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Liste des abréviations 

Aβ : peptide β-amyloïde 

AVC : accident vasculaire cérébral 

BHE : barrière hémato-encéphalique 

BMEC : brain microvascular endothelial cell 

CE : cellule endothéliale 

Dhh : Desert Hedgehog 

DM : démence mixte 
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LVD : large vessel disease 

MA : maladie d’Alzheimer 

Ptch : Patched 

SEP : sclérose en plaques 

Smo : Smoothened 

SNC : système nerveux central 

SVD : small vessel disease 

UNV : unité neuro-vasculaire 

VCD : vascular cognitive disorder 
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I/ Introduction 

 

1) Barrière hémato-encéphalique et unité neurovasculaire  

La barrière hémato-encéphalique (BHE) existe au niveau des vaisseaux cérébraux et 

participe au maintien de l’homéostasie du système nerveux central en contrôlant les 

échanges de solutés et de cellules entre le compartiment sanguin et le parenchyme 

cérébral.  

La notion de BHE est née suite aux travaux de Paul Erlich et Edwin Goldmann. Le 

premier constata qu’après injection d’un colorant dans le péritoine d’une souris, tous 

les organes sont colorés à l’exception du cerveau. S’il en déduit un manque d’affinité 

du colorant pour le tissu cérébral, Edwin Goldmann constatera plus tard que le bleu 

Trypan, administré par voie intraveineuse, ne colore pas le cerveau non plus, mais 

que son injection dans le liquide céphalo-rachidien provoque la coloration du cerveau 

mais d’aucun autre organe (Goldmann, 1913). Ces expériences prouvèrent 

l’existence d’une barrière limitant le passage de molécules du sang au parenchyme 

cérébral. 

Il existe différents compartiments liquidiens cérébraux et différentes barrières 

séparant ces compartiments. On distingue en effet 4 compartiments liquidiens qui 

sont : 

• Le sang 

• Le liquide céphalo-rachidien (LCR) 

• Le liquide interstitiel 

• Le milieu intracellulaire  

Les barrières qui existent pour séparer ces compartiments sont  

• La barrière hémato-méningée, séparant le sang du liquide cérébro-spinal 

située au niveau de l’épithélium des plexus choroïdiens. 

• La barrière méningo-encéphalique, moins sélective, séparant le LCR du 

parenchyme cérébral, et constituée de l’épithélium arachnoïde. 

• La BHE, séparant le sang du parenchyme cérébral et formée par les cellules 

endothéliales (CE). 
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Cette dernière est la plus importante en termes de surface. 

Si seules les CE ont été initialement identifiées comme formant la BHE, sa 

compréhension a gagné en complexité quand l’importance d’autres types cellulaires 

dans sa fonction a été découverte. En effet, les CE, cellules périvasculaires et 

cellules du parenchyme interagissent et forment une unité fonctionnelle baptisée 

unité neuro-vasculaire (UNV) (ou glio-vasculaire, ou neuro-glio-vasculaire). Elle 

comprend les CE, les péricytes, la matrice périvasculaire, les astrocytes et des 

neurones (Figure 1, (Gorelick Philip B. et al., 2017)) .  

 

 

Figure 1 : L’unité neurovasculaire, d’après (Gorelick et al., 2017). 
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A) L’unité neuro-vasculaire : les CE 

Les CE tapissent la face interne des vaisseaux sanguins et forment une barrière plus 

ou moins sélective entre le sang et les tissus dans l’ensemble de l’organisme. Cette 

barrière permet une régulation fine du transit transendothélial aussi bien des 

nutriments et de l’oxygène vers le parenchyme que des déchets tissulaires vers le 

compartiment sanguin. Les CE ont également un rôle important dans l’inhibition de la 

thrombose hors contexte pathologique.  

Les CE ont cependant des propriétés particulières au niveau du cerveau. La BHE est 

en effet plus restrictive que la barrière endothéliale dans les autres organes, comme 

évoqué précédemment. Les capillaires cérébraux sont caractérisés par une absence 

de fenestration (capillaires continus) (Fenstermacher et al., 1988). Les CE 

microvasculaires cérébrales (BMEC) se distinguent d’autres types de CE par leur 

richesse en jonctions serrées (Reese and Karnovsky, 1967), nécessaires au contrôle 

du passage des cellules et des solutés plasmatiques entre les cellules, et leur 

richesse en mitochondries (Oldendorf et al., 1977) qui soutiennent une activité 

métabolique importante. Le transit transcellulaire semble également finement régulé, 

et la densité de vésicules endocytotiques et pinocytotiques est réduite. Le contrôle 

de ces transports sang-cerveau est également soutenu par une polarisation apico-

basale : les membranes plasmiques luminale et abluminale présentent des 

compositions enzymatiques distinctes régulant le transit transendothélial (Betz and 

Goldstein, 1978).  

 

a) Le transit paracellulaire 

Le transit paracellulaire, c’est-à-dire la diffusion passive de solutés à travers l’espace 

liquidien intercellulaire, dépend des jonctions inter-cellules endothéliales, qui forment 

des ceintures d’étanchéité entre les CE. La disposition des jonctions est polarisée 

dans les CE : les jonctions serrées sont concentrées du côté luminal ou apical, et les 

jonctions adhérentes du côté abluminal ou baso-latéral. En plus du transit 

paracellulaire, elles limitent également la diffusion des lipides et protéines dans la 

membrane plasmique et maintiennent l’asymétrie membranaire des CE. Elles 

interviennent aussi dans la communication intracellulaire par leur connexion au 

cytosquelette (Figure 2). 
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1 - Les jonctions serrées 

Les jonctions serrées sont des complexes protéiques composés de protéines 

membranaires et cytosoliques. On retrouve parmi les protéines membranaires les 

claudines, l’occludine et les JAM (junction adhesion molecule). Les protéines 

cytoplasmiques que sont les Zonula Occludens-1 à 3 (ZO-1,2,3 ou tight junction 

protein-1,2,3) relient l’extrémité cytoplasmique des protéines membranaires au 

cytosquelette d’actine (Furuse, 2010).  

 

Les claudines sont une famille de 24 protéines de 21 à 24 kDa. Elles possèdent 4 

domaines transmembranaires et une queue carboxy-terminale cytoplasmique 

capable de lier les protéines ZO. Les claudines forment des jonctions d’une cellule à 

Figure 2 : Structure protéique des jonctions intercellulaires endothéliales, d’après 

(Chistiakov et al., 2015). 
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l’autre, et sont organisées en bandes qui assurent l’étanchéité entre deux cellules. 

Parmi les différentes claudines, certaines sont exprimées dans de très nombreux 

types cellulaires, tandis que d’autres sont spécifiques à certaines cellules. Les CE 

expriment les claudines 1, 5, 12 et 15. Les claudines 1 et 5 sont les plus importantes 

dans la régulation de la taille des éléments pouvant passer la BHE. La claudin-5 est 

spécifique aux cellules endothéliales et est celle qui est majoritairement exprimée 

(Chistiakov et al., 2015).  

L’occludine fut la première protéine membranaire identifiées parmi les protéines de 

jonctions serrées. D’environ 65 kDa, elle possède également 4 domaines 

transmembranaires mais ne possède aucune homologie avec les claudines (Furuse, 

2010). La queue carboxy-terminale, en plus du site de liaison aux ZO, possède de 

multiples résidus sérine et thréonine, et le degré de leur phosphorylation influe sur la 

position de l’occludine : les molécules les plus phosphorylées sont localisées au 

niveau des jonctions serrées (Sakakibara et al., 1997). 

Les JAM-A,B,C appartiennent à la superfamille des immunoglobulines, et à la sous-

famille des Cortical thymocyte marker of Xenopus (CTX). Ils possèdent deux 

domaines immunoglobuliniques, et un seul domaine transmembranaire (Ebnet, 

2017). Dans les CE, JAM-A et ZO-1 agissent chacun sur la localisation jonctionnelle 

de l’autre et sont donc impliqués dans la mise en place des jonctions serrées. JAM-C 

en outre possède un rôle de régulation de la barrière endothéliale en modulant 

l’interaction homotypique de la VE-cadhérine (Orlova et al., 2006). 

 

2 - Les jonctions adhérentes 

Les jonctions adhérentes sont plutôt localisées au niveau basal/abluminal des 

espaces inter-endothéliaux et forment une ceinture d’adhésion autour de la cellule. 

La VE-cadhérine (Vascular endothelium cadherin, Cadherin 5, Cdh5) est la protéine 

membranaire de jonctions adhérentes majoritaires des CE, et spécifique à 

l’endothélium. Les caténines constituent l’autre type de protéines intervenant dans 

les jonctions adhérentes et permettant la connexion au cytosquelette d’actine. En 

plus de son rôle de jonction et dans l’imperméabilité intercellulaire, la VE-cadhérine 

est un élément régulateur de certaines fonctions cellulaires comme la migration 

cellulaire ou l’inhibition de contact (Cardoso et al., 2010). Elle fait aussi partie d’un 
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complexe protéique intervenant dans la réponse des CE au flux (Conway and 

Schwartz, 2014). 

 

b) le transit trans-cellulaire 

Le transit des molécules entre le sang et le parenchyme ne se limite pas à la voie 

paracellulaire, puisque de nombreux éléments traversent les CE elles-mêmes pour 

gagner le parenchyme cérébral. 

 

1 - Diffusion passive 

On distingue diffusion passive et diffusion facilitée. La diffusion passive concerne les 

molécules qui peuvent librement passer la BHE en fonction de leur gradient de 

concentration. Les molécules concernées sont les molécules lipophiles ainsi que les 

molécules de taille suffisamment petite (comme le dioxygène). Si les substances 

lipophiles peuvent traverser la BHE de façon passive, la plupart sont recapturées par 

les pompes vers le sang.  

 

2 - Diffusion facilitée 

La diffusion facilitée désigne le passage de molécule à travers des structures 

spécialisées (transporteurs, canaux) mais dont le transport ne nécessite pas de 

substrat énergétique. Ce transport se fait en fonction du gradient électrochimique. 

C’est par cette voie que les nutriments apportés par le sang accèdent au 

parenchyme cérébral. Sont en effet concernés les acides aminés, le glucose, les 

acides carboxyliques métaboliques (lactate, pyruvate) ou encore les vitamines. 

Le transporteur GLUT-1 (transporteur de glucose de classe I) revêt une importance 

particulière : le glucose est la source principale d’énergie du cerveau qui ne possède 

pas de réserve et en consomme une part importante. C’est le transporteur de 

glucose majoritaire au niveau de la BHE, exprimé uniquement par les cellules 

endothéliales et les érythrocytes (Uldry and Thorens, 2004). Il peut aussi transporter 

le mannose. 
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Il existe différents types de transporteurs des acides aminés, en fonction de leur 

nature (acide aminé neutre, cationique, acide), et du mode de fonctionnement du 

transporteur. En effet, sur la face luminale de l’endothélium, les transporteurs sont 

passifs et les molécules passent uniquement en fonction de leur gradient. En 

revanche, sur la face abluminale, les transporteurs sont des échangeurs qui utilisent 

le gradient sodique pour faire passer les acides aminés (Hawkins et al., 2006). 

Il existe enfin des transporteurs et canaux ioniques dont la nature diffère entre les 

faces luminale et abluminale de l’endothélium. On retrouve des échangeurs ioniques 

comme l’échangeur Na+/H+, qui joue également un rôle dans la régulation du pH, 

mais aussi un transporteur énergétique qu’est la pompe Na+/K+ ATPase. Cette 

dernière, située sur la face basale des CE, permet de garder un gradient sodique, 

utile d’une part pour le fonctionnement d’échangeurs d’acides aminés, mais aussi 

pour réguler finement la concentration potassique dans le parenchyme cérébral, qui 

module les influx nerveux. 

 

3 - Transport enzymatique 

Il existe plusieurs familles de transporteurs qui contribuent à l’efflux de nombreuses 

molécules et permettent notamment d’éliminer ou d’empêcher l’entrée dans le 

parenchyme d’éléments potentiellement toxiques. La plus importante de ces familles 

est celle des transporteurs ABC (ATP-binding cassette). 

Les transporteurs ABC comptent 7 sous-familles (ABCA à ABCG) classées en 

fonction de leurs domaines et homologies. Ils utilisent l’énergie issue de l’hydrolyse 

de l’ATP pour transporter des molécules contre leur gradient électrochimique. Les 

domaines transmembranaires de ces transporteurs assurent la sélectivité de la 

molécule transportée (Vasiliou et al., 2009). Les molécules transportées sont de 

natures variables, elles peuvent être des sucres, des hormones, des ions mais aussi 

des substances potentiellement toxiques comme les métaux lourds ou les 

médicaments. Ces transporteurs participent à la difficulté à atteindre le SNC pour 

certaines molécules thérapeutiques. Plusieurs transporteurs ABC appartenant à 

différentes classes sont trouvés au niveau de la BHE. 

Le transporteur ABC le plus étudié au niveau de la BHE est la protéine P-gp de type I 

ou MDR1 (multiple drug resistance-1). C’est un membre de la sous-famille ABCB 
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codé par le gène ABCB1. Il s’agit d’un transporteur d’efflux qui est en partie 

responsable de la résistance aux médicaments. Sa mise en place est notamment 

dépendante de l’environnement puisqu’in vitro, il est nécessaire aux CE d’être co-

cultivées avec des cellules gliales afin qu’elles expriment MDR1 (Berezowski et al., 

2004). Cette protéine est aussi exprimée dans une moindre mesure par les péricytes 

et les astrocytes.  

 

4 - Transcytose  

La transcytose désigne un mode de transport à travers les cellules endothéliales, 

mettant en jeu la formation de vésicules d’endocytose puis son transport jusqu’à la 

membrane opposée où a lieu l’exocytose. Ce mode de transport permet aux 

macromolécules de traverser la BHE. 

Différents modes de transcytose existent au niveau de la BHE. L’un de ces modes 

est la transcytose dépendante de récepteurs : la liaison du ligand au récepteur 

provoque l’internalisation endocytotique du complexe ligand-récepteur. Un autre 

mode, la transcytose par adsorption, concerne des molécules cationiques, capable 

de s’adsorber au glycocalix endothélial, chargé négativement. Par conséquent, ce 

type de transport n’est pas spécifique, par opposition à la transcytose dépendante de 

récepteurs. Il existe aussi des modes de transcytose dépendant des puits couverts 

de clathrine et des cavéoles (Preston et al., 2014).  

 

c) Régulation de la perméabilité de la BHE 

La BHE n’est pas une structure statique mais dynamique susceptible d’être modulée 

rapidement et avec précision. Des mécanismes de régulations peuvent donc affecter 

l’expression et l’organisation des protéines de jonctions endothéliales, ou encore les 

processus de transport transendothélial.  

De nombreuses voies de signalisation participent à la régulation de l’intégrité de la 

BHE. La voie Wnt a été largement étudiée pour son rôle sur la BHE. Elle est 

indispensable à l’angiogenèse embryonnaire du SNC participe à la mise en place 

initiale de la BHE dans l’embryon de souris, et induit des caractéristiques de BHE sur 

des CE in vitro (Liebner et al., 2008). Des souris déficientes pour Wnt7b meurent 
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durant le développement  à la suite d’importants saignements cérébraux (Daneman 

et al., 2009).  La perte du récepteur Frizzled-4 dans les CE augmente la perméabilité 

vasculaire cérébrale de l’embryon de souris (Ye et al., 2009). La délétion d’autres 

agonistes de la voie Wnt tels que la Norrin ou Grp124 entraînent également des 

défauts de la BHE (Wang et al., 2012; Zhou and Nathans, 2014). La β-caténine est 

au cœur de la signalisation canonique Wnt : l’activation des récepteurs Frizzled (Fzd) 

inhibe la kinase GSK-3β et prévient la phosphorylation et la dégradation de la β-

caténine et donc son accumulation dans le cytoplasme, lui permettant d’être 

transloquée au noyau et d’activer des cibles transcriptionnelles avec les facteurs 

TCF/LEF. Chez la souris adulte, l’élimination de la β-caténine dans les CE provoque 

une déstabilisation de la BHE, avec une réduction d’expression de la claudin-1, et 

une augmentation de l’expression de cytokines pro-inflammatoires dans le cerveau 

(Tran et al., 2016). La VE-cadhérine interagit avec β-caténine, la retient à la 

membrane plasmique, et prévient ainsi la répression de l’expression de la claudin-5 

par le couple FoxO1/β-caténine. Ce mécanisme réprime la phosphorylation de 

FoxO1. La voie Wnt pourrait réprimer l’activité de FoxO1 par compétition en 

associant la β-caténine à TCF (Gavard and Gutkind, 2008).  

La voie de signalisation Hedgehog (Hh) est également connue pour réguler la BHE : 

la délétion de Sonic Hedgehog (Shh), par ailleurs létale, empêche la formation de la 

BHE chez l’embryon de souris. L’utilisation d’un antagoniste de la voie de 

signalisation Hh chez l’adulte provoque également une perturbation de la BHE 

(Alvarez et al., 2011). Le rôle de la voie Hh en particulier sera développé dans une 

autre partie. 

Différentes formes de PKC (Protein Kinase C) sont connues pour réguler l’ouverture 

de la BHE. Par exemple, une part de l’effet inhibiteur de la thrombine sur les 

jonctions adhérentes passe par les PKC, qui modifient l’état de phosphorylation de 

protéines telles que la VE-cadhérine ou p120 (Konstantoulaki et al., 2003). La VE-

cadhérine possède différents sites de phosphorylation. La phosphorylation de 

certaines résidus est connue pour réduire l’adhésion des CE entre elles 

(Andriopoulou et al., 1999; Esser et al., 1998) et provoquer l’endocytose du 

complexe protéique dont fait partie la VE-cadhérine (Gavard and Gutkind, 2006). 

La réception de certains stimuli passe par l’activation de tyrosine kinase (TK) ou de 

récepteur à activité tyrosine kinase (RTK). A titre d’exemple, l’un des récepteurs au 
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VEGF, flt-1 (ou VEGFR1) est un RTK, dont l’action va ensuite passer par les voies 

phosphatidylinositol 3-phosphate/Akt (PI3K/Akt), Nitric Oxyde Synthase (NOS) ou de 

la protéine kinase G (PKG) et amène à l’augmentation de la perméabilité vasculaire 

cérébrale et à l’œdème (Vogel et al., 2007). 

