGF-2, et de l’Ang-

2 ; deux facteurs angiogéniques et neurogéniques (J. Li et al. 2012). Une hypothèse serait que cette 

sécrétion d’héparanase pourrait faciliter la création de nouveaux vaisseaux, la migration de 
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nouveaux neurones, et favoriser la repousse axonale. Cependant, une activation excessive de 

l’héparanase pourrait aggraver la lésion ischémique. En effet, l’un des phénomènes majeurs lors 

d’un AVC est la rupture de la BHE, donnant lieu à un œdème cérébral (Venkat et al. 2017). Cette 

rupture est en partie due à la dégradation de la lame basale, et ses constituants particulièrement le 

perlécane appartenant à la famille des HSPGs. Roberts et collègues (2012) soutiennent l’intérêt du 

perlécane dans la physiopathologie de l’ischémie cérébrale (Roberts et al. 2012). Une première 

étude montre qu’une ischémie induite chez des souris exprimant que 10% de perlecane par rapport 

aux souris sauvages ont des lésions cérébrales plus étendues. Une deuxième étude montre que 

l’administration du domaine V du perlécane dans un modèle d’ischémie cérébrale, induit une 

neuroprotection, une récupération fonctionnelle, une réduction de la cicatrice gliale et une 

angiogenèse (Roberts et al. 2012) 

Lors de la réaction gliale faisant suite à l’AVC, la MEC joue un rôle important dans la mise en 

place de la cicatrice gliale. En 2012, Hill et collaborateurs ont démontré que deux composants 

importants de la MEC, les HSPGs et les CSPGs, jouent un rôle clé dans le développement de la 

cicatrice gliale et dans la régénération post-ischémique cérébrale. Dans cette étude, des HSPGs ou 

une enzyme dégradant les CSPGs ont été administrés 7 jours après l'induction d'une ischémie 

permanente chez le rat. Les résultats ont montré que les HSPGs ou l'inhibition des CSPGs ont un 

effet bénéfique sur la régénération du tissu cérébral et la récupération fonctionnelle, en réduisant 

l'épaisseur de la cicatrice gliale, en augmentant la croissance des neurites et en augmentant aussi 

l'expression du FGF-2 (Hill et al. 2012). En effet, les CSPGs considérés comme ayant un rôle 

opposé aux HSPGs, sont secrétés par les astrocytes lors de l’ischémie et forment la cicatrice gliale 

(L. Huang, Z.-B. Wu, et al. 2014). Cette dernière va permettre de former une barrière pour 

empêcher l’extension de la lésion ischémique, mais elle va aussi empêcher la croissance axonale 
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et la régénération tissulaire lors de la phase chronique de l’AVC (L. Huang, Z.-B. Wu, et al. 2014). 

Les HSPGs ont un rôle prédominant dans la réparation tissulaire, et la récupération fonctionnelle, 

par leur rôle d’intéraction et de co-recepteur de différents facteurs de croissance. En effet, les 

HSPGs se lient notamment au VEGF et potentialisent ainsi son effet (Sun et al. 2003). Après une 

ischémie cérébrale, ce facteur voit son expression augmentée ce qui induit une augmentation de la 

plasticité cérébrale à travers une augmentation de l’angiogenèse, mais aussi de la neurogenèse (Sun 

et al. 2003). Les HSPGs potentialisent aussi les effets du FGF-2 (Roskoski 2012; Yashiro et al. 

2016). Les HS agissent comme co-récepteurs pour l’activation des voies de signalisations ERK1/2 

(extracellular signal-regulated kinases 1/2) dépendantes du récepteur du FGF-2. Cette voie de 

signalisation est impliquée dans différentes fonctions cellulaires : adhésion, cycle mitotique, 

migration, survie, différentiation, métabolisme et prolifération (Roskoski 2012). Ainsi les HSPGs 

ont un rôle complexe et sont impliqués dans différents processus cellulaires du développement 

jusqu’à l’âge adulte (Yamada et al. 2017). Leur régulation est importante pour l’homéostasie 

tissulaire, et la compréhension plus précise de leur mode de fonctionnement pourrait aboutir à des 

thérapies ciblant diverses pathologies (Figure 30).  
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1.3 Développement de ouveaux traite e ts pour l’is h ie r rale 

Face au poids que représente l’AVC sur la société, de nombreuses stratégies thérapeutiques ont été 

étudiées (Karsy et al. 2017). Le seul traitement pharmacologique disponible en clinique, l’altéplase, 

n’est administré qu’à 3,3% des patients en Europe (Dequatre-Ponchelle et al. 2014). Lorsque la 

thrombolyse ou la thrombectomie est contre indiquée, il est nécessaire de disposer de solutions 

thérapeutiques neuroprotectrices et/ou régénératrices qui sont encore à ce jour inexistantes malgré 

des recherches intensives et des résultats prometteurs en préclinique.  

Les stratégies thérapeutiques pourraient agir à différents niveaux en ciblant non seulement la mort 

neuronale (stratégies thérapeutiques dites neuroprotectrices) mais aussi la plasticité cérébrale et la 

récupération fonctionnelle (stratégies thérapeutiques dites régénératrices).  

Figure 30 : Rôle des HSPGs dans l’activation du récepteur au FGF (D’après Yashiro et al. 2016). 
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De 1995 à 2015 plus de 430 médicaments ont été testés pour l’ischémie cérébrale. Parmi ces 430 

candidats, seulement 40 ont passé l’étape préclinique pour un test clinique, dont seulement un 1/3 

cible un mécanisme de neuroprotection (Karsy et al., 2017).  

Figure 31 : Différents traitements neuroprotecteurs ciblant la cascade ischémique après une ischémie 

cérébrale (D’après Karsy et al. 2017) 

AA: arachidonic acid; CaMK: calcium/calmodulin-dependent protein kinase; COX: cyclooxygenase; H2O2: 

hydrogen peroxide; KA: kainate; LOX: lipoxygenase; NO: nitric oxide; NOS: nitric oxide synthase; OH: 

hydroxide ion; OONO: peroxynitrite; PLA2: phospholipase A2; SOD: superoxide dismutase; SSRI: selective 

serotonin-reuptake inhibitor. 
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Selon une estimation, plus de 1000 composés à visée neuroprotectrice ont été testés, pour aboutir 

seulement à 200 essais cliniques sans aucune mise sur le marché (Minnerup et al. 2012). Parmi ces 

agents neuroprotecteurs, un composé en particulier s’est démarqué : le NXY-059.  

Le cas du NXY-059 

Le NXY-059 est un agent antioxydant qui piège les radicaux libres. Les résultats des essais 

précliniques, effectués chez le rat et le lapin ont montré une neuroprotection avec une diminution 

du volume lésionnel et une récupération fonctionnelle (cette dernière observée aussi chez le 

marmouset) après son administration jusqu’à 4 h après l’ischémie (Green 2008). Après ces études, 

3 essais cliniques ont été mis en place dont deux concernent le traitement de l’AVC ischémique : 

SAINT (1700 patients) et SAINT I (3200 patients). L’analyse groupée de ces deux études n’a 

montré aucun effet du médicament par rapport au groupe placebo (Diener et al. 2008). 

Plusieurs raisons ont été avancées pour essayer d’expliquer cet échec de translation thérapeutique. 

Les recommandations STAIR préconisent de mettre en évidence l’effet neuroprotecteur dans 

différents centres d’études avec différents modèles et différents investigateurs. Le NYX-059 a 

effectivement été testé dans différents centres, mais les résultats n’étaient pas reproductibles. De 

plus, son étude chez le marmouset n’a pas montré de diminution de lésion (diminution de 28% 

statistiquement non significative), mais uniquement une amélioration dans l’utilisation de bras 

gauche dans un seul test moteur (le stair case). D’autres facteurs dans le design de l’étude clinique 

ont pu contribuer à cet échec. En effet, lors de ces études, les patients inclus avaient des lésions 

hétérogènes, et la fenêtre thérapeutique était large incluant les patients jusqu’à 6 h après ischémie 

cérébrale. Or, les études précliniques ne portaient que sur un modèle d’ischémie cérébrale touchant 

l’ACM, et la fenêtre thérapeutique maximale ayant un montrée un effet bénéfique était de 3 h après 

l’ischémie. De plus, aucune étude n’a montré que cet agent pouvait franchir la BHE et atteindre le 
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site lésionnel (Savitz 2007). Ces échecs répétés dans le traitement de l’ischémie cérébrale visant la 

neuroprotection ont encouragé le développement de thérapies alternatives visant également la 

régénération tissulaire et récupération fonctionnelle. La thérapie cellulaire, à ce titre semble 

prometteuse. 

1.3.1 La thérapie cellulaire 

La thérapie cellulaire représente un nouvel espoir thérapeutique. En effet, la thérapie cellulaire peut 

être neuroprotectrice et/ou régénératrice, avec une large fenêtre thérapeutique allant de quelques 

heures à quelques semaines (de Vasconcelos dos Santos et al. 2010; Komatsu et al. 2010; S. H. 

Lee et al. 2015). 

Plusieurs types cellulaires ont été testés dans le cadre de l’AVC : les cellules souches neurales, les 

cellules souches embryonnaires, les cellules souches pluripotentes induites, et les cellules souches 

mésenchymateuses (CSMs). Parmi ces cellules, les CSMs présentent plusieurs avantages. Ces 

cellules sont facilement obtenues à partir des patients, et peuvent être cultivées rapidement, sans 

poser de problèmes éthiques ni immunologiques majeurs (Houkin et al. 2017). Les CSMs peuvent 

être extraites à partir de plusieurs tissues : moelle osseuse, tissu adipeux, cordon ombilical, 

placenta, sang, etc. Ces cellules sont douées d’une plasticité incluant une capacité à se différencier 

en plusieurs types cellulaires : neuronal, tendineux, musculaire, etc. (Sousa et al. 2014)  

Devant la multiplicité des sources de CSMs, trois critères ont été retenus pour définir les CSMs : 

1) ces cellules ont la capacité d’adhérer au plastique, 2) elles expriment des marqueurs spécifiques : 

CD73+, CD90+, CD105+, CD14-, CD34-, CD45- et le HLA-DR-, 3) elles ont la capacité de se 

différencier in vitro en adipocytes, chondrocytes, et ostéoblastes (Hass et al. 2011). 
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1.3.1.1 Thérapie cellulaire utilisant des CSMs dans l’ischémie cérébrale 

Après une ischémie cérébrale, il a été montré que les CSMs migrent vers la lésion cérébrale. La 

migration des CSMs vers le site infarcie s’effectue grâce au CXCR-4 ; récepteur au SDF-1 exprimé 

par ces cellules (X. Liu et al. 2011). Une fois à côté du site lésionnel les CSMs peuvent exprimer 

des marqueurs neuronaux (Yano et al. 2005). Dans une expérience effectuée par Yano et 

collaborateurs, 7 jours après avoir induit une oACM permanente chez des souris, des CSMs ont été 

transplantées dans le striatum. Les observations ont montré que ces CSMs se retrouvent au niveau 

de la région infarcie, prolifèrent et expriment des marqueurs neuronaux MAP2 et NeuN jusqu’à 3 

mois après leur transplantation (Yano et al. 2005). Dans une étude similaire, Li et collègues 

montrent que les CSMs transplantées dans le striatum 4 jours après une oACM, migrent vers la 

lésion, expriment le marqueur NeuN, et favorisent la récupération fonctionnelle des animaux (Y. 

Li et al. 2000).  

L’effet des CSMs dans la réparation tissulaire et la récupération fonctionnelle après une ischémie 

cérébrale ne passerait pas uniquement par le phénomène de remplacement cellulaire. En effet, ces 

cellules sont connues pour secréter des facteurs de croissance neuroprotecteurs, neurogéniques, 

angiogéniques et immunomodulateurs.  Les études soutiennent que l’effet bénéfique des CSMs 

passerait majoritairement par cette sécrétion paracrine de facteurs trophiques. Cette hypothèse est 

notamment soutenue du fait qu’après une injection de CSMs, celles-ci enclenchent un programme 

apoptotique dès les premières heures après leur arrivés dans le site lésionnel. En effet, Brenneman 

et collègues (2010) ont marqué des cellules mononucléaires (CMNs) issues de la moelle osseuse, 

contenant environ 0,5% de CSMs. Seulement quelques heures après leur administration intra-

artérielle, le taux les cellules détectables décroit rapidement, dû à une mort cellulaire apoptotique 

(Brenneman et al. 2010) (figure 32). 
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Grâce à cette sécrétion paracrine, le surnageant du milieu de culture des CSMs (CSM-MC) contient 

une variété de facteurs trophiques qui pourraient présenter un intérêt thérapeutique au même titre 

que les cellules elles-mêmes (figure 33) (Johnstone et al. 2015). Huit jours après l’induction d’une 

oACM chez des rats, Cho et collègues (2012) ont administré des CSM-MC humaines dans le 

ventricule latéral de façon continue pendant 7 jours. Les résultats obtenus montrent une 

récupération fonctionnelle des animaux. Celle-ci, est expliquée par une diminution de la mort 

cellulaire, une augmentation de l’angiogenèse, et une diminution de la réaction gliale (Cho et al. 

Figure 32 : Le nombre de Q-CMNs en fonction du temps.  

(A) Le nombre de CMNs dans la zone péri-lésionnelle en fonction du temps.  

Images de microscopie à fluorescence dans la région péri-lésionnelle illustrant en (B) les CMNs marqués (Q-

CMNs), en (C) des cellules marquées (TUNEL-CMNs), et en (D) les CMNs en apoptose doublement marquées 

TUNEL-Q-CMNs (D’après (Brenneman et al. 2010) 

(A) 

(B) (C) (D) 
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2012). Ces résultats ont été confirmé dans des expériences similaires où le CSM-MC a démontré 

des effets neuroprotecteurs, angiogéniques, neurogéniques, et anti-inflammatoires après 

l’induction d’une ischémie cérébrale (Egashira et al. 2012; Tsai et al. 2014). Ces études montrent 

l’intérêt du CSM-MC dans le traitement de l’ischémie cérébrale en agissant positivement sur un 

large panel de processus cellulaires : apoptose, inflammation, gliose, angiogenèse, et neurogenèse ; 

qui se traduit par une neuroprotection et une récupération fonctionnelle des animaux (Cho et al. 

2012; Egashira et al. 2012; Tsai et al. 2014). Ces effets passent par l’expression de facteurs 

neuroprotecteurs et réparateurs tels que le NGF (neural growth factor), l’IGF (insulin growth 

factor)-1, le VEGF, le GDNF (glial cell-derived neurotrophic factor), l’HGF (hepatocyte gowth 

factor), le FGF-2, et le SDF-1 (Johnstone et al. 2015). Ces facteurs exercent leur effet 

neuroprotecteur en réduisant l’excitotoxicité glutaminergique et en activant les voies de survie 

cellulaire, de neurogenèse et de synaptogenèse via l’activation d’Akt, de la voie p-cAMP-

CREB/BDNF, et de la voie MAPK/ERK (Johnstone et al. 2015). 
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La neuroprotection induite par les CSMs après une ischémie cérébrale pourrait être aussi attribuée 

à son effet immunomodulateur. Lors de la phase aiguë de l’AVC, il a été montré que l’inflammation 

a un effet délétère aggravant la lésion ischémique. Or, les CSMs sécrètent de nombreux facteurs 

anti-inflammatoires, et interagissent directement avec les cellules immunitaires. Parmi les facteurs 

immunomodulateurs secrétés on retrouve le TGF-1, la prostaglandine E2, le HGF, l’indolemine-

pyrrole 2,3-dioxygenase, l’oxide nitrique (NO) et l’interleukine-10 (IL-10) (Gao et al. 2016). Ainsi, 

Figure 33 : Le potentiel thérapeutique des facteurs sécrétés par les CSMs (modifié d’après (Johnstone et 

al. 2015). 
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par la sécrétion paracrine et le contact cellulaire direct les CSMs modulent les réponses 

immunitaires innées et adaptatives. Ceci en inhibant l’activation et la prolifération des lymphocytes 

T et B, les cellules dendritiques, et les cellules NK, mais aussi en favorisant l’action des cellules T 

régulatrices (figure 34) (Gao et al. 2016).   

Figure 34 : Effet immunomodulateur des CSMs  

Les MSCs inhibent la prolifération des cellules lymphocytes B et T, activent les lymphocytes T-regulateurs, 

inhibent les cellules NK et inhibent la maturation et l’activation des cellules dendritiques. L’immunomodulation 

est médiée par des facteurs solubles et par contact cellulaire direct (modifié d’après (Gao et al. 2016). 
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Les CSMs regroupent de nombreux avantages qui font de ces cellules les meilleurs candidats pour 

une application clinique. En effet, les cellules utilisées doivent être faciles à extraire, à cultiver et 

avoir des caractéristiques de cellules souches : auto-renouvèlement et différenciation, tout en étant 

non cancérigènes, et avoir un potentiel de migration vers le site lésionnel. De plus, les CSMs sont 

peu immunogènes. En effet, l’une de leur caractéristique est la sous expression du complexe HLA-

DR, ce qui ouvre la perspective d’une allogreffe, dès la phase aiguë de l’ischémie cérébrale (Bang 

et al. 2005). Depuis la première étude utilisant les CSMs chez les patients atteint d’un AVC en 

2005, plusieurs autres études se sont succédées. Ces études ont montré la faisabilité et l’innocuité 

de cette thérapie cellulaire, prenant en charge des patients aux profils variés, et utilisant des 

méthodologies différentes : fenêtre thérapeutique, et dose cellulaire injectée. La plupart de ces 

études n’ont montré aucune toxicité majeure de la thérapie cellulaire à court ou à long terme (suivi 

des patients de 90 jours jusqu’à 5 ans après l’administration cellulaire) (Bang et al. 2005). 

Dans une méta analyse regroupant 16 études cliniques, Chen et collaborateurs, démontrent que 

cette thérapie cellulaire apporte une amélioration significative de la récupération motrice 

améliorant la qualité de vie des patients. Cependant, pour une meilleure analyse d’autres études 

sont nécessaires pour évaluer l’efficacité des thérapies cellulaires dans le traitement de l’ischémie 

cérébrale (Chen et al. 2002). Toutes ces études ont utilisé des CSMs autologues injectées par voie 

i.v. L’inconvénient majeur de ces études, est le temps de culture des CSMs pour obtenir un nombre 

suffisant (environ 6 semaines), la mort cellulaire après l’injection des CSMs, et le faible nombre 

de cellules qui arrivent au site lésionnel. Même si la fenêtre thérapeutique optimale n’est pas encore 

définie, une intervention rapide après l’apparition de l’ischémie cérébrale est recommandée 

particulièrement lorsque la BHE est ouverte, et que l’expression des chimioattractants tels que le 

SDF-1 est toujours présente dans le site lésionnel (Spees et al. 2004). Pour pallier à ces problèmes, 
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des alternatives sont proposées : une administration de CSMs allogéniques, une administration 

cellulaire en intra-artériel ou intracérébrale plutôt qu’en i.v., ou encore plus récemment 

l’administration des vésicules extracellulaires sécrétées par les CSMs (Bang 2016) (Tableau 4) 

 

Les CSMs allogéniques représentent une alternative séduisante aux cellules autologues. L’AVC 

ischémique survient majoritairement chez des personnes âgées. Or, il a été démontré que le pool 

de CSMs décroit significativement avec l’âge, en nombre et aussi en capacité mitotique. Par 

conséquent, la disponibilité d’un nombre suffisant de CSMs pour un traitement cellulaire, pourrait 

prendre plus de temps, dépassant ainsi la fenêtre thérapeutique idéale (Caplan 2009). De plus, les 

Tableau 4 : Essais cliniques utilisant les CSMs pour le traitement de l’AVC ischémique (D’après (Bang 

2016) 
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CSMs sont immunomodulateurs et expriment très peu le complexe majeur d’histocompatibilité II, 

ce qui pourrait justifier leur utilisation en clinique (Castillo-Melendez et al. 2013)(figure 35).  

 

Même si les CSMs allogéniques activent très peu le système immunitaire, il a été montré que ces 

cellules sont vulnérables au complément présent dans le sérum, rendant leur viabilité moins 

importante que les CSMs autologues (Y. Li et al. 2014). Cependant, ce problème pourrait être 

Figure 35 : Effet pléitrope des CSMs 

Les effets bénéfiques des CSMs sont principalement médiés par un effet paracrine. Les CSMs sécrètent des 

facteurs neurotrophiques et angiogéniques qui favorisent la croissance et la différentiation neuronale, la 

synaptogenèse et l’angiogenèse. Les CSMs inhibent l’apoptose, l’inflammation et l’activation microgliale 

(D’après Castillo-Melendez et al. 2013). 
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résolu avec le développement les interventions intra-artérielles après l’ischémie cérébrale. En effet, 

une administration intra-artérielle pourrait limiter le contact des cellules avec le sérum et augmenter 

leur viabilité. De plus, une administration intracérébrale pourrait également être envisageable 

augmentant le nombre de cellules atteignant le site lésionnel. Plus d’études sont nécessaires pour 

déterminer le mode d’administration optimal pour une thérapie cellulaire. Car au-delà, de la 

viabilité et du nombre de cellules atteignant la lésion, le mode d’administration pourrait modifier 

le fonctionnement et le mécanisme d’action des CSMs, notamment sur la sécrétion des facteurs 

trophiques (Eckert et al. 2013). L’environnement cellulaire, la MEC particulièrement, peut aussi 

modifier le comportement des CSMs nouvellement adminitrées.  

1.3.2 Arguments en faveur de l’i t r t potentiel d’u e thérapie matricielles à base de RGTA 

(ReGeneraTing Agent) pour le traite e t de l’is h ie r rale 

Le rôle de la MEC et de ses composants a bien été démontré dans la communication et la réparation 

tissulaire. Lors d’une lésion tissulaire cette dernière est détruite par l’activation de différentes 

protéases l’empêchant de jouer son rôle physiologique. La destruction de la MEC va induire une 

rupture des communications cellulaires. En effet, suite à cette destruction, les différents médiateurs, 

cytokines, et facteurs de croissances stockés dans la MEC se retrouvent alors vulnérables à une 

dégradation par les protéases, empêchant ainsi le bon déroulement de la réparation tissulaire 

(Barritault et al. 2017). Comme décrit précédemment (1.5.7.3 HSPGs dans l’ischémie cérébrale), 

les héparanes sulfate ont un rôle essentiel dans la neuroprotection et la répratation tissulaire. Le 

RGTA (ReGeneraTing Agent), analogue des HS peut remplacer fonctionnellement les HS détruits 

suite à la lésion tissulaire (Barritault et al. 2017) (figure 36). 
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Figure 36 : Structure des héparanes sulfates et du RGTA (D’après (Neck et al. 2012) 

Structure de l’héparane sulfate et du RGTA   
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Le RGTA est un polymère de disaccharides liés par des liaisons α 1-6, le rendant résistant à la 

dégradation enzymatique (Neck et al. 2012). En effet, les unités de disaccharides composant les 

HS endogènes sont liées par les liaisons α 1-4 qui sont le site de clivage des différentes 

Figure 36 : Mode d’action du RGTA après une lésion tissulaire  

1. L’organisation de la MEC dans un tissu sain. 2. Après une lésion la structure matricielle et les HS sont dégradés 

et l’activation des protéases peut aussi dégrader les facteurs de croissance. 3. Une réparation rapide est enclenchée 

menant à une fibrose. 4. Si l’inflammation n’est pas régulée, l’inflammation chronique mène à un cycle de 

réparation/destruction de la matrice empêchant la cicatrisation tissulaire. 5. Le RGTA remplace les HS dégradés 

permettant la reconstruction et la restauration du microenvironnement cellulaire pour faciliter la régénération 

tissulaire. 6. L’excès de RGTA pourrait empêcher le processus de réparation en diminuant la biodisponibilité des 

facteurs de croissance (modifié d’après (Barritault et al. 2017) 
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endoglycosidases : chondroitinase ABC, dextranases, hyaluronidases, et les hépranases (Neck et 

al. 2012) (Tableau 5). 

 

En tant qu’analogue des HS, le RGTA peut se lier aux sites de liaisons de l’héparine, présents 

notamment sur les protéines de structure formant la MEC : collagènes, fibronectine et laminine. Le 

RGTA peut aussi lier différentes protéines et facteurs de croissance liant l’héparine tels le FGF-1 

et -2, le VEGF, ou le TGF- (Rouet et al. 2005).  

Avec sa capacité de résistance aux endoglycosidases, de liaison aux protéines de structures, de 

liaison et de protection des facteurs de croissances, le RGTA peut remplacer les HS dégradés après 

une lésion tissulaire, rétablir l’homéostasie et les processus de régénération tissulaire.  

Tableau 5 : Digestion des polysaccharides principaux de la MEC par les endoglycanases.  

--- : digestion incomplète, polysaccharide de départ retrouvé, +++ : complète digestion du 

Polysaccharide, HM 4120 : RGTA 4120  (D’après Ikeda, Charef  et al. 2009). 
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Le potentiel de réparation et de régénération tissulaire du RGTA a été testé dans différents modèles 

précliniques de lésions tissulaires (tissu cutané et cornéen, tissu buccal et tract digestif, tissu osseux 

et tendineux, tissu musculaire) (Barritault et al. 2017). Ce potentiel régénérateur a été confirmé en 

clinique, en prouvant l’efficacité du RGTA sur 20000 patients traités pour une lésion ulcéreuse 

cutanée et 5000 patients traités pour une lésion ulcéreuse cornéenne, sans effet secondaire rapporté. 

Cependant, un effet antalgique inattendu a été rapporté après l’administration du RGTA (Barritault 

et al. 2017). Cette observation, montre la nécessité d’effectuer plus de recherche sur le mécanisme 

d’action du RGTA et ses interactions.  

Dans le contexte de l’ischémie cérébrale, les propriétés du RGTA et ses effets pourraient être 

bénéfique pour une neuroprotection et une neurorégénération. En effet, les protéoglycanes sont très 

exprimés dans la MEC du tissu cérébral (Barros et al. 2011). Or lors d’une ischémie, la MEC est 

dégradée empêchant la bonne réparation tissulaire. De plus, le RGTA a montré des effets de 

réduction de fibrose tissulaire, mais aussi d’amélioration de la microvascularisation dans un tissu 

ischémié.  

En 1999, Desgranges et collègues ont montré l’efficacité du RGTA sur du tissu musculaire 

squelettique ischémié. En effet, l’administration du RGTA après l’ischémie musculaire, a 

augmenté la régénération mais aussi la réinervation tissulaire (Desgranges et al., 1999). Dans une 

étude similaire menée par Yamauchi et collaborateurs, le RGTA a montré son efficacité à la suite 

d’une ischémie du tissu musculaire du myocarde. Une seule administration de RGTA après une 

ischémie myocardique chez des cochons, a permis de régénérer les fibres musculaires et leurs 

fonctions, de réduire de 50% la lésion ischémique, et d’augmenter la vascularisation myocardique 

(Yamauchi et al. 2000). Ces résultats ont été confirmés en 2006 chez le primate non humain : le 

babouin (Mullangi et al. 2006). Dans cette étude, Le RGTA a été utilisé pour le traitement d’une 
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ischémie du myocarde également. Les résultats ont montré qu’une administration de RGTA permet 

la récupération fonctionnelle du myocarde. En effet, une réduction du volume d’éjection de 12% 

par rapport à la normale a été montrée dans le groupe traité avec le RGTA, alors que cette réduction 

était de 24,7% dans le groupe contrôle (Mullangi et al., 2006).   

En se basant sur ces observations, par ses effets de : réduction de la lésion ischémique, réduction 

de la fibrose tissulaire, augmentation du réseau vasculaire et neuronale ; le RGTA pourrait 

constituer une thérapie alternative et/ou complémentaire à la thrombolyse et la thrombectomie dans 

le cadre d’un AVC.   

1.3.3 Argu e ts e  faveur de l’intérêt de la combinaison des RGTAs et des CSMs dans le 

traite e t de l’is h ie r rale 

Plusieurs thérapies visant le traitement de l’ischémie cérébrale et l’amélioration de la récupération 

post-AVC ont combiné les CSMs avec des agents thérapeutiques ou des biomatériaux. Dans une 

étude menée par Tang et ses collaborateurs en 2014, dans un modèle d’infarctus du myocarde, la 

co-administration des CSMs avec le VEGF a permis de réduire la perte fonctionnelle 

comparativement au traitement par des CSMs ou le VEGF seuls, d’augmenter la densité vasculaire, 

et d’améliorer la différentiation des CSMs (Tang et al. 2014). De plus, les capacités d’adhésion, de 

prolifération et de différentiation des CSMs peuvent être augmentées par leur association avec des 

protéines mimétiques des protéines de la MEC (J.-H. Kim et al. 2014), ou par l’association avec 

des hydrogels constitués de GAGs enrichis avec des HS (Zhong et al. 2010). Le RGTA étant un 

mimétique des HS, pourrait aussi favoriser un effet synergique avec les CSMs. En effet, le RGTA 

potentialise le VEGF (Rouet et al. 2005), facteur connu pour son effet sur les CSMs, mais aussi 

d’autres facteurs tel le FGF-2 (Frescaline et al. 2012). À travers la potentialisation du FGF-2, le 
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RGTA augmente la prolifération et la migration des CSMs in vitro (Frescaline et al. 2012) (figure 

37).  
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Figure 37 : Effet du RGTA  sur les facteurs de croissance et les CSMs. 

(A) potentialisation de l’effet du VEGF par le RGTA. Effet du RGTA sur (B) la clonogicité (C) la 

migration et (D) la prolifération des CSMs (d’après Rouet et al. 2005,Frescaline et al. 2012) 
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2 Objectifs 

Face à la courte fenêtre thérapeutique du rt-PA et l’échec des thérapies pharmacologiques pour la 

neuroprotection après l’AVC, les recherches se sont penchées sur le développement de thérapies 

alternatives à visées régénératrices. Ces recherches ont pour but d’améliorer la récupération 

fonctionnelle des patients. Des thérapies cellulaires ont ainsi fait l’objet de nombreuses études 

précliniques et cliniques de phase I, II et III (Bang et al. 2005). L’utilisation de différents types de 

biomatériaux permettant de favoriser l’environnement cellulaire et ainsi favoriser la survie des 

cellules transplantées a également fait l’objet d’études précliniques (pour revue, voir (Wang et al. 

2012; Boisserand et al. 2016) 

Dans cette thèse, nous nous sommes intéressés au développement d’une thérapie moléculaire, à 

base d’un agent ciblant la MEC, le RGTA, combiné ou non à une thérapie cellulaire à base de 

CSMs.  

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les effets neuroprotecteurs et régénérateurs du 

RGTA à la suite d’une ischémie cérébrale. Dans un modèle d’ischémie cérébrale focale transitoire 

(modèle oACM) chez le rat, l’effet d’une administration systémique de RGTA, à différentes doses 

et différents temps post-occlusion, a été évalué sur le volume du tissu infarci par IRM, et sur la 

récupération fonctionnelle par différents tests comportementaux. Par la suite, nous avons étudié la 

biodistribution du RGTA, ainsi que son effet sur l’organisation de la MEC et sur différentes 

réactions cellulaires post-ischémiques dont la réaction inflammatoire, la réaction gliale, 

l’angiogenèse et la neurogenèse. 

Comme mentionné dans l’introduction, l’ischémie cérébrale a pour conséquence la destruction de 

la MEC empêchant la réparation tissulaire. Or la restructuration de la MEC représente une étape 
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clef pour le processus de communication et de remplacement cellulaire à la suite d’une lésion 

tissulaire. Nous nous sommes donc proposé, dans un deuxième temps, d’étudier l’effet du RGTA 

combiné aux CSMs pour le traitement de l’ischémie cérébrale. Nous avons d’abord analysé l’effet 

de cette thérapie sur les dommages cérébraux ainsi que sur les déficits fonctionnels en utilisant 

deux voies d’administration des cellules souches. Nous avons ensuite défini la combinaison 

optimale chez des animaux normotendus avant de la tester chez des rats chroniquement 

hypertendus; l’hypertension artérielle étant le facteur de risque prédominant dans les AVCs.  
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3 Matériels et méthodes 

3.1 Protocoles des études menées  

Les travaux présentés dans cette thèse sont divisés en 2 études. Ces dernières visent à évaluer l’effet 

du RGTA seul ou combiné aux CSMs sur la neurorprotection, et la récupération fonctionnelle suite 

à une ischémie cérébrale. Lors de l’étude 1, le RGTA est administré une seule fois après l’oACM 

à j0 (figure 38). Lors de l’étude 2, une administation de RGTA à j0 est combinée à une 

administration de CSMs (avec ou sans une deuxième administration de RGTA) à j1. Le protocole 

des deux études, comprends une mesure du volume de la lésion cérébrale par IRM à j2 et j14, et 

une batterie de tests comportementaux jusqu’à j54 (figure 38). 

  

Figure 38 : Protocole générale des études menées 

Effet du RGTA seul ou associé aux CSMs sur la neuroprotection et la régénération après une ischémie 

cérébrale. 

IRM : imagerie par résonnance magnétique, CSMs : cellules souches mésenchymateuses, RGTA : 

ReGenraTing Agent 
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3.2 Animaux  

Les animaux utilisés sont des rats mâles de souche Sprague Dawley (SD) (CERJ, France) ; ou 

Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) (CURB : centre universitaire de ressources biologiques, 

France). Les protocoles ont été approuvés par le comité d’éthique régional (étude 1 CENOMEXA 

1211-03 et APAFiS #3252 ; étude2 CENOMEXA 1211-03 et APAFiS #4410) et sont réalisés au 

laboratoire d’expérimentation et d’imagerie (GIP Cyceron, autorisation FA-118-001). Les animaux 

utilisés pesaient environ 300-350 g au moment de l’induction de l’ischémie. Ils ont été maintenus 

en cycle d’éclairage classique (8-20 h) dans des conditions de température et d’humidité régulées 

(hygrométrie = 55 ± 10 % ; température = 21,5-22°C), au sein d’une animalerie agrée (CURB, 

France). Tous les rats ont eu accès à l’eau et à la nourriture ab libitum tout au long des protocoles. 

Pour effectuer les tests comportementaux, les animaux étaient placés au moins 30 minutes avant 

dans le box dédié à ces tests.  

3.3 I du tio  de l’is h ie r rale tra sitoire 

L'occlusion de l’artère cérébrale moyenne (ACM) est réalisée selon l’approche intraluminale 

décrite par Longa et collègues (Longa et al. 1989), et utilisée au laboratoire dans de nombreuses 

études (Esneault et al. 2008; Quittet et al. 2015). Brièvement, après l’anesthésie de l’animal avec 

de l’isoflurane dans un mélange O2/N2O (ratio 1/3), une incision d'environ 2 cm est effectuée au 

niveau du cou, puis l'artère carotide commune (ACC) droite est isolée de façon à exposer la 

bifurcation entre l'artère carotide externe (ACE) et l'artère carotide interne (ACI). L'ACE est 

électrocoagulée dans sa partie distale et des ligatures temporaires sont placées au niveau proximal 

de l'ACC ainsi que sur l'ACI. L'ACE est alors incisée de façon à permettre la pénétration d'un 

filament en nylon dont l’extrémité contient un épaississement de 0.39mm de diamètre et 3-4mm 

de longueur (Doccole, USA). Une ligature autour de l’embole permet de retirer les clamps 
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temporaires au niveau de l’ACC et l’ACI. L'ACE est alors sectionnée dans sa partie distale et placée 

en alignement avec l'ACI. L'embole est délicatement poussé jusqu’à l’obstruction de l’ACM. 

L’embole est retiré 1 h après pour permettre une reperfusion (figure 39). De la lidocaïne en gel est 

appliquée sur la plaie, ainsi que 0.02 mg/kg de buprénorphine (Buprécare® 0,3 mg/ml Axience®) 

sont injectés en intramusculaire dans un but antalgique. Des aliments ramollis sont mis à 

disposition dans la cage avec une coupelle d’eau afin de faciliter la prise alimentaire et l’hydratation 

des animaux.  

  

Figure 39 : Modèle intraluminale d’induction une ischémie cérébrale focale  (modifié d’après (Longa 

et al. 1989) 
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3.4 Extraction et culture des CSMs 

Les CSMs sont extraites des fémurs et tibias de rats SD (mâles 12 semaines, CERJ, France). Les 

animaux sont euthanasiés par inhalation d’une dose léthale d’isoflurane 5 % dans un mélange 

O2/N2O (ratio 1/3). Après l’extraction des os, sous une hotte à flux laminaire, ceux-ci sont placés 

dans un bain d’alcool, suivi d’un bain de pénicilline-streptomycine, puis dans rincés dans une 

solution tampon de phosphate (PBS, phosphate buffer saline). Les épiphyses sont coupées et la 

moelle osseuse est récupérée en propulsant par des allers-retours dans la lumière osseuse du milieu 

de culture à 37 °C composé de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) dans du milieu αMEM (Eagle’s 

minimal essential medium) complet (2 mM de glutamine et de 1 % de pénicilline-streptomycine), 

à l’aide d’une aiguille de 21 Gauge.  

Les cellules extraites sont réparties dans des boites de culture (1T75 par patte). Les cellules sont 

incubées à 5 % de CO2 et 21 % d’O2 à 37 °C. Après 1-2 jours, les T75 sont délicatement secouées, 

rincées 2 fois avec du PBS puis le milieu est remplacé par du milieu complet complémenté à 20 % 

de SVF, éliminant ainsi les cellules hématopoïétiques non-adhérentes contrairement aux CSMs. 

L’opération est renouvelée à J7. Dès que les cellules sont à 90% de confluence, deux rinçages sont 

réalisés avec du PBS sans Ca2+ ni Mg2+ puis les cellules sont décollées à l’aide de trypsine (0,25 

%-EDTA). Dès le décollement du tapis cellulaire, du milieu complet 10 % SVF (2 fois le volume 

de trypsine) est ajouté. Les cellules sont récupérées, et centrifugées à 300 g/minutes pendant 5 

minutes. Le surnagent est délicatement aspiré et le culot est dilué dans du milieu complet 10 % 

SVF. Les cellules sont réensemencées à une densité cellulaire de 5.105 cellules par T75. Les 

cellules sont maintenues en culture dans du milieu complet 10 % SVF dans un incubateur à 5 % 

CO2 et 21 % d’O2 à 37°C. Elles sont utilisées après 3-4 passages.  
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3.5 Administration du RGTA seul ou en combinaison avec les CSMs 

3.5.1 Administration du RGTA 

À la suite de la reperfusion, la queue de l’animal est incisée longitudinalement sur 1 à 1,5 cm le 

long du trajet de l’une des veines caudales. La veine est isolée et l’aval est électrocoagulée. Une 

incision est pratiquée dans la veine afin d’y introduire un cathéter effilé sur approximativement 2 

cm. Après avoir vérifié la bonne position du cathéter dans la veine en administrant du sérum 

physiologique, 0,1 mL de RGTA sont administrés. Afin de s’assurer du passage de la totalité de la 

dose de RGTA sans perte dans le cathéter, 0,3 mL de sérum physiologique sont administrés à la 

suite du RGTA. Le cathéter est délicatement retiré et la veine est électrocoagulée en amont de 

l’incision. La plaie est suturée et l’animal est replacé dans sa cage d’hébergement. 

3.5.2 Administration des CSMs 

L’animal est anesthésié 24 h après l’ischémie par inhalation de 5 % d’isoflurane dans un mélange 

d’O2/N2O 1/3 pendant 3 minutes puis maintenu à 2,5 % d’isoflurane pendant la chirurgie.  

3.5.2.1 Administration par voie intracérébrale 

Le crâne de l’animal est fixé à l’aide d’un cadre stéréotaxique et la boîte crânienne dégagée. Cette 

dernière est fraisée aux coordonnées suivantes : latéral = 3 mm ; antéropostérieur = 0 mm par 

rapport au bregma. Les CSMs (3 μL contenant 3.105 CSMs dans du PBS glutamine 2 mM) sont 

injectées à une profondeur de 6 mm au niveau du striatum à l’aide d’une aiguille dentaire de 30 

Gauge en 5 minutes suivi d’une pause de 5 minutes. La plaie au niveau de la peau du crane est 

suturée après application d’un gel de lidocaine (Aguettant®) sur la plaie, et une administration 

intramusculaire de 0.02 mg/kg de buprénorphine (Buprécare® 0,3 mg/ml Axience®). L’animal est 

ensuite replacé dans sa cage d’hébergement. 
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3.5.2.2 Administration par voie Intraveineuse 

La queue de l’animal est incisée longitudinalement sur 1 à 1,5 cm le long du trajet de l’une des 

veines caudales. La veine est isolée et électrocoagulée en aval. Une incision est pratiquée dans la 

veine afin d’y introduire un cathéter effilé sur approximativement 2 cm. Après avoir vérifié la 

bonne position du cathéter dans la veine en administrant du sérum physiologique, 0,3 mL d’une 

solution contenant 3.106 de CSMs dans du PBS glutamine 2 mM est administrée. Afin de s’assurer 

du passage de la totalité des CSMs sans perte dans le cathéter ; 0,1 mL de sérum physiologique est 

administré à la suite des CSMs. Le cathéter est délicatement retiré et la veine est électrocoagulée. 

La plaie est suturée, 0,02 mg/kg de buprénorphine (Buprécare® 0,3 mg/ml Axience®) est 

administrée et l’animal est replacé dans sa cage d’hébergement. 

Pour la co-administration du RGTA avec les CSMs, 0,3 mL d’une solution contenant 3.106 de 

CSMs et du RGTA dans du PBS glutamine 2 mM est administrée. 

3.6 Analyse IRM 

Afin d’évaluer les effets des traitements sur les dommages cérébraux d’origine ischémique, une 

IRM (7T, PharmaScan, Bruker BioSpin, plateforme CYCERON) est réalisée à 48 h et à 14 jours 

après l’ischémie. L’anesthésie de l’animal est induite par inhalation d’isoflurane 5 % dans un 

mélange d’O2 / N2O 1/3 pendant 3 minutes puis maintenue avec 2-2,5 % d’isoflurane. Une 

séquence T2 anatomique est utilisée selon un mode d’acquisition rapide RARE 8 par écho de spin 

rapide (RARE, rapid acquisition with refocused echoes) avec un temps de répétition de 5000 

millisecondes, un temps d’écho de 16,25 millisecondes, un moyennage (NEX, number of 

experiments) = 2, une matrice de 256 x 256 pixels et une taille d’image ou FOV (field of view) de 

3,84 x 3,84 cm soit une résolution nominale de 0,15 x 0,15 x 0,75 mm3. Vingt coupes contiguës, 
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couvrant la totalité du cerveau, sont acquisess par animal avec un temps total d’acquisition de 4 

minutes.  

Les images sont analysées grâce au logiciel ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). Un contour manuel 

est effectué pour mesurer le volume des hémisphères, des ventricules, et de la lésion cérébrale. Le 

volume lésionnel est calculé en multipliant l’aire obtenue pour chaque coupe par leur épaisseur 

(0,75 mm). Au temps précoce, le volume est corrigé de l’œdème présent selon la formule suivante 

(Gerriets et al. 2004) 

 

 

Pour l’étude de la perméabilité de la BHE une séquence T1 (Flash, TR/TE = 152/4msec, 30 

répétitions, 12 images de 1 mm d’épaisseur; résolution = 0.15 x 0.15 x 1  mm, temps d’acquisition 

total = 9 mn 46 s) a été réalisée. Pendant l’acquisition à 1 h, 3 h, 24 h, 48 h, et 7 jours après 

l’ischémie cérébrale, une injection d’un agent de contraste Gd-DOTA (200 µmol/kg, DOTAREM®, 

Guerbet S.A). 