Le rôle de l’autophagie a aussi été exploré in vitro. Dans un modèle d’hypoperfusion, 

la potentialisation de l’autophagie réduit la perméabilité vasculaire. Ce modèle a été 

transposé in vitro par déprivation en oxygène et glucose puis réoxygénation de 

cellules endothéliales cérébrales. La stimulation de l’autophagie dans ce contexte 

atténue la réduction d’expression de ZO-1 (Li et al., 2014). Une autre étude rapporte 

cependant que l’inhibition de l’autophagie dans un modèle de déprivation en oxygène 

et glucose de cellules endothéliales cérébrales réduit la dégradation de l’occludine, 

un résultat similaire étant retrouvé dans un modèle d’accident vasculaire cérébral 

(AVC) in vivo (Kim et al., 2020). Les deux modèles diffèrent, et il semble que le rôle 

de l’autophagie dans le maintien de la BHE dépend de l’état d’oxygénation et de 

l’apport local en nutriments, et s’inscrit donc dans un mécanisme complexe de 

régulation de la BHE. 

 

B) L’unité neuro-vasculaire : les péricytes 

Les péricytes sont des cellules murales qui recouvrent la surface basale de 

l’endothélium et partagent la membrane basale des CE. Les capillaires cérébraux ont 

un taux de couverture important avec un ratio variant d’entre une et trois CE pour un 

péricyte. Les péricytes cérébraux ont par ailleurs la particularité de dériver des crêtes 

neurales et non pas du mésoderme. Le recrutement des péricytes autour des 

vaisseaux est dépendant d’une signalisation PDGF-b/PDGFR-b (platelet-derived 

growth factor beta et son récepteur). Ils sont impliqués dans la régulation de la 

vasoconstriction, l’angiogenèse, le dépôt de matrice extracellulaire, l’infiltration 

immunitaire (Armulik et al., 2011).  

En effet les péricytes jouent un rôle central dans la régulation du flux sanguin au 

niveau des petits vaisseaux : ils possèdent des propriétés contractiles leur 

permettant de modifier le calibre des capillaires et donc le flux sanguin local. 
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De plus, ils assurent un rôle de soutien important pour l’intégrité vasculaire. Des 

souris mutées de façon hétérozygote pour la voie PDGF-b/PDGFR-b présentent des 

anomalies de morphologie des capillaires, avec notamment une augmentation du 

diamètre vasculaire et une distribution différentes des protéines de jonctions inter-

endothéliales (Hellström et al., 2001). Il en résulte également une perméabilité 

vasculaire accrue. De même il a été montré qu’ils participent à l’intégrité de la BHE, 

et une réduction de la couverture péricytaire a pour conséquence une 

désorganisation de l’aquaporine-4 qui, normalement concentrée au niveau des pieds 

astrocytaires, devient localisée sur le reste de la surface de l’astrocyte, ce qui indique 

un autre niveau d’interaction entre éléments de l’UNV (Armulik et al., 2010).  

Une étude menée sur des souris présentant une déficience péricytaire non létale 

indique l’importance des péricytes dans le maintien de la BHE. Ces souris présentent 

une réduction de la couverture des vaisseaux par les péricytes, associée à une 

augmentation de la perméabilité vasculaire. Notamment, les traceurs de la 

perméabilité utilisés sont retrouvés accumulé à l’intérieur des CE et à la lame basale 

vasculaire, mais pas au niveau des jonctions inter-CE. Ceci indique qu’en absence 

des péricytes, l’augmentation de la perméabilité de la BHE est en partie liée à une 

augmentation du transport transcytotique (Armulik et al., 2010).  

  

D) L’unité neuro-vasculaire : la membrane basale 

La membrane basale sert de support mécanique d’ancrage aux CE et aux péricytes, 

et permet une connexion avec les autres types cellulaires environnants. Elle est 

produite par les CE, les péricytes et les astrocytes, et est composée de 3 couches ou 

laminas dont la composition diffère. Ce sont différents types de protéines de la MEC 

qui la composent (Cardoso et al., 2010): 

• Protéines structurales : collagènes, élastine  

• Protéines spécialisées : fibronectine, laminine 

• Protéoglycans : entactine, perlécan 

• Récepteurs d’adhésion aux cellules (cell adhesion molecules – CAM) 

L’intégrité de la membrane basale et l’adhésion des CE à celle-ci est nécessaire au 

maintien de la BHE. La dégradation de la MEC par des métalloprotéases matricielles 
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réduit l’ancrage des CE à la MEC et a pour conséquence la déstabilisation de 

l’intégrité des jonctions serrées (Carvey et al., 2009).  

 

E) L’unité neuro-vasculaire : les astrocytes 

Les astrocytes sont des cellules gliales dont les prolongements cytoplasmiques 

recouvrent la quasi-totalité de la surface vasculaire cérébrale et forment donc un 

manchon autour des vaisseaux sanguins et capillaires cérébraux. On qualifie ces 

prolongements de pieds astrocytaires, et ils se caractérisent entre autres par 

l’expression de protéines permettant l’adhésion du cytosquelette à la membrane 

basale ainsi que de l’aquaporine-4. Les astrocytes sécrètent des éléments solubles 

permettant aux CE d’acquérir des propriétés de la BHE (Neuhaus et al., 1991). Par 

ailleurs, mis à part au niveau des capillaires, les astrocytes délimitent un espace 

liquidien périvasculaire, ou espace de virchow-robin, en continuité avec le 

compartiment cérébrospinal. Ils peuvent former une barrière, la glia limitans, qui, bien 

que peu restrictive en conditions physiologiques, sépare l’espace périvasculaire du 

parenchyme cérébral. ils peuvent en effet exprimer les claudines 1 et 4 mais ces 

protéines sont principalement exprimées dans un contexte neuro-inflammatoire, 

vraisemblablement en réaction à l’ouverture de la BHE (Horng et al., 2017).  Les 

astrocytes sont également capables de réguler l’état de contraction des vaisseaux 

sanguins cérébraux (Gordon et al., 2011) notamment en réponse à l’activité 

neuronale environnante afin d’adapter le débit sanguin et l’apport en nutriment, on 

parle de couplage neuro-vasculaire. Ils participent aussi au transit liquidien entre le 

comportement interstitiel et les espaces périvasculaires, en particulier grâce à 

l’aquaporine-4 (AQP4). Celle-ci est exprimée au niveau des pieds astrocytaires, et le 

mouvement d’eau est régie par les conditions osmotiques environnantes (Wolburg et 

al., 2011). 

Les astrocytes sécrètent différents facteurs qui régulent l’intégrité de la BHE. Ils 

sécrètent la protéine Shh, et cette voie de signalisation joue un rôle dans la mise en 

place initiale de la BHE ainsi que dans son maintien (Alvarez et al., 2011; Azzi et al., 

2015). L’effet de la voie Hh sur la BHE sera développé plus loin. Les astrocytes 

produisent du VEGF, qui est un stimulateur majeur de l’angiogenèse, mais qui 

déstabilise également la barrière endothéliale, notamment dans des conditions 
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inflammatoires. Un autre facteur sécrété par les astrocytes est l’enzyme de 

conversion ACE-1 (angiotensin converting enzyme-1), qui convertit l’angiotensine I 

en angiotensine II, qui active les récepteurs AT1 endothéliaux. Ceci module l’état de 

phosphorylation de l’occludine et stabilise les jonctions serrées et donc la BHE 

(Wosik et al., 2007). 

Les astrocytes jouent par ailleurs un rôle crucial dans la protection du SNC. Ils sont 

en effet « activés » par les lésions du SNC (hypoxie, inflammation...), ce qui se 

traduit par un ensemble de changement moléculaires, cellulaires et fonctionnels (on 

parle aussi d’astrocytes réactifs). Ce phénomène est l’activation astrocytaire ou 

astrogliose. L’astrocyte peut être activé par des substances neurotoxiques, par 

l’hypoxie, par des lésions neuronales. Selon la nature de l’affection, la réponse de 

l’astrocyte diffère et évolue avec le temps. Ce phénomène est d’autant plus 

complexe que le rôle de l’astrocyte est versatile, par exemple dans le cas de 

l’hypoxie. Il a été montré que dans l’hypoxie, les astrocytes sécrètent du VEGF, qui 

est un facteur neuroprotecteur mais responsable d’une ouverture de la BHE et 

participe à l’œdème cérébral. Ils vont participer à la neuroprotection par production 

d’érythropoïétine, mais aussi produire des facteurs tels que le monoxyde d’azote qui 

est neurotoxique (Vangeison and Rempe, 2009). Selon leur état ils vont également 

participer à l’installation ou à la résolution de l’inflammation. Un outil généralement 

utilisé pour l’indentification des astrocytes activés est la protéine GFAP (glial fibrillary 

acidic protein), dont l’expression est fortement augmentée dans les astrocytes 

activés.  

 

F) L’unité neuro-vasculaire : Les neurones 

Le rôle des neurones dans la BHE a été moins exploré. Ils interviennent 

vraisemblablement dans sa mise en place précoce. En effet, chez l’embryon, les 

jonctions serrées se mettent en place plusieurs jours avant la gliogenèse. Il a été 

proposé qu’avant la mise en place des astrocytes et des neurones, des cellules 

progénitrices des neurones induisent la mise en place des jonctions serrées 

endothéliales. Cette hypothèse est soutenue par un certain nombre de données. Il a 

par exemple été montré que des CE microvasculaires primaires de rat ont une 

perméabilité réduite et une résistance transendothéliale plus importante si elles sont 
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cultivées en présence de progéniteurs neuronaux, ce qui indique leur capacité à 

induire les propriétés de la BHE (Weidenfeller et al., 2007). Ils participent 

vraisemblablement directement au couplage neurovasculaire et la régulation de la 

BHE, par des terminaisons nerveuses qu’ils émettent au niveau des CE et des pieds 

astrocytaires. 

 

2) Démence  

 

A) La démence, généralités 

La démence est un syndrome, généralement chronique, dans lequel on observe une 

altération de la fonction cognitive plus intense que celle qu’on pourrait attendre avec 

un vieillissement normal. Elle affecte la mémoire, le raisonnement, l’orientation, la 

compréhension, le calcul, l’orientation, l’apprentissage, le langage et le jugement. 

Elle touche essentiellement les personnes âgées, mais des patients sont touchés 

avant 65 ans. La démence peut être liée à un certain nombre de pathologies 

cérébrales, les deux pathologies majoritaires étant la maladie d’Alzheimer (MA) et la 

démence vasculaire (DV). Il a été estimé en 2015 que 46,8 millions de personnes 

sont atteintes de démence dans le monde, et ce nombre a été estimé à 131,5 

millions pour l’année 2050. (Prince, 2015). 

 

B) La maladie d’Alzheimer 

 

a) Signes cliniques et diagnostic 

La première description de la maladie est faite en 1901 chez une patiente de 51 ans, 

Auguste Deter, examinée par le Dr. Aloïs Alzheimer. En raison de troubles de la 

mémoire et du langage et d’hallucinations, Aloïs Alzheimer diagnostique une 

démence présénile. Après le décès de la patiente quelques années plus tard, le 

médecin observe d’abord une atrophie cérébrale à l’autopsie, puis la présence de 

deux dépôts anormaux : des plaques amyloïdes à l’extérieur des neurones et des 

dégénérescences neurofibrillaires à l’intérieur. Si ces dépôts ne sont pas inconnus à 
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l’époque, ils sont toutefois anormaux chez une personne de cet âge. Le nom de 

Maladie d’Alzheimer sera proposé quelques années plus tard et un intérêt croissant 

se développera pour la maladie. 

 

1 - Symptômes comportementaux et psychologiques 

Le diagnostic d’un trouble neuropsychologique, avant de faire une distinction entre 

les différents types de pathologies pouvant l’expliquer, se fera par une l’évaluation 

des facultés cognitives d’un individu et le constat d’un déclin par rapport à un état 

précédent. On retrouve parmi ces troubles : 

- Perte de mémoire à court ou long terme ; 

- Difficulté ou défaut de raisonnement (résolution de problème, évaluation 

d’un risque, prise de décision, planification ; 

- Désorientation ;  

- Déficit visuo-spatial (difficulté à reconnaître visages et objets) ; 

- Difficulté à l’expression orale ou écrite ; 

- Changement d’humeur ou de personnalité, apathie. 

 

2 - Marqueurs physiopathologiques 

Jusqu’en 2007, outre le diagnostic clinique des troubles cognitifs, seul un examen 

post mortem permettait de diagnostiquer avec certitude la maladie d’Alzheimer. Des 

chercheurs et cliniciens proposèrent ensuite d’intégrer à la démarche diagnostique 

l’étude de biomarqueurs identifiés chez les patients atteints de la MA (Dubois et al., 

2007). L’imagerie par résonnance magnétique (IRM) sera utilisée pour évaluer 

certains marqueurs comme l’atrophie du lobe temporal médial qui est plus fréquente 

dans un contexte de démence que dans le cas d’un vieillissement normal. L’analyse 

du LCR permet également de supporter la démarche diagnostique (Fagan et al., 

2007) : il a été en effet rapporté qu’on retrouve des taux plus élevés du peptide β-

amyloïde (Aβ), ainsi que des protéines Tau totale et phosphorylée par rapport aux 

sujets sains. A l’inverse, les variations de ces taux sont différentes pour d’autres 

types de démences. Par exemple, la concentration d’une forme de l’Aβ, l’Aβ1-42 est 

réduite chez les patients atteints de DV. La combinaison de ces différents marqueurs 

permet un diagnostic efficace de la pathologie.  
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3 - La neuropathie 

La neuropathie de la MA contient un certain nombre de lésions cérébrales. Les deux 

lésions les plus caractéristiques de la MA sont les plaques séniles et les 

enchevêtrements neurofibrillaires. On retrouve également la perte neuronale et une 

altération morphologique du cerveau. 

 

i. Plaques amyloïdes 

Les plaques amyloïdes (ou plaques séniles) désignent un spectre de lésions 

sphériques contenant des peptides amyloïdes extracellulaires (Dickson, 1997). La 

forme de peptide amyloïde la plus commune dans le cerveau est l’Aβ, un peptide de 

4 kDa. Selon la présence et la morphologie des peptides amyloïdes, ainsi que la 

présence et la nature d’éléments neuraux, une classification des plaques séniles a 

été établie. La nature des composants de ces plaques est un autre facteur 

permettant de discriminer entre vieillissement normal et MA, on prête notamment 

attention au ratio des différentes formes de peptide β-amyloïde (voir section I/2)C)) 

dans ces plaques et à la présence de cellules telles que les astrocytes. Ces plaques 

ont un effet neurotoxique, elles contiennent des axones et dendrites en 

dégénérescence, qui présentent une morphologie anormale en histologie. Il existe 

également une association importante de la microglie avec l’Aβ des plaques. Cette 

microglie est activée par le peptide amyloïde de la plaque et va mettre en jeu une 

réponse inflammatoire en sécrétant des cytokines telles qu’IL-1β, TNFα, IL-6 

(Interleukine 1 beta, Tumor necrosis factor alpha, interleukine 6). Les astrocytes 

aussi présentent une activation importante dans le cortex cérébral en étroite 

association avec les plaques amyloïdes. Eux aussi participent à la réponse 

inflammatoire. 

En plus des plaques amyloïdes, l’angiopathie amyloïde cérébrale, décrite plus 

loin, est également présente dans la MA. 
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ii. Enchevêtrements neurofibrillaires 

Les enchevêtrements neurofibrillaires (ou dégénérescence neurofibrillaire) sont des 

lésions neuronales cytoplasmiques, donc intracellulaires. Ils consistent en des amas 

non membranaires de filaments appariés en hélice (paired, helically wound filaments 

- PHF). Ces enchevêtrements sont très présents dans le cerveau atteint de MA. La 

protéine au cœur de la formation des PHF est une protéine associée aux 

microtubules : Tau. L’agrégation de cette protéine insoluble et hyperphosphorylée 

aboutit à la formation des PHF. Ces lésions sont surtout présentes dans le cortex 

entorhinal, l’hippocampe, l’amygdale et les zones corticales associées des lobes 

frontaux, pariétaux, temporaux. La dégénérescence neurofibrillaire n’est pas 

spécifique de la MA et est retrouvée dans d’autres types de troubles 

neurodégénératifs. 

 

iii. Perte neuronale et atrophie cérébrale 

Les patients atteints de MA présentent une atrophie importante du cerveau. L’organe 

perd en effet environ un tiers de sa masse. Cette atrophie est due à une perte 

neuronale massive, qui aboutit à un élargissement des ventricules et des sillons du 

cortex. Les zones les plus touchées sont celles associées à la mémoire et au 

langage. La cause principale de cette perte neuronale est toujours controversée, 

quant à la responsabilité de l’Aβ neurotoxique ou de la dégénérescence 

neurofibrillaire. 

 

C) Le peptide β-amyloïde, acteur moléculaire de la MA 

Nous avons évoqué les plaques amyloïdes qui sont au cœur de la pathologie de la 

MA. L’élément responsable de la formation de ces plaques est l’Aβ. 

L’Aβ est produite à partir d’un précurseur, l’APP (amyloid precursor protein). L’APP 

est une glycoprotéine avec un domaine transmembranaire, un grand domaine 

extracellulaire et un petit domaine cytoplasmique. C’est son clivage qui mène à la 

formation de l’Aβ, et de nombreuses mutations du gènes APP ont été identifiées 

dans les formes familiales de MA  
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Il existe deux voix de métabolisme de l’APP. La voie non-amyloïdogène est 

normalement majoritaire et considérée comme bénéfique, puisque comme son nom 

l’indique elle ne produit pas d’Aβ. L’autre voie est minoritaire et et dite amyloïdogène  

(Figure 3, (Bernabeu-Zornoza et al., 2019)) . 