HLV : Volume d’hémisphère touché par la lésion,  

HLV c : Volume d’hémisphère touché par la lésion corrigé de l’oedème  

HVc : Volume de l’hémisphère controlatéral  

HVi : Volume de l’hémisphère ipsilatéral  

LVu : Volume de lésion non corrigé de l’œdème 

http://imagej.nih.gov/ij/
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3.7 Analyse de la biodistribution du RGTA 

Le RGTA a été couplé au techetium-99m (Tc99m) (platforme FRIM UMS34 Université de Paris 

Diderot, Paris, France), et administré à 0.5mg/kg (i.v.) 1 h après l’oACM. Les animaux ont été 

euthanasiés à 3 temps (5 min, 1 h et 3 h après l’oACM). Une perfusion transcardique avec du sérum 

physiologique hépariné a ensuite été effectuée pour laver le compartiment vasculaire. Après 

extraction du cerveau, la radioactivité a été mesurée avec compteur gamma dans chaque 

hémisphère. 

3.8 Tests comportementaux sensorimoteurs 

Une batterie de tests a été réalisée pour évaluer le déficit sensorimoteur des animaux.  

3.8.1 Le score neurologique  

Adaptée du score neurologique de Bederson et collègues (1986); l’échelle d’évaluation des réflexes 

comprends 14 items notés de 0 à 2, (0 : déficit sévère, 1 : déficit modéré, 2 : aucun déficit) (Freret 

et al. 2006; Bederson et al. 2016) (figure 40). 
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Figure 40 : Score neurologique 

(A) Items d’évaluation du score neurologique (B) illustration de la flexion du corps après suspension du rat, 

et de la poussée latérale 
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Les items sont les suivants : 

La marche spontanée : l’animal est placé sur la paillasse face au mur. L’examinateur note le 

déplacement de l’animal. Un animal sain explore la surface dès qu’il est en contact avec celle-ci. 

Le comportement rotatoire : un animal ischémié présente la caractéristique de réaliser des 

mouvements de rotation sur lui-même, alors que l’animal sain se déplace de façon majoritairement 

rectiligne 

La résistance à la poussée latérale : l’animal est placé sur une surface rugueuse de sorte que ses 

griffes puissent s’accrocher à la surface. L’examinateur exerce une poussée sur le flanc gauche et 

droit de l’animal et la résistance de ce dernier est évaluée pour chaque côté.  

La suspension par la queue : l’examinateur suspend l’animal par la queue avec chacune de ses 

mains de sorte que ses 4 pattes ne touchent plus la surface. Dans un premier temps, la rotation du 

corps est observée. L’examinateur note également le repli des pattes antérieures et postérieures du 

côté controlatéral et ipsilatéral. Un animal sain gardera son corps étiré vers la surface et ses pattes 

tendues. 

3.8.2 Test du placement de pattes  

Ce test évalue les déficits et reflexes des animaux. Il se compose de 12 items évaluant la vision, 

la sensibilité tactile, la proprioception, et la sensibilité des vibrisses (De Ryck et al. 1989).  

Pour réaliser ce test, un support surélevé est utilisé, sur lequel l’utilisateur teste les réflexes de 

l’animal (figure 41). 
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Figure 41: Test de placement de pattes  

(A) Items du test de placement de pattes modifé d’après Quittet et al. 2015. (B) illustration de quelques items: (a) 

L’animal est approché de la surface à 30 -45° (b) L’examinateur maintient l’animal et lui positionne le dos des pattes 

antérieures puis postérieures au niveau du bord de la surface La proprioception est évaluée en plaçant chacune des pattes 

antérieures (c) et postérieures (d) dans le vide. L’animal sain replace aussitôt sa patte sur la surface.  

À chaque item l’observateur note le réflexe de l’animal à poser ses pattes sur plateforme. (D’après De Ryck et al. 1989) 
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Test de la vision : l’examinateur approche l’animal de la surface avec un angle de 35-40° et note le 

réflexe de l’animal à placer ses pattes en extension vers la surface. 

Sensibilité tactile : Pour réaliser ce test, un support surélevé est utilisé. Dans un premier temps, 

l’examinateur approche l’animal de la surface avec un angle de 35-40° et note le réflexe de l’animal 

à placer ses pattes en extension vers la surface. L’examinateur place l’animal de sorte que seul le 

dos des paumes des pattes antérieures puis des pattes postérieures soit en contact avec la tranche 

de la surface. Un animal sain dès le contact avec la surface, repositionne ses paumes sur la surface. 

Test de la proprioception : l’animal est positionné sur la surface surélevée et chacune de ses pattes 

est, à tour de rôle, placée dans le vide. L’animal sain repositionnera quasi-instantanément sa patte 

sur la surface. 

Sensibilité des vibrisses : l’animal est approché latéralement de la surface de façon à ce que seules 

ses vibrisses soient en contact avec cette dernière. Un animal sain, dès le contact avec la surface 

aura le réflexe de placer sa patte antérieure sur celle-ci. 

3.8.3 Test du coin  

Ce test se compose de deux planches fixées sur une surface afin de former un angle de 30° entre 

elles. L’angle n’est pas fermé afin de stimuler l’exploration du coin par l’animal. L’entrée dans le 

coin stimule les vibrisses des deux côtés de l’animal (Schallert et al. 2000). 

Le nombre de retournements effectués de chaque côté pour sortir du coin après exploration de ce 

dernier est comptabilisé au cours de 10 essais. Un intervalle inter essai de 2 minutes est respecté 

entre deux passages dans l’appareillage (figure 42). 
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Un retournement est comptabilisé si l’animal explore préalablement le coin (redressement). Ce test 

fait intervenir de nombreuses fonctions à la fois sensorielles et motrices (sensibilité des vibrisses, 

utilisation des pattes et attitude posturale) (Schallert et al. 2002). 

L’index de latéralisation est calculé de la façon suivante (Haelewyn et al. 2007).  

 

 

3.8.4 Test du cylindre  

Ce test consiste à placer l’animal dans un cylindre en plexiglas transparent de 30 cm de haut et 20 

cm de diamètre. L’utilisateur inspecte le redressement de l’animal et note la première patte entrant 

en contact avec la paroi lors de l’exploration par redressement. Un animal sain utilise de façon 

équivalente la patte gauche et la patte droite. Dans ce test, l’utilisateur comptabilise également les 

Figure 42: Test de du coin.  
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contacts les contacts bilatéraux, c’est-à-dire que les deux pattes entrent en contact avec la paroi 

simultanément. Les traces olfactives sont enlevées à l’aide d’alcool entre deux animaux ou entre 

deux passages du même rat dans le cylindre. Le pourcentage d’utilisation de la patte controlatérale 

est alors calculé au cours de 20 redressements successifs (figure 43). 

 

3.8.5 Test du retrait de l’adh sif  

Ce test permet d’évaluer la sensitivité ainsi que la coordination motrice de l’animal. Créé par 

Schallert et collègues en 1982 (Schallert et al. 1982), ce test est inspiré de l’évaluation de 

l’extinction tactile réalisée en clinique chez les patients atteints d’AVC. En clinique, le patient 

ferme les yeux, puis des pressions du doigt sont exercées sur le dos de chaque main séparément ou 

simultanément afin de vérifier que la sensibilité soit égale en stimulation simple ou simultanée 

(item 11 échelle NIHSS). Chez le rat, un morceau d’adhésif d’environ 1 cm x 1 cm (Leukoplast®) 

est positionné sur chaque paume des pattes antérieures avec une pression égale des deux côtés 

(figure 44). L’ordre de placement de l’adhésif est aléatoire (gauche/droite) entre chaque animal et 

entre chaque jour. L’animal est par la suite placé dans une boîte en plexiglas de 20 x 25 x 32 cm 

transparente. Un miroir incliné permet à l’examinateur d’observer l’animal quand il lui fait dos. 

Dans un premier temps, le temps de détection de l’adhésif est noté. La détection correspond à un 

Figure 43: Test de du cylindre.  
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mouvement rapide de la patte ou à un contact patte-bouche. Ensuite, le temps de retrait est 

également noté. L’animal devra faire preuve d’une coordination motrice de sa patte et de sa bouche 

pour permettre un retrait efficace de l’adhésif. La latence maximale de retrait de l’adhésif est de 

120 secondes. Chaque animal est entraîné pendant 5 jours, à raison d’un essai par jour, avant la 

chirurgie pour obtenir des performances optimales avant cette dernière. La moyenne des trois 

derniers jours des temps de contact et retrait de chaque patte sera utilisée comme référence des 

performances basales de l’animal. Lors de l’évaluation du déficit post ischémique, le test est réalisé 

tous les jours pendant 5 jours et la moyenne des temps de contact et de retrait des trois derniers 

jours est utilisée. Cette évaluation par bloc permet de limiter le biais causé par le réapprentissage 

du test les deux premiers jours.  

3.8.6 Test de l’ope -field  

Ce test permet d'évaluer le niveau d'anxiété et la motricité de l'animal. En tant que proie, le rat a 

une préférence naturelle pour les espaces sombres et confinés, une surface lumineuse et spacieuse 

présente donc un aspect anxiogène chez ce dernier. Le test de l’open-field, ou dit du champ ouvert, 

utilise cette propriété afin d’évaluer le comportement anxieux et le déplacement de l’animal. Le rat 

est placé pendant 10 minutes dans une enceinte blanche de 1 m x 1 m en plexiglas munie d’un 

Figure 44: Illustration du placement de l’adhesif sur la patte de l’animal.   
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système de suivi vidéo (caméra infra-rouge) et d’un plancher à détection infra-rouge permettant 

d’enregistrer les mouvements réalisés à l’aide du déplacement du cône de sustentation du rat. La 

luminosité appliquée au centre de la surface est d’environ 20 lux. L'examinateur est placé à 1 m de 

l'appareillage. Le temps passé par le rat au centre de l’appareil (espace fortement éclairé) sera 

inversement proportionnel à son niveau d’anxiété. Par ailleurs, l’étude de la motricité de l’animal 

se fait par l’évaluation de la distance parcourue dans l’enceinte au cours du test (figure 45). 

 

 

 

 

 

 

3.8.7 Test de la poutre 

Ce test permet d’évaluer les déficits sensorimoteurs de l’animal. Une poutre en bois de 1,65 m est 

utilisée dont l’une des extrémités mesure 6 cm et l’autre 1,5 cm de large. La poutre est munie de 

rebords de 2 cm, placés 2 cm sous la poutre pour prévenir toute chute de l’animal. L’appareil est 

divisé en 4 zones comme décrit dans la figure 46. Les fautes ou les glissements de pattes sont notés 

en fonction de la zone de survenue de l’erreur. Si l’animal ne commet aucune erreur un score de 0 

lui est attribué. Afin d’entraîner les animaux à traverser la poutre, 3 essais par jour pendant 2 jours 

avant l’ischémie sont réalisés. Pour motiver l’animal à effectuer la traversée de la poutre, une 

Figure 45 : Dispositif du test de l’open-field 
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lumière de 100 lux est appliquée sur la partie large de la poutre alors qu’une intensité de 10 lux est 

appliquée sur l’extrémité fine. L’examinateur se place du côté large de la poutre et l’extrémité fine 

est posée sur la cage d’hébergement du rat. Après chaque traversée l’animal est laissé 30 secondes 

sur la grille de sa cage, afin de créer un renforcement positif (figure 46). Le temps maximal de 

traversée est fixé à 120 secondes.  

Figure 46 : Test de la poutre. 

(A) Dispositif du test de la poutre, avec la traversée de l’animal jusqu’à sa cage. (B) Dimension de la poutre, 

avec la délimitation des zones permettant d’établir un score évaluant les déficits sensorimoteurs de l’animal 

(modifié d’après Quittet et al. 2015) 
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3.9 Mise à mort des animaux et extraction du cerveau 

À la fin des protocoles, les animaux sont mis à mort dans le but de récupérer les cerveaux. Pour ce 

faire, avant l’euthanasie les animaux recoivent une dose d’analgésie par une administration 

intramusculaire de 0.02 mg/kg de buprénorphine (Buprécare® 0,3 mg/ml Axience®). Les animaux 

sont ensuite anesthésiés profondément à l’isoflurane 5 % dans un mélange O2/N2O 1/3 pendant 

une durée sub-létale d’au moins 5 minutes. La cage thoracique est ouverte et le cœur dégagé des 

tissus conjonctifs environnants. Le ventricule gauche et l’atrium droit sont sectionnés. Un cathéter 

est placé dans le ventricule gauche jusqu’à l’aorte et le système vasculaire est rincé en administrant 

du sérum physiologique hépariné (0,5 ml dans 250 mL soit 10 UI/mL). Les tissus sont par la suite 

fixés en administrant à l’aide du cathéter du paraformaldéhyde (PFA) 4 % (soit 0,1M) dilué dans 

du tampon phosphate 1M dont le pH est ajusté à 7. Le cerveau est ensuite extrait de la boîte 

crânienne puis plongé dans du PFA 4 % pendant 24-48 h à la suite de quoi le PFA est remplacé par 

du sucrose 30 % dilué dans une solution de tampon phosphate 1 M. Une fois le cerveau imbibé de 

sucrose, des coupes de 50 μm sont réalisées à l’aide d’un freezing microtome à -23 °C (HM 450 

Sliding Microtome, Thermo Scientific™). Les coupes sont par la suite conservées dans du 

cryoprotectant (50 % PBS 0,1 M (Sigma®), 20 % glycerol (Acros®), 30 % éthylène glycol 

(Fluka®) à -20 °C. 

3.10 Études immunohistochimiques  

Pour l’étude de la neurogenèse, les animaux ont été injectés pendant 15 jours après l’ischémie 

cérébrale de 50 mg/kg de BrdU. L’euthanasie des animaux s’est effectuée à 35 jours après 

l’induction de l’ischémie cérébrale. Après l’extraction des cerveaux les coupes obtenues sont 

rincées à 3 reprises pendant 5 minutes dans du PBS 0,1 M puis sont incubées dans un mélange de 

PBS 0,1 M / 3 % BSA (bovine serum albumine Sigma®) / 0,1 % triton (Sigma®) pendant au moins 
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1 h afin de saturer les sites de liaison non spécifiques. Les coupes sont par la suite placées en contact 

avec l’anticorps primaire dilué dans du PBS 0,1 M / BSA 1 % / triton 0,1 % toute la nuit à 4 °C 

sous agitation douce. Les coupes sont rincées à 3 reprises avec du PBS 0,1 M puis incubées 2 h 

avec l’anticorps secondaire approprié dilué dans une solution de 0,1 M PBS / 1 % BSA / 0,1 % 

triton. Les coupes sont encore une fois rincées puis incubées pendant 30 min avec le marqueur 

nucléaire Hoechst 33342 (1/500, Sigma Aldrich). Enfin après 3 rinçages dans du PBS les coupes 

sont montées entre lame et lamelle. Des photos sont acquises à l’aide d’un microscope inversé 

Leica microsystems DMi8 à épifluorescence. Les images ainsi obtenues sont analysées à  

l’aide du logiciel ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Réaction cellulaire Anticorps Fournisseur Dilution 

Neurogenèse 

DCX 
 

polyclonal rabbit 
anti-DCX, Abcam 

0.3 µg/ml 

BrdU 
polyclonal rat anti-

BrdU, Roche 
0.2 µg/ml 

NeuN 
monoclonal mouse 

anti-NeuN, 
Chemicon 

1.5 µg/ml 

Angiogenèse 

RECA-1 
monoclonal mouse 
anti-RECA-1, AbD 

Serotec 
5 µg/ml 

Ki -67 
rabbit polyclonal 

anti-Ki67 antibody, 
Abcam 

5 µg/ml 

Inflammation CD68 
polyclonal mouse 
anti-CD68, DAKO 

2 µg/ml 

Réaction 
astrocytaire 

GFAP 
polyclonal rabbit 

anti-GFAP, DAKO 
5.8 µg/ml 

http://imagej.nih.gov/ij/
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3.11 Analyse statistique  

Les données sont analysées à l’aide du logiciel JMP (SAS Institute Inc, cary, NC, USA). Pour la 

comparaison de moyennes, le test-t de Student a été utilisé dans le cas d’une comparaison de deux 

moyennes, et dans le cas d’une comparaison de plusieures moyennes les tests de HSD de Tuckey 

et de Dunnett sont réalisés à la suite d’une ANOVA (analyse of variance). Les données sont 

exprimées soit en moyenne ± erreur type sur la moyenne (SEM) soit en médiane ± écart 

interquartile. 
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4 Résultats 

Dans la partie « Résultats », et plus particulièrement dans les articles soumis ou en cours de 

soumission, le RGTA est nommé HSm pour heparan sulfate mimetic (mimétique de l’héparane 

sulfate), et le composé spécifique utilisé dans nos études, le RGTA-4131 est nommé HSm4131. 

Étude 1 : Effet du RGTA sur la neuroprotection et la régénération tissulaire après une 

ischémie cérébrale 

Diverses études ont montré l’intérêt de protéger la MEC d’une dégradation par les différentes 

protéases produites à la suite d’une ischémie cérébrale (Zalewska et al. 2002; Khatri et al. 2007; 

Turner et al. 2016). D’autres études ont montré que l’administration de composés de la MEC 

(collagène, GAGs) protège également le cerveau de l’ischémie cérébrale (Guan et al. 2012; Hill et 

al. 2012). Enfin, les biomatériaux analogues à une structure ou une molécule matricielle ont 

également prouvé leur efficacité dans la réparation de nombreuses lésions tissulaires (R. A. Brown 

et al. 2007; Boughton et al. 2013).  

Le RGTA est un composé regroupant de nombreux avantages. Tout d’abord, le RGTA résiste aux 

protéases tissulaires, et favorise la reconstruction de la MEC. Ensuite, c’est un composé analogue 

des HS mimant leurs fonctions physiologique (communication cellulaire, liaison, stockage et 

protection des facteurs de croissance, co-récepteur du FGF-2, etc.). Enfin, le RGTA a prouvé son 

efficacité préclinique et clinique dans la réparation tissulaire suite à des lésions induites par diverses 

pathologies, sans aucun effet secondaire rapporté (Barritault et al. 2017). 

En se basant sur ces études nous avons émis l’hypothèse que le RGTA pouvait constituer un agent 

neuroprotecteur et réparateur à la suite d’une lésion ischémique cérébrale.  
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Nous avons testé cette hypothèse en utilisant un modèle d’ischémie cérébrale focale transitoire par 

occlusion de l’ACM pendant 1 h chez le rat (modèle oACM 1h), suivie d’une administration i.v. 

de RGTA. L’effet de ce traitement a été évalué sur le volume de la lésion ischémique visualisée 

par IRM à 2 et 14 jours après l’ischémie cérébrale, et sur la récupération fonctionnelle évaluée par 

des tests sensorimoteurs durant 54 jours après l’oACM. Nous avons aussi analysé (figure 47):  

- La fenêtre thérapeutique du RGTA en administrant le produit à 3 temps différents : 1 h ; 

2,5 h ; ou 6 h après l’occlusion de l’ACM. 

- La dose optimale du RGTA avec l’administration de 3 doses différentes : 0,5 ; 1,5 ; ou 5 

mg/kg. 

- La biodistribution du RGTA a été évaluée 5 min ; 1 h ; et 3 h  après son administration à la 

suite de la reperfusion. 

- La perméabilité de la BHE : 1 h ; 3 h ; 24 h ; 48 h ; et 7 jours après l’oACM 

- L’expression de facteurs angiogéniques et neurogéniques (VEGF et Ang-2) évaluée par 

qRT-PCR 14 jours après l’ischémie cérébrale. 

- La distribution des HS par immunohistologie 35 jours après l’ischémie cérébrale. 

- Les réactions cellulaires : angiogenèse, neurogenèse, astrogliose et inflammation par 

immunohistologie 35 jours après l’ischémie cérébrale. 
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Figure 47 : Protocole de l’étude 1 : Effet du RGTA sur la neuroprotection et la régénération après 

une ischémie cérébrale. 

QR : quantification de la radioactivité, IRM : imagerie par résonnance magnétique, CSMs : cellules souches 

mésenchymateuses, RGTA : ReGenraTing Agent, IHC : immunohistologie 
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4.1.1 Article de l’Étude 1 : Effet du RGTA sur la neuroprotection et la régénération tissulaire 
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Abstract 

The alteration of the extracellular matrix (ECM) is one of the major events in the pathogenesis of 

brain lesions following ischemic stroke. Heparan Sulfates mimetics (HSm) are synthetic 

pharmacologically active polysaccharides that promote ECM remodelling and tissue regeneration 

in various types of lesions. HSm bind growth factors, protect them from enzyme degradation and 

thus increase their bioavaibility, which promotes tissue repair. Since the ECM is altered during 

stroke and HSm were shown to restore the ECM, we evaluated the potential of HSm to protect 

brain tissue and promote regeneration and plasticity, after stroke. Through the use of a pertinent 

model of stroke and multiple approaches of investigation, we showed that HSm, administered 

intravenously after the induction of stroke, reached and remained in the ischemic hemisphere. HSm 

conferred a long lasting neuroprotection and remarkably reduced functional deficits with no 

alteration of physiological parameters. HSm treatment restored ECM and increased brain plasticity 

processes in the affected brain hemisphere, ie. angiogenesis and neurogenesis. In conclusion, HSm 

represent a promising ECM-based therapeutic strategy to protect and repair the brain after stroke 

and favor functional recovery. 

Key words: Neuroprotection, extracellular matrix, functional recovery, stroke, heparan sulfate. 
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Graphical abstract 
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Introduction 

Stroke remains a major economic and health problem worldwide. Presently, the only 

pharmacological treatment available during the acute stage of an ischemic stroke is thrombolysis 

with the recombinant tissue plasminogen activator (rt-PA). However, this treatment has a very 

narrow therapeutic window (< 4.5 hours) and is therefore given to a minority of patients 

(Demaerschalk 2016).  

After stroke, several cellular and molecular phenomena occur including extracellular matrix (ECM) 

destruction, which in turn worsens the stroke lesion. The ECM constitutes the complex 

environment surrounding and supporting cells. It contains a large amount of signaling and 

structural proteins that regulate tissue homeostasis. Among these components, heparan sulfate 

proteoglycans (HSPGs) are known to be involved in various processes including 

neurodevelopment/neuroplasticity with the regulation of neural stem cells, and angiomodulatory 

mechanisms (Smith et al., 2015). HSPGs are also known to bind and regulate the activity of several 

growth factors such as vascular endothelial growth factor (VEGF), transforming growth factor 

(TGF)-  and fibroblast growth factor-2 (FGF-2) (Barritault et al., 2017). Following stroke, HSPGs 

are enzymatically degraded by an endoproteoglycanase, named heparanase, which results in an 

alteration of the ECM’s structure and the reduction in the bioavailability of growth factors that 

normally bind the HSPGs at the lesion site (Li et al., 2011, Takahashi et al., 2007). Therefore, this 

degradation of HSPGs prevents the regeneration of the affected tissue. Growing evidence suggests 

an essential role of the ECM in brain tissue repair after ischemic stroke. For example, ECM was 

shown to be crucial for the endogenous repair response by stimulating neural and oligodendrocyte 

progenitor recruitment (Ghuman et al., 2016).  
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To promote the regeneration of the ECM after a lesion, a novel pharmacologically active molecule 

was developed: a heparan sulfate (HS) mimetic named RGTA-4131® (for ReGeneraTive Agent). 

These HS mimetics (HSm) are synthetic polysaccharides that bind to extracellular structural 

proteins such as collagen and act as a reservoir of growth factors (Barritault et al., 2016). Indeed, 

it was shown that HSm can bind different growth factors such as VEGF, FGF (-1 and -2) and TGF-

 (Rouet et al., 2005, Tong et al., 2008, Blanquaert et al., 1999). The molecular structure of HSm 

prevents their enzymatic degradation during tissue destruction and ECM remodeling (Ikeda et al., 

2011). In this manner, HSm bind the heparin binding growth factors (HBGFs), protecting them 

from degradation and increasing their bioavailability (Mangoni et al., 2009). These HBGFs, 

especially VEGF, are known to play an essential role in tissue repair mechanisms and brain 

plasticity (Hermann et al., 2009). Furthermore, HSm are already used for human wound repair in 

several pathologies, particularly for the treatment of chronic skin wounds and corneal lesions.  

In the present paper, we hypothesized that HSm4131 could serve as a novel therapy for stroke by 

protecting brain tissue and promoting plasticity and functional recovery. 

Material and methods 

Animals 

All experimental procedures were approved by the regional committee on animal ethics 

(APAFiS#3252). Experimental procedures were performed at the CYCERON platform (Caen, 

France, agreement number: FA-118-001). Male Sprague-Dawley (CERJ, France) weighing 300-

350g were used. Data are reported according to ARRIVE guidelines (Animal Research: Reporting 

of In Vivo Experiments). All experiments and data analyses were performed in a blind and 

randomized manner. 
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Induction of brain ischemia  

Transient cerebral ischemia was induced by intraluminal occlusion of the middle cerebral artery 

(MCAo) as previously described (Chuquet et al., 2002, Quittet et al., 2015). Briefly, rats were 

anesthetized with isoflurane (2-2.5 %) with a mixture of O2/N2O (30%/70%). During surgery, 

animals’ temperature was monitored by a rectal probe and maintained at 37°C with a heating 

blanket. A nylon filament (0.18 mm diameter) with a distal cylinder (0.39 mm diameter x 3 mm 

length) (Doccol, Sharon, MA, USA) was introduced into the lumen of the right external carotid, 

advanced through the internal carotid, and gently pushed up to the origin of the middle cerebral 

artery (MCA). One hour following the occlusion, rats were re-anesthetized and the filament was 

withdrawn to allow reperfusion. Concomitantly, physiological serum or HSm4131 were injected 

(300 µl) through the tail vein. After reperfusion, the rats were returned to their home cage after an 

analgesic treatment (tolfedine 4%, 10 mg/kg, i.m.) associated with rehydration (5 ml of saline, i.p.), 

which was maintained for 3 days after MCAo. 

HSm4131 administration 

HSm4131 was obtained from OTR3 (OTR3 S.A.S., Paris, France). To study the therapeutic time 

window of HSm4131, the compound was administered intravenously (i.v.) 1 h, 2.5 h or 6 h after 

MCAo (figure 1). To evaluate the dose response, HSm4131 was administered (i.v.) 1 h after MCAo 

at different doses: 0.5 mg/kg, 1.5 mg/kg, or 5 mg/kg (figure 1). In all the other studies, HSm4131 

was administered (i.v.) 1 h after MCAo at the dose of 0.5 mg/kg. The control group of all these 

experiments received physiological serum (300 µl, i.v.). 
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Measurement of physiological parameters  

To examine the effect of HSm4131 administration on physiological parameters, arterial blood 

pressure, heart rate, blood gases and blood pH were measured in rats subjected to MCAo and 

treated with HSm4131. 

MRI examinations 

At days 2 and 14 following the induction of brain ischemia, each animal was anaesthetized as 

described above and underwent magnetic resonance imaging (MRI) examinations (7T, 

PharmaScan®, Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany at the CYCERON imaging platform, Caen, 

France). After a scout view, T2w imaging was performed for each group with a rapid acquisition 

with refocused echoes (RARE) sequence (RARE factor of 8; TR/TE = 5000/16.25 ms; number of 

experiments (NEX) = 2; 20 contiguous slices of 0.75 mm; acquisition time = 4 min; nominal 

resolution = 0.15 x 0.15 x 0.75 mm3).  

All MRI images were analyzed with ImageJ® software (Wayne Rasband, NIMH, Maryland, USA) 

(Schneider et al., 2012). At days 2 and 14 post-MCAo, the lesion was manually delineated on each 

MR image and the volume of infarction was corrected for edema as described by Gerriets and 

colleagues (Gerriets et al., 2004). 

HSm4131 biodistribution 

HSm4131 was coupled to technetium-99m (Tc99m) (FRIM platform UMS34 University Paris 

Diderot, Paris, France) and administered at 0.5 mg/kg (i.v) 1 h after MCAo. Animals were 

euthanized at different time points (5 min, 1 h, and 3 h after MCAo). After washing the vascular 

compartment through a transcardiac perfusion of saline solution, radioactivity was measured in 

each hemisphere using a gamma counter.  
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Behavioral tests  

Neurological score 

The neurological score was performed following 14 items based on the modified version of the 

method described by Bederson and colleagues (Bederson et al., 1986). A maximal score of 28 

indicated normal sensorimotor response (Freret et al., 2006). Each item was scored on a scale of 2: 

0 (severe deficit), 1 (minor deficit), 2 (no deficit).  

Limb placing test 

The limb placing test was performed as described by De Ryck and colleagues (De Ryck et al., 

1989). A score of 0 (major deficit), 1 (minor deficit) or 2 (no deficit) was applied for each item. 

The maximal score obtained with a healthy rat was 24 (Freret et al., 2006). 

Corner test  

The corner test was performed as described by Schallert and collaborators (Schallert et al., 1982) 

to evaluate the sensorimotor and postural asymmetries. The rearing and reversing in either of the 

directions (ipsilateral or contralateral to the ischemic lesion) after the corner exploration were 

noted. The test was repeated 10 times with an inter-trial interval of 2 min. The index of 

lateralization (LI) was calculated according to Haelewyn and collaborators (Haelewyn et al., 2007). 

Cylinder or limb-use asymmetry test 

To assess forelimb use asymmetry, the use of the ipsilateral, contralateral or bilateral forelimbs to 

explore the cylinder by rearing was noted for 20 times according to Schallert and collaborators 

(Schallert et al., 2002).  
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Adhesive removal test  

The adhesive removal test was employed to assess somatosensory deficits and motor coordination 

(Bouet et al., 2009). Animals were placed in a transparent Plexiglass box (20×25×32 cm) after a 

habituation period of 60 s; two adhesive tapes (1×1cm) were randomly applied with equal pressure 

on each forepaw. The time spent to remove the adhesive were measured (maximum: 120 s).  

Reverse transcription and real-time quantitative PCR 

Total RNA of cells or tissues were extracted and purified using RNeasy Micro Kit (Qiagen, 

Courtaboeuf, France). RNA concentration was measured with the NanoDrop™ 2000 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) and reverse transcribed into complementary 

DNA (cDNA) with AMV ® reverse transcriptase (Promega). PCR amplification and analysis were 

achieved using the Applied Biosystems QuantStudio™ 6 & 7 Flex Real-Time PCR System 

(Thermofisher scientific, USA). Amplification reactions were performed using Takyon™ Low Rox 

SYBR® MasterMix dTTP Blue (Eurogentec, Belgium) with primers designed by Eurogentec 

(Table 1, supplementary data). Cyclophin-A was used as an endogenous RNA control 

(housekeeping gene) in the samples. Primer sequences related to vascular endothelial growth 

factor-A (VEGF-A) and angiopoetin-2 (Ang-2) were purchased from Eurogentec, Belgium. The 

expression level was calculated using the comparative Ct method (2−ΔCt) after normalization to the 

housekeeping gene (Cyclophilin-A). Samples were run in triplicate with an amplification profile 

as follows: an activation stage at 95°C for 3 min following by 40 cycles at 95°C, 3s and 60°C, 30s. 

Expression levels were represented as the mean values. 
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Immunohistochemistry 

Rats were injected with BrdU (50 mg/kg, i.p.) from day 1 to day 15 post-MCAo and were 

euthanized at day 35. Briefly, under deep anesthesia with 5% isoflurane in a mixture of O2/N2O 

(30%/70%) animals underwent a transcardiac perfusion of a heparinized (10 IU/mL) physiological 

serum followed by a 4% paraformaldehyde (PFA) perfusion (Sigma, France). Brains were then 

placed in 4 % PFA for 48 h and put into a solution of phosphate-buffered saline (PBS) with 30 % 

sucrose. 50 µm cryosections were obtained in the coronal plane using a microtome (HM 450 

Sliding Microtome, Thermo Scientific™).  

To assess neurogenesis, sections were incubated with the immature neuronal marker doublecortin 

(DCX) (polyclonal rabbit anti-DCX, Abcam 0.3 µg/ml) or the mature neural NeuN marker 

(polyclonal rabbit anti-NeuN, Abcam 1.5 µg/ml) in association with the proliferative BrdU marker 

(polyclonal rat anti-BrdU, Roche 0.2 µg/ml).  

To analyze angiogenesis, the rat endothelial cell antigen marker (RECA-1) (monoclonal mouse 

anti-RECA-1, AbD Serotec 5 µg/ml) in association with the proliferative marker Ki67 (rabbit 

polyclonal anti-Ki67 antibody, Abcam 5 µg/ml) were used. Glial and inflammatory reactions were 

assessed with the astrocytic marker glial fibrillary acidic protein (polyclonal rabbit anti-GFAP, 

DAKO 5.8 µg/ml) and the CD68 marker (polyclonal mouse anti-CD68, Abcam 2 µg/ml), 

respectively. 

Briefly, the sections were washed in PBS solution and saturated in a solution of PBS containing 

bovine serum albumin (BSA) (3%) (Sigma) and Triton (0.1%) (Sigma), before overnight 

incubation with the primary antibody in PBS with BSA (1%) and Triton (0.1%) at 4°C. Sections 

were washed again with PBS followed by 2 h of incubation with the appropriate secondary 

antibodies (Alexa Fluor® 555, 488, 4µg/ml, Invitrogen) and the nuclear marker, Hoechst 33342 
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(1/500, Sigma Aldrich) at room temperature. Sections were washed with PBS and placed on the 

slide before the application of the coverslip.  

After image acquisition with an appropriate microscope (Leica microsystems DMi8), all images 

were analyzed with ImageJ® software (Wayne Rasband, NIMH, Maryland, USA) [17]. DCX, 

GFAP and CD68 were quantified by measuring the area of pixels in the ipsilateral (ischemic) 

hemisphere, which have a statistically higher intensity than the control homologous area in the 

contralateral (non-ischemic) hemisphere (p value < 0.001; Student-t distribution table (mean + 

3.291*SD)). Angiogenesis was quantified by counting the RECA-1+/Ki-67+ cells expressed as a 

percentage of Ki-67+ cells. 

To study HS distribution following MCAo, tissue cryosections (50 µm) were washed and incubated 

for 2 min with 50 mM NH4Cl in PBS and washed again. Sections were saturated with 3% 

BSA/PBS for 1 h. HS were then stained with the 10E4 antibody (1:100). HS staining was revealed 

using a donkey anti-mouse secondary antibody conjugated to the Alexa-488 fluoroprobe 

(Molecular Probes, 1:200). Tissue sections were then incubated with DAPI (1 µg/mL) for 5 min 

and rinsed. HS identity was confirmed by treating tissue with a heparitinase cocktail (heparitinase 

I/II/III 2/0.2/0.2 U/mL) for 6 h at room temperature and then washing before HS staining. Images 

were obtained using a spinning disk inverted confocal microscope (IX81 DSU Olympus, 60 N.A. 

1.35) coupled to an Orca Hamamatsu RCCD camera (Olympus®). Image processing and analysis 

were done using ImageJ® software (Wayne Rasband, NIMH, Maryland, USA) (Schneider et al., 

2012).  
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Statistical analyses  

Data were analyzed using a two-tailed Student-t test or an analysis of variance (one or two-way 

ANOVA) followed by a Dunnett’s or a Tukey HSD test (JMP® program, SAS Institute, Cary, NC, 

USA) when appropriate. Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) or median 

± interquartile range (IQR). In all analyses, statistical significance was set at the p-value < 0.05. 
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Results 

The HS mimetic is neuroprotective  

HSm4131 administered 1 h after stroke onset (1.5 mg/kg, i.v.) resulted in a reduction of lesion 

volume up to 30% compared to the control (Student-t test p < 0.05) (figure 2A). This reduction of 

lesion volume remained at day 14 after stroke (Student-t test p < 0.05) (figure 2A).  

Sensorimotor deficits were evaluated with limb placing and corner tests. The HSm4131-treated 

group showed a significant faster recovery between day 2 and week 2 post-MCAo compared to the 

vehicle group (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 2B). The 

administration of HSm4131 at 1 h post-MCAo prevented the lateralization of the animals as shown 

by the corner test (one-way ANOVA followed by Dunnett’s test p < 0.05) (figure 2C). Functional 

recovery at the chronic stage was assessed using the adhesive test, which highlighted that 

HSm4131-treated animals showed a better sensorimotor recovery 5 weeks after ischemia. These 

animals removed the adhesive on the contralateral side faster than the vehicle animals (Student-t 

test p=0.06) (figure 2D).  

Therapeutic time window  

To evaluate the therapeutic time window, we administered the compound 1 h, 2.5 h or 6 h post-

MCAo (figure 1). We showed that HSm4131 (1.5 mg/kg) was effective in reducing infarction 

volume when administered at 1 h post-MCAo (figures 3A). Quantification of the lesion volume by 

MRI confirmed a significant 30% reduction of lesion volume at day 2 post-MCAo when HSm4131 

was administered 1 h after MCAo, while no significant effect was visible if HSm4131 was 

administered at 2.5 or 6 h after stroke induction (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test, 

p < 0.05) (figure 3A and 3B). At day 14 post-MCAo, in the HSm4131 (1.5 mg/kg)-treated groups, 
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the volume lesion was still reduced compared to the vehicle group (one-way ANOVA followed by 

Tukey HSD, p = 0.08) (figure 3A and 3C).  

These data indicate that the optimal time window which confers better neuroprotection was 1 h 

after ischemia. Thus, this time of administration was used for the following studies. 

Optimal dose of HSm4131  

In order to determine the optimal neuroprotective dose of HSm4131, we tested 3 doses of the 

compound, 0.5, 1.5, and 5 mg/kg (figure 1). Irrespective of the dose injected, HSm4131 induced a 

significant reduction of lesion volume when quantified 2 days after the induction of ischemia (one-

way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 4A, 4B). However, animals treated 

with 0.5 mg/kg of HSm4131 conferred a more significant neuroprotection with a reduction up to 

42% of the lesion volume at day 2 after MCAo compared to the vehicle group (one-way ANOVA 

followed by a Tukey HSD test p<0.001) (figure 4A). Interestingly, this neuroprotection was 

maintained at the chronic stage, i.e. 14 days after stroke (one-way ANOVA followed by Tukey 

HSD test p < 0.05) (figure 4B).  

The assessment of sensorimotor deficits using the neurological score demonstrated a greater 

recovery of animals treated with 0.5 mg/kg of HSm4131 at day 10 compared to days 2 and 4 (one-

way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05), whereas vehicle animals showed no 

significant improvement during the test period (figure 4D).  

This sensorimotor recovery persisted at least 5 weeks after ischemia in the animal group treated 

with 0.5 mg/kg of HSm4131. Treated animals detected the adhesive faster compared to the vehicle 

group (one-way ANOVA p = 0.07). More importantly, only animals treated with 0.5 mg/kg of 
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HSm4131 removed the adhesive on the contralateral side significantly faster than the control group 

(one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 4E). 

Collectively, these results demonstrate that HSm4131 administered at 1 h following stroke at the 

dose of 0.5 mg/kg confers the best neuroprotection and recovery. Therefore, this dose and timing 

were used for the following studies. 

HSm4131 does not alter physiological parameters 

Blood pressure, pH, paCO2, paO2, and body temperature did not show any significant variation 

following HSm4131 administration (Table 2). Moreover, no significant difference was found 

between the treated and the vehicle groups (two-way ANOVA p > 0.05) before and after HSm4131 

administration.  

HSm4131 -Tc99m penetrates the ipsilateral hemisphere 

Animals treated intravenously with HSm4131-Tc99m showed a significant increase of radioactivity 

in the ipsilateral hemisphere between 5 min and 1 h following MCAo (figure 5). Moreover, no 

significant difference was detected between 1 h and 3 h in the ipsilateral hemisphere. 

The radioactivity count was significantly higher in the ipsilateral hemisphere compared to the 

contralateral hemisphere 1 h following MCAo (two-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey 

HSD test p < 0.05) (figure 5). 

HSm4131 restores HS distribution  

HS distribution was analyzed 35 days after MCAo through the use of the HS marker, 10E4. In the 

ipsilateral hemisphere, along the ischemic boundary zone, the tissue displayed a higher cell 

density and a better matrix structure in animals treated with HSm4131 compared to vehicle 

animals (figure 6A). The specific staining of HS was confirmed by the use of a condition in 

which the brain slices were treated by a heparitinase (figure 6B).  
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HSm4131 improves brain plasticity 

HSm4131 enhances angiogenic factor gene expression 

The gene expression of the well-known angiogenic factors VEGF-A and Ang-2, also known as 

neurogenic factors (Marti et al., 2000, Li et al., 2017, Liu et al., 2009), was analyzed 14 days after 

MCAo. Both VEGF-A and Ang-2 gene expression increased in the ipsilateral hemisphere in 

animals treated with HSm4131 compared to those treated with saline (p < 0.05 Student-t test) 

(Figure 7). These results suggest that HSm4131 treatment favors post-ischemic brain plasticity 

such as angiogenesis and neurogenesis. 

HSm4131 enhances post-ischemic angiogenesis  

Post-ischemic angiogenesis was quantified 35 days after stroke by counting the RECA-1/Ki-67 

double positive cells in the peri-infarct regions (indicated by white arrowheads in figure 8) and 

expressed as the percentage of Ki-67 positive cells. The number of RECA-1/Ki-67 double positive 

cells was significantly higher in animals treated with HSm4131 compared to the vehicle group 

(Student-t test p<0.05) (figure 8). 

HSm4131 enhances post-ischemic neurogenesis  

Post-ischemic neurogenesis was quantified in the ipsilateral hemisphere 35 days after MCAo by 

quantifying the immature neuronal marker i.e. the DCX labelled area and by counting the mature 

neurons i.e. BrdU/NeuN double-positive cells. The DCX staining area in the sub-ventricular zone 

(SVZ) and around the lateral ventricle (LV) increased in animals treated with HSm4131 compared 

to the vehicle group (Student-t test p<0.05) (figure 9A). Similarly, the number of BrdU/NeuN 

double positive cells (indicated by white arrowheads in figure 9B) in the ipsilateral (ischemic) 
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hemisphere increased in animals treated with HSm4131 compared to control animals (Student-t 

test p < 0.05) (figure 9B). 

HSm4131 does not modify astroglial and immune reactions 

The astroglial and the immune reactions evaluated in the ipsilateral hemisphere by GFAP and 

CD68 immunostaining showed no significant difference between vehicle and treated animals at 35 

days post-MCAo (supplementary data S1 & S2).  
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Discussion 

In the present study, we have shown that a cellular matrix-based therapy using HSm4131 has a 

great long-lasting potential for neuroprotection. This was attested by improved functional recovery 

and brain plasticity (neurogenesis, angiogenesis). 

Intravenous administration of HSm4131, 1 h after brain ischemia, has shown the best effect with a 

significant reduction of the infarct volume 2 days after brain ischemia. More importantly, this effect 

was accompanied by an improved sensorimotor recovery, highlighting the clinical translational 

potential of HSm4131 treatment. 