 

a) Voie non amyloïdogène  

Dans la voie non-amyloïdogène, l’APP est clivée à l’intérieur du domaine Aβ par des 

enzymes de la familles ADAM (a disintegrin and metalloproteases) : la α-sécrétase, 

Figure 3 : Schéma descriptif des voies amyloïdogène et non amyloïdogène du 

métabolisme de l’APP (Bernabeu et al, 2019) 
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ADAM10 ou ADAM17. Ce clivage a pour effet d’aboutir à deux peptides : le sAPPα 

(soluble Alpha-Amyloid Precursor Protein) et le CTFα (C-Terminal Fragment Alpha). 

Le domaine CTFα est par la suite clivé par la γ-sécrétase, qui produit alors le peptide 

p3 et le domaine intracellulaire de l’APP (App intracellular domain, AICD). Cette voie 

est majoritaire dans de nombreux types cellulaires.  

 

b) Voie amyloïdogène 

Dans la voie amyloïdogène, l’APP est clivée par la β-sécrétase (ou BACE-1 pour β-

site APP cleaving enzyme). Il en résulte un peptide sAPPβ et un fragment 

transmembranaire CTFβ. Un second clivage du CTFβ par la γ-sécrétase va alors 

provoquer la libération du domaine AICD et de l’Aβ, tous deux de taille variable : l’Aβ 

existe majoritairement sous sa forme courte Aβ1-40 (ou Aβ40 ou Aβ1-40), mais il en 

existe environ 10% sous la forme longue Aβ1-42, (ou Aβ42 ou Aβ1-42). Il est 

important de noter que la forme Aβ42 est plus prône à l’agrégation en fibrilles et est 

le composant majoritaire des plaques amyloïdes (Checler, 1995; Selkoe, 2001). Ainsi 

le ratio Aβ1-42/Aβ1-40 est un facteur pronostic de la sévérité de la MA, un ratio élevé 

étant par ailleurs associé à un développement plus précoce de la maladie. La 

balance des deux voies métaboliques de l’APP est donc un facteur important dans le 

développement de la MA. On note par ailleurs que deux sous-unités de la γ-

sécrétase, les présénilines 1 et 2 (PSEN1, PSEN2) sont souvent mutées dans les 

formes familiales de la MA. 

 

c) Clairance de l’Aβ 

Une surproduction d’Aβ n’est pas le seul facteur à l’origine de la formation des 

plaques amyloïdes. En effet, il existe des mécanismes de clairance de l’Aβ dont la 

déficience peut expliquer le développement de la MA. Les niveaux de production et 

de clairance sont mesurés dans le LCR et sont estimés respectivement à 7,6% et 

8,3% par heure (Bateman et al., 2006). L’accumulation et agrégation d’Aβ est donc 

peu probable chez l’adulte sain. Il existe plusieurs voies de clairance de l’Aβ, mettant 

ou non en jeu des mécanismes enzymatiques. La clairance enzymatique fait 

intervenir différents types de protéases. Parmi les systèmes non enzymatiques, on 

distingue : 
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- le flux liquidien permettant le drainage des fluides interstitiels dans le LCR, 

notamment par le biais des espaces périvasculaires ; 

- la recapture et la dégradation par les cellules gliales (microglie et 

astrocytes) ; 

- le transport via le flux sanguin à l’aide de transporteurs tels que LRP1. 

Des dysfonctions de ces différents mécanismes, parfois dues à une cause génétique, 

sont retrouvées dans la MA. 

 

D) Les hypothèses de la MA 

 

a) L’hypothèse amyloïde 

L’origine de la neurodégénérescence caractéristique de la MA est débattue. Dans les 

années 90 a été proposée l’hypothèse selon laquelle l’apparition des plaques 

amyloïdes était à l’origine de la maladie. L’Aβ1-42, composant majeur de ces 

plaques, serait donc l’élément initial de la pathogénèse. L’apparition des autres 

lésions telles que la dégénérescence neurofibrillaire serait secondaire à cette 

accumulation d’Aβ (Hardy and Selkoe, 2002). 

Plus tard est apparue l’hypothèse amyloïde, selon laquelle la maladie a pour origine 

un déséquilibre entre les systèmes de production et de clairance de l’Aβ qui résulte 

en une augmentation de la concentration en Aβ1-42 extracellulaire et intraneuronale. 

Cette élévation d’Aβ1-42 provoque son oligomérisation et organisation en fibrilles, 

qui forment ensuite les plaques amyloïdes. Cette plaque est responsable d’abord 

d’une dégénérescence neuritique locale, mais aussi d’une activation de la microglie 

et des astrocytes environnants, et donc d’une réaction inflammatoire locale. Cet état 

inflammatoire provoque un stress oxydatif dans les neurones et le tissu environnants. 

S’ensuit un déséquilibre de l’activité des kinases et phosphatases neuronales qui 

provoque la formation des PHF et contribue à la dysfonction neuronale, jusqu’à la 

mort du neurone. 

Il existe différents éléments en faveur de cette deuxième hypothèse. Les formes 

familiales de la MA supportent fortement cette hypothèse : en effet, les mutations des 

gènes APP, PSEN1, PSEN2 responsables d’un déséquilibre de la production d’Aβ1-
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42/40 sont les causes des cas familiaux de MA, tandis que des mutations de tau sont 

à l’origine de syndromes neurodégénératifs mais ne provoquent pas l’apparition des 

plaques amyloïdes (Hardy et al., 1998). De plus, on trouve plus de dégénérescence 

neurofibrillaire chez les souris double-mutantes pour APP et tau par rapport aux 

souris uniquement mutées pour tau, tandis que ces dernières ne montrent pas de 

plaques amyloïdes. Il semble donc que la tauopathie, bien qu’elle contribue à la 

pathogénèse et au déclin cognitif, n’est pas un élément initiateur de la MA, et que la 

pathologie amyloïde potentialise la tauopathie. 

 

b) Facteurs de risque 

La cause de la MA reste inconnue, mais plusieurs facteurs ont été identifiés comme 

ayant une influence sur l’apparition ou le développement de la maladie. L’hérédité 

est un facteur important, et de nombreuses mutations ont été identifiées, aboutissant 

à la notion de MA dite familiale. Avec l’hérédité, l’âge constitue un facteur de risque 

majeur. En effet, après 65 ans, la prévalence de la MA double pour chaque 5 années 

d’âge (Prince et al., 2009). Les autres facteurs de risques peuvent être classés en 

facteurs cérébraux, cardio-vasculaire, périphériques, comme suit (Torre, 2004) :  

Facteurs de risque cardiovasculaires : 

- Insuffisance cardiaque 

- Arythmie 

- Hypertension 

- Hypotension 

- Thrombose 

- Homocystéinémie élevée 

- Allèle Apoε4 

- Athérosclérose 

Facteurs de risques cérébraux ou cérébrovasculaires : 

- AVC 

- Traumatismes crâniens 

- Ménopause 

- Migraine 
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- Niveau d’éducation 

- Anomalies hémodynamiques 

- Dépression 

Facteurs de risques périphériques ou comportementaux : 

- Tabagisme 

- Alcoolisme 

- Diabète 

- Cholestérol et consommation d’acides gras saturés 

  

c) L’hypothèse vasculaire 

L’hypothèse d’une origine vasculaire à la pathogénèse de la MA a émergé dans les 

années 90. Deux études cliniques dans les années à suivre renforcent cette 

hypothèse, indiquant que l’athérosclérose carotidienne et l’hypertension artérielle 

chronique sont associées à la MA (Hofman et al., 1997; Skoog et al., 1996). Nous 

avons par ailleurs évoqué précédemment l’étroite association des facteurs de risques 

vasculaires avec la MA. L’hypothèse formée en 2000 propose que chez des patients 

présentant un terrain sensible à la MA, une réduction du flux sanguin cérébral se 

retrouve aggravée par des facteurs de risques, jusqu’à atteindre un seuil critique 

théorique. Ce seuil correspondrait au palier au-delà duquel le flux sanguin devient 

insuffisant et incapable de remplir les besoins des neurones et donc d’assurer leur 

fonctionnement et leur survie (de la Torre, 2000). L’hypoxie qui en résulte 

participerait alors à la formation d’Aβ. En effet, il a été montré que HIF-1α (Hypoxia-

inducible factor 1-alpha), un régulateur transcriptionnel stimulé par l’hypoxie, active 

les enzymes β et γ sécrétase, responsables la production d’Aβ (Ogunshola and 

Antoniou, 2009).  

Enfin, l’hypothèse du « two-hit » a été proposée (Figure 4) : des facteurs de risques 

vasculaires ou génétiques amènent à des dommages cérébrovasculaires qui forment 

la lésion initiale, le premier « hit ». Ceci provoque d’une part une dysfonction de la 

BHE et donc le passage dans le parenchyme d’éléments du sang toxiques pour le 

cerveau et d’autre part une réduction du flux sanguin cérébral. L’hypoperfusion et la 

dysfonction de la barrière interviennent dans le métabolisme de l’Aβ respectivement 

en stimulant l’expression ainsi que la maturation de l’APP notamment grâce à HIF-1α 
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et en réduisant la clairance de l’Aβ formée. Ces facteurs initient alors l’accumulation 

d’Aβ dans le parenchyme cérébral, ce qui constitue le second « hit » dans la 

pathogénèse de la maladie. Les deux voies convergent ensuite et provoquent des 

lésions neurodégénérative et perte neuronale indépendamment ou en synergie, 

amenant finalement à la démence (Nelson et al., 2016). 

 

 

E) Interaction entre BHE et pathologie amyloïde 

L’accumulation vasculaire d’Aβ provoque un effet pro-inflammatoire et cytotoxique 

qui aggrave l’état de la BHE dans la MA (Carrano et al., 2011). On retrouve une 

dégénérescence des péricytes, des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) 

et des CE. A l’inverse, Une atteinte de la BHE peut aggraver la pathologie amyloïde. 

Il a effectivement été démontré que l’Aβ présente dans le parenchyme cérébral est 

Figure 4 : Schéma de l’hypothèse du « two-hit », d’après (Nelson et al., 2016) 
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éliminée à travers la BHE via la protéine LRP-1 (low-density lipoprotein receptor-

related protein-1) (Shibata et al., 2000). Or, il a aussi été démontré que l’expression 

vasculaire de LRP-1 est réduite dans la MA. De cela a émergé l’hypothèse que la 

réduction de l’expression vasculaire de LRP-1 dans la MA a pour effet de perturber 

l’efflux de l’Aβ et donc en renforcer l’accumulation dans le parenchyme cérébral, et 

donc d’aggraver le développement de la MA. Il a été confirmé que l’inhibition de LRP-

1 au niveau de la BHE provoque l’accumulation d’Aβ même chez des souris 

sauvages, ne surexprimant pas l’Aβ (Jaeger et al., 2009). 

 

a) Dégénérescence péricytaire 

Les patients atteints de MA présentent également des marqueurs de dommages 

péricytaires dans le liquide cérébrospinal (Montagne et al., 2015). On retrouve en 

effet dans la MA, une réduction de la couverture des capillaires par les péricytes, 

dans le cortex et l’hippocampe, soit une déstabilisation de la BHE (Sengillo et al., 

2013). En effet, l’Aβ est toxique pour les péricytes in vitro, mais les facteurs de 

risques cardiovasculaires associés à la MA sont également associés à une 

dégénérescence péricytaire, la cause primaire de cette dégénérescence dans la MA 

n’est donc pas clairement établie. 

b) Action des astrocytes dans la pathologie amyloïde 

Les astrocytes, par le biais de l’AQP4, sont responsables d’un mouvement liquidien 

polarisé allant de l’espace périvasculaire artériel vers le compartiment intestitiel, puis 

du compartiment interstitiel vers l’espace périvasculaire veineux. Les fluides 

périvasculaires au niveau veineux sont ultimement drainés dans le système 

lymphatique. Ce mouvement liquidien appelé « bulk flow » intervient dans le 

drainage de solutés interstitiels, et notamment de l’Aβ. Par ailleurs, il a été rapporté 

que dans un modèle murin d’AD, la localisation d’AQP4 est perturbée : au lieu d’être 

concentrée au niveau des pieds astrocytaires, son territoire d’expression remonte 

vers le corps cellulaire de l’astrocyte. De même, l’exposition à une forte concentration 

d’Aβ42 réprime l’expression d’AQP4. Il résulte de cela une perturbation de ce « bulk 

flow » qui a pour conséquence un défaut de clairance de l’Aβ(Rasmussen et al., 

2018). 
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Le rôle des astrocytes dans la MA ne se limite cependant pas aux mouvements 

convectifs des fluides cérébraux. Comme cela a été dit plus haut, les astrocytes sont 

nécessaires à l’acquisition de certaines caractéristiques de la BHE par les CE. Ils 

favorisent par exemple l’expression par les CE de transporteurs tels que MDR1 

(Berezowski et al., 2004), impliqué dans la clairance de l’Aβ (Kuhnke et al., 2007), et 

sont de façon plus générale des stabilisateurs de la BHE. Ils sont aussi capables par 

eux-mêmes d’internaliser et dégrader l’Aβ. Cependant cette capacité à éliminer l’Aβ 

semble réduite dans les astrocytes de sujets AD. Ceci provoque l’accumulation d’Aβ 

à l’intérieur même des astrocytes ce qui provoque l’astrogliose et un stress oxydant, 

et impacte donc la survie neuronale(Jones et al., 2013). 

En somme, on dispose données épidémiologiques et expérimentales soutenant 

l’importance de la BHE dans la pathologie de la démence. Dans l’hypothèse du 

« two-hit » évoquée précédemment, une dysfonction de la BHE fait même partie du 

premier hit d’origine vasculaire. Dans certains modèles d’AVC, il a été montré que 

restaurer la fonction de la BHE améliore la réparation du cerveau et le phénotype de 

l’animal. Cependant, la question d’une dysfonction seule de la BHE ou de l’UNV 

comme facteur initiant l’apparition d’une démence se pose. En l’absence d’AVC, et 

sans pathologie amyloïde, quel rôle peut revêtir la BHE dans l’étiologie de la 

démence ? 

 

F) Démence vasculaire, trouble cognitif vasculaire. 

La DV est la seconde forme la plus commune de démence après la MA. Elle est la 

cause de 20% des démences. C’est cependant un concept qui a évolué au cours des 

dernières années. La DV consiste en l’apparition de signes d’une démence 

imputable à la pathologie des vaisseaux sanguins cérébraux, et le diagnostic se 

faisait alors par l’évaluation ou la détection de ces deux paramètres. La pathologie 

était désignée comme s’aggravant par palier, rythmée par des AVC ischémiques ou 

hémorragiques, valant à la DV son nom alternatif de démence multi-infarctus. 

Cependant, c’est un concept qui a évolué au cours des dernières années. Il fut 

d’abord jugé trop limité, du fait de l’existence de troubles cognitifs liés à des 

pathologies vasculaires sans AVC, comme l’hypoperfusion, mais aussi du fait que la 

plupart des patients atteints de démence présentent à la fois des symptômes 
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neurodégénératifs et vasculaires. De plus, il apparut que des troubles vasculaires 

pouvaient conduire à l’apparition de troubles cognitifs, sans nécessairement de perte 

de mémoire, et pas assez sévères pour entrer dans les critères de la démence. Ceci 

amena à l’utilisation préférentielle de trouble cognitif vasculaire (VCD – vascular 

cognitive disorder), un terme plus large qui englobe un groupe hétérogène de 

pathologies (dont la DV) dont la caractéristique principale est la présence de troubles 

cognitifs imputables à une pathologie cérébrovasculaire.  

a) Critères diagnostic  

Le diagnostic du VCD est en évolution et fait de façon très hétérogène. En effet, les 

critères pris en compte varient en termes de perte de capacités cognitives, de lésions 

neurologiques et d’imagerie neurovasculaire, ce qui aboutit à la publication de taux 

de prévalence variables. En conséquence, l’International Society for Vascular 

Behavioral and Cognitive Disorders (VASCOG) a établi des recommandations 

définissant les critères diagnostics du VCD en 2014. Ces critères mettent notamment 

en lumière que le VCD est multifactoriel, et distinct de la MA. Le trouble cognitif 

repose sur un spectre allant de capacités cognitives normales à la démence, en 

passant par le trouble cognitif léger. En ce qui concerne la composante vasculaire, 

on recherche soit une association temporelle de l’apparition des troubles cognitifs 

avec un ou plusieurs évènements cérébrovasculaires (AVC), soit, dans le cas d’une 

absence d’AVC dans l’historique du patient, la présence de lésions neurovasculaires 

documentées par imagerie par résonance magnétique (IRM) ou tomodensitométrie 

(CT-Scan). 

 

b) Physiopathologie 

 

1 - Maladie des grands vaisseaux 

La maladie des grands vaisseaux (LVD – Large Vessel Disease) est par excellence, 

dans les troubles cognitifs, la démence après AVC. En effet, une démence survient 

chez 30% des sujets, dans les 3 mois suivant un AVC. Une étude a montré que le 

taux de démence est doublé chez les patients avec des antécédents d’AVC par 

rapport à ceux qui n’en ont pas (Ivan et al., 2004). L’athérosclérose est un facteur 

évidemment important dans la pathologie des grands vaisseaux. Elle peut provoquer, 
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aussi bien dans les vaisseaux extra-crâniaux qu’intra-crâniaux, une ischémie soit par 

thromboembolie (thrombose occlusive du vaisseau), soit par réduction du flux 

sanguin. Cependant, seulement 15% des AVC ischémiques sont attribués à 

l’athérosclérose des grands vaisseaux, tandis que 30% sont dit cardioemboliques (en 

raison de l’origine du thrombus dans le cerveau qui provient du cœur ou de l’aorte 

proximale), et 25% sont dus à l’occlusion de petites artères (Kolominsky-Rabas et al., 

2001). Il faut aussi noter que la LVD n’est que rarement retrouvée seule, tant la 

maladie des petits vaisseaux est presque omniprésente chez les sujets âgés. 