The persistence of the dose response effect of HSm4131 has shown that administration of a dose 

of 0.5 mg/kg confers the best long lasting neuroprotective effect both at the acute (2 days) and the 

chronic (14 days) stages after brain ischemia compared to the vehicle group. These results 

underline the long lasting neuroprotective effects of HSm4131, which were accompanied with a 

significant functional recovery. These results are also in accordance with those of Hill et al., (2012) 

(Hill et al., 2012) showing that a treatment with an HSPG improves functional recovery in 

neurological scoring and cylinder test after a 1 h MCAo in the rat. The fewer benefits obtained with 

a higher dose of HSm4131 could be explained by the wash-out theory; HSm4131 in excess may 

carry out the HBGFs and may be eliminated by the blood circulation, resulting in a narrow bell 

shaped dose-dependent effect, as previously described for an analogue compound of HSm4131 that 

was used to stimulate muscle regeneration after total crushing (Meddahi et al., 2002).  

To elucidate the mechanism underlying HSm4131-induced neuroprotection, regeneration and 

functional recovery after ischemic stroke, we analyzed the biodistribution of HSm4131 in the 

affected hemisphere, and its actions on animals’ physiological parameters as well as on some 
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indices of brain plasticity, namely angiogenesis and neurogenesis. The neuroprotection elicited by 

HSm4131 does not seem to be produced by a modification of the physiological parameters 

following its intravenous administration. Moreover, the analysis of HSm4131-Tc99m 

biodistribution showed a significant and persistent penetration of the compound into the ipsilateral 

(ischemic) hemisphere following MCAo. These data clearly indicate that the compound is able to 

reach the lesion site. We then hypothesized that the beneficial effect of HSm4131 could also be 

explained by a direct interaction between the compound and the lesion tissue environment.  

To understand how HSm4131 provides beneficial effects after ischemic stroke, we first analyzed 

HS distribution. HS labeling showed improved matrix organization and higher cell density in the 

ischemic hemisphere when animals were treated with HSm4131. This result supports the precedent 

findings showing that HSm restores or protects the ECM, and protects growth factors leading to 

tissue regeneration and cell proliferation (Barritault et al., 2017).  

Since HSm have been shown to protect some well-known angiogenic and neurogenic factors such 

as VEGF (Rouet et al., 2005), we investigated the effects of HSm4131 on post-ischemic brain 

reactions including angiogenesis and neurogenesis. First, we showed that HSm4131 enhanced 

VEGF-A and Ang-2 gene expression 14 days after MCAo. These results support a beneficial effect 

of HSm4131 on post-ischemic brain plasticity, in particular cellular reactions such as angiogenesis 

and neurogenesis. Indeed, both VEGF-A and Ang-2 have been previously shown to enhance 

angiogenesis and neurogenesis (Marti et al., 2000, Li et al., 2017, Liu et al., 2009). Furthermore, 

and based on immunohistochemistry results, we showed that HSm4131 enhanced angiogenesis in 

the peri-infarct region. These results are in accordance with the study of Desgranges and colleagues 

(Desgranges et al., 1997) which reported that an analogue HS improves neovascularization. 

Similarly, Rouet and co-workers (Rouet et al., 2005) have showed that an HS mimetic analogue 
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modulates angiogenesis by interacting with VEGF. Therefore, one might speculate that 

HSm4131’s effects on post-ischemic angiogenesis may be mediated through the potentiation of 

VEGF in the ischemic brain hemisphere. 

Likewise, post-ischemic neurogenesis was found to be higher in the animal group treated with the 

HSm4131 compared to the control group. Neurogenesis after ischemic stroke has been largely 

reported (Lindvall et al., 2015, Wiltrout et al., 2007). However, the exact role of the ECM in this 

phenomenon is still not well known. HSPGs are thought to affect proliferation, differentiation and 

maintenance of the stem-cell niches (Bishop et al., 2007) which could explain the significant 

increase of immature and mature neuron generation in animals treated with HSm4131. Moreover, 

this effect may be achieved by the interaction of HSm4131 with FGF2 and/or VEGF, two well-

known growth factors involved in post-ischemic neurogenesis(Lanfranconi et al., 2011, Wang et 

al., 2007). Indeed, VEGF has a key role in post-stroke recovery since it has been shown to promote 

in vivo angiogenesis and neurogenesis following ischemic stroke (Marti et al., 2000).  

Since HSm4131 demonstrates a great neuroprotection and improvement of functional recovery at 

both the acute and chronic stages, we hypothesized that HSm4131 could also act on inflammation 

and gliosis after stroke. Immune and glial reactions were therefore evaluated by CD68 and GFAP 

staining, respectively. Regarding the inflammatory reaction, multiple reports focusing on innate 

immune inflammation have shown its role in tissue repair and remodeling during the chronic stage 

following stroke onset (Kim et al., 2014). Thus, suppressing inflammation and microglial 

activation stimulate the accumulation of new neurons in the injured striatum following ischemic 

stroke in adult rats (Hoehn et al., 2005). HSPGs and an HS mimetic analogue of HSm4131 in 

particular were shown to bind chemokines of the TGF- family (Barritault et al., 2017), which are 

known to play an important role as anti-inflammatory chemokines by suppressing macrophage 
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cytokine production (Zhang et al., 2007). However, other studies showed that inflammation could 

participate in the regeneration of the central nervous system by clearing cell debris and secreting 

multiple growth factors (Aurora et al., 2014). Our analysis focused on the CD68+ cell population 

and showed no significant difference between the HSm4131-treated and the vehicle-treated groups. 

Considering the complexity of the inflammatory reaction, HSm4131 could have specific effects on 

distinct cells (neutrophils, macrophages/microglia or leukocytes) or could even influence cell 

phenotype and behavior. Indeed, in a periodontitis model, an HS mimetic analogue of HSm4131 

has been shown to reduce inflammation by decreasing polymorphonuclear leukocyte migration to 

the lesion site (Escartin et al., 2003). Moreover, following stroke, brain tissue inflammation reaches 

its greatest level within the first 24 hours following brain ischemia (Shichita et al., 2012), while in 

our study we evaluated inflammation 35 days following stroke onset, which could have been too 

late to detect a difference in inflammation. Therefore, further investigation needs to be conducted 

at earlier time points after stroke onset.  

Regarding the glial reaction, quantification of GFAP staining showed no significant difference 

between HSm4131-treated and the vehicle-treated groups. Many studies have reported that gliosis 

decrease is associated with the reduction of the infarct size (Barreto et al., 2011). Despite this 

association, the exact role of astrocytes during stroke is still under major investigation. The role of 

the glial scar in the central nervous system after injury is still largely debated. Indeed, previous 

studies have shown that glial scars serve to prevent the overwhelming inflammatory response, limit 

cellular degeneration and prevent healthy tissue from uncontrolled tissue damage (Faulkner et al., 

2004, Bush et al., 1999). Accordingly, other studies have shown that after the attenuation of TGF-

1 and TGF- 2 using antibodies, glial scarring is reduced (Moon et al., 2001). In another study, 

FGF-2 showed to have a role in the induction of the glial scar by interacting with IFN- (Silver et 
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al., 2004). As HSPGs have been shown to bind and regulate FGF-2 and TGF- activity (Barbosa 

et al., 2005), we can hypothesize that HSm4131 protects growth factors in the injured tissue and 

promotes their activity.  

Conclusion 

This study explores for the first time, in a rat model, the potential of HSm4131 as a novel protective 

and regenerative therapy for ischemic stroke. HSm4131 shows a promising beneficial effect after 

stroke that is quite encouraging, given the current lack of treatment after the narrow therapeutic 

window of t-PA. HSm have proven their efficacy in tissue repair in many pathologies, including 

tendon injuries, ischemic muscles, periodontitis, inflammatory diseases, and bone defects 

(Barritault et al., 2017). More importantly, HSm have proven their regenerative effects in more 

than 20000 patients with chronic skin wounds and 5000 patients with corneal ulcers without any 

reported side effects (Barritault et al., 2017). The improvement of functional recovery and brain 

plasticity in the acute and chronic stages of stroke reveals HSm4131 as a promising treatment for 

ischemic stroke.  
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Figures 

 

 

 

Figure 1: Experimental protocols.  

Experimental protocols designed to evaluate: the therapeutic time window and the dose response of 

HSm4131, the brain plasticity induced by HSm4131; and the biodistribution of HSm4131-Tc
99m

 after 

MCAo. BrdU: Bromodeoxyuridine; IHC: Immunohistochemistry; MCAo: middle cerebral artery occlusion; 

MRI: magnetic resonance imaging; RQ: radioactivity quantification. 
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Figure 2: Effect of HSm4131 on lesion volume and functional recovery.  

(A) HSm4131-induced neuroprotective effects after MCAo (Vehicle n= 12, HSm4131 n= 7) at days 2 and 

14 post-MCAo (*Student-t test, p< 0.05). (B) Limb placing test (median ± IQR) (n= 8-10). * Week 2 

different from d2 in the HSm4131-treated group (one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD 

test p< 0.05). (C) Lateralization index (LI) evaluated in the corner test at day -3 and day +3 (mean ± SEM) 

(**one-way ANOVA followed by a post-hoc Dunnett’s test p< 0.01). (D) Assessment of motor coordination 

with the adhesive removal test at fifth week post-MCAo. The treated group removed the adhesive on the 

contralateral forepaw faster than the control group (mean ± SEM) (vehicle n=8, HSm4131 n=8) (Student-t 

test). 
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Figure 3: Therapeutic time window of HSm4131.  

(A) Representative MRI at day 2 and 14 post-MCAo. (B) Infarct volumes at day 2 and (C) day 14 (mean ± 

SEM) (vehicle n=21, 1 h n=15, 2.5 h n=10, and 6 h n=6). *Statistically different from other groups (one-

way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 0.05). 
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Figure 4: Dose response study of the HSm4131 effect after MCAo.  

(A) Representative MRI of the lesions at days 2 and 14 (n= 7-10) (B) Infarct volumes at day 2 (n=7-10) 

(Mean ± SEM). One-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test ** p< 0.01, * p< 0.05). (C) 

Infarct volumes at day 14 (n= 7-10) (Mean ± SEM) (*one-way ANOVA followed by post-hoc Tukey HSD 

test p< 0.05). (D) Evolution of the neurological score. The maximal score for normal responses is 28; (n= 

7-10). (Median ± IQR)  (*one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test p<0.05). (E) Adhesive 

removal test at the fifth week post MCAo. The times to detect (contact) and to remove (removal) the 

adhesive were measured in seconds for the contralateral side. (Mean ± SEM) (n= 7-10). *p<0.05, **p< 0.01 

statistically different from other groups (one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test).  
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Table 2: Assessment of the animals’ physiological parameters.   

Assessment of blood pressure, pH, CO2 pressure, O2 pressure, and body temperature before, during, and 

after MCAo (Mean ± SEM) (vehicle n=6, HSm4131 n=4). 

  

  

Pre MCAo 1 h MCAo Post MCAo 

Mean arterial pressure 
(mmHg) 

Vehicle 87 ± 6 81 ± 5 74 ± 4 
HSm4131 91 ± 4 81 ± 4 73 ± 2 

Heart rate 
(bpm) 

Vehicle 361 ± 21 366 ± 21 372± 19 
HSm4131 407 ± 9 405 ± 17 407 ± 21 

pH 
Vehicle 7.43 ± 0.04 7.40 ± 0.03 7.39 ± 0.04 

HSm4131 7.50 ± 0.03 7.44 ± 0.02 7.43 ± 0.01 
paCO2 
(mmHg) 

Vehicle 40.9 ± 3.0 42.9 ± 5.1 44.8 ± 6.3 
HSm4131 36.1 ± 1.9 42.2 ± 2.9 42.5 ± 2.8 

paO2 
(mmHg) 

Vehicle 151.8 ± 17.5 144.6 ± 17.5 135.3 ± 17.2 
HSm4131 149.8 ± 16.1 132.2 ± 10.6 120.0 ± 8.4 

Hct 
Vehicle 44.3 ± 0.7 44.42 ± 0.7 43.2 ± 0.8 

HSm4131 44.5 ± 0.3 43.5 ± 0.2 42.7 ± 0.5 
Temperature 

(C°) 
Vehicle 37.6 ± 0.1 38 ± 0.1 37.9 ± 0.1 

HSm4131 37.7 ± 0.1 37.9 ± 0.1 37.9 ± 0.1 
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Figure 5: HSm4131-Tc
99m

 biodistribution in ipsilateral and contralateral hemispheres.  

Percentage of Hsm4131-Tc
99m

 biodistribution radioactivity per gram of tissue in the ipsilateral and the 

contralateral hemispheres. Radioactivity of HSm4131 -Tc
99m

 in the brain tissue was quantified at different 

time points: 5 min (n=7), 1 h (n=8), and 3 h (n=6) after MCAo (Mean ± SEM). * 1h in the ipsilateral 

hemisphere different from 5min in the ipsilateral hemisphere, and from 1h in the contralateral hemisphere. 

(Two-way ANOVA (hemisphere p=0.06; time p=0.01; hemisphere * time p=0.04) followed by a post-hoc 

Tukey HSD test). 
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Figure 6: Post-ischemic HS distribution analysis. 

(A) Representative images of HS distribution in the ipsilateral hemisphere, in the vehicle and HSm4131- 

treated groups (vehicle n=9, HSm4131 n=6). (B) Representative slices illustrating the complete 

disappearance of the green staining following the treatment with a heparitinase 
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Figure 7: Effect of HSm4131 on gene expression of angiogenic factors. 

(A) VEGF-A and (B) Ang-2 gene expression at day 14 after MCAo in the ipsilateral hemisphere. Results 

are expressed as relative gene expression to the cyclophilin-A housekeeping gene (mean ± SEM) (Vehicle 

n=3, HSm4131 n=3) (*Student t-test p<0.05) 
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Figure 8: Analysis of post-ischemic angiogenesis. 

(A) Representative images of RECA-1+/Ki-67+ cells marked by white arrowheads and (B) the number of 

RECA-1
+
/Ki-67

+
 cells expressed as the percentage of Ki-67+ cells in the peri-infarct area (mean ± SEM). 

(Vehicle n=4, HSm4131 n=4). * Student-t test p<0.05. KC: Kystic cavity; IBZ: Infarct boundary zone. 
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Figure 9: Analysis of post-ischemic neurogenesis. 

(A) Representative images of DCX
+
 cells and corresponding area of DCX staining measured around the 

lateral ventricle expressed as a percentage of the ipsilateral hemisphere (mean ± SEM) (vehicle n=9, 

HSm4131 n=7). (B) Representative images of BrdU
+
/NeuN

+
 cells (indicated by white arrow heads) and the 

number of BrdU
+
/NeuN

+
 cells per mm

2
 in the ipsilateral hemisphere (mean ± SEM) (vehicle n=9, HSm4131 

n=6). * Student-t test p<0.05. KC: Kystic cavity; IBZ: Infarct boundary zone. 
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Supplementary Data 

 

     Gene Full Name  NM accession 

number 
Primers sequences 

 

 
Cyclophilin-A 

 
Nm_6014064 

 
F=5’ TACATGGTCGGGGTGTTGA 3’ 

  
Nm_6014065 

 
R=5’ CTAAGGCCAACCGTGAAAAG 3’ 
 

 

 
VEGF-A 

 
Nm_459576 

 
F=5’ CGTCTACCAGCGCAGCTATTG 3’ 
 

  
Nm_459677 

 
R=5’ GCACTCCAGGGCTTCATCATT 3’ 
 

 

 

Ang-2 
Nm_459669 F=5’ GCTGAACTGGGAAGGCA 3’ 

 Nm_459668 R=5’ CTGGTTGGCTGATGCTACTGATT 3’ 

 

Table 1: Primers sequencers used for RT-qPCR. 
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Figure S1: Immunohistochemistry study of the glial reaction.  

Representative images of GFAP labeled cells and the percentage of the ratio of GFAP staining to the 

ipsilateral hemisphere (mean ± SEM) (vehicle n=4. HSm4131 n=5). KC: Kystic cavity; IBZ: Infarct 

boundary zone. 
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Figure S2: Immunohistochemistry study of the inflammatory reaction.  

Representative images of CD68 labeled cells and the percentage of the ratio of CD68 staining to the 

ipsilateral hemisphere (mean ± SEM) (vehicle n=4, HSm4131 n=5). KC: Kystic cavity; IBZ: Infarct 

boundary zone. 
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4.1.2 Résultats complémentaires 

L’effet du RGTA sur la BHE après une ischémie cérébrale  

L’intégrité de la BHE a été étudiée en évaluant sa perméabilité par IRM après une injection d’un 

agent de contraste, le DOTAREM®, à différents temps : 1 h ; 3 h ; 24 h ; 48 h ; et 7 jours après 

l’ischémie cérébrale. À une heure et trois heures après l’ischémie cérébrale, aucun signal n’a été 

détecté dans l’hémisphère ipsilatéral dans le groupe contrôle et traité avec du RGTA. En accord 

avec l’étude de Garrigue et collègues (Garrigue et al., 2016), le signal IRM détecté à 24 h, 48 h, et 

7 jours après l’ischémie, montre une perméabilité significativement accrue chez les rats ischémiés 

24 h et 48 h post-ischémie. Cette augmentation de perméabilité est significativement réduite à 24 

et 48 h post-ischémie dans le groupe des animaux traités avec du RGTA (0.5 mg/kg, administré 1 

h après l’ischémie cérébrale) par rapport aux rats du groupe ischémié ayant reçu la solution contrôle 

(ANOVA suivie d’un test post-hoc HSD de Tukey p < 0.05) (Figure 48).    
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Figure 48 : Étude de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique (BHE) à différents temps 

après une ischémie cérébrale focale transitoire chez le rat (modèle OACM 1h). 

Évolution de la perméabilité de la BHE dans les régions d’intérêt étudiée par IRM : 1 h, 3 h, 24 h, 48 h, et 7 

jours après l’ischémie cérébrale (n= 4-5). * Contrôle vs RGTA à chaque temps, ANOVA suivie d’un test 

post-hoc de HSD de Tukey p < 0.05 
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4.1.3 Résultats et conclusions de l’étude 1 concernant l’effet du RGTA sur la neuroprotection et 

la régénération tissulaire après une ischémie cérébrale  

Au cours de cette étude nous avons démontré un effet neuroprotecteur durable du RGTA. Nous 

avons aussi pu déterminer la fenêtre thérapeutique (1 h après l’oCAM) et la dose (0,5 mg/kg) de 

RGTA offrant la neuroprotection optimale. Cette neuroprotection est accompagnée d’une 

récupération fonctionnelle persistante des animaux traités, au moins jusqu’à 54 jours après 

l’oACM.  

L’analyse des paramètres physiologiques jusqu’à 1 h après l’injection du RGTA, n’a montré 

aucune différence entre les animaux traités et contrôle. Ce résultat suggère que l’effet 

neuroprotecteur du RGTA ne passe pas par la modification de ces paramètres physiologiques. Par 

ailleurs, l’étude de la biodistribution cérébrale du RGTA réalisée à la suite d’une ischémie cérébrale 

par le marquage du RGTA au Tc99m a révélé que le composé pénètre l’hémisphère lésé atteignant 

un pic 1 h après son administration. L’effet neuroprotecteur de l’administration du RGTA pourrait 

ainsi passer par une interaction directe du composé avec le tissu ischémié. 

L’effet neuroprotecteur de l’administration du RGTA pourrait aussi passer par une réduction de la 

perméabilité de la BHE accrue par l’ischémie cérébrale. Concernant la perméabilité de la BHE, 

chez les animaux contrôle, l’altération de la BHE croit dès 24 h après l’ischémie cérébrale, 

atteignant un pic à 48 h. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Garrigue et collègues 

(2016) qui ont démontré une évolution similaire de l’ouverture de la BHE à 24 h, 48 h et 7 jours 

après une ischémie cérébrale, avec un maximum de perméabilité à 48 h (Garrigue et al. 2016).  

En effet, nos résultats montrent que l’augmentation de la perméabilité de la BHE induite par 

l’ischémie est moindre en présence d’une administration de RGTA en particulier 24 h et 48 h post-

occlusion. 
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Il a été montré que la membrane basale composée de collagène et de protéoglycanes est altérée 

après une ischémie cérébrale menant à une perméabilité accrue de la BHE (Baeten et al. 2011). 

D’autre part, le RGTA est connu pour protéger et restaurer la MEC (Barritault et al. 2017). On peut 

alors émettre l’hypothèse que le RGTA protège la BHE en protégeant l’intégrité de la lame de 

basale de cette dernière. Cependant, d’autres études restent à mener pour une meilleure  

compréhension des  mécanismes impliqués dans l’effet du RGTA sur la BHE.  

L’étude de la distribution des HS par IHC dans la région périlésionnelle, a révélé une meilleure 

structure matricielle dans l’hémisphère ipsilatéral des animaux traités au RGTA par rapport aux 

animaux contrôle. Le RGTA par sa fonction de remplacement des HS dégradés dans le site 

lésionnel a déjà montré son efficacité dans le remodelage et préservation de la structure matricielle 

dans différents modèles de lésion tissulaire (Barritault et al. 2017). 

L’analyse de l’expression génique au sein du l’hémisphère ipsilatéral, a montré une augmentation 

des facteurs angiogéniques et neurogéniques (VEGF-A et Ang-2) à 14 jours après l’oACM, chez 

les animaux traités au RGTA. De plus, l’analyse immunohistologique a montré que les animaux 

traités au RGTA présentent à 35 jours après l’ischémie cérébrale, une augmentation de 

l’angiogenèse dans la région péri-lésionnelle. Parallèlement, une augmentation de la genèse de 

neurones immatures a dans la ZSV et la ZSG, ainsi que des neurones matures dans l’hémisphère 

ipsilatéral.  

L’étude de la réaction inflammatoire et gliale n’a montré aucun effet du RGTA. Il est a noter que 

ces analyses ont été effectuées 35 jours après l’ischémie cérébrale. Or, le pic de la réaction 

inflammatoire a lieu lors des premiers jours suivant l’ischémie (J. Huang et al. 2006; Jin et al. 

2010). Des études complémentaires pourraient être effectuées pour étudier l’inflammation à des 

temps plus précoces, ou en ciblant des populations cellulaires précises. En effet, dans un modèle 
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de parodontite, le RGTA a réduit l’inflammation tissulaire en diminuant la migration des 

granulocytes dans le site lésionnel.   

Par ailleurs, des études ont montré que la réaction inflammatoire à la phase chronique de l’AVC 

participe à la plasticité cérébrale (Jin et al. 2010). Ainsi, l’inflammation observée par le marquage 

des cellules CD68+ à 35 jours après l’ischémie pourrait participer à la plasticité cérébrale. 

Concernant la réaction gliale, son rôle lors dans l’ischémie cérébrale n’est pas clairement établi. 

En effet, des études ont montré que la réaction gliale était délétère pour la plasticité cérébrale, 

empêchant la repousse axonale (Sofroniew 2009). Cependant, la cicatrice gliale protège le tissu 

sain contre l’extension de la lésion, la réaction inflammatoire, et prévient la dégénérescence 

cellulaire. 

En conclusion, cette étude réalisée sur un modèle d’ischémie cérébrale focale transitoire chez le rat 

montre que le RGTA administré au moment de la reperfusion et à une dose de 0,5 mg/kg offre une 

neuroprotection optimale et persistante du tissu cérébrale parallèlement à une augmentation des 

processus de  plasticité cérébrale que sont l’angiogenèse et la neurogenèse. De façon importante, 

ces effets s’accompagnent d’une meilleure récupération fonctionnelle et durable des animaux ayant 

subi une ischémie cérébrale.
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4.2 Étude 2 : Effet du RGTA combiné aux cellules souches mésenchymateuses sur la 

neuroprotection et la régénération tissulaire après une ischémie cérébrale chez des 

rats normotendus et hypertendus 

Devant la fenêtre thérapeutique limitée du rt-PA et l’échec des nombreuses thérapies 

pharmacologiques visant la neuroprotection après l’AVC, les recherches se sont penchées sur le 

développement de thérapies cellulaires utilisant notamment les CSMs. Les thérapies cellulaires à 

base de CSMs, ont montré des résultats prometteurs dans la neuroprotection in vivo à la suite d’une 

ischémie cérébrale. La majorité des études s’accorde à dire que ce résultat passerait essentiellement 

par la sécrétion de divers facteurs trophiques par les cellules transplantées (H. J. Kim et al. 2017) 

Plusieurs études cliniques ont montré des résultats encourageants avec l’absence de toxicité et de 

tumorigénicité des CSMs (Bang et al. 2005).  

Cependant, de nombreuses études restent à mener pour optimiser l’effet des CSMs en déterminant 

la voie d’administration optimale des cellules, en augmentant leur survie et leur ancrage tissulaire. 

Cet ancrage cellulaire est permis par la MEC. Elle représente l’échafaudage tissulaire, permettant 

la communication cellulaire et l’homéostasie tissulaire (Barritault et al. 2017). À la suite d’une 

lésion, induite par une ischémie cérébrale par exemple, la MEC est détruite et sa reconstruction 

peut-être altérée empêchant la réparation tissulaire endogène (Hill et al. 2012).  En effet, 

l’activation de l’héparanase est maintenue jusqu’au 14ème jour après l’ischémie cérébrale 

(Takahashi et al. 2007; J. Li et al. 2012). Or, cette dernière dégrade les HS nécessaires à la 

réparation tissulaire et de la plasticité cérébrale (Hill et al. 2012). 

Dans l’étude précédente, nous avons démontré que le RGTA favorise une meilleure organisation 

matricielle à la suite d’une ischémie cérébrale. In vitro, le RGTA augmente la survie, la 

prolifération et la migration des CSMs (Frescaline et al. 2012). De plus, le RGTA lie, stocke et 
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protège plusieurs facteurs de croissance connus pour leurs effets sur la réparation tissulaire, tels le 

VEGF, le FGF-2 qui sont notamment connus pour être secrétés par les CSMs (Drago et al. 2013).  

Dans cette étude, nous avons émis l’hypothèse qu’une administration de RGTA pourrait 

potentialiser l’effet bénéfique des CSMs à la suite d’une ischémie cérébrale et ce, même en 

présence du facteur de risque et aggravant majeur de l’AVC, qu’est l’hypertension artérielle 

chronique (figure 49).  

Pour cela nous avons évalué les points suivants :  

- L’effet de l’association du RGTA, administré (i.v.) au moment de la reperfusion, et des 

CSMs administrées par voie intracérébrale 24 h après, sur la neuroprotection et la 

récupération fonctionnelle après ischémie cérébrale.  

- L’optimisation de l’effet de la thérapie combinée en associant du RGTA (i.v.), et des CSMs 

co-administrées en intraveineux avec du RGTA 24 h après, sur la neuroprotection et la 

récupération fonctionnelle après ischémie cérébrale.  

- L’effet de la combinaison optimale (RGTA + CSM) sur la neuroprotection et la 

récupération fonctionnelle à la suite d’une ischémie cérébrale chez des rats hypertendus 

(SHR). 

- L’effet du RGTA sur l’expression du facteur SDF-1, facteur chimiotattractant largement 

reconnu pour attirer les CSMs (Drago et al. 2013). 
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Figure 49 : Protocole de l’étude 2 : Effet du RGTA associé aux CSMs sur la neuroprotection et la 

récupération fonctionnelle après une ischémie cérébrale. 

IRM : imagerie par résonnance magnétique, CSMs : cellules souches mésenchymateuses, RGTA : 

ReGenraTing Agent, IHC : immunohistologie 
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4.2.1 Article de l’étude 2 concernant l’effet du RGTA combiné aux CSMs sur la 

neurorprotection, et la récupération fonctionnelle suite à une ischémie cérébrale. 
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Introduction 

Stroke is one of the most devastating neurological disease with 56 million of deaths occurring per 

year worldwide (Mukherjee et al., 2011). Aside from thrombolysis with rt-PA, there are no 

available pharmacological treatments for ischemic stroke. Due to its narrow therapeutic window 

(< 4.5 hours), and several side effects and contraindications, only 5% of the patients are treated 

with rt-PA (Demaerschalk et al., 2016). It is therefore of a high necessity to develop new treatments 

for ischemic stroke. 

The extracellular matrix (ECM) is a complex macromolecules network supporting the surrounding 

cells, among which are heparan sulfates proteoglycans (HSPGs). HSPGs are known to be involved 

in tissue homeostasis, the regulation of cell communications in stem cells niches including MSCs’ 

niches (Papy-Garcia et al., 2017).  

The ECM degradation following ischemic stroke, leads to HSPGs degradation, preventing the 

tissue repair and functional recovery. HSPGs are composed of heparan sulfates (HS) i.e 

disaccharides polymers chains linked to a core protein. To promote the ECM regeneration after a 

tissue lesion, an HS mimetic (HSm) was designed, named RGTA (ReGeneraTive Agent)-4131 

(HSm4131). RGTA are synthetic polymers of disaccharides that act as the endogenous HS. Indeed, 

just like endogenous HS, RGTA have been proven to bind ECM’s proteins, and several growth 

factors serving as a reservoir and protecting them from proteolysis. Moreover, RGTA are resistant 

to proteases degradation. Thereby in lesioned tissue, RGTA can restore the ECM architecture, and 

tissue homeostasis by protecting and regulating the bioavailabity of heparin binding growth factors 

(HBGF). Such growth factors (VEGF, TGF-, FGF-2…) are known to be secreted by mesenchymal 

stem cells (MSCs) (Vizoso et al., 2017).  
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MSCs are multipotent cells found in nearly all tissues (Hass et al., 2011). These cells are under 

investigation for their neuroprotection and regeneration potential in ischemic stroke at both 

preclinical (Zinkova et al., 2007; Kim et al., 2017) and clinical trials (Bang 2016). MSCs secrete 

neuroprotective factors that play a key role in immunodulation, and brain plasticity after ischemic 

stroke (Drago et al., 2013). However in a disease such as ischemic stroke, the tissue is in a great 

inflammatory state where the ECM is degraded which could reduce the MSCs survival and 

therefore their neuroprotective and/or regenerative potential. Indeed, it has been shown that MSCs 

survival is limited in the lesioned tissue due to the loss of cell adhesion and the inflammatory 

environment (Lee et al., 2015). Since HSm has been shown to restore ECM architecture by 

increasing the bioavailability of growth factors, and MSCs have shown their regenerative potential 

after stroke mainly by secreting neuroprotective, neurotrophic and regenerative growth factors 

(Chen et al., 2001) , we hypothesized that HSm4131 could potentiate the beneficial MSCs effects 

on brain tissue and animals functional recovery after stroke.  

The aim of this study was first to investigate whether the HSm4131 could potentiate MSCs effects 

on neuroprotection and functional recovery in a preclinical model of transient ischemic stroke in 

normotensive rats. HSm4131 was administered at the time of the reperfusion (1 h after the 

occlusion), i.e. during the potential therapeutical neuroprotective window and MSCs were 

administered (intracerebrally (i.c.) or intravenously (i.v.)) 24 h after stroke with or without a second 

administration of HSm4131. To perceive a potentiated effect, we deliberately used a sub-efficient 

dose of HSm4131 (1.5 mg/kg, i.v.) previously described by our group to have acute (at day 2 post-

ischemia) neuroprotective effects with no sustain effect at day 14 and on functional recovery 

compared to other doses (Khelif et al 2018). Then our goal was to investigate whether the 

HSm4131-MSCs co-administration could also have beneficial effects in an ischemic stroke model 
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that include the major risk factor of stroke, i.e. chronic arterial hypertension (CAH) (Lackland et 

al., 2015). Moreover CAH is an aggravating risk factor, since patients with hypertension have a 

greater ischemic lesions (Kumar 2016), effects also observed at the preclinical levels (Letourneur 

et al., 2011).  
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Material and methods 

Animals 

All experimental procedures were approved by the Regional Committee on animal ethics 

(CENOMEXA 1211-03 and APAFiS#4410), and were performed at the CYCERON platform 

(Caen, France, agreement number: FA- 118-001) on 300-350g weighing male Sprague Dawley 

(SD) rats (CERJ, France) or male spontaneous hypertensive rats (SHR) (CURB, France). All 

experiments and data analysis were performed in a blind and randomized manner according to 

ARRIVE guidelines.  

Induction of brain ischemia 

During the surgical procedure, animals’ temperature was measured and maintained at 37°C by a 

rectal probe. Anesthesia was maintained with isoflurane (2-2.5%) in a mixture of 30% of O2 and 

70% of N2O.  

Transient cerebral ischemia was induced by intraluminal occlusion of the middle cerebral artery 

(MCAo) (Chuquet et al., 2002, Quittet et al., 2015). Briefly, a nylon filament (0.18 mm diameter) 

with a distal cylinder (0.39 mm diameter x 3 mm length) (Doccol, Sharon, MA, USA) was 

introduced into the lumen of the right external carotid, advanced through the internal carotid, and 

gently pushed up to the origin of the middle cerebral artery (MCA). One hour following the 

occlusion, rats were reanesthetized and the filament was withdrawn to allow reperfusion. A 20 

µg/kg analgesic buprenorphine treatment (buprecare 0.3 mg/ml, s.c.) associated with rehydratation 

(8 ml of saline i.p), was delivered every day for three day after the surgical procedure.  



                                                                                                                                Résultats - Étude 2  

166 

HSm4131 administration 

HSm4131 was obtained from OTR3 (OTR3 S.A.S., Paris, France). In all studies HSm4131 was 

administered intravenously (i.v.) at a dose of 1.5 mg/kg. The control group received physiological 

serum (300 µl, i.v.) (figure 1).  

Cell culture and administration 

MSCs were extracted and cultured from bone marrow of SD male rats, after their euthanasia under 

deep anesthesia. The femoral and tibial bone marrow was extracted and cultured during the first 

24-48h in a 20% fetal calf serum (FCS) supplemented-alpha medium modification of Eagle’s 

minimal essential medium (αMEM) and complemented with 2 mM of glutamine and 1% of 

penicillin/streptomycine. The culture medium was then replaced by a complemented medium 

supplemented with 10 % of FCS. MCSs were incubated at 37 °C in 5% CO2. After 3 passages, 

cells were trypsinized and counted, and conditioned in a tampon phosphate saline (PBS) 

complemented with 2 mM glutamine.  

In the experiment where MSCs were administered by an intracerebral (i.c.) route, 3 µl containing 

3.105 cells were infused into the striatum over 5 minutes via a dental needle (30G) connected to a 

Hamilton syringe. Four groups were performed: vehicle/vehicle, HSm4131 (i.v.)/vehicle, 

vehicle/MSCs (i.c.), and HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.c.) (figure 1). 

When MSCs were infused intravenously (i.v.), 300 µl containing 3.106 cells were administered 

through the tail vein, alone or combined with HSm4131 (i.v). Six groups were performed: 

vehicle/vehicle, HSm4131 (i.v.)/vehicle, HSm4131 (i.v.)/vehicle + HSm4131 (i.v.), vehicle/MSCs 

(i.v.), HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.v.), and HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.v.) + HSm4131 (i.v.) (figure 1). 
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Quantification of brain damage with MRI 

Two and fourteen days after ischemia induction, animals were anaesthetized as described before, 

and underwent magnetic resonance imaging (MRI) examinations (7T, PharmaScan®, Bruker 

BioSpin, Ettlingen, Germany at the CYCERON imaging platform, Caen, France). After a scout 

view, T2w imaging was performed with a rapid acquisition with refocused echoes (RARE) 

sequence (RARE factor of 8; TR/TE = 5000/16.25 ms; number of experiments (NEX) = 2; 20 

contiguous slices of 0.75 mm; acquisition time = 4 min; nominal resolution = 0.15 x 0.15 x 0.75 

mm3). All MRI images were analyzed with ImageJ® software (Wayne Rasband, NIMH, Maryland, 

USA). The lesion was manually delineated on MR images and the volume of infarction was 

corrected for edema as described by Gerriets and colleagues (Guerrites et al., 2004). 

Behavioral tests  

Limb placing test 

The limb placing test was performed as described by De Ryck and colleagues (De Ryck et al 1989). 

A score of 0 (major deficit), 1 (minor deficit) or 2 (no deficit) was applied for each item. A healthy 

rat obtains a maximal score of 24 (Freret et al., 2006) 

Corner test  

To evaluate the sensorimotor and postural asymmetries, the corner test was performed as described 

by Schallert and collaborators (Schallert et al., 1989).The rearing and reversing in either of the 

directions (ipsilateral or contralateral to the ischemic lesion) after the corner exploration were 

noted. Each rat was submitted to 10 trials with a 2 min minimum inter-trial interval. The index of 

lateralization (LI) was calculated according to Haelewyn and collaborators (Haelewyn et al., 2007) 
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Cylinder or limb-use asymmetry test 

The forelimb use asymmetry were assessed according to (Schallert et al., 2002). The use of the 

ipsilateral, contralateral or bilateral forelimbs to explore the cylinder by rearing was noted 20 times 

(Schallert et al., 2002). 

Adhesive removal test  

According to Bouet and collaborators (Bouet et al 2009), the adhesive removal test was performed 

to assess somatosensory deficits, asymmetries and motor coordination. Animals were placed in a 

transparent Plexiglass box (20×25×32 cm) after a habituation period of 60 s; two adhesive tapes 

(1×1 cm) were randomly applied with equal pressure on each forepaw. The time spent to remove 

the adhesive was measured (maximum: 120 s). 

Reverse transcription and real-time quantitative PCR 

Using RNeasy Micro Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) total RNA of cells or tissues were 

extracted and purified. RNA concentration was measured with the NanoDrop™ 2000 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) and reverse transcribed into complementary 

DNA (cDNA) with AMV ® reverse transcriptase (Promega). PCR amplification and analysis were 

achieved using the Applied Biosystems QuantStudio™ 6 & 7 Flex Real-Time PCR System 

(Thermofisher scientific, USA). Amplification reactions were performed using Takyon™ Low Rox 

SYBR® MasterMix dTTP Blue (Eurogentec, Belgium) with primers designed by Eurogentec 

(Table 1, supplementary data). Cyclophin-A was used as an endogenous RNA control 

(housekeeping gene) in the samples. Primer sequences related to vascular endothelial growth 

factor-A (VEGF-A), angiopoetin-2 (Ang-2), and the SDF-1 were purchased from Eurogentec, 

Belgium. The expression level was calculated using the comparative Ct method (2−ΔΔCt) after 

normalization to the housekeeping gene (Cyclophilin-A). Each sample were run in triplicate with 
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the following amplification sequences: an activation stage at 95°C for 3 min following by 40 cycles 

at 95°C, 3 s and 60°C, 30 s. Results were represented as the mean values. 

Statistical analyses  

Data were analyzed using a two-tailed Student t test or an analysis of variance (one or two-way 

ANOVA) followed by a Tukey HSD test or a Dunnett’s test (JMP® program, SAS Institute, Cary, 

NC, USA) when appropriate. Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM) or 

median ± interquartile range (IQR). In all analyses, statistical significance was set at the p-value < 

0.05. 
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Results 

The association of HSm4131 with MSCs offers a sustained neuroprotection after stroke 

Association of intravenous administration of HSm4131 with intracerebral administration of 

MSCs  

Intravenous administration of HSm4131 alone or combined with an intracerebral administration of 

MSCs resulted in a significant reduction of lesion volumes 39% and 42%, respectively, compared 

to vehicle group, 2 days after cerebral ischemia (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p 

< 0.05) (figure 2A, 2B). Fourteen days after the induction of stroke, a significant reduction in lesion 

volume was detected in both groups: vehicle/MSCs (i.c.) and HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.c.). 

Interestingly, the neuroprotection observed 2 days after MCAo in the HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.c.) 

group, remained 14 days after cerebral ischemia (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test 

p < 0.05) (figure 2A, 2C).  

To assess functional recovery, sensorimotor deficits were evaluated with limb placing, the corner 

and the adhesive removal tests. The limb placing were performed during 11 days following cerebral 

ischemia where only the HSm4131 (i.v.)/MSCs (i.c.) group showed a better functional recovery 

over the test period compared to control animals (Two way ANOVA: group effect p=0.007; time 

effect p< 0.0001; time * group effect p=0.997; followed by HSD of Tukey p < 0.05) (figure 3A).  

The group of animals treated with HSm4131/MSCs showed no lateralization in the corner test, 3 

days following ischemic stroke compared to the measured baseline 3 days before ischemia 

induction (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 3B). In the adhesive 

removal test, while no statistically significant difference was detected between the vehicle group 
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and treated animals, these lasts demonstrated a better motor coordination by removing the adhesive 

faster (supplementary data 1). 

These data indicate that a co-administration of HSm4131 with MSCs offers a long lasting 

neuroprotection, and better functional sensorimotor recovery compared to vehicle animals or 

treatments alone. 

Association of intravenous administration of HSm4131 with intravenous administration of 

MSCs 

HSm4131 was administered intravenously 1 h after MCAo, MSCs were administered 

intravenously 24 h following MCAo, in association or not with a supplemental 

intravenousHSm4131 administration (figure 1). 

HSm4131 alone, either administrated at 1 h after MCAo or at 1 h and 24 h after MCAo did not 

confer a significant reduction in ischemic lesion size (figure 4A, 4B).  

Fourteen days after cerebral ischemia, all groups treated with MSCs demonstrated a reduction in 

the ischemic lesion volume compared to the vehicle group (one-way ANOVA followed by Tukey 

HSD test p < 0.05) (figure 4A, 4C). 

However, only the HSm4131/MSCs+HSm4131 group demonstrated a robust early neuroprotection 

with an infarct volume reduction of 58% compared to the vehicle group (one-way ANOVA 

followed by Tukey HSD test p < 0.05) at both day 2 after cerebral ischemia. This neuroprotection 

was maintained 14 days after MCAo, with a reduction of the infarct volume up to 48% compared 

to the vehicle group (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 4A, 4B, 4C).  

Animals’ sensorimotor deficits were assessed using the corner, cylinder and adhesive removal tests. 

All groups treated with MSCs demonstrated a prevention of animals’ lateralization in the corner 
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test, since there were no difference in their lateralization index before and after cerebral ischemia. 

Vehicle and HSm4131 treated animals (1 h ± 24 h after MCAo) did show a significant increase in 

the lateralization index after MCAo, compared to their baseline score obtained before ischemia 

induction (One way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 0.05) (figure 5A).   

The use of the contralateral forepaw was assessed by the cylinder test during 6 weeks after MCAo. 

The overall percentage of contralateral forelimb use during the test period was significantly higher 

only in the HSm4131/ MSCs+HSm4131 group compared to vehicle animals compared to the 

vehicle group (Two way ANOVA: group effect p = 0.0091; time effect p < 0.0001; time * group 

effect p = 0.2798; followed by HSD of Tukey p < 0.05) (supplementary data 2, figure 5B).  

Finally, in the adhesive removal test no significant difference were measured in the time to remove 

the adhesive from the contralateral forepaw, before and after MCAo, in the 

HSm4131/MSCs+vehicle and HSm4131/MSCs+HSm4131 treated groups, demonstrating a 

preserved sensorimotor abilities in these animals (supplementary data 3, figure 5C). 

While in the vehicle and other treated animals, the time to remove the adhesive significantly 

increased after MCAo induction test period (one-way ANOVA followed by Tukey HSD test p < 

0.05) (supplementary data 3, figure 5C). 

Altogether these results highlight the great potentiation of MSCs-induced effects by HSm4131 co-

administration. The HSm4131/MSCs+HSm4131 group demonstrated the best long lasting 

neuroprotection, and the best functional recovery in multiple sensorimotor tests. Thus, the 

HSm4131/MSCs association was used in the following studies.  
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The association of HSm4131 with MSCs is also neuroprotective in hypertensive animals 

To analyze if the beneficial actions of the combined MSCs+HSm4131 treatments is sustained even 

in presence of CAH, the effects of HSm4131, administered alone or in association with MSCs were 

evaluated in hypertensive animals (figure 1).  