 

2 - Maladie des petits vaisseaux 

Le terme de maladie des petits vaisseaux (SVD – Small Vessel Disease) 

réfère à un ensemble de processus pathologiques d’étiologies différentes qui 

affectent les petites artères, les artérioles, les veinules, et les capillaires de plusieurs 

organes et régions du corps, bien que dans certains cas, le cerveau puissent en être 

la principale victime (Pantoni, 2010). On se focalisera logiquement ici sur la SVD du 

cerveau. Il faut noter toutefois que la définition d’un petit vaisseau n’est pas 

consensuelle au sein de la communauté scientifique. La SVD est un phénomène qui 

apparaît communément avec le vieillissement. Etant donné que les petits vaisseaux 

ne sont pas observables in vivo, on choisit d’utiliser les lésions du parenchyme 

cérébral supposément causées par un phénotype vasculaire comme marqueurs de la 

SVD. Je vais couvrir d’abord les différents processus pathologiques de la SVD, avant 

de parler des marqueurs recherchés en neuroimagerie. 

 

i. Artériosclérose 

L’artériosclérose est le facteur le plus fréquent dans la SVD. Elle est caractérisée par 

une perte de cellules musculaires lisses au niveau de la tunica media, une 

dégradation de la lame élastique interne, un dépôt fibrohyalin et collagénique, la 

formation de microathérome, une prolifération de fibroblastes, tout ceci menant à une 

rigidité vasculaire et un rétrécissement du lumen. Cette forme de la SVD est 

fortement associée au vieillissement ainsi qu’à des facteurs de risques vasculaires 

comme le diabète et surtout l’hypertension (on parle aussi de SVD hypertensive). 

Cette SVD provoque une occlusion du lumen ou une distension des vaisseaux 
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distaux. Le défaut de régulation du petit vaisseau atteint mène à une réduction du 

flux sanguin cérébral, et donc une hypoperfusion, tandis que l’occlusion provoque 

une ischémie. Ces évènements pourront être visualisés en neuroimagerie 

(hyperintensités de la substance blanche et infarctus lacunaires) 

 

ii. Angiopathie amyloïde cérébrale (CAA – Cerebral Amyloid Angiopathy) 

 La CAA est caractérisée par une accumulation progressive de protéines 

amyloïdes congophiles et immunoréactives dans la paroi des petites et moyennes 

artères et artérioles du cortex et des méninges, et dans une moindre mesure, des 

capillaires et des veines. Cette accumulation altère l’intégrité de la barrière hémato-

encéphalique et augmente la perméabilité vasculaire. La fuite de composés 

plasmatiques toxiques participe à la formation de lésion du parenchyme. La CAA 

provoque également la formation d’anévrysme ou d’occlusion de la lumière 

vasculaire. Elle est également responsable d’une dissection de la lamina élastique, 

d’où l’observation de vaisseaux qui semblent présenter deux lumières concentriques 

(« double-barrel lumen »). La CAA est par ailleurs une lésion presque 

systématiquement retrouvée dans la MA. Cependant, on la retrouve également dans 

d’autres syndromes sans perte de fonction cognitive, tel que le syndrome de Down. 

La fréquence de CAA augmente également avec l’âge. En termes d’imagerie, la CAA 

est associée à la présence d’hyperintensités de la substance blanche, de micro-

infarctus et de micro-saignements. 

 

iii. SVD génétiques ou héréditaires 

 En plus d’une forme héréditaire de CAA, on distingue aussi un groupe de SVD 

héréditaires ou résultant de mutations génétiques connues. La SVD génétique par 

excellence et une des plus communes est le CADASIL (Cerebral Autosomal 

Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy). Cette 

maladie est provoquée par une mutation du gène NOTCH3 sur le chromosome 

19q12 (Joutel et al., 1996). Les symptômes cliniques sont des AVC répétitifs, des 

migraines, des syndromes psychiatriques et un déclin cognitif progressif. Les AVC 

sont fréquents et retrouvés chez 71% des patients de 30 à 66 ans (Dichgans et al., 

1998). Les migraines semblent être le symptôme le plus précoces puisqu’elles 
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Figure 5 : Pathogénèse des lésions cérébrales conséquentes aux SVD (Pantoni et al., 2010).  

 

peuvent se déclarer quand les patients sont âgés d’une vingtaine d’années et 

concerner jusqu’à 90% des patients de 40 ans. A partir de 65 ans, environ deux tiers 

des patients montrent des signes de déclin cognitif. A l’IRM, les patients présentent 

des hyperintensités de la substance blanche, des micro-infarctus et des micro-

saignements. 

 Parmi les SVD d’origine génétique connu, on trouve également le CARASIL, 

beaucoup moins fréquent, les SVD dépendants d’une mutation du gène COL4A1, la 

maladie de Fabry. 
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iv. Hyperintensités de la matières blanches (WMH – White Matter Hyperintensities) 

 Les WMH d’origine vasculaire sont des lésions diffuses de la substance 

blanche qui présentent un signal anormal en neuroimagerie : elles sont 

hyperintenses en IRM pondérée T2. Il s’agit d’un marqueur très fréquent dans le 

vieillissement puisqu’on le retrouve chez 92% des sujets âgés de 60 à 90 ans (de 

Leeuw et al., 2001), et il apparaît déjà chez 50% des quarantenaires (Wen et al., 

2009). Les caractéristiques pathologiques qui accompagnent les WMH sont la perte 

neuronale, l’élargissement des espaces périvasculaires, la gliose, la démyélinisation 

et l’activation microgliale (Wardlaw et al., 2015). Ces WMH présentent une 

association forte avec l’AVC, le déclin cognitif, et la mort, et constituent donc un 

marqueur diagnostic très important (Debette and Markus, 2010). 

 

v. Autres marqueurs de SVD 

 Les micro-infarctus sont une caractéristique commune dans le cerveau des 

personnes âgées, et plus fréquente encore chez ceux atteints de démence 

vasculaire. Les zones infarcies ont une taille estimée entre 50 µm et 5 mm et sont 

visibles en IRM 3T (Hilal et al., 2016). 

 Un autre marqueur étudié est la dilatation des espaces péri-vasculaires ou 

espaces de Virchow-Robin, qui sont des espaces liquidiens entourant les vaisseaux 

sanguins cérébraux, délimités par les astrocytes. Ils sont visibles en IRM à haute 

résolution, et sont extrêmement fréquents, presque ubiquitaires, chez les personnes 

âgées. S’il tend à y avoir des éléments montrant une association entre ces dilatations 

et le déclin cognitif, leur pertinence reste controversée. 

 Les microsaignements sont un autre type de lésion. De forme arrondie et 

hypointense à l’IRM T2, ils correspondent à des dépôts d’hémosidérine, 

conséquence d’hémorrhagie microscopiques antérieures. Leur prévalence augmente 

avec l’âge et est particulièrement élevée dans la DV. L’étiologie des 

microsaignements varie en fonction de leur localisation dans le cerveau.  

 



39 
 

G) Démence mixte 

 Ce concept est intrinsèquement lié à l’hypothèse vasculaire de la MA. Cela a 

été évoqué précédemment, mais des études montrent que les lésions dégénératives 

et amyloïdes (de la MA) et les lésions neurovasculaires (des VCD) sont fréquemment 

associées, en particulier chez les personnes âgées. Delay et Brion (1962) ont été les 

premiers à donner de l’importance à l’association des lésions vasculaires et 

dégénératives à l’origine de la « démence sénile mixte ». Les opinions divergaient 

alors quant à la possibilité d’une démence mixte (DM) et il fut choisi de parler de MA 

avec DV, et donc plutôt de l’existence chez un même patient de deux pathologies 

distinctes. Par ailleurs, le terme même de démence mixte (DM), dans un premier 

temps, référa par la suite simplement à la coexistence des deux maladies. Des 

études épidémiologiques ont permis de montrer que l’existence d’une maladie 

cérébrovasculaire diminue les performances cognitives dans un contexte 

d’Alzheimer, au moins au stade le plus précoce (Esiri et al., 1999). Une autre étude 

indique qu’à niveau de sévérité égal de la démence, les patients DM montrent moins 

de plaques séniles et de dégénérescence neurofibrillaires que les patients MA pure, 

tandis que ces patients DM montrent également un volume d’infarctus cérébraux 

moins important que les patients DV pure, ce qui indique un effet cumulatif, sinon 

synergique, des deux types de processus pathologique. 

A l’autopsie, on trouve des signes de pathologies cérébrovasculaires chez un 

tiers des patients Alzheimer. Le diagnostic discriminant la MA et la DV a de fait 

évolué ; les caractéristiques des lésions de la MA et de la DV forment en réalité un 

Figure 6 : Schéma d’une nouvelle conception de la classification de la démence, d’après 

(Broderick and Wszolek, 2009)  
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continuum allant de la MA pure à la DV pure (Figure 6). Le terme de DM est 

finalement attribué à ces formes intermédiaires de démences. D’autres paramètres 

ont participé à consolider cette théorie, comme les facteurs de risques communs aux 

deux maladies, tels que l’hypertension, l’allèle apoE ainsi que les facteurs 

comportementaux. 

 

3) La BHE dans des conditions pathologiques  

Comme suggéré dans les paragraphes précédents, des dérèglements de la BHE, 

notamment de l’endothélium cérébral sont présentent dans de nombreux troubles 

neurologiques, mais les mécanismes impliqués peuvent être différents et mettre en 

jeu différentes voies de signalisation.  

 

A) Dysfonction endothéliale, généralité 

La fonction endothéliale désigne les mécanismes mis en jeu par les cellules 

endothéliales pour préserver l’homéostasie vasculaire. La dysfonction endothéliale 

correspond à une perturbation de ces fonctions et se traduit par une régulation 

aberrante du tonus vasculaire, une activation pro-inflammatoire et pro-thrombotique 

anormale de l’endothélium, une réduction de la survie endothéliale, une 

augmentation de la perméabilité vasculaire. 

 

a) Dérégulation du tonus vasculaire 

Un des aspects le plus étudié de la dysfonction endothéliale s’intéresse à la 

dérégulation du tonus vasculaire, résultant d’un déséquilibre entre des facteurs 

vasoconstricteurs et vasodilatateurs.  

Un des médiateurs endothéliaux les plus importants de la vasodilatation est l’oxyde 

nitrique (NO). 

Avant son identification, il fut démontré que la vasodilatation en réponse à 

l’acétylcholine était dépendante de l’endothélium ; celui-ci sécrète un facteur 

vasodilatant après stimulation par l’acétylcholine (Furchgott and Zawadzki, 1980). Ce 

facteur fut dans un premier temps baptisé facteur relaxant dérivé de l’endothélium 
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(ERDF). Il agit sur les CMLV en stimulant la guanylate cyclase et accroît ainsi le taux 

de GMP cyclique (GMPc) dans la cellule (Rapoport and Murad, 1983), responsable 

de la relaxation des CMLV. L’ERDF fut plus tard identifié comme étant le NO, 

synthétisé par la nitric oxyde synthase endothéliale (NOS3 ou eNOS) à partir de L-

arginine. La biodisponibilité du NO est dépendante de l’état d’oxydoréduction de la 

cellule, du stress oxydant, de la quantité et des modifications post-traductionnelles 

des co-facteurs de la eNOS (Palmer et al., 1988). L’activité de la eNOS est 

dépendante de différents stimuli tels qu’une activation cholinergique, une 

modification du débit sanguin ou du flux. Les facteurs de risques cardiovasculaires 

tels que le diabète, l’âge, l’hypertension artérielle se caractérisent notamment par 

une réduction de la biodisponibilité du NO. 

D’autres facteurs vont jouer un rôle dans la perturbation du tonus vasculaire 

contribuant à la dysfonction endothéliale. La prostacycline (ou prostaglandine I2, 

PGI2) fait partie de la famille des eicosanoïdes et est produite par les CE en réponse 

à un stimulus pro-inflammatoire tels que l’interleukine 1. A l’instar du NO, PGI2 a un 

effet anti-inflammatoire et est un médiateur de la vasodilatation. En conséquence de 

la production de prostacycline par les CE, le niveau d’AMP cyclique diminue dans la 

CMLV et cela aboutit à la vasodilatation. 

Les endothélines (ET) sont une famille de 3 facteurs vasoconstricteurs ; 

l’endothéline-1 (ET-1) est produite par l’endothélium et a un rôle majeur dans 

l’homéostasie de la vasomotricité vasculaire. Elle est produite par l’enzyme de 

conversion en endothéline-1 présente à la surface des CE. L’ET-1 agit sur deux 

récepteurs couplés aux protéines G : ET-A et ET-B. ET-A est présent sur les CMLV 

et va stimuler la contraction en induisant la libération de calcium dans le cytoplasme. 

ET-B, en revanche, est présent au niveau des CE et son activation mène à la 

production de NO (Kedzierski and Yanagisawa, 2001).  

 

b) Phénotype pro-inflammatoire 

Les CE jouent un rôle primordial dans l’initiation d’une réponse immunitaire dans un 

territoire donné. En effet, en réponse à la production de cytokines pro-inflammatoires 

telles que le TNF-α ou l’IL-6, les CE sont activées, c’est-à-dire qu’elles expriment à 

leur surface des molécules d’adhésion aux cellules immunitaires circulantes, telles 
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que VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), ICAM-1 (intercellular adhesion 

molecule 1), ou E-sélectine. Les facteurs de risques cardiovasculaires à l’origine 

d’une dysfonction endothéliale sont également associés à une activation excessive 

des CE, c’est-à-dire l’expression excessive de ces molécules d’adhésion dans des 

malgré l’absence de pathogène, amenant à une réaction inflammatoire 

potentiellement délétère pour le pour le vaisseau et le tissu environnant. Le défaut de 

biodisponibilité du NO propre à la dysfonction endothéliale semble suffire à induire 

une activation endothéliale excessive (Liao, 2013). 

 

c) Phénotype pro-thrombotique 

L’endothélium a un rôle essentiel dans l’activation du système de coagulation en cas 

de dommage vasculaire. Cependant une dysfonction endothéliale peut aussi mener 

à une activation pro-thrombotique accrue, comme c’est le cas dans le diabète, le 

tabagisme ou en présence d’un taux de cholestérol élevé. Cet effet est étroitement 

lié à l’activation inflammatoire des CE. En effet les cytokines pro-inflammatoires 

stimulent la production de facteur tissulaire et de facteur von Willebrand, qui sont pro-

thrombotiques. 

 

d) Rupture de la barrière endothéliale 

Dans tout l’organisme, les fonctions de la barrière sont assurées par l’établissement 

de jonctions intercellulaires spécialisées parmi lesquelles, des jonctions adhérentes, 

des jonctions serrées, des jonctions communicantes (Vestweber, 2012). Les 

pathologies cardiovasculaires telles que l’athérosclérose, se caractérisent entre 

autres par une modification de la perméabilité de l’endothélium jusqu’à une rupture 

de la barrière endothéliale, qui facilite le passage de cellules immunitaires à travers 

l’endothélium. Dans un modèle d’hypoxie-réoxygénation, on constate une 

augmentation de la perméabilité vasculaire due entre autres à une relocalisation de 

la VE-cadhérine. Cet effet peut néanmoins être supprimé si les CE surexpriment 

eNOS (Ozaki et al., 2002). In vitro, l’induction d’un stress oxydant par traitement au 

peroxyde d’hydrogène est suffisante pour déstabiliser la barrière endothéliale.  
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B) Preuves expérimentales d’une dysfonction vasculaire comme 

facteur initiateur de la démence.  

Cela a largement été évoqué jusqu’ici, les éléments vasculaires sont étroitement 

associés au développement de la démence. Il reste cependant à démontrer si dans 

un contexte non ischémique, une dysfonction de vasculaire (hors AVC) peut amener 

à l’apparition de troubles cognitifs. 

 

a) Hypoperfusion  

Hormis l’AVC en lui-même, l’anomalie neurovasculaire la plus communément 

regardée comme facteur vasculaire à l’origine d’une démence est l’hypoperfusion. 

Cela a été renforcé par la création de modèles de démence vasculaire basée sur 

l’hypoperfusion cérébrale modérée (Hattori et al., 2016).  

 

b) La perméabilité comme origine d’une démence ? 

La présence de dégâts péricytaires, et d’une réduction de la couverture des 

vaisseaux par les péricytes dans la MA a été évoquée. Des chercheurs ont étudié le 

rôle des péricytes à l’aide de souris PDGFR-B+/-, mutée pour un récepteur dont la 

voie de signalisation est cruciale au maintien des péricytes. Avec l’âge, la densité 

vasculaire, de même que la couverture péricytaire des vaisseaux diminue beaucoup 

plus chez ces souris, et cette perte des péricytes entraîne une perméabilité 

vasculaire accrue chez ces souris. Ces paramètres s’accompagnent d’une 

neurodégénérescence et l’apparition de troubles cognitifs. Par ailleurs, il fut 

également montré qu’un autre modèle de souris affecté d’une réduction vasculaire 

similaire mais sans perméabilité vasculaire présente une perte neuronale moindre 

que les souris PDGFR-B-/-, suggérant une synergie entre la disruption de la BHE et 

l’hypoperfusion dans le développement de la démence(Bell et al., 2010).  

D’autres chercheurs ont étudié la BHE et les capacités cognitives de souris rendues 

diabétiques (insulino-résistantes) par un régime riche en graisses et en fructose. 

Après quelques semaines sous ce régime, une perméabilité vasculaire apparaît déjà 
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dans le cerveau, accompagnée d’une activation pro-inflammatoire des CE, tandis 

qu’un déclin cognitif n’a été détecté qu’au bout de quelques mois (Takechi et al., 

2017).  

Dernièrement il a aussi été mis en évidence dans notre laboratoire que la 

perméabilité vasculaire aggrave la pathogénèse de la démence dans un modèle de 

sténose graduelle de l’artère carotide (GCAS). Les souris mutées pour la protéine 

Pdzrn3 dans les CE présentent une BHE plus résistante aux stimuli ouvrant 

normalement la barrière et augmentant la perméabilité vasculaire. Dans un modèle 

de GCAS, l’apparition de troubles cognitifs est retardée chez ces souris mutées, en 

association avec une disruption moindre de la BHE (travaux non publiés). 

 

C) Dysfonction vasculaire et autres maladies neurodégénératives 

a) BHE et sclérose en plaques 

1 - Généralités 

La sclérose en plaque (SEP) est une maladie auto-immune chronique du système 

nerveux central dans laquelle l’individu malade génère des anticorps dirigés contre la 

myéline ce qui provoque une démyélinisation progressive importante. Plusieurs 

fonctions peuvent être affectées par ces lésions : troubles moteurs, de la vision, de la 

sensibilité, de l’humeur, de l’ouïe, paralysie faciale, fatigue. La SEP crée donc un 

contexte de neuroinflammation chronique dans lequel la barrière hémato-

encéphalique est altérée de façon importante. L’expression et l’organisation des 

jonctions inter-endothéliales sont affectées, mais aussi celles des transporteurs ABC. 

Par ailleurs, l’expression de Shh est augmentée dans les astrocytes qui sont activés 

dans un contexte neuroinflammatoire (Alvarez et al., 2011).  

2 – Ouverture de la BHE dans la SEP 

L’ouverture de la BHE fait aussi partie du processus pathogénique de la sclérose en 

plaque (SEP), ou plus largement de la neuroinflammation. Dans un modèle 

expérimental de SEP, les astrocytes sont activés avant même apparition des 

symptômes. Ces astrocytes activés sécrètent du VEGFA, mais réduisent aussi leur 

expression de facteurs stabilisant la BHE, comme l’angiotensine (Wosik et al., 2007). 



45 
 

 Les métalloprotéinases matricielles (MMP) sont des endopeptidases caractérisées 

par la présence d’un ion Zn+ proche de leur site catalytique, de la superfamille 

metzincine, et impliquées dans la modification de la matrice extra-cellulaire. Elles 

sont d’abord produites sous la forme de zymogène avec un pro-domaine dont le 

clivage active la protéine et permet sa liaison à ses substrats. Elles jouent un rôle 

important dans la physiopathologie du SNC, notamment dans la neuroinflammation 

par divers mécanismes, comme la libération du TNFα (Black et al., 1997). Les MMP 

produites par les cellules immunitaires en particulier MMP-2 et -9) dégradent le β-

dystroglycane, responsable de l’ancrage des pieds astrocytaires (Agrawal et al., 

2006), ce qui facilite localement le passage de ces cellules hors des vaisseaux. Les 

neurones peuvent aussi produire MMP-3 qui active la microglie et provoque 

l’expression de cytokines pro-inflammatoire (Kim et al., 2007). D’autres travaux 

rapportent une ouverture de la BHE et une altération de l’expression des protéines 

de jonctions dans la SEP. 

 

b) BHE et AVC 

1 – Généralités  

L’AVC est la seconde cause de mortalité dans le monde. C’est une pathologie où 

une perturbation de l’apport sanguin aux cellules du cerveau provoque une mort 

cellulaire. L’occlusion d’un vaisseau sanguin (AVC ischémique) constitue 85% des 

AVC, le reste étant dû à un saignement intracérébral (AVC hémorragique). 

L’ischémie correspond à une réduction du flux sanguin suffisante pour induire une 

dysfonction cellulaire. Le cerveau est très sensible à ce phénomène, et un épisode 

ischémique même bref suffit à aboutir à une mort cellulaire dans le parenchyme 

cérébral. Plusieurs phénomènes interdépendants sont en cause dans la pathologie 

de l’AVC ischémique : apport insuffisant d’énergie, perturbation de la balance 

ionique, ouverture de la BHE, activation des cellules gliales, infiltration des 

leucocytes (Woodruff et al., 2011). 

 

2 – Ouverture de la BHE dans l’AVC 

Dans l’AVC, l’ouverture de la BHE aggrave la pathologie et augmente les risques 

d’hémorragie. Cette ouverture apparaît très rapidement après l’AVC. On retrouve en 
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effet après l’AVC une perturbation importante des jonctions endothéliales, en termes 

de localisation, de modification post-traductionnelle et de dégradation. Une première 

conséquence de l’ouverture de cette barrière va être l’apparition d’un œdème 

cérébral. Ceci va aussi permettre une fuite d’éléments neurotoxiques hors des 

vaisseaux sanguins (Jiang et al., 2018). 

Plusieurs processus vont participer à la déstabilisation de la BHE dans l’AVC. 

L’infiltration de cellules immunitaires dans le parenchyme cérébral conséquent à 

l’AVC participe à cet effet, notamment par la libération de cytokines pro-

inflammatoires. Le niveau de MMP-9 sérique augmente et est corrélé avec la 

sévérité de l’AVC (Montaner et al., 2003). Dans un modèle murin d’AVC, l’expression 

de MMP-2 et MMP-9 est augmentée et cela entraîne une disruption des jonctions 

serrées (Yang et al., 2007). L’hypoxie entraîne la production de VEGF, qui augmente 

la perméabilité (Schoch et al., 2002), mais aussi une augmentation de la production 

endothélial d’oxyde nitrique (NO) et l’inhibition de la NO synthase réduit la 

perméabilité induite par l’hypoxie in vitro. L’AVC ischémique entraîne aussi une 

production élevée de glutamate par les neurones, en partie responsable de 

l’ouverture de barrière, notamment via les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (Sharp et 

al., 2003). 

 

 

6) Voie Hedgehog et système vasculaire 

A) Description des agents de la voie Hedgehog 

a) Généralités 

Le morphogène Hh a été découvert en 1978 par Nusslein-Volhard et Wieschaus, 

chez la drosophile (drosophila melanogaster). Sa mutation affecte l’organisation et la 

polarité des segments de la drosophile, aboutissant à un animal dont la cuticule est 

couverte de spicules, d’où le nom du gène. Depuis, 3 homologues ont été identifiés 

chez les mammifères : Sonic Hedgehog, Indian Hedgehog, Desert Hedgehog (Shh, 

Ihh, Dhh). Ces trois protéines sont connues avant tout pour leur rôle durant le 

développement embryonnaire. Leur rôle chez l’adulte fut étudié par la suite dans 

d’autres contextes tels que le cancer ou la vascularisation. Ces ligands ont pour 
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récepteurs la protéine Patched (Ptch). La voie de signalisation Hh est étroitement 

associée au cil primaire, qui est souvent décrit comme la localisation de la 

machinerie cellulaire nécessaire au fonctionnement de la voie de signalisation. 

Cependant, il a été rapporté que cette voie de signalisation peut être modulée 

indépendamment du cil primaire (Chen et al., 2009). 

 

b) Structure et modifications post-traductionnelles des ligands 

Chacun des 3 ligands est initialement produit sous la forme d’une pré-pro-protéine 

composée d’un peptide signal amino-terminal, suivi d’un domaine de signalisation, 

puis d’un domaine autocatalytique carboxy-terminal. Après élimination du peptide 

signal, on obtient la protéine sous sa forme longue (« full-length », FL), non clivée. 

Les modifications post-traductionnelles subies par Shh sont les mieux décrites. Le 

domaine carboxy-terminal de Shh provoque son propre clivage et de façon 

concomitante, l’addition d’une molécule de cholestérol à sa place (Porter et al., 

1996). La molécule obtenue sera ensuite palmitoylée sur une cystéine 

aminoterminale par la Hedgehog acyl-transferase (HhAT) (Pepinsky et al., 1998). 

Cette forme courte, estérifiée et palmitoylée, ou forme N-Hh correspond à la 

molécule Shh active et sécrétée (Figure 7). 

Les domaines N-Hh des trois ligands présentent une forte homologie. Shh a 

respectivement 91% et 76% d’identité avec Ihh et Dhh, et Ihh et Dhh ont une identité 

de 80% (Pathi et al., 2001). Cependant, une analyse bioinformatique rapide des 

séquences protéiques des trois protéines avant maturation révèle une homologie 

moins importante, avec une identité de 59% entre Shh et Ihh, 56% entre Shh et Dhh, 

60% entre Ihh et Dhh, et que l’essentiel de la divergence entre ces protéines est 

concentré au niveau des domaines carboxy-terminaux. Ceci suggère donc une 

variabilité plus importante entre les domaines C-terminaux des trois ligands. 
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c) Patched 

Patched est le récepteur de la protéine Hh chez la drosophile. Il existe 2 homologues 

de Patched chez les mammifères : Ptch-1 et Ptch-2. Ce sont des récepteurs à 12 

segments transmembranaires. Les 2 gènes présentent 73% d’homologie, leurs 

différences se concentrant essentiellement dans les domaines transmembranaires 6 

et 7. Ptch-1 est nécessaire au développement embryonnaire de la souris et une 

déficience en Ptch-1 est létale tandis que Ptch-2 n’est pas indispensable au 

développement, sa perte amenant cependant à des anomalies cutanées. 

Lors de la réception du ligand, la signalisation Hh est induite (signalisation décrite 

plus loin) et le complexe ligand-récepteur est internalisé puis recyclé. Cette 

internalisation n’est pas indispensable à la transduction du signal mais participe à la 

création du gradient de morphogène en réduisant localement la concentration en 

ligand Hh (Torroja et al., 2004). 

 

d) Smoothened 

Smoothened (Smo) est une protéine transmembranaire. Son organisation structurale 

est celle d’un récepteur couplé aux protéines G (RCPG) à 7 domaines 

transmembranaires. Elle transduit le signal induit par la fixation du ligand Hh sur son 

récepteur (Voir paragraphe suivant). Elle présente des homologies importantes avec 

les récepteurs Frizzled (FZD), transducteurs des ligands Wnt, beaucoup moins avec 

les autres types de RCPG. Le 7ème domaine transmembranaire de Smo porte le site 

Figure 7 : La maturation post-transcriptionnelle des ligands Hh 
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de liaison à la cyclopamine, un alcaloïde stéroide issu d’une plante, le premier 

inhibiteur de smo et de la voie Hh en général découvert (Chen et al., 2002; Incardona 

et al., 1998; Sharpe et al., 2015). Les chercheurs se sont donc intéressés en 

particulier à ce domaine, et d’autres régulateurs agissant sur ce domaine ont été 

identifiés : des agonistes, comme le SAG (Smoothened AGonist) ou la 

purmorphamine, ou bien des inhibiteurs tels que Vismodegib (GDC-0449) utilisé chez 

l’homme comme agent thérapeutique contre le cancer basocellulaire (Apalla et al., 

2017) ou les molécules SANT-1 à SANT-4. Les sites de fixations de ces différents 

inhibiteurs sont variables et offrent autant d’outils pour étudier la signalisation Hh 

dans un type cellulaire ou les mécanismes d’activation de Smo (Sharpe et al., 2015).  

Plusieurs études ont démontré que l’exposition à certains oxystérols, en particulier 

ceux présents au niveau du cil primaire tels que le 7-keto-cholestérol peut induire 

l’activation de la signalisation Hh même en absence de ligands Hh (Raleigh et al., 

2018). Cette activation est associée à une localisation membranaire de Smo. Tout 

comme les récepteurs FZD, Smo possède sur sa partie amino-terminale et 

extracellulaire un domaine riche en cystéines (Cystein-rich domain, CRD). Le CRD 

fut identifié comme le site de liaison de ces oxystérols, nécessaire à l’activation de la 

signalisation par ces molécules, mais aussi responsable de la signalisation induite 

par Shh. Plusieurs inhibiteurs agissant sur ce domaine CRD ont été produits (comme 

le 20-keto-yne) en se calquant sur la structure des oxystérols activateurs de Smo et 

offrent d’autres outils pharmacologiques pour moduler la voie de signalisation Hh 

(Nachtergaele et al., 2013). 

 

 

B) Signalisation 

On distingue classiquement trois modes de signalisation Hh (Figure 8, Figure 9) : 

• La voie canonique, dépendante de Ptch-1, de Smo et des facteurs de 

transcription Gli  

• La voie non canonique de Type I, dépendante de Ptch-1, mais indépendante 

de Smo et de Gli. 
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• La voie non canonique de type II, dépendante de Ptch-1 et Smo, mais 

indépendante de Gli. 

 

a) Voie canonique 

La voie canonique est connue depuis le plus longtemps et la mieux décrite. Elle est 

dépendante de la liaison d’un ligand Hh à Ptch-1. En absence de ligand, le récepteur 

transmembranaire Ptch-1 réprime la protéine transmembranaire Smo et la maintient 

séquestrée dans le cytosol, par un mécanisme encore inconnu (seuls des modèles 

hypothétiques existent actuellement). Dans cette configuration, l’activité 

transcriptionnelle des facteurs de transcription Gli est réprimée par le complexe 

protéique Sufu (Suppressor of Fused), bien que le mécanisme ne soit pas encore 

très bien connu. Lors de la liaison d’un ligand à Ptch-1, la répression est levée et 

Smoothened est transloqué à la membrane plasmique, et va à son tour lever l’action 

de Sufu. Les facteurs Gli peuvent alors activer leurs cibles transcriptionnelles, parmi 

lesquelles on retrouve notamment Ptch-1 et Gli1(Briscoe and Thérond, 2013). 

 

 

1 - Les facteurs Gli 

Ils sont au nombre de 3 : Gli1, Gli2, Gli3. Ce sont des facteurs de transcription à 

doigt de zinc. En absence de ligand, les facteurs Gli sont phosphorylés par diverses 

kinases puis ubiquitinylés, avant d’être dirigés vers le protéasome. Gli1 est 

totalement dégradé, mais Gli2 et Gli3 ne vont être que partiellement dégradés et leur 

domaine amino-terminal est libéré, lequel est un répresseur transcriptionnel.  

En présence de ligands, Smo active la kinase STK36 ; celle-ci phosphoryle SuFu, ce 

qui provoque sa dissociation des facteurs Gli et leur translocation dans le noyau où 

ils peuvent alors activer leurs cibles transcriptionnelles. 
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2 - L’inhibition de Smoothened par Patched-1 

On ne sait pas encore par quel mécanisme Ptch-1 réprime la localisation et l’activité 

de Smoothened. Cependant, plusieurs modèles théoriques, qui ne sont pas 

nécessairement exclusifs, ont été proposés :  

• Ptch-1 réprime Smo par une activité catalytique ; 

• Ptch-1 médie le transfert d’un messager extracellulaire dans la cellule, ou 

l’inverse, pour inhiber Smo ; 

• Ptch-1 provoque la modification de la composition lipidique locale de la 

membrane plasmique afin de prévenir la translocation membranaire de Smo. 

Figure  8: La signalisation Hh, d’après (cellsignal.com).  
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b) Voie non canonique de type I 

La voie non canonique de type I est indépendante de Smo et va plutôt faire intervenir 

des partenaires de Ptch-1. En effet, plusieurs études ont amené à identifier Ptch-1 

comme un régulateur de l’apoptose. En effet, Ptch-1 porte sur son extrémité 

carboxyterminale un site substrat au clivage par les caspases, notamment la 

caspase-3, (Thibert et al., 2003). Et il fut ultérieurement démontré que l’exposition de 

ce site est suffisante pour induire l’apoptose. Ptch-1 peut en effet recruter un 

complexe protéique d’apoptose DRAL/Caspase-9/TUCAN-1 (Mille et al., 2009). Un 

autre partenaire de Ptch-1 est la cycline B1 phosphorylée (Barnes et al., 2001). Par 

cette interaction, Ptch-1 régule le cycle cellulaire en prévenant la localisation 

nucléaire de la cycline B1. Cet effet du récepteur est dépendant de la 

phosphorylation de la cycline B1(Barnes et al., 2005) (Figure 8). 

 

Figure 9 : Les voies Hh canoniques et non canoniques (Riobo, 2015) 
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c) Voie non canonique de type II 

La voie non canonique de type II est dépendante de la levée de l’inhibition de Smo 

par Ptch-1 et fait appel à l’activation d’autres voies par Smoothened, notamment à 

l’activation d’une protéine G. La protéine Gi associée à Smo peut mener à l’activation 

de petites GTPases, comme RhoA, ce qui stimule la migration des fibroblastes in 

vitro. Par ailleurs, cet effet n’est pas inhibé par Gli-3R, indiquant qu’il est indépendant 

de la voie canonique (Polizio et al., 2011). Le mécanisme par lequel Smo active 

RhoA n’est cependant pas tout à fait connu. Comme d’autres RCPG, Smo engage 

des voies de signalisations dépendantes du calcium (PKC), notamment par la 

production d’inositol triphosphate (Belgacem and Borodinsky, 2011) (Figure 8).  

 

d) Une signalisation autonome indépendante de Ptch-1 

Le modèle classique de la signalisation Hh implique une cellule émettrice sécrétant 

ou portant à sa surface les ligands Hh et une cellule réceptrice portant les récepteurs 

Ptch-1 ou Ptch-2. Cependant, des fibroblastes déficients pour Ptch-1 et Ptch-2 mais 

exprimant Smo montrent une activité transcriptionnelle Gli s’ils sont transfectés pour 

surexprimer un ligand Hh. Ces cellules répondent donc aux ligands qu’elles 

produisent, de façon indépendante des récepteurs Ptch-1 et 2. De plus il apparait 

que la forme FL des ligands soit suffisante pour induire cette signalisation, suggérant 

qu’une sécrétion des ligands n’est peut-être pas indispensable. Les auteurs de ces 

expériences montrent  également que Smo et notamment son domaine CRD sont 

nécessaires à la signalisation (Casillas and Roelink, 2018).  

 

e) Efficacité respective des ligands 

Il est généralement considéré que les 3 ligands induisent les mêmes effets, et que la 

différence dans leurs rôles respectif dépend essentiellement de leur territoire 

d'expression. En effet, de nombreuses études souligne une redondance entre les 

effets des différents ligands. 

Les trois ligands Hh, sous leur forme N-Hh, ont une affinité similaire pour leur 

récepteur Ptch-1. Cependant, N-Shh, N-Ihh et N-Dhh n’ont pas la même capacité 

d’activation de la voie Hh dans la cellule cible. En effet, in vitro, pour induire la 



54 
 

signalisation canonique dans une lignée de cellules mésenchymateuse, N-Shh est le 

ligand qui active le plus fortement la voie, N-Ihh a un effet moins important, et N-Dhh 

quant à lui a un potentiel encore inférieur aux deux autres ligands ; Shh, Ihh, Dhh 

présentent une EC50 de respectivement 80 nM, 500 nM et 5 µM. In vivo, en fonction 

de l’effet observé pendant l’embryogénèse, leurs potentiels respectifs varient, mais 

N-Shh reste le ligand le plus efficace (Pathi et al., 2001). Il est nécessaire de préciser 

que la majorité des études portant sur les effets des différents ligands utilisent des 

protéines recombinantes sous la forme N-Hh. Si on sait que Shh existe et agit 

majoritairement sous cette forme courte, on disposait en revanche de moins 

d’informations quant à ses homologues Dhh et Ihh, nettement moins étudiés. Aussi, il 

était considéré que ce processus de maturation évoqué plus tôt s’applique à chacun 

des ligands. Cependant, des chercheurs se sont intéressés aux effets de ces ligands 

lorsqu’ils sont exprimés sous leur forme FL et leur capacité à induire la signalisation 

canonique. In vitro, ils montrent qu’aussi bien Shh que Ihh sont capable d’agir 

d’induire la signalisation s’ils sont initialement exprimés sous leur forme FL. La 

réponse est beaucoup plus faible, voire inexistante, selon le type cellulaire utilisé, 

pour Dhh. Plus encore, à l’aide de milieux conditionnés, ils montrent qu’une 

signalisation paracrine est possible pour les cellules exprimant FL-Shh et FL-Ihh 

(néanmoins plus faible que FL-Shh), mais pas FL-Dhh. FL-Dhh est revanche capable 

d’induire un signal en co-culture, si le contact cellulaire est possible. Par ailleurs, 

cette action est dépendante du domaine carboxy-terminal de Dhh, et Dhh existe 

majoritairement sous sa forme FL. Les ligands Hh ont donc des propriétés différentes 

en fonction de leur nature et de leur état de maturation post-traductionnelle 

(Pettigrew et al., 2014). 

 

C) La voie Hh dans le développement 

Le rôle par excellence de la voie Hh, et le mieux décrit, est son intervention durant le 

développement embryonnaire, notamment dans la régulation des territoires 

mésenchymateux et épithéliaux. Cette voie intervient dans le développement et 

l’organisation de nombreux organes, des membres, des réseaux vasculaires et 

neuraux. Les souris Shh-/- et Ihh-/- sont létales, mais les souris Dhh-/- sont viables, 

bien qu’atteintes d’anomalies gonadiques et nerveuses. Les ligands Hh participent à 
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3 grands processus au cours du développement embryonnaire : l’organisation 

spatiale de l’embryon, la spécification cellulaire et la régulation de la différenciation et 

de la prolifération cellulaire. 

 

a) Organisation spatiale de l’embryon 

Shh joue un rôle dans l’organisation spatiale précoce de l’embryon. La protéine est 

sécrétée du nœud de Hensen vers le côté gauche de l’embryon et participe donc à la 

mise en place de l’axe droite-gauche (Tanaka et al., 2005). Il intervient également 

dans l’organisation dorso-ventrale, plus la concentration en Shh est importante, plus 

l’identité des neurones est ventrale (Balaskas et al., 2012). Enfin, Shh est intervient 

dans la polarité des membres et la mise en place des phalanges et des doigts : le 

membre antérieur des souris Shh-/- présente une absence d’arche digitale à 

l’exception d’une unique phalange terminale (Panman and Zeller, 2003). 

 

b) Différenciation, migration, prolifération cellulaire  

La migration et la différenciation de nombreux types cellulaires est régulée par la voie 

Hh. Notamment, les précurseurs neuronaux granulaires cérébelleux à l’origine des 

cellules constitutives du cervelet et les progéniteur de la zone ventriculaire (Vaillant 

and Monard, 2009). La régulation de la prolifération et de la réorganisation du 

cytosquelette par la voie Hh est nécessaire à mise en place et l’organisation des 

axones, dendrites et synapses (Sánchez-Camacho and Bovolenta, 2009). La voie Hh 

participe également à la migration et la prolifération cellulaire des cellules neuronales 

lors du développement de la face, notamment lors de la formation du ganglion 

rétinien et du modelage craniofacial, et elle est indispensable à la différenciation 

cellulaire dans la formation des photorécepteurs.  

 

c) Développement vasculaire 

La voie de signalisation Hh intervient dans la mise en place initial du système 

vasculaire. Le sac vitellin ou vésicule ombilicale est une poche membraneuse 

attachée à l’embryon, formée par des cellules hypoblastiques. C’est dans le sac 

vitellin que sont initiés les premiers vaisseaux sanguins et des embryons murins 
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déficients en Smo présentent une absence totale de vaisseaux sanguins formés 

dans le sac vitellin à E9.5, tandis que les embryons de souris Ihh-/- ont un nombre 

réduit de vaisseaux, à E10.5 et plus petits (Byrd et al., 2002). Ihh avait déjà été 

proposé comme un ligand activant l’hématopoïèse et la vasculogenèse, mais ces 

résultats suggèrent que d’autres ligands Hh interviennent dans ce processus et 

compensent partiellement la perte d’Ihh. Par la suite, il a été montré que Shh est 

nécessaire et suffisant à la mise en place de l’aorte dorsale chez l’embryon de poulet 

ou de souris (Vokes et al., 2004). Shh est également impliqué dans l’organisation 

vasculaire pulmonaire et son absence dans l’épithélium pulmonaire provoque une 

réduction du nombre de vaisseaux dans le poumon à E18.5 (Miller et al., 2004). 

 

D) La voie Hh et l’angiogenèse chez l’adulte 

De nombreux résultats indiquent le rôle de la voie Hh dans la régulation de 

l’angiogenèse, essentiellement pathologique, notamment dans le cadre de l’ischémie 

et du cancer. 

 

a) Angiogenèse ischémique 

Au cours de l’ischémie du membre inférieur (Hind Limb Ischemia – HLI), l’expression 

de Shh est augmentée. Le rôle de Shh dans l’angiogenèse réparatrice semble 

majeur puisque les premières études ont montré que le blocage de la voie Shh par 

un anticorps bloquant (5E1) réduit le processus (Pola Roberto et al., 2003) et qu’à 

l’inverse, l’administration systémique de Shh recombinant augmente l’angiogenèse 

post-ischémique (Pola et al., 2001). Cependant, de façon contradictoire, nos résultats 

récents montrent que l’angiogenèse post-ischémique est augmentée chez des souris 

déficientes pour Shh (déficience induite chez la souris adulte) (Caradu Caroline et al., 

2018) suggérant qu’il existe une différence de fonction entre les protéines Shh 

exogène et endogène. Par ailleurs, il apparaît que l’activation de la voie de 

signalisation Hh dans les CE n’intervient pas dans l’angiogenèse ischémique. En 

effet, il a été montré que l’angiogenèse post-ischémique n’est pas affectée chez des 

souris dont les CE sont déficientes en Smo (Gupta et al., 2018; Renault et al., 2013). 
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b) Angiogenèse tumorale 

Une suractivation de la voie de signalisation Hh a été proposée à plusieurs reprises 

comme en partie responsable de l’invasion vasculaire d’une tumeur. En effet, des 

inhibiteurs de Smo réduisent la densité vasculaire de différentes tumeurs 

surexprimant des ligands Hh (Geng et al., 2007; Kuroda et al., 2017). Il a aussi été 

montré que la suractivation de la voie de signalisation Hh dans les tumeurs gliales 

augmente l’expression du VEGFA et de MMP favorisant le remodelage de la matrice 

extra-cellulaire (Cui et al., 2012).  

 

E) La voie de signalisation Hh et la BHE 

Le rôle de la voie de signalisation Hh dans la BHE fait l’objet d’une littérature 

abondante. Toutefois ce rôle reste controversé, certains résultats décrivant un rôle 

de stabilisation et d’autres de déstabilisation de la BHE.  

 

a) La voie Hh stabilise la BHE 

Le rôle de la voie de signalisation Hh dans la régulation ou la mise en place de la 

BHE a fait l’objet de nombreuses études. J.L. Alvarez a notamment souligné 

l’importance de cette voie pour la BHE. L’étude d’embryons de souris déficientes en 

Shh révèle une perméabilité vasculaire accrue dans le cerveau de ces souris, 

suggérant une perturbation de la BHE. De même, l’administration intra-péritonéale de 

cyclopamine, bloquant la voie de signalisation Hh, augmente la perméabilité 

vasculaire cérébrale chez la souris adulte sauvage. Il a aussi été montré que les CE 

humaines de BHE ont une expression accrue des protéines de jonctions (Claudin-5, 

Occludine), et une résistance trans-endothéliale plus importante (méthode 

d’évaluation de la perméabilité trans-endothéliale in vitro) lorsqu’elles sont stimulées 

par du Shh humain recombinant ou traitées par du milieu conditionné enrichie en 

Shh (astrocytes). Ces travaux ont ainsi mis en lumière l’intégration d’un signal Hh par 

les CE impliqué dans la régulation de la BHE. Ces mêmes auteurs suggèrent que la 

stimulation de la voie Hh  par du Shh recombinant, un agoniste de la voie 

(purmorphamine) ou du milieu conditionné astrocytaire réduit l’activité pro-

inflammatoire des CE (expression de la cytokine IL-8 et de la protéine d’adhésion 
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ICAM-1), tandis qu’un antagoniste (cyclopamine) prévient l’effet anti-inflammatoire du 

milieu conditionné astrocytaire (Alvarez et al., 2011). 

Il a été montré au sein de l’Inserm U1034 que des souris déficientes pour Dhh 

présentent des anomalies vasculaires au niveau des nerfs, à savoir une 

augmentation de la densité et de la perméabilité vasculaires. L’étude a été menée 

ensuite à un niveau plus spécifique, et l’élimination de Smo dans les CE de souris 

provoque également une augmentation de la perméabilité vasculaire endoneurale, 

indiquant donc, comme l’article précédent, que la signalisation Hh au sein même de 

la CE participe au maintien de la barrière endothéliale (Chapouly et al., 2016) 

Nous avons aussi montré que les CE expriment Dhh, et que ce Dhh endothélial est 

un régulateur de la BHE et de l’inflammation. En effet, des souris dont les CE sont 

déficientes pour Dhh (souris DhhCEKO) montrent une augmentation de la perméabilité 

vasculaire cérébrale et sont plus prônes à l’activation inflammatoire endothéliale, 

c’est-à-dire que l’infiltration immunitaire est augmentée dans le poumon dans un 

contexte d’inflammation systémique (Caradu Caroline et al., 2018). Les études 

portant sur les effets de la voie de signalisation Hh sur les CE s’intéressent 

essentiellement aux effets de Shh, qu’il soit recombinant ou produit par un autre type 

cellulaire (astrocytes). L’existence de Dhh dans les CE suggère l’existence d’une 

signalisation Hh endothéliale autonome, ce présente un intérêt majeur dans la 

compréhension des mécanismes par lesquels cette voie de signalisation agit sur le 

système vasculaire. 

 

 

b) Hh et pathologie de la BHE 

Une autre équipe a montré que dans un modèle d’AVC, qui provoque une 

perturbation de la BHE, l’administration intraveineuse de purmorphamine, un 

agoniste de Smo, réduit la perméabilité vasculaire, améliore la performance cognitive 

des souris opérées et réduit la taille de la zone infarcie. Cette administration a 

également pour effet de réduire la perméabilité de la BHE. Une augmentation de 

l’expression de Shh après chirurgie a également été détectée (Chechneva et al., 

2014). Ces résultats et d’autres indiquent que les processus physiopathologiques 

affectant la BHE interviennent notamment au niveau de la signalisation Hh entre 
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astrocytes et CE. En effet, l’expression de Shh est augmentée dans la sclérose en 

plaque (Alvarez et al., 2011) et dans un modèle d’AVC (Chechneva et al., 2014), 

vraisemblablement pour réguler l’ouverture de la BHE due respectivement à la 

neuroinflammation et l’ischémie. A l’inverse, des processus pathologiques semblent 

être partiellement médiés par une diminution de l’expression de Shh. L’expression de 

Shh est réduite dans le cadre de l’infection par le VIH de souris humanisées et le 

traitement au SAG inhibe l’ouverture de BHE normalement observée (Singh et al., 

2016). De même, Mycobacterium tuberculosis perturbe la BHE dans un modèle in 

vitro de BHE (Co-culture d’astrocytes et de CE), mais cet effet est réduit par 

traitement à la purmorphamine. L’effet de M. tuberculosis est en partie médié par la 

répression de l’expression astrocytaire de Scube2, un acteur de la sécrétion de Shh. 

Enfin, dans un modèle de souris diabétiques, l’expression de Dhh est réduite, ce qui 

est associé à une augmentation de la perméabilité vasculaire endoneurale et une 

réduction de l’expression de la claudin-5. Ces effets et d’autres effets liés à la 

pathologie nerveuse sont réduits par une administration systémique de SAG 

(Chapouly et al., 2016). 

 

c) La voie Hh déstabilise la BHE 

Contrairement à ce qui a été évoqué précédemment, d’autres résultats indiquent que 

la voie Hh à un effet négatif sur l’intégrité de la BHE. Les travaux de l’équipe de J. 

Gavard semblent indiquer un tel effet dans le contexte du glioblastome. Ces travaux 

indiquent que des cellules tumorales issues de patients sécrètent des facteurs qui 

déstabilisent la barrière endothéliale in vitro ou in vivo dans un modèle de 

xénogreffe. Parmi les facteurs sécrétés figurent Dhh, et la répression de l’expression 

de Dhh dans ces cellules tumorales abolit ces effets. De façon intéressante, les 

cellules tumorales induisent également l’expression de Ptch-2 par les CE, et l’axe 

Dhh/Ptch-2 est responsable de cet effet sur la BHE. Enfin, contrairement à ce que 

suggèrent les travaux d’Alvarez décrits précédemment, le traitement de CE par des 

microparticules porteuses de Shh augmente l’expression d’ICAM-1 in vitro (Soleti et 

al., 2009). 

  



60 
 

F) Signalisation Hh dans les CE 

Les CE ne correspondent pas à la conception habituelle de la signalisation Hh où 

une cellule épithéliale sécrète un ligand Hh agissant sur une cellule 

mésenchymateuse portant les récepteurs Ptch-1 ou Ptch-2, puisqu’elles expriment 

Dhh et le récepteur Ptch-2. En effet, les CE expriment à la fois le ligand et le 

récepteur, c’est-à-dire Dhh et Ptch-1, ainsi que Smo. Il est alors raisonnable de 

supposer qu’elles sont capables d’une signalisation autocrine.  

L’équipe de N.A. Riobo a travaillé a éclaircir le mécanisme de signalisation Hh dans 

les CE. Celles-ci suivent ne suivent pas un type de signalisation canonique : le 

traitement par Shh ou la purmorphamine n’augmente pas l’expression de gènes 

cibles des facteurs Gli, à savoir Gli-1 et Ptch-1. En revanche, le traitement par du 

Shh recombinant diminue l’activité de la caspase-3, un médiateur de l’apoptose, qui 

est un interactant de Ptch-1. Cependant, l’activation ou l’inhibition de Smo n’a aucun 

effet sur ce paramètre. Il existe donc une signalisation non canonique de type I 

(dépendante de Ptch-1, indépendante de Smo) dans les CE. Toutefois, elles 

subissent également une signalisation non canonique de type II. Smo est en effet 

nécessaire à la formation de fibres de stress et à la tubulogenèse suite à l’activation 

de la voie Hh. Cet effet est dépendant de l’activité de Smo en tant que RCPG et 

passe  par l’activation de RhoA, effet inhibé par la cyclopamine (Chinchilla et al., 

2010) et donc dépendant de Smo. Une difficulté apportée par les voies non 

canoniques est l’absence de marqueurs spécifiques connus, par opposition à la voie 

canonique ou Ptch-1 et Gli-1 sont des cibles transcriptionnelles fiables de la voie Hh. 

 

G) Les approches thérapeutiques de la voie Hh 

La voie Hh présente un intérêt croissant quant à la thérapie des pathologies 

cardiovasculaires. L’administration de Shh a été précédemment rapportée comme 

ayant un effet pro-angiogénique (Pola et al., 2001), et la thérapie génique Shh 

améliorer la régénération et la néovascularisation du cœur dans un modèle murin 

d’ischémie myocardique, suggérant la possibilité de cibler la voie Hh chez les 

individus atteints d’ischémie myocardique aigüe ou chronique (Kusano et al., 2005). Il 

a aussi été évoqué précédemment qu’un traitement SAG permet de réduire la 

neuropathie vasculaire diabétique (Chapouly et al., 2016), et que la purmorphamine 
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a un effet neuroprotecteur dans un modèle d’ischémie cérébrale (Chechneva et al., 

2014). C’est néanmoins avant tout pour ses effets pro-angiogénique et 

vasculoprotecteur que la voie Hh est discutée comme cible thérapeutique dans des 

maladies cardiovasculaires (Cristofaro and Emanueli, 2009; Dunaeva and 

Waltenberger, 2017; Wang et al., 2017). Eclaircir les mécanismes par lesquels la 

voie Hh agit sur le système vasculaire présente donc un intérêt majeur. 
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II/ Raisonnement et Objectif 

La voie de signalisation Hh joue indiscutablement un rôle dans le maintien de la BHE 

mais des contradictions semblent exister au sein de la littérature. Le but de cette 

thèse est de clarifier le rôle des ligands Hh dans la régulation de l’intégrité de la BHE 

dans des conditions physiologiques et dans la physiopathologie des maladies 

neurodégénératives, notamment la sclérose en plaque et la démence. 

L’essentiel des travaux publiés quant à l’effet de la voie de signalisation Hh sur la 

BHE ont porté sur l’étude de Shh. Les travaux d’Alvarez et al., notamment, 

rapportent que Shh est nécessaire à la mise en place de la BHE chez l’embryon de 

souris, et que l’inhibition pharmacologique de la voie de signalisation Hh chez des 

souris adultes augmente la perméabilité vasculaire cérébrale. Shh est donc proposé 

comme étant nécessaire au maintien de la BHE chez l’adulte. (Alvarez et al., 2011).  