Mean arterial blood pressure values in hypertensive and normotensive rats were 200 ± 5 mmHg 

and 120 ± 8 mmHg, respectively (supplementary data 5).  

MR images did not show any neuroprotection of the single administration of HSm4131 compared 

to the vehicle group (figure 6A, 6B, 6C). However, the hypertensive animals treated by HSm and 

MSCs (HSm4131/ MSCs+HSm4131 group) demonstrated a persistent reduction in the lesion 

volume of 19% and 18% at 2 and 14 days after cerebral ischemia, respectively, compared to the 

vehicle group (Student t test p < 0.05) (figure 6D, 6E, 6F). 

Sensorimotor deficits were assessed after cerebral ischemia by the corner, the cylinder and the 

adhesive removal tests. 

Hypertensive rats treated only with HSm4131 did not show an increase of the contralateral forepaw 

use in the cylinder test (figure 7A). In contrary, treated animals with the HSm4131 and MSCs 

displayed a higher rate of the contralateral forepaw use in the cylinder compared the vehicle group 

over the test period (Two way ANOVA group effect p = 0.0241; time effect p < 0.2235; time * 

group effect p =0.8356) (figure 7B).  

The lateralization of the animals, assessed by the corner test, was significantly increased in control 

animal after cerebral ischemia compared to the baseline measure before MCAo induction (figure 

7C, 7D). Interstingly, the lateralization reduced in rats treated with HSm4131 administered alone 

or in association with MSCs (HSm4131/ MSCs+HSm4131) (figure 7C, 7D). 
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Neither HSm4131 nor HSm4131/ MSCs+HSm4131 treated animals’ demonstrated an 

improvement in motor coordination in the adhesive removal test (supplementary data 4A, 4B).  

HSm4131 enhances post-ischemic growth factors expression 

Cell therapy using an intravenous administration of MSCs is limited by the poor cell survival, and 

cell migration to the lesion site (Brenneman et al., 2010). 

As observed in our previous study (Khelif et al., 2018), both Ang-2 and VEGF-A; growth factors 

have been shown to potentiate MSCs effects (Kim et al., 2014; Tang et al.,2014); gene expression 

was enhanced in the ipsilateral hemisphere of animals treated with HSm4131 compared to vehicle-

treated group.  The gene expression of SDF-1, known to enhance cell migration (Liu et al., 2011), 

was also investigated at 14 days after MCAo. HSm4131 increased (2.5 fold) the SDF-1 gene 

expression in the ipsilateral hemisphere 14 days after cerebral ischemia compared to the vehicle 

group (figure 8). 
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Discussion 

In the present study, we have shown that a systemic (i.v.) administration of the heparan sulfate 

mimetic HSm4131, potentiates the beneficial effects of a MSCs treatment in an ischemic stroke 

model in rats. This effect was retrieved whenever the administration route of MSCs (i.c.) or (i.v.) 

at both acute (day 2) and chronic (day 14) stage on neuroprotection and functional recovery (until 

at least 42 days). Moreover, the co-administration (i.v.) of MSCs with HSm4131 results in a better 

neuroprotection and functional recovery not only in normotensive but also in hypertensive animals. 

Finally, the HSm4131 increases the expression of neurogenic, angiogenic, and cell migration 

factors.  

HSm have proven their efficacy in the healing of many tissue lesions, including myocardial and 

brain tissue ischemia-induced lesions (Barritault et al., 2017, Khelif et al., 2018). In a precedent 

study (Khelif et al, 2018), we have shown that i.v. administration HSm4131 (1.5 mg/kg) 1 h after 

cerebral ischemia (i.e. concomitantly with the reperfusion) induced an acute neuroprotection after 

cerebral ischemia. In this same study, we have shown that HSm4131 induced a long lasting 

neuroprotection and functional recovery at a dose of 0.5 mg/kg (i.v.). However, in the present study 

and to highlight the potential MSCs’ potentiation effect with HSm4131, we have used the 1.5 

mg/kg dose of HSm4131 which was shown to be a sub-efficient dose on neuroprotection and 

functional recovery (Khelif et al., 2018).  

HSm are thought to favor tissue repair by the reconstruction of the degraded ECM, the binding, the 

protection, and the potentiation of multiple growth factors (Barritault et al., 2017). On the other 

hand many studies have shown the potential of MSCs to protect the brain tissue against ischemic 

lesion, inflammation, cell death, and to improve tissue healing and (Drago et al., 2013; Péron et 

al., 2015; Stonesifer et al., 2017). MSCs protection and repair mechanisms involve the secretion 



                                                                                                                                Résultats - Étude 2  

176 

of neurotrophic factors, the promotion of angiogenesis, neurogenesis, synaptic plasticity, the 

modulation of immune response, and even cell replacement by their differentiation in neurons 

(Sammali et al., 2017; Zhang et al., 2017). Despite many studies on the MSCs’ neuroprotective 

and regenerative roles in ischemic stroke, both in animals and humans, many controversy points 

have not been elucidated yet, such as the optimal time and route for the MSCs administration as 

well as their poor survival in a hostile microenvironment such as that of brain after stroke.  

In our study, MSCs have been administered 24 h after ischemic stroke induction. This time window 

has been proven to be efficient in reducing ischemic infarct volume and sensorimotor deficits after 

cerebral ischemia in rodents in many preclinical studies (de Vasconcelos dos Santos et al., 2010; 

Komatsu et al., 2010; Lee et al., 2015; Toyoshima et al., 2015). MSCs also displayed angiogenesis, 

cell migration to the infarcted cortex and upregulation of trophic factors secretion such as SDF-1 

and bFGF (Drago et al., 2013). Regarding the delivery route of MSCs, we showed in the present 

study, that both i.c. and i.v. MSCs administrations, and more specifically with the associated 

administration of HSm4131 resulted in a long lasting neuroprotection and functional recovery. 

These results are in accordance with those obtained by Zhang and collaborators (Zhang et al., 

2018). Indeed, in Zhang’s study, MSCs were administered by an i.v, i.c or intra-arterial route. 

Results showed that irrespective of delivery route, MSCs induced functional recovery and 

increased brain plasticity after a transient focal cerebral ischemia (Zhang et al., 2018). 

Even if the optimal time and delivery route of MSCs are still under investigation, many preclinical 

studies have shown their neuroprotective effect (Kim et al., 2017). However, MSCs 

neuroprotective potential can be expanded. Indeed, in this study we have shown that HSm4131 

associated to MSCs results in a better neuroprotection and functional recovery. It could be 

explained, in part at least, by an increase of MSCs’ proliferation and/or survival induced by 
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HSm4131. In 2012, Frescaline and collaborators (Frescaline et al., 2012), have shown, in vitro, 

that an HSm analogue of the HSm4131, can enhance the proliferation, migration and the 

differentiation of MSCs. In another study, Zhong and collaborators (Zhong et al., 2010), have co-

transplanted (i.c.) progenitor neural cells with an ECM based biopolymer hydrogel crosslinked 

with heparin sulfate, in a model of photothrombotic stroke model. Their results have shown that 

the HS crosslinked biopolymer promoted the survival of neural stem cells in vitro and in vivo 

following stroke induction (Zhong et al., 2010).  

In this study, we have also shown that the combination of HSm4131 with MSCs protects the brain 

against cerebral ischemia in hypertensive rats. Albeit the combination of HSm4131 and MSCs 

reduced the infarct volume in hypertensive rats, the neuroprotection in normotensive rats was 

greater. This result could be explained by the smaller volume of penumbra following ischemic 

stroke in hypertensive rats compared to normotensive rats, since penumbra is the target of 

neuroprotection treatments (Letourneur et al., 2011). Few studies take into account stroke risk 

factors, particularly CAH which is an aggravating risk factor increasing the infarct volume (Kumar 

2016). Similar Results have been obtained by Relton and collaborators, who studied the effect of a 

neuroprotective treatment, the TA-2, in normotensive and hypertensive rats after stroke (Relton et 

al., 2001). These lasts have shown that after MCAo TA-2 reduced the infarct volume by 56 % and 

35 % in normotensive and hypertensive rats respectively. 

The higher benefits; in brain tissue neuroprotection, and functional recovery; obtained by the co-

administration of HSm4131 with MSCs could be explained by an increased MSCs survival. Indeed, 

it has been described that after MSCs administration, 90% of the cells die within the first hours due 

to ischemia and apoptosis (Liu et al., 2011). Since, HSm have been shown to enhance cell survival 

up to 80% under cell stress conditions (Alexakis et al., 2004), the co-administration of HSm4131 
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with MSCs’ could increase cell survival, thereby increasing their homing to the lesion site, and 

their neuroprotection effect. 

We also investigated the HSm4131 effect on the gene expression of growth factors known to be 

chemoattractant, neurotrophic, angiogenic and/or neurogenic. As already described in a previous 

work (khelif et al., 2018) VEGF-A and Ang-2 gene expression increased in the ipsilateral 

hemisphere following HSm4131 administration after cerebral ischemia. Moreover, we showed 

here that SDF-1 gene expression, well known to be involved in cell homing (Liu et al., 2011) is 

also increased following HSm4131 administration after ischemic stroke induction cerebral 

ischemia. 

Interestingly, SDF-1 binding to its receptor CXCR4, activates signaling pathways involved in MSC 

survival, migration and cytokine secretion (Liu et al., 2011). Indeed, in a model of ischemic stroke 

in rodents, SDF-1 increases MSCs homing following their administration (i.v.) (Lee et al., 2015). 

The MSCs migration process is partly dependent on MSCs survival, which was also increased by 

SDF-1/CXCR-4 signaling after ischemic stroke through the Akt/Erk pro-survival signaling 

pathway and the up-regulation of Bcl-2 anti-apoptotic factor. Finally, SDF-1 stimulates the VEGF 

production and secretion participating in the previously VEGF’s positive feedback loop (Liu et al., 

2011). 

Using a rat model of cerebral ischemia, this study explores the potential of the HSm4131 and MSCs 

co-administration as a novel therapy for ischemic stroke. In a previous study, HSm4131 

demonstrated a neuroprotective and regenerative effect accompanied by functional recovery, in rat 

stroke model (Khelif et al., 2018). MSCs have been widely used in several studies demonstrating 

their neuroprotective potential in preclinical models of ischemic stroke. Moreover, MSCs car be 
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potentiated by combining them with growth factors (Esneault et al., 2008) or biomolecules 

functionalized with growth factors (Quittet et al., 2015).  

Here we clearly showed the potential interest of the co-administration of HSm and MSCs, with 

sustain effect in the time at both neuroprotective and functional recovery levels. HSm have been 

used to heal chronic skin wounds in over 20000 patients, and to heal corneal ulcers in over 5000 

patients, without any reported side effect (Barritault et al., 2017). On the other hand, several clinical 

studies have proven the safety and the feasibility of MSCs based therapy for ischemic stroke (Bang 

2016). Since both HSm and MSCs undergo already clinical trials or use, the use of Hsm in 

combination with MSCs may be transfer to stroke patients without major issues. The long lasting 

ischemic volume reduction and the improvement of functional recovery oberved in both 

normotensive and hyptertensive rats uncover the association of HSm and MSCs as a novel 

promising therapy for ischemic stroke.  
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Figures 

 

Figure 1: Experimental protocol. 

Experimental protocol designed to examine the effect of the association of HSm4131 with MSCs 

on the brain tissue neuroprotection, functional recovery and cellular reactions, in normotensive and 

hypertensive rats. i.v.: intravenous, i.c.: intracerebral, MCAo: middle cerebral artery occlusion, 

MRI: magnetic resonance imaging. 
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Figure 2: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.c.) administrations on ischemic 

lesion volume. 

(A) Representative MRI at day 2 and 14 post-MCAo. (B) Infarct volumes at day 2 post-MCAo (C) at day 

14 post-MCAo (mean ± SEM) (vehicle/ vehicle n=5, HSm4131/ vehicle n=7, vehicle/ MSCs n=9, and 

HSm4131/ MSCs n=6). *Statistically different from other groups (one-way ANOVA followed by a post-

hoc Tukey HSD test p< 0.05). 
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Figure 3: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.c.) administrations on 

functional recovery. 

(A) Limb placing test (median ± IQR) * HSm4131/ MSCs+ HSm4131 treated group different from 

vehicle/ vehicle group over the test period (two-way ANOVA, time p < 0.0001, group p = 0.0091, 

time*group p = 0.2798 followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 0.05).  

(B) Lateralization index (LI) evaluated in the corner test at day -3 and day +3 (mean ± SEM) (*one-

way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 0.05). 
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Figure 4: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) administrations on lesion 

volume. 

(A) Representative MRI at day 2 and 14 post-MCAo. (B) Infarct volumes at day 2 post-MCAo (C) at day 

14 post-MCAo (mean ± SEM) (mean ± SEM) (vehicle/ vehicle n=6, HSm4131/ vehicle n=7, HSm4131/ 

vehicle+ HSm4131 n=5, vehicle/ MSCs n=9, HSm4131/ MSCs n=7 and HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=8). 

*Statistically different from other groups (one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 

0.05 
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Figure 5: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) administrations on 

functional recovery 

(A) Lateralization index (LI) evaluated by the corner test (mean ± SEM) (*one-way ANOVA 

followed by a post-hoc Tukey HSD test p< 0.05). (B) Limb placing test (median ± IQR) * 

HSm4131/ MSCs treated group different from vehicle/ vehicle group over the test period (two-way 

ANOVA, time p < 0.0001, group p = 0.0072, time*group p = 0.9970 followed by a post-hoc Tukey 

HSD test p< 0.05). (C) The time to remove the adhesive was measured in seconds for the 

contralateral side (Mean ± SEM) (vehicle/ vehicle n=6, HSm4131/ vehicle n=7, HSm4131/ 

vehicle+ HSm4131 n=5, vehicle/ MSCs n=9, HSm4131/ MSCs n=7 and HSm4131/ MSCs+ 

HSm4131 n=8). *Statistically different from other groups (one-way ANOVA followed by a post-

hoc Tukey HSD test p< 0.05). 
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Figure 6: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) administrations on 

lesion volume in hypertensive rats 

(A) and (B) Representative MRI at day 2 and 14 post-MCAo. Infarct volumes at day 14 post-

MCAo (C) vehicle n=13, HSm4131 n=14 (D) vehicle n=12, HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=9 

(mean ± SEM). Infarct volumes at day 14 post-MCAo (E) vehicle n=13, HSm4131 n=14 (F) 

vehicle n=12, HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=9 (mean ± SEM). *Statistically different from other 

groups (Student t test p< 0.05). 
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Figure 7: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) administrations on 

functional recovery in hypertensive rats 

Limb placing test (median ± IQR) (A) vehicle n=13, HSm4131 n=14 (B) vehicle n=12, HSm4131/ 

MSCs+ HSm4131 n=9 (mean ± SEM) *HSm4131/ MSCs+ HSm4131treated group different from 

vehicle group over the test period (two-way ANOVA, time p = 0.2235, group p = 0.0241, 

time*group p = 0.8356 followed by a post-hoc Dunnett’s test p< 0.05). Lateralization index (LI) 

evaluated by the corner test (mean ± SEM) (C) vehicle n=13, HSm4131 n=14 (D) vehicle n=12, 

HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=9 (mean ± SEM) *one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey 

HSD test p < 0.05).  
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Figure 8: Effect of HSm4131 administration (i.v.) on SDF-1 gene expression  

SDF-1 gene expression at day 14 after MCAo in the ipsilateral hemisphere. Results are expressed 

as relative gene expression to the cyclophilin-A housekeeping gene (mean ± SEM) (*Student t-test 

p<0.05) (Vehicle n = 3, HSm4131 n = 3) 
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Supplementary data 

 

 

 

Supplementary data 1: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.c.) on 

functional recovery. 

The time to remove the adhesive was measured in seconds for the contralateral side. (Mean ± SEM) 

(Vehicle/ vehicle n=3, HSm4131/ vehicle n=4, vehicle/ MSCs n=5, and HSm4131/ MSCs n=4-5) 
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Supplementary data 2: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) on 

functional recovery. 

Percentage of the contralateral forepaw use assessed by the limb placing test (median ± IQR) 

(vehicle/ vehicle n=6, HSm4131/ vehicle n=7, HSm4131/ vehicle+ HSm4131 n=5, vehicle/ MSCs 

n=9, HSm4131/ MSCs n=7 and HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=8). 
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Supplementary data 3: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) on 

functional recovery. 

The time to remove the adhesive was measured in seconds for the contralateral side. (Mean ± 

SEM). (Vehicle/ vehicle n=6, Sm4131/ vehicle n=7, HSm4131/ vehicle+ HSm4131 n=5, vehicle/ 

MSCs n=9, HSm4131/ MSCs n=7 and HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=8). 
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Supplementary data 4: Effects of the association of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) on 

functional recovery on hypertensive rats 

The time to remove the adhesive was measured in seconds for the contralateral side. (Mean ± SEM) 

(A) (vehicle n=13, HSm4131 n=14) (B) (vehicle n=12, HSm4131/ MSCs+ HSm4131 n=9). 
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Supplementary data 5: Measure of the mean arterial pressure  

Measure of the mean arterial pressure (Mean ± SEM) (hypertensive n=12, normotensive n=12)  
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4.2.2 Résultats et conclusions de l’ tude 2 o er a t l’effet du RGTA o i  aux CSMs sur la 

neurorprotection, et la récupération fonctionnelle suite à une ischémie cérébrale. 

Dans la première étude concernant l’effet du RGTA sur la neuroprotection et la régénération 

tissulaire après une ischémie cérébrale nous avons démontré que l’administration du RGTA 1 h 

après l’ischémie cérébrale à la dose optimale de 0,5 mg/kg offre la meilleure neuroprotection et 

récupération fonctionnelle des animaux. Dans la présente étude, nous avons utilisé une dose de 

RGTA de 1,5 mg/kg, qui confère des effets sur la neuroprotection et la récupération fonctionnelle 

proches de ceux obtenus avec la dose optimale. Elle a donc été utilisée dans cette étude pour mettre 

en évidence la potentialisation des CSMs par le RGTA.  

Les résultats de cette étude 2 concernant l’effet du RGTA combiné aux CSMs sur la 

neurorprotection, et la récupération fonctionnelle suite à une ischémie cérébrale, ont montré dans 

un premier temps que le RGTA administré 1 h après l’occlusion potentialise l’effet bénéfique des 

CSMs, administrées directement en intra-cerébral dans le site de la lésion 24 h après l’induction de 

l’ischémie, avec une réduction du volume lésionnel dès 2 jours après le début du traitement. Ce 

résultat a été également retrouvé avec une administration des CSMs par voie intraveineuse qui est 

cliniquement plus pertinente que la voie intracérébrale. De plus, cette neuroprotection 

s’accompagne d’une meilleure récupération fonctionnelle à long terme (4 à 6 semaines).  

Les résultats prometteurs de la combinaison du RGTA aux CSMs peuvent être expliqués par leurs 

effets complémentaires. En effet, le potentiel de réparation tissulaire du RGTA passe par sa 

capacité à restaurer la MEC, les communications cellulaires et l’homéostasie tissulaire (Barritault 

et al. 2017). Ceci est permis, au moins en partie, par la capacité du RGTA à ancrer les facteurs de 

croissance, tels que le FGF-2, le VEGF, et le TGF-, jouant des rôles bénéfiques dans la réparation 

tissulaire (Barritault et al. 2017). De plus, la liaison du RGTA à ces facteurs potentialise leur effet, 
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notamment dans un contexte de lésion tissulaire, où les enzymes protéolytiques activées par 

l’inflammation, dégradent ces facteurs libérés dans le milieu extracellulaire (Barritault et al. 2017).  

Par ailleurs, les études démontrant l’effet neuroprotecteur des CSMs à la suite d’une ischémie 

cérébrale, suggèrent que leurs effets passent principalement par une sécrétion de facteurs 

pléiotropes. Cette suggestion a été émise car d’une part, suite à l’administration intraveineuse des 

CSMs, celles-ci sont principalement filtrées par le premier passage pulmonaire (Brenneman et al. 

2010). D’autre part, quand les CSMs se retrouvent dans le site infarci (suite à une administration 

intracérébrale par exemple), le nombre de cellules décroit rapidement dès les premières heures, 

indiquant une mort rapide des CSMs (Brenneman et al., 2010). Associé aux CSMs, le RGTA 

pourrait potentialiser leurs actions en augmentant la survie, la prolifération et la migration des 

CSMs comme décrit in vitro (Frescaline et al. 2012). De plus le RGTA peut aussi lier le SDF-1, 

facteur chimioattractant des CSMs (Friand et al. 2009). Il est intéressant de noter que notre étude 

montre que l’administration du RGTA augmente l’expression de facteurs de croissance tels que le 

VEGF, l’Ang-2 et le SDF-1 dans l’hémisphère ischémié. Ainsi, le RGTA pourrait favoriser et 

augmenter la migration des CSMs vers le site lésionnel en augmentant l’expression de SDF-1. Ces 

observations pourraient expliquer l’effet synergique du RGTA et des CSMs. De façon intéressante, 

le pouvoir potentialisateur d’une co-administration des CSMs et du RGTA sur la neuroprotection 

a été retrouvé chez les rats hypertendus avec une diminution de la lésion de l’ordre de 18 % à 2 et 

14 jours après l’ischémie cérébrale. Cette diminution du volume lésionnel moins importante chez 

les rats hypertendus que les normotendus peut être expliquée par une zone de pénombre ischémique 

moins étendue chez les rats hypertendus. En effet, la pénombre ischémique représente la cible des 

thérapies de neuroprotection. Or cette région est réduite à la suite d’une ischémie cérébrale chez 

les rats hypertendus comparativement aux rats normotendus (Letourneur et al. 2011).Tout comme 

chez les rats normotendus, la réduction du volume ischémique chez les SHR s’accompagne d’une 
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meilleure récupération fonctionnelle des animaux et ce, au moins jusqu’à 6 semaines suivant 

l’ischémie cérébrale.  