Les résultats précédents  du laboratoire montrent que Dhh est exprimé par les CE de 

la BHE et que la suppression de la signalisation Hh endothéliale par la délétion aussi 

bien de Dhh que de Smo dans les CE entraîne une ouverture de la barrière 

endothéliale (Caradu Caroline et al., 2018; Chapouly et al., 2016) 
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Enfin, le résultat de l’analyse transcriptomique de l’expression des gènes dans les 

cellules vasculaires et les cellules associées aux vaisseaux dans le cerveau de 

souris adulte réalisée par single cell sequencing dans le laboratoire de Christer 

Betsholtz confirme nos résultats en démontrant que l’ARNm Dhh est détectée dans 

les cellules endothéliales de la BHE. Il apparaît notamment que dans les cellules 

vasculaires et paravasculaires, Dhh semble être le ligand Hh le plus fortement 

exprimé, tandis que les niveaux d’expression de Shh et Ihh sont beaucoup plus 

faibles (Figure 10, (He et al., 2018; Vanlandewijck et al., 2018)). 

Figure 10  : Expression des ligands Hh dans les cellules associées aux vaisseaux sanguins 

cérébraux, adapté de http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html. PC: 

péricyte ; vSMC : cellule musculaire lisse (CML) veineuse ; aaSMC : CML artériolaire ; aSMC : 

CML artérielle ; MG : microglie ; FB1-2 : Fibroblaste-like Type 1-2 ; OL : oligodendrocyte : EC1-2-

3 : CE type 1-2-3 ; vEC :CE veineuse ; capilEC : CE capillaire ; aEC : CE artérielle ; AC : astrocyte. 

http://betsholtzlab.org/VascularSingleCells/database.html
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Le premier objectif de ma thèse fut de vérifier le rôle physiologique de Dhh 

endothélial quant à la régulation de la BHE, d’étudier son mode d’action ainsi que 

d’évaluer les conséquences physiopathologiques et neurologiques de la délétion de 

Dhh dans les CE. 

Le second objectif a été d’évaluer le rôle de Dhh et de Shh dans la physiopathologie 

des maladies neurodégénératives. Dans ce but, nous avons cherché à savoir si les 

expressions de ces deux protéines sont modulées dans des conditions 

pathologiques. Ceci nous a amené a étudié les conséquences de la perte de Dhh 

dans la physiopathologie de la maladie d’Alzheimer et les conséquences de la perte 

de Shh dans la physiopathologie de la SEP. Dernièrement, nous avons étudié le 

mécanisme d’action de Shh quant à son effet sur la BHE. 
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III/ Matériel et méthodes 

 

Les méthodes utilisées qui ne sont pas détaillées ici sont décrites dans les 

manuscrits. 

A) Animaux 

 

a) Souris C57BL/6J 

Les souris de fond génétique C57BL/6J non génétiquement modifiées ont été 

utilisées en guise d’animaux sauvage.  

 

b) Souris Dhh-CEKO ou Cadh5-CreER/T2 ; Dhhflox/flox 

Les souris Cdh5-CreER/T2 ont été obtenues en collaboration avec R.H. Adams. Ces 

souris possèdent un transgène codant pour une Cre-recombinase modifiée sous le 

contrôle du promoteur Cdh5 (VE-cadhérine) spécifiquement actif dans les CE. Cette 

Cre-recombinase est fusionnée à un récepteur aux œstrogènes muté sensible au 

tamoxifène. L’injection de tamoxifène (100 µg/jour pendant 5 jour) permet la 

translocation nucléaire de la recombinase et la recombinaison génétique dépendante 

de séquences spécifiques loxP. Les souris Dhhflox/+ ont été obtenues générées à 

l’Institut Clinique de la Souris. Ces souris possèdent un gène Dhh modifié 

génétiquement, dont les exons 2 et 3 sont flanqués par des séquences loxP dans le 

même sens. Par croisements successifs de ces deux lignées, les souris Dhh-CEKO 

(Cadh5-CreER/T2 ; Dhhflox/flox) et les souris contrôles ou Dhh-Ctrl (Dhhflox/flox) ont été 

obtenues. Après injection de tamoxifène, les souris Dhh-CEKO subissent donc une 

recombinaison de la séquence du gène Dhh, spécifiquement dans les CE, afin 

d’obtenir des souris dont les CE sont déficientes pour Dhh (Figure 11). 
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c) Souris Smo-CEKO ou Cadh5-CreER/T2 ; Smoflox/flox 

Les Souris Smoflox/+ ont été obtenues auprès de laboratoires Jackson. Ces souris ont 

été modifiées génétiquement afin que le locus de Smo soit encadré par des 

séquences loxP. Par croisement successifs avec les souris Cadh5-CreER/T2 , les 

souris Smo-CEKO (Cadh5-CreER/T2 ; Smoflox/flox) et les souris contrôles ou Smo-Ctrl 

(Smoflox/flox) ont été obtenues. De façon similaire au modèle précédemment évoqué, 

Ces souris possèdent des CE déficientes pour Smoothened après injection de 

tamoxifène (Figure 12). 

 

Figure 11 : Schéma du knockout endothélial de Dhh. 

Figure 12 : Schéma du knockout endothélial de Smoothened. 
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d) Souris APPSwe/PSEN1de9 (APP/PS1) 

Ces souris ont été modifiées génétiquement de façon à posséder des gènes 

humains mutés connus dans les formes familiales de la MA : Swedish (mutation du 

gène codant l’APP amenant à une surexpression de l’APP humaine) et une mutation 

du du gène codant la préséniline-1. Ces souris développent spontanément la MA et 

ont été croisées avec les souris Cadh5-CreER/T2 et Dhhflox/flox afin d’obtenir les 

souris APPD-Ctrl (APP/PS1 ; Dhhflox/flox) et APPD-KO (APP/PS1 ; Cadh5-CreER/T2 ; 

Dhhflox/flox). 

 

e) Hébergement 

Les souris sont hébergées en animalerie conventionnelle avec une photopériode de 

12h, en cages communes sur portoirs ventilés, ont accès à de l’enrichissement dans 

chaque cage, et à l’eau et à la nourriture ad libitum, en accord avec les protocoles 

internationaux d’hébergement des animaux de laboratoire.  

 

B) EAE et neuroinflammation comme modèle d’ouverture de la BHE. 

Nous avons évoqué en introduction que la neuroinflammation, l’expression de Shh 

est activée dans les astrocytes, et l’ouverture de la BHE joue un rôle important dans 

la neuroinflammation et la SEP. Pour ces raisons, la pathologie neuroinflammatoire 

semble être un modèle intéressant à l’étude du rôle de la voie Hh sur la BHE. C’est 

pour cette raison que deux modèles sont utilisés ici : le modèle d’EAE décrit dans 

l’article 2 provoque une réponse auto-immune chronique dirigée contre la myéline 

chez les souris utilisées, mimant donc l’étiologie de la SEP, et ces souris développe 

une démyélination antérograde. L’autre modèle est un modèle de neuroinflammation 

aigüe, qui consiste en l’injection stéréotaxique d’un adénovirus codant pour 

l’expression de IL-1β, cytokine provoquant une neuroinflammation locale aigüe et 

notamment un forte activation astrocytaire. Ces deux modèles provoquent une 

ouverture de la barrière hémato-encéphalique. 
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C) Procédures chirurgicales et manipulations animales invasives 

 

a) Injection de tamoxifène 

La solution injectable de tamoxifène est préparée à partir de poudre de tamoxifène 

(Sigma-Aldrich #T5648) diluée à 1mg/mL dans un mélange d’huile de tournesol 

autoclavée et d’éthanol 96% (9:1). A 8 semaines après la naissance, les souris 

concernées sont injectées une fois par jour pendant 5 jour par voie intra-péritonéale 

avec 100 µL de solution. 

 

b) Mesure du flux sanguin cérébral cortical par laser doppler trans-crânial 

30 minutes avant chirurgie, Les souris sont analgésiées par une injection sous-

cutanée de buprénorphine de bupréhorphine 50µg/kg (Vetergesic). La souris est 

anesthésiée par inhalation d’isoflurane (induction avec 4% d’isoflurane puis maintien 

à 2,5%). La peau du crâne de la souris est incisée à l’aide de ciseaux de chirurgie et 

réclinée afin d’exposer les os supérieurs du crâne. Ce dernier est hydraté afin de le 

rendre plus transparent, et le flux sanguin cérébral est ensuite mesuré par laser 

doppler trans-crânial (Doppler Moor LDI-2®). L’animal est ensuite suturé avec du fil 

6/0 et remis en cage. Les premiers jours suivant la procédure, l’intégrité de la suture 

et le bien-être de l’animal sont contrôlés. 

 

c) Test de néovascularisation cornéenne 

 

1 - Préparation des pellets 

Les pellets sont préparés à partir d’une solution de 5 µg de VEGFA (Shenandoah 

biotechnology) ou de Rec-NShh (Shenandoah biotechnology) dilués dans 10 µL de 

PBS, additionnée de 2,5 mg de complexe sucrose octasulfate-aluminium (Sigma-

Aldrich) et 10µL de hydron 12% dilué en éthanol. Le mélange est déposé sur les 

deux faces d’une maille de nylon de 400 µm (Sefar America) ensuite laissée à 

sécher. 
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2 - Procédure chirurgicale 

Les souris sont préalablement analgésiées par une injection sous-cutanée de 

buprénorphine (vetergesic) 50µg/kg. Elles sont ensuite anesthésiées par une 

injection intrapéritonéale de mélange kétamine (100mg/kg) et xylazine (10 mg/kg). 

Les yeux des souris sont localement anesthésiés avec de la ProracaïneTM 0,5%. Le 

globe oculaire est exorbité à l’aide d’une pince en prenant soin de ne pas abîmer les 

vaisseaux limbiques à la base du globe. Le dessèchement de l’œil est prévenu par 

application de solution saline stérile. A l’aide d’une lame chirurgicale, une incision 

superficielle linéaire est réalisée sur la cornée. Un couteau à cataracte Greafe est 

ensuite utilisé pour créer une « poche » au niveau de l’incision. Le pellet 

préalablement hydraté par une goutte de solution saline est ensuite délicatement 

inséré dans la poche à l’aide du couteau à cataracte Greafe. 

Neuf jours après implantation, les souris sont sacrifiées, les yeux récupérés et fixés 

en formaline 2%.  

 

d) Micro-injection stéréotaxique  

Les souris sont préalablement analgésiées par injection sous-cutanée de 

buprénorphine (Vetergesic) 50 µg/kg, anesthésiées par inhalation d’isoflurane 

(induction avec 4% d’isoflurane puis maintien à 2,5%) et placées dans un cadre 

stéréotaxique (Stoelting®). La peau du crâne est incisée à l’aide de ciseaux de 

Figure 13 : Test de néovascularisation cornéenne (creative-bioarray.com). 
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chirurgie et réclinée afin d’exposer les os supérieurs du crâne. Le cadre 

stéréotaxique est utilisé pour définir le point d’injection. Une petite fenêtre est forée 

en prenant soin de ne pas abîmer le cerveau en-dessous, et une seringue hamilton 

est utilisée pour injecter 3µL de solution contenant l’un des virus suivants : AdIL-1, 

AdDL70 (Adctrl), LV-NShh, LV-GFP (contrôle). Le forage et l’injection sont réalisés, 

vis-à-vis du Bregma, 2 mm latéralement, 1 mm caudalement, et à une profondeur de 

1,5 mm par rapport à la surface du crâne. Le volume injecté est laissé à infuser 

pendant trois minutes, puis l’aiguille est lentement retirée du cerveau. La peau du 

crâne est suturée à l’aide de fil 6/0, l’animal remis en cage. Les souris sont sacrifiées 

7 jours après injection d’un adénovirus ou 14 jour s’il s’agit d’un lentivirus par 

injection létale d’un mélange pentobarbital sodique (Exagon Axience) 300mg/kg et 

lidocaïne (Lurocaïne vétoquinol) 30 mg/kg. Elles sont ensuite perfusées 5 minutes 

par du PBS puis 5 minutes par une solution formaline 4%. Le cerveau est 

entièrement prélevé, fixé en formaline 4% pendant 4 heures à 4°C, puis incubé 24 

heures en saccharose 30% pour cryoprotection avant immersion et congélation en 

OCT. 

 

Figure 14 : injection stéréotaxique 
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e) Encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) 

Afin d’immuniser les souris contre la myéline, une injection sous-cutanée dorsale de 

300 µg de myelin oligodendrocyte glycoprotein 35-55 (MOG35-55) (Hooke 

Laboratories) dilué dans 200 µL d’adjuvant de Freund à 300µg/mL de mycobacterium 

tuberculosis H37Ra (Hooke Laboratories). Le même jour et une seconde fois le 

lendemain, les souris sont injectées avec 500 µg de toxine pertussique (Hooke 

Laboratories). Les souris sont ensuite observées quotidiennement afin de quantifier 

l’apparition et le développement de l’EAE sur un score de 0 à 5. 

Les souris sont sacrifiées lorsqu’elles sont au moins au stade 4,5 pendant deux 

jours, ou au bout du 32ème jour après immunisation. Elles sont anesthésiées par 

injection létale d’un mélange pentobarbital sodique (Exagon Axience) 300mg/kg et 

lidocaïne (Lurocaïne vétoquinol) 30 mg/kg. La rate et trois sections - cervicale, 

thoracique et lombaire - de la moelle épinière sont prélevées et fixées en formaline 

4% pendant heures à 4°C puis incubé 24 heures en saccharose 30% pour 

cryoprotection avant immersion et congélation en OCT. 

 

D) Test de comportement : test d’alternance spontanée 

 

a) Habituation 

Avant de procéder au test proprement dit, les souris sont habituées à 

l’expérimentateur ainsi qu’à la salle d’expérimentation. A cette fin, tous les jours 

pendant une semaine avant le jour de l’expérimentation, les souris sont amenées 

dans la salle de test et manipulées par l’expérimentateur. Enfin, le jour du test, les 

souris sont déplacées dans la salle d’expérimentation un minimum de 30 minutes 

avant le test. 

 

b) Alternance spontanée 

La souris est déposée au centre d’un labyrinthe en Y dont les trois bras ont des 

dimensions de 35x14x8 cm. Des indices visuels sont disposés hors du labyrinthe 

pour aider à la reconnaissance des bras. La souris, observée via une caméra, ne 
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peut pas voir l’expérimentateur depuis le labyrinthe. Pendant 5 minutes, les 

déplacements de la souris sont observés et les entrées dans chaque bras du 

labyrinthe sont notées. La souris est ensuite sortie du labyrinthe et replacée en cage, 

tandis que le labyrinthe est nettoyé à l’aide d’éthanol 70%. 

L’observation des entrées successives de la souris dans les bras du labyrinthe 

permet d’établir un score d’alternance spontanée. Une séquence est réussie lorsque 

sur trois entrées successives, la souris a visité chaque bras du labyrinthe. Le score 

est ensuite calculé de la façon suivante : 

Score =
Nombre de séquences réussies

(Nombre total d′entrées) − 2
x100 

 

E) Culture cellulaire 

 

a) Brain Microvascular Endothelial Cells (BMEC) : isolement et culture 

Les cellules endothéliales microvasculaires de cerveau ou BMEC primaires sont 

isolées à partir de cerveau de souris. Les souris sont sacrifiées par dislocation 

cervicale, et le cerveau est prélevé, puis le cervelet, les bulbes olfactifs et la matière 

blanche sont retirés. Un coton-tige est utilisé pour retirer les méninges à la surface 

du cortex cerébral. Le cortex est ensuite transféré dans un mortier contenant 2 mL 

d’HBSS 1X sans phenol red, 10 mmol/L HEPES et 0,1% BSA. Le tissu est broyé 

mécaniquement et le broyat est récupéré dans un tube de 15 mL, tandis qu’un 

volume égal de solution Dextran 30% froide est ajouté. Après centrifugation de 25 

minutes à 3000 g à 4°C, le culot contenant les éléments vasculaires est récupéré et 

le surnageant est à nouveau centrifugé. Les culots sont regroupés et lavés trois fois 

avec un milieu HBSS 1X sans Ca2+/Mg2+ avec phenol red, 10 mmol/L et 0,1% BSA. 

Après le dernier lavage le culot est resuspendu en DMEM à 37°C additionné de 

collagenase/dispase 2 mg/mL (Roche), de TLCK 0,147 µg/mL (Lonza) et de DNAse 

1 10 µg/mL. La suspension est placée sur agitateur à vitesse maximale à 37°C 

pendant 30 minutes. La digestion est arrêtée par addition de 10 mL d’HBSS 1X sans 

Ca2+/Mg2+ avec phenol red, 10 mmol/L HEPES, 0,1% BSA et 3 nouveau lavage sont 

réalisés avec cette même solution. Le culot final est resuspendu dans le milieu de 
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culture des BMEC (DMEM à 1 g/L de glucose et contenant du sodium pyruvate 

complété avec 20% de SVF, 2% d’acides aminés non essentiels, 1 ng/mL de FGF2 

ajouté au dernier moment et 10 mg/mL de gentamycine. La suspension est 

ensemencée sur des plaques préalablement coatées au Matrigel 2% (BD 

biosciences). 

 

F) Test de migration cellulaire 

La migration cellulaire est mesurée à l’aide du 48-well micro chemotaxis chamber 

(Neuro Probe). Une membrane filtrante (pores de 8 µm de diamètre) est coatée à la 

gélatine 0,2% pendant 30 minutes. Les cellules sont détachées de leur boite de 

culture, culottées et resuspendues à 1000 cellules par µL en milieu EBM-2 contenant 

0,5% de SVF. Les puits de la chambre inférieure sont remplis avec 19µL de milieu 

EBM-2 contenant 0,5% de SVF acellulaire. La membrane coaté est placée avec un 

joint en silicone entre les chambres inférieure et supérieure, les chambres sont 

scellées et les puits supérieurs sont remplis avec 50 µL de suspension cellulaire 

(contenant 50.103 cellules). Les cellules sont incubées à 37°C pendant 6 heures. 

Après 6 heures, les chambres sont descellées, et la membrane est délicatement 

retirée du dispositif. Les cellules sont éliminées mécaniquement de la surface 

supérieure de la membrane, puis la membrane est immergée 30 secondes en 

méthanol pour fixer les cellules sur la face inférieure. Les cellules ayant migrées sont 

ensuite colorées à l’hémalun de Mayer pendant 30 secondes. La membrane est 

finalement placée entre lame et lamelle montée à l’Eukitt pour observation au 

microscope à lumière transmise. Chaque condition est réalisée en triplicat technique 

et biologique. 

 

G) Analyses statistiques 

En ce qui concerne les résultats non publiés, les données ont été analysées à l’aide 

du test de Mann-Whitney. Les schémas représentatifs des résultats reportent la 

moyenne +/- l’écart-type des valeurs obtenues. n.s. : non significatif ; * :p<0.05 ; 

** :p<0.01 ; *** :p<0.001 ; **** :p<0.0001. 
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H) Matériel supplémentaire 

Les anticorps utilisés ne figurant pas dans les articles sont répertoriés dans le 

tableau 1. 

 

 

Cible  Espèce Fournisseur Référence 

Neun Lapin Millipore ABN78 

Podocalyxine Chèvre R&D AF1556 

IBA1 Lapin Fujifilm 019-19741 

Aβ Souris Biolegend BLE803001 

 

Un couple d’amorces ne figurant pas dans l’article a été utilisé en qPCR, ciblant 

l’ADNc KLF-2 humain. Amorce sens : 5’-ACTCACACCTGCAGCTACGC-3’. Amorce 

anti-sens : 5’-GGTACGTGTAGGTAGCCCACA-3’. 

Nous avons également utilisé, pour des expérimentations in vitro, du peptide Aβ1-42 

humain recombinant, fourni par Eurogentec (AS-20276).  

Tableau 1 : Liste des anticorps primaires utilisés 
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IV/ Résultats & interprétation 

 

1) Dhh endothélial participe au maintien de la BHE 

Il a été démontré au sein de l’INSERM U1034 que les cellules endothéliales 

expriment Dhh, et que cette protéine est nécessaire au maintien de l’intégrité 

endothéliale (Caradu Caroline et al., 2018). Afin de vérifier le rôle Dhh dans les CE 

sur la régulation de l’intégrité de la BHE, nous avons utilisé les souris Dhh-CEKO 

pour étudier l’effet de la délétion de Dhh dans les CE sur l’état de la BHE in vivo, puis 

afin de restreindre notre étude aux effets sur la cellule endothéliale seule, nous 

avons travaillé in vitro, à l’aide de cellules primaires isolées à partir des cerveaux de 

nos souris (BMEC), ou d’HUVEC transfectées par un ARNsi anti-Dhh. 

 

A) Dhh endothélial est nécessaire au maintien de la BHE 

Pour évaluer l’intégrité de la BHE in vivo, nous avons choisi 2 types de marqueurs 

immunohistologiques : 

• L’expression et l’intégrité des protéines de jonction claudin-5 et VE-cadhérine 

• L’extravasation des protéines plasmatiques albumine et fibrinogène, 

normalement circonscrites dans le vaisseau par la BHE en physiologie 

Les souris Dhh-CEKO ont été sacrifiées à 1 mois après injection de tamoxifène, et 

les cerveaux ont été prélevés pour fixation, congélation et immunomarquage. 

Ainsi, chez les souris Dhh-CEKO, nous avons pu détecter un état ouvert de la BHE, 

se traduisant par une discontinuation de la morphologie des jonctions, ainsi qu’une 

fuite extravasculaire des protéines plasmatiques (Art.1, Fig. 2).  

Afin de déterminer si ces effets dépendent d’une signalisation propre à la CE, nous 

avons transposé ces travaux in vitro. En premier lieu, nous avons démontré qu’un 

knockdown de Dhh dans les HUVEC provoque une perturbation de l’organisation de 

la VE-cadhérine, identifiée comme un épaississement de la morphologie de la VE-

cadhérine en immunofluorescence. Nous avons également pu isoler et cultiver des 
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BMEC de souris Dhh-CEKO. Chez ces souris, nous avons constaté une réduction de 

l’expression de deux protéines de jonctions : la claudin-5, et l’occludine (Art. 1, Fig 

S1).  

Ces résultats indiquent donc que Dhh est nécessaire au maintien de la BHE, puisque 

sa délétion perturbe l’organisation des jonctions adhérentes et réduit l’expression des 

protéines de jonctions serrées.  

 

B) Dhh endothélial agit sous sa forme full-length 

Sachant que les ligands Hh peuvent exister sous leur forme non autoclivée, dite 

« full-length » ou FL-Hh, ou sous une forme « mature » N-Hh, nous avons souhaité 

savoir sous quelle forme Dhh endothélial assure le maintien de la BHE. Nous avons 

notamment démontré que Dhh est majoritairement produit sous sa forme FL, et est 

bien actif sous cette forme dans la CE. 

Nous avons voulu alors savoir s’il est nécessaire que le Dhh soit palmitoylé, et 

montré, à l’aide d’un inhibiteur de la HhAT, le RU-SKI 43, que la palmitoylation de 

Dhh n’est pas nécessaire à son effet protecteur sur la BHE. Nous avons ensuite 

montré que le traitement par du FL-Dhh soluble permet de restaurer l’intégrité 

jonctionnelle de l’endothélium lorsqu’elle est déstabilisée par l’ARNsi anti-Dhh (Art.1, 

Fig. 4).  

Ces résultats indiquent donc que Dhh, dans la CE, est actif sous sa forme full-length 

pour induire ses effets stabilisateurs de la BHE. 

 

C) Les souris Dhh-CEKO développent, à long terme, des troubles 

cognitifs 

Nous avons étudié quelles sont les conséquences à long terme, de la déficience en 

Dhh dans les CE, sur la physiologie de la BHE et du parenchyme cérébral. Nous 

avons donc suivi les capacités cognitives des souris Dhh-Ctrl et Dhh-CEKO au cours 

de leur vieillissement et prélevé les cerveaux à 1 an pour analyse 

immunohistologique. 
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a) L’ouverture de la BHE persiste jusqu’à 1 an chez les souris Dhh-CEKO 

Afin de connaître les conséquences de la délétion de Dhh sur la physiopathologie du 

cerveau à long terme, nous avons commencé par vérifier l’état de cette BHE à 1 an. 

Nous avons évalué l’extravasation de protéines plasmatiques que sont l’albumine et 

le fibrinogène, par immunomarquage (Figure 15).  

Figure 15 : Les vaisseaux sanguins des souris Dhh-CEKO ont une perméabilité accrue à 12 

mois. A 12 mois, les souris Dhh-CEKO et Dhh-Ctrl ont été sacrifiées, les cerveaux prélevés et 

coupés en sections sagittales de 20µm. (A) Afin d’évaluer la perméabilité vasculaire, des 

immunomarquages fluorescents de l’albumine (rouge) et du fibrinogène (vert) ont été réalisés. La 

perméabilité vasculaire a été quantifiée en mesurant l’aire positive pour les marquages (B) anti-

albumine et (C) anti-fibrinogène. Analyse statistiques : Mann-Whitney.* :p<0,05. 
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A 1 an, on remarque toujours une ouverture de la BHE chez les souris Dhh-CEKO, 

reflétée par l’extravasation de l’albumine et du fibrinogène. Dans notre étude de 

paramètres neurovasculaires chez ces souris, nous nous sommes aussi intéressés à 

la perfusion du cerveau et l’état d’autres cellules de l’UNV. 

 

b) La délétion de Dhh n’affecte pas la perfusion du cerveau ni la couverture péricytaire 

des CE. 

Afin de déterminer si la délétion de Dhh et l’ouverture de la BHE s’accompagne d’une 

raréfaction vasculaire dans le cerveau, ou d’une affection des pérycites, nous avons 

dans un premier temps mesuré ce flux dans le cortex cérébral à différents intervalles 

jusqu’à un an d’âge à l’aide d’un Laser Doppler trans-crânial. Cette méthode n’étant 

toutefois pas optimale quant à sa sensibilité, nous avons également évalué la densité 

vasculaire dans le cortex de ces souris à 1 an par immunomarquage de la 

podocalyxine, un marqueur de la surface interne des CE, ce qui reflète la capacité de 

perfusion d’un tissu. Nous avons, par la même occasion, réalisé un co-marquage de 

PDGFRb, afin d’évaluer si la délétion de Dhh dans les CE provoque une altération de 

la couverture péricytaire des vaisseaux cérébraux (Figure 16). 

Les souris Dhh-CEKO ne montrent pas de différence de flux sanguin cérébral 

détectable à la mesure au Laser Doppler par rapport aux souris Dhh-Ctrl. Nous 

avons également pu nous assurer que la densité vasculaire est la même entre ces 

deux groupes et que la couverture péricytaire des vaisseaux n’est pas affectée. La 

délétion de Dhh induit donc à long terme une perméabilité vasculaire cérébrale mais 

pas d’hypoperfusion, est ne semble pas délétère pour les péricytes. Toutefois, le 

laser Doppler transcrânial ayant une sensibilité limitée et le marquage réalisé ne 

reflétant que la densité vasculaire et non pas la perfusion per se du cerveau, d’autres 

méthodes plus adaptées sont à envisager pour pouvoir confirmer qu’une 

hypoperfusion n’est pas présente dans le phénotype des souris Dhh-CEKO. 
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Figure 16 : Les souris Dhh-CEKO ne développent de réduction du flux sanguin cérébral ni 

de densité vasculaire. (A) A 3, 5, 7, 12 mois, les souris ont été soumise à une mesure du flux 

sanguin cérébral cortical par laser Doppler trans-crânial. (B) Les vaisseaux sanguins ont été 

marqués par un immunomarquage anti-podocalyxine afin de marquer les CE et anti-PDGFRb afin 

de marquer les péricytes. La densité vasculaire a été évaluée en mesurant l’aire positive pour le 

marquage podocalyxine (C) ou le nombre d’objets marqués par champs (D). (E) La couverture 

péricytaire a été mesurée par le ratio de l’aire positive pour PDGFRb sur l’aire positive pour la 

podocalyxine Analyses statistiques : Mann-Whitney. n.s. : non significatif . 
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c) Une activation astrocytaire plus importante est retrouvée dans le cortex des souris 

Dhh-CEKO 

Nous avons souhaité examiner l’état d’activation d’autres éléments de l’unité 

neurovasculaires : les astrocytes et la microglie. Un marquage de la GFAP a été 

réalisé sur les coupes de cerveau pour évaluer l’activation astrocytaire des souris 

Dhh-CEKO et Dhh-Ctrl (Figure 17) 

 

Nous avons pu détecter une activation plus importante des astrocytes dans le cortex 

des souris Dhh-CEKO. La BHE est ouverte chez les souris Dhh-CEKO, ce qui 

provoque entre autres la fuite extravasculaire de fibrinogène. Cet évènement a été 

rapporté comme capable d’activer les astrocytes, notamment dans la SEP (Petersen 

et al., 2018), il est possible que ce mécanisme soit en jeu ici. Il serait intéressant par 

Figure 17 : Les astrocytes corticaux sont activés à 1 an chez les souris Dhh-CEKO. A 1 an, 

les souris Dhh-CEKO et Dhh-Ctrl ont été sacrifiées, les cerveau prélevé et coupés en sections 

sagittales de 20µm. (A)Afin d’évaluer la réactivité astrocytaire, un immunomarquage fluorescent 

anti-GFAP a été réalisé. (B) L’activation astrocytaire a été quantifié en mesurant l’aire de 

marquage de la GFAP dans le cortex. Analyses statistiques : Mann-Whitney. ** :p<0,01. 
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la suite de déterminer quel est le phénotype de ces astrocytes activés, et notamment 

savoir s’ils ont un effet plutôt protecteur ou délétère sur le parenchyme cérébrale ou 

la fonction vasculaire. 

 

d) Une activation microgliale modérée existe chez les souris Dhh-CEKO à 1 an 

L’autre élément de l’UNV dont nous évalué l’activation est la microglie. Pour cela, 

nous avons réalisé un marquage anti-IBA1, un marqueur de l’activation microgliale 

(Figure 18). 

Nous avons observé une immunoréactivité légèrement plus importante pour IBA1 

dans le cortex cérébral de souris Dhh-CEKO que dans celui des souris Dhh-Ctrl. 

Cette expérience démontre donc une activation plus importante de la microglie chez 

les souris Dhh-CEKO. Tout comme pour les astrocytes, l’état et le rôle de la microglie 

dans le phénotype des souris Dhh-CEKO reste à éclaircir. 

 

e) Les souris Dhh-CEKO présentent des signes de troubles cognitifs à partir de 8 mois 

Après injection de tamoxifène, les souris ont été soumises au test d’alternance 

spontanée a différents temps, pendant une durée d’un an. Les souris ont été 

habituées à la manipulation pendant plusieurs jours avant le jour du test. Le jour du 

Figure 18 : La microglie est activée dans le cortex des souris Dhh-CEKO à 1 an. A 1 an, les 

souris Dhh-CEKO et Dhh-Ctrl ont été sacrifiées, les cerveaux prélevés et coupés en sections 

sagittales de 20µm. (A)Afin d’évaluer l’activation microgliale, un immunomarquage fluorescent anti-

IBA1 a été réalisé. Les images sont prises dans des régions similaires. (B) L’activation microgliale 

a été quantifiée en mesurant l’aire de marquage IBA1 dans le cortex. Analyses statistiques : Mann-

Whitney. * :p<0,05 
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test, les souris sont placées dans un ordre aléatoire dans le labyrinthe en Y, et les 

déplacements dans les différents bras sont enregistrés pendant 5 minutes (Figure 

19).  

 

Le test d’alternance dans le labyrinthe en Y nous a donc permis de mettre en 

évidence l’apparition de troubles cognitifs chez les souris Dhh-CEKO dès 8 mois (6 

mois après injection de tamoxifène). Il semble donc que la délétion de Dhh dans les 

CE, et la dysfonction neurovasculaire qui s’ensuit suffisent à induire à long terme 

l’apparition de troubles cognitifs. 

 

Figure 16 : Le score des souris Dhh-CEKO dégénère avec le temps par rapport aux souris 

Dhh-Ctrl : Les souris Dhh-Ctrl et Dhh-CEKO ont été habitués à la manipulation pendant au moins 

4 jours avant le jour de test, puis ont été placées dans un ordre aléatoire dans le labyrinthe en Y. 

Les déplacements ont été enregistrés pendant 5 minutes. Le score d’alternance spontanée a été 

mesuré à (A) 4, (B) 6, (C) 8 et (D) 12 mois. (E) Représentation des scores des souris Dhh-Ctrl et 

Dhh-CEKO sur un axe temporel. Le score obtenu par les souris Dhh-CEKO est significativement 

moins bon à partir de 8 mois. Analyses statistiques : Mann-Whitney. n.s. : non significatif ;  

** :p<0,01 ; **** :p<0,0001 
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f) Les souris Dhh-CEKO présentent des signes de mort neuronale 

Nous avons vérifié en histologie l’existence chez les souris Dhh-CEKO d’une 

pathologie neuronale. Pour ce faire, nous avons réalisé un immunomarquage anti-

Neun, un marqueur neuronal utilisé pour évaluer la survie neuronale, et pour 

rechercher des zones de mort neuronale, souvent associée aux troubles cognitifs 

(Figure 20). 

L’immunomarquage anti-Neun a permis de révéler des zones de mort neuronale 

dans le cortex cérébral des souris Dhh-CEKO. Cependant, aucun signe de mort 

neuronale n’a pu être détecté dans l’hippocampe, région cérébrale où les lésions 

sont le plus souvent associées à un déficit de la mémoire. 

Ces résultats confirment l’existence d’une pathologie neuronale chez les souris Dhh-

CEKO âgées.  

 

Figure 20 : Les souris Dhh-CEKO présentent des signes de mort neuronale à 12 mois. A 1 

an, les souris Dhh-CEKO et Dhh-Ctrl ont été sacrifiées, les cerveau prélevé et coupés en sections 

sagittales de 20µm. (A)Afin d’évaluer la survie neuronale, un immunomarquage fluorescent anti-

Neun a été réalisé. (B) Le marquage a été quantifié en mesurant l’aire positive pour le marquage 

Neun dans le cortex. Analyses statistiques : Mann-Whitney. * :p<0,05. 
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D) Conclusion 

Nous avons donc montré que dans les CE, Dhh est nécessaire au maintien de la 

BHE en conditions physiologiques. En effet, la perte endothéliale de Dhh provoque 

l’ouverture de la BHE, ce qui à long terme, amène à l’apparition de troubles cognitifs 

et d’une pathologie neurovasculaire. De tels résultats renforcent l’intérêt de cibler la 

voie de signalisation Hh endothéliale pour le traitement des pathologies 

neurovasculaire. Il est particulièrement intéressant de noter que les souris Dhh-

CEKO ne présentent pas d’hypoperfusion, ou de réduction de la fonction péricytaire. 

Ces résultats suggèrent qu’une perméabilité de la BHE suffit à induire à long terme 

l’apparition de troubles cognitifs. En effet, d’autres travaux ont mis en lumière la 

synergie entre l’hypoperfusion et l’ouverture de la BHE dans l’apparition d’une 

neuropathie (Bell et al.,2010), mais nous avons ici démontré que l’ouverture de la 

BHE, indépendamment d’une réduction de la perfusion sanguine du cerveau, permet 

l’apparition de troubles cognitifs. Nous avons aussi relevé une activation astrocytaire 

et microgliale dans le cortex des souris Dhh-CEKO, et le rôle de ces cellules reste à 

éclaircir dans la pathologie neuronale de ces souris. 

 

2) Les ligands Hh participent à l’ouverture de la BHE dans les 

pathologies neurodégénératives 

 

A) L’expression des ligands Hh est modulée dans l’UNV dans les 

pathologies neurodégénératives 

 

a) La pathologie amyloïde réprime l’expression endothéliale de Dhh 

Nos résultats précédents