En conclusion, l’association du RGTA aux CSMs pourrait constituer une thérapie prometteuse pour 

le traitement de l’ischémie cérébrale. Par ses effets bénéfiques tant sur la neuroprotection et la 

récupération fonctionnelle sensorimotrice que ce soit chez les sujet normotendus et hypertendus, 

cette thérapie pourrait bénéficier à un grand nombre de patients atteints d’AVC ischémique. 
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5 Discussion générale et perspectives 

L’arsenal thérapeutique pour le traitement de l’AVC reste très limité malgré les nombreuses 

recherches précliniques et cliniques. La thrombectomie par approche endovasculaire a augmenté 

la fenêtre thérapeutique jusqu’à 6 h qui était alors limitée à 4h30 avec un traitement thrombolytique 

seul (Abou-Chebl 2011). Malgré cette extension de la fenêtre thérapeutique, l’AVC reste la 

première cause d’handicap acquis chez l’adulte dans les pays industrialisés.  

Jusqu’à ce jour, les thérapies visant à protéger le tissu cérébral ischémique validées sur des tests 

précliniques se sont révélées être un échec en clinique. Devant ce constat, plusieurs autres 

approches restent en développement, pour non seulement améliorer la neuroprotection, mais aussi 

pour favoriser la réparation tissulaire et la récupération fonctionnelle à long terme. Parmi ces 

nouvelles thérapies on trouve les recherches développant les biomatériaux et les thérapies 

cellulaires (Detante et al.,2014). 

Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés aux effets neuroprotecteurs et régénérateurs 

d’un biomatériau, le RGTA, en combinaison ou non avec les CSMs.  

Le RGTA est un polymère de disaccharides liés par des liaisons α 1-6, le rendant résistant à la 

dégradation enzymatique. En tant qu’analogue des HS, le RGTA peut se lier aux sites de liaisons 

de l’héparine, présents notamment sur les protéines de structure formant la MEC : collagènes, 

fibronectine et laminine. Le RGTA peut aussi lier différentes protéines et facteurs de croissance 

liant l’héparine tels le FGF-1 et -2, le VEGF, ou le TGF-. Par sa capacité d’augmentation de la 

biodisponibilité de ces facteurs de croissance, le RGTA a déjà été démontré comme un agent de 

régénération tissulaire dans divers modèles de lésion: gingivale, osseuse, cutanée, oculaire, 

musculaire et tendineuse (Barritault et al. 2017). De façon intéressante, le RGTA a prouvé son 

efficacité dans la réparation du tissu myocardique suite à un infarctus chez le babouin (Yamauchi 
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et al. 2000). En effet, dans cette étude, le RGTA a permis une réduction de 50% du volume de la 

lésion ischémique avec une récupération fonctionnelle significative de l’activité myocardique. 

Au regard de ces résultats prometteurs du RGTA dans la réparation d’un tissu ischémié, nous avons 

étudié son effet dans la protection et la réparation tissulaire dans un contexte d’ischémie cérébrale. 

Les résultats préliminaires ont montré une efficacité du RGTA dans la neuroprotection du tissu 

cérébral suivant une ischémie, accompagnée d’une meilleure récupération fonctionnelle à long 

terme des animaux. Les résultats de l’optimisation de la fenêtre thérapeutique et de la dose du 

RGTA ont montré que les effets optimaux ont été obtenus avec une administration 1 h après 

l’ischémie cérébrale à une dose de 0,5 mg/kg sans altération des paramètres physiologiques tels 

que la pression artérielle, la tempêtrature ou le pH, montrant ainsi une sécurité quant à l’utilisation 

de ce produit par voie intraveineuse.  

Comparativement au traitement de référence, le rt-PA, une méta-analyse étudiant la fenêtre 

thérapeutique du rt-PA chez le rongeur a montré que ce dernier n’offrait une neuroprotection que 

s’il est administré entre 20 et 40 minutes après une ischémie cérébrale comparativement à une 

administration plus tardive entre 180 et 240 minutes (Orset et al. 2016). Avec une fenêtre 

thérapeutique de 20 à 40 min chez le rongeur, le rt-PA a montré son efficacité de neuroprotection 

chez l’Homme jusqu’à 4h30 après la survenue de l’AVC. Étant donné que le RGTA offre une 

neuroprotection chez le rongeur jusqu’à 1 h après l’ischémie cérébrale, on peut alors supposer que 

la fenêtre thérapeutique du RGTA dans une utilisation clinique pourrait être supérieure à 4h30 

après la survenue de l’AVC. De plus, le RGTA est neuroprotecteur avec une dose de 0,5 mg/kg. 

L’étude de la toxicité du RGTA n’a montré aucun effet du composé avec une administration 

ponctuelle chez des souris mâles et femelles allant jusqu’à 100 mg/kg (Charef et al. 2010), soit une 

dose 200 fois supérieure à la dose optimale utilisée dans notre étude. En clinique, aucun effet 

secondaire n’a été rapporté suite à l’utilisation du RGTA chez plus de 25 000 patients (Barritault 
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et al. 2017). Cependant, ces résultats cliniques sont obtenus avec un traitement topique par des 

doses faibles de RGTA. Or, dans notre étude, le RGTA pourrait présenter un risque plus élevé de 

toxicité et d’effets secondaires suite à une administration d’une dose plus importante par voie 

intraveineuse.  

Le faible taux de patients bénéficiant d’une thrombolyse est notamment dû à la fenêtre 

thérapeutique limitée du rt-PA au-delà de laquelle le traitement présente un risque élevé de 

transformation hémorragique (Chaturvedi et al. 2014). Dans cette optique, par l’absence de toxicité 

notable, une thérapie à base de RGTA semble cliniquement pertinente chez les patients atteints 

d’un AVC ischémique. En effet, le RGTA sans induire d’effets secondaires ni d’effets 

anticoagulants, pourrait être administré rapidement à un plus grand nombre de patients sans 

caractérisation par imagerie du type d’AVC et sans la connaissance de l’heure de survenue de 

l’AVC.  

Des travaux supplémentaires restent à mener pour déterminer la toxicité du RGTA dans un contexte 

d’ischemie cérébrale, et sa possible intéraction avec le traitement de référence actuel, la 

thrombolyse par le rt-PA. 

Dans la suite de notre étude nous nous sommes intéressés à la biodistribution et aux effets du 

RGTA. Nos résultats ont montré que le RGTA atteint l’hémisphère ischémié dans lequel il 

s’accumule jusqu’à 1 h après son administration. En parallèle, l’étude de la BHE a montré, que 

l’administration du RGTA diminue son ouverture protégeant ainsi le tissu cérébral d’une 

aggravation lésionnelle.  

En effet, la perméablité de la BHE participe à l’œdème vasogénique suivant l’ischémie cérébrale, 

augmentant ainsi la pression intracranienne qui peut avoir des conséquences vitales. De plus, cette 

perméabilité exacerbe la réaction inflmmatoire par une migration plus importante des leukocytes 

au niveau du tissu cérébrale qui a été montrée comme délètre lors la phase aigue de l’ischémie 
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cérébrale. Les cellules inflitrées sécretent les facteurs proinflammatoires qui vont augmenter la 

perméabilité de la BHE et peuvent même avoir pour conséquence une transformation hémorragique 

(Venkat et al. 2017).  

D’autre part, les études d’expressions géniques et immunohistochimiques, ont montré que le RGTA 

augmente l’expression de facteurs de croissance (VEGF et Ang-2), améliore la structure 

matricielle, et la plasticité cérébrale (angiogenèse et neurogenèse). L’augmentation de l’expression 

du VEGF et de l’Ang-2 a été précedemment démontrée à l’origine d’une augmentation de 

l’angiogènese et la neurogènese (Marti et al. 2000; X. S. Liu et al. 2009; C. Li et al. 2017). 

Desgranges et collègues (1997) ont montré que le RGTA augmente la néovascularisation 

(Desgranges et al. 1997). Plus tard, Rouet et ses collègues ont démontré que le RGTA augmente 

l’angiogènese par son intéraction avec le VEGF (Rouet et al. 2005).  

Comme décrit dans l’introduction (1.5.6.1) l’angiogenèse et la neurogenèse sont des processus 

primordiaux et complémentaires pour la plasticité cérébrale et la récupération fonctionnelle suite à 

l’ischémie cérébrale. Dans notre étude, une augmentation du VEGF est observée chez les animaux 

traités au RGTA chez qui nous avons observé un volume de lésion réduit, et une récupération 

fonctionnelle jusqu’à 54 après l’ischémie cérébrale. L’augmentation du VEGF a été corrélée avec 

une récupération des patients après un AVC ischémique (Krupinski et al. 1994; Slevin et al. 2000). 

Cependant, dans notre laboratoire Valable et ses collègues (2005) ont montré qu’une administration 

du VEGF lors de la phase aiguë de l’AVC augmente le taux des enzymes MMP-9 qui sont associées 

à une perméabilisation de la BHE (Valable et al. 2005). D’autres études restent nécessaires pour 

élucider les mécanismes par lesquels le RGTA régule les différents facteurs de croissance tel le 

VEGF dans un contexte d’ischémie cérébrale menant à la protection et la plasticité du tissu 

cérébrale.  



                                                                                                   Discussion générale et perspectives 

205 

Au regard des effets bénéfiques du RGTA, sur la MEC et l’environnement cellulaire, nous avons 

émis l’hypothèse que le RGTA pourrait favoriser et potentialiser une thérapie cellulaire à base de 

CSMs.  

Les études précliniques utilisant les CSMs ont montré plusieurs limites à l’utilisation de ces 

thérapies cellulaires dans le contexte de l’ischémie cérébrale. En effet, après une administration de 

CSMs par voie intraveineuse, celles-ci se retrouvent pour la plupart au niveau pulmonaire 

(Brenneman et al. 2010). L’utilisation d’une voie intra-artérielle ou intracérébrale a pour avantage, 

un dépôt cellulaire directement à proximité du site lésionnel. Cependant, la survie des CSMs dans 

un environnement ischémique est très limitée, ou le taux de survie est estimé à 1% 24 h après leur 

administration (Song et al. 2010). Malgré une survie réduite après l’administration des CSMs, 

plusieurs études ont monté que ces cellules procurent un effet neuroprotecteur après une ischémie 

cérébrale (Nakajima et al. 2017).  

L’hypothèse actuelle est que cette neuroprotection est dûe à un effet paracrine des CSMs, qui 

sécrètent des facteurs pléiotropes modulant l’inflammation tissulaire, et stimulant la plasticité 

cérébrale. Les CSMs sont aussi connues pour secréter des vésicules extracellulaires (VEs), qui 

modulent l’inflammation, le stress oxydatif et la fibrose tissulaire (Börger et al. 2017). 

Pour tester notre hypothèse, nous avons évalué l’effet neuroprotecteur d’une co-administration du 

RGTA avec les CSMs injectées soit par voie intracérébrale soit par voie intraveineuse. 

Indépendamment, de la voie d’administration des CSMs, leur association avec le RGTA, a donné 

une plus grande réduction du volume lésionnel et une meilleure récupération fonctionnelle. Ce 

résultat a même été confirmé en utilisant des rats hypertendus. Cependant, nous constatons qu’en 

présence d’hypertension artérielle la diminution du volume lésionnel par rapport au groupe contrôle 

est inférieure chez les rats hypertendus que chez les rats normotendus. Cette baisse de 
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neuroprotection est explicable par le fait que l’hypertension est un facteur aggravant de l’ischémie 

cérébrale (Kumar 2016). Chez les rats hypertendus le ratio zone infarcie / pénombre ischémique 

est augmenté par rapport aux rats normotendus (Letourneur et al. 2011). La pénombre ischémique 

étant la cible des traitements neuroprotecteurs, l’augmentation de l’étendu de la zone infarcie peut 

diminuer l’effet de ces traitements. En 2001, Relton et collègues (2001) ont étudié en préclinique 

un traitement neuroprotecteur, le TA-2, un inhibiteur des α-intégrines (Relton et al. 2001). Dans 

cette étude, l’administration du TA-2, 24 h avant une oACM de 1 h, a réduit le volume lésionnel 

de 56% chez les rats normotendus Sprague Dawley et uniquement de 35% chez les rats SHR 

hypertendus. Cette diminution de la neuroprotection chez les rats hypertendus pourrait expliquer 

les nombreux échecs thérapeutiques chez l’Homme puisque 60 à 80 % des patients ayant subi un 

AVC sont hypertendus dont 50 % ne le savaient pas encore au moment de l’AVC (B. J. Kim et al. 

2016; Perrine 2018) En effet, les études précliniques utilisent souvent de jeunes rats normotendus, 

et la neuroprotection obtenues est soit réduite soit inexistante chez les rats hypertendus. Or les 

études épidémiologiques montrent une plus forte incidence de l’AVC chez des personnes âgées et 

hypertendues (Perrine 2018). 

Plusieurs raisons pourraient expliquer la potentialisation de l’effet bénéfique des CSMs par le 

RGTA après une ischémie cérébrale. Ce dernier pourrait palier aux principales limites de la thérapie 

à base de CSMs, à savoir leur migration et leur survie cellulaire dans la zone lésée. En effet, le 

RGTA augmente l’expression du SDF-1 dans l’hémisphère ischémié, connu pour être 

chimioattractant pour les CSMs, par son interaction avec son récepteur cellulaire le CXCR4 (Liu 

et al.,2011). De ce fait, le RGTA pourrait favoriser la migration cellulaire des CSMs vers le site 

lésionnel ce qui augmenterait leur effet neuroprotecteur. Pour confirmer cette hypothèse, une étude 

plus détaillée de la migration des CSMs est en cours de réalisation.  
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À la migration pourrait s’ajouter un prolongement de la survie cellulaire médiée par le RGTA. 

Après une administration des CSMs, celles-ci enclenchent un programme apoptotique à cause de 

la perte d’adhésion cellulaire à un support matriciel, et du stress environnant. Dans notre étude le 

RGTA est injecté directement après la reperfusion et les CSMs sont injectées 24 h après avec ou 

sans ré-administration de RGTA. Or, nous avons montré que le RGTA favorise le maintien de la 

structure matricielle qui pourrait prolonger la survie cellulaire à leur arrivée sur le site lésionnel. 

De plus, in vitro la survie des CSMs soumis à un stress est significativement augmentée quand les 

cellules sont associées au RGTA (Frescaline et al. 2012). Encore, nous avons montré que le RGTA 

augmente l’expression du VEGF, or le RGTA potentialise l’action de ce dernier (Rouet et al. 2005), 

qui est aussi connu pour augmenter la survie des CSMs (Penna et al. 2013).  

Enfin, le mode d’action du RGTA passe par sa capacité à lier les facteurs de croissance, les 

protégeant d’une dégradation enzymatique augmentant leur biodisponibilité (Barritault et al. 

2017). Le RGTA pourrait lier les facteurs de croissance sécrétés par les CSMs, et ainsi augmenter 

leur biodisponibilité et les potentialiser procurant un effet neuroprotecteur optimal. 

L’utilisation des CSMs dans une thérapie cellulaire présente de nombreux avantages, elles sont 

facilement accessibles à partir de nombreux tissus, et ne soulèvent que très peu de questions 

éthiques. Cependant, en clinique, l’utilisation des CSMs pourrait présenter des désavantages. Pour 

avoir une quantité suffisante, ces cellules nécessitent une expansion cellulaire préalable à leur 

administration qui pourrait diminuer leur effet neuroprotecteur. En effet, ces dernières peuvent 

changer de phénotype et ainsi on pourrait voir leur effet modifié suite à leur mise en culture (Bara 

et al. 2014). De plus, après une administration tardive des CSMs, ces dernières pourraient ne pas 

franchir la BHE qui se serait alors, au moins, en partie reconstituée et bloquerait ainsi le passage 

des cellules. Par ailleurs, il existe d’autres facteurs à prendre en compte dans une thérapie cellulaire. 

De par leur qualité de cellules souches, les CSMs ne présentent pas un risque nul de tumorigenèse, 
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et l’injection d’un bolus de cellules en intra-artériel pourrait lui-même présenter un risque 

d’occlusions vasculaires (Detante et al. 2014).  

Face à ce désavantage, une alternative dans la recherche de futures thérapies serait l’utilisation du 

milieu de culture des CSMs ou de l’utilisation directe des vésicules secrétées par les CSMs qui 

contiennent différents facteurs de croissance, ou facteurs immunomodulateurs. L’utilisation de ces 

dernières pourrait ainsi pallier à toutes les problématiques citées précédemment tout en ayant le 

même effet neuroprotecteur et neuroréparateur que les CSMs, comme il a été démontré dans 

plusieurs études précliniques (Xin et al. 2013). En clinique, chez des patients ayant déclaré un 

AVC, il a été montré une augmentation des VEs issues des CSMs (S. J. Kim et al. 2012).  Des 

études cliniques de phase 1 et 2 sont déjà en cours, pour la détermination de l’inocuité du traitement. 

Les résultats de ce travail de thèse confortent le fait que les CSMs représentent une stratégie 

prometteuse pour le traitement de l’ischémie cérébrale. Cette thérapie cellulaire semble tout 

particulièrement intéressante si elle est combinée au RGTA. Comme démontré dans nos résultats, 

cette thérapie combinée présente des propriétés bénéfiques importantes notamment en termes de 

protection et de récupération fonctionnelle. En accord avec les recommandations STAIR, des 

études complémentaires restent cependant à entreprendre pour valider l’effet neuroprotecteur et 

régénérateur du RGTA et de sa combinaison avec des CSMs sur des primates. Le RGTA et les 

CSMs, ont montré une efficacité clinique, sans induire de toxicité et d’effets indésirables. La 

thérapie combinée du RGTA et des CSMs en clinique est donc prometteuse. 
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7 Annexe : étude Drepagreffe   

L’étude Drepgreffe est une étude prospective multicentrique nationale comparant les résultats de 

l’allogreffe génoidentique au programme transfusionnel chez les enfants drépanocytaires avec 

vasculopathie cérébrale détectée par le Doppler transcrânien.  

Comme mentionné dans l’introduction, la drépanocytose, est un facteur de risque de l’ischémie 

cérébrale. En effet, par une greffe de moelle osseuse cette étude vise à réduire le risque de survenue 

des complications liées à la drépanocytose et particulièrement l’AVC ischémique. Les échantillons 

plasmatiques des patients ont aussi été analysés pour caractériser plusieurs biomarqueurs de 

l’efficacité thérapeutique tels que le VEGF, ou l’Ang-2 pour mettre en évidence une corrélation 

entre l’expression des facteurs analysés avec l’efficacité thérapeutique.  

Les résultats de cette étude sont en cours d’analyse.  
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Développement d’une thérapie de neuroprotection et de régénération cérébrale à base d’un 
agent de la matrice extracellulaire combiné à une thérapie cellulaire pour le traitement de 
l’accident vasculaire cérébral ischémique 
L’AVC représente la première cause d’handicap acquis chez l’adulte. L’AVC ischémique, 
représentant 87% des AVCs, est une pathologie complexe dont le premier facteur de risque 
aggravant est l’hypertension artérielle. À l’heure actuelle les seuls traitements disponibles sont la 
thrombolyse et la thrombectomie. Cependant, ces traitements présentent de nombreuses contre-
indications et effets secondaires limitant leurs applications chez les patients.  
L’objectif des travaux menés dans cette thèse est l’évaluation d’un traitement pharmacologique, le 
RGTA (ReGeneraTing Agent), combiné ou non à un traitement cellulaire utilisant les cellules 
souches mésenchymateuses (CSMs), chez des rats normo- et hyper-tendus. 
Les résultats obtenus dans cette thèse montrent qu’à la suite d’une ischémie cérébrale, les 
traitements évalués offrent une neuroprotection et une récupération fonctionnelle persistantes, chez 
les animaux noromo- et hyper-tendus. Cette récupération est expliquée par la réduction du volume 
lésionnel, par une meilleure plasticité cérébrale (angiogenèse, neurogenèse), ainsi par la 
potentialisation de l’effet des CSMs par le RGTA. 
En conclusion, nos études démontrent l’efficacité d’une thérapie robuste de neurorprotection chez 
le rongeur à la suite d’une ischémie cérébrale 
 
Development of a matrix-based therapy combined to a cellular therapy for the brain 
neuroprotection and regeneration following ischemic stroke 
Stroke is the leading cause worldwide of adult severe disability. The limited available treatments 
for ischemic stroke, which accounts for 87% of strokes, makes it necessary to develop new 
therapeutical approaches. Stroke is a complex pathology and chronic hypertension (CAH) 
represents the first aggravating risk factor for ischemic stroke.  At the present time, the only two 
available treatments for ischemic stroke, thrombolysis and thrombectomy, present several side 
effects limiting their clinical use.  

Here we evaluate the effect of a molecular RGTA (ReGeneraTing Agent) based therapy combined 
or not to a cellular therapy based on the use of mesenchymal stem cells (MSCs) for the treatment 
of ischemic stroke in normo- and hyper-tensive rats.  
The results demonstrate that the evaluated therapies confer a long lasting neuroprotection 
accompanied by animals’ functional recovery. Further analysis suggest that RGTA enhances brain 
plasticity (angiogenesis, and neurogenesis), protects the extracellular matrix structure, and 
potentiates MSCs’ beneficial effects.  
In conclusion, our studies demonstrate the efficacy of a molecular and cellular combined therapy 
conferring a persistent neuroprotection and functional recovery for the treatment of ischemic 
stroke.  
 
Mots clefs: Ischémie cérébrale, RGTA, Cellules souches mésenchymateuses, neuroprotection, 
régénération tissulaire, matrice extracellualire, heparan sulfate, biomatériaux. 
 
Adresse du laboratoire : ISTCT FRE 2001, équipe CERVOxy, GIP cyceron  
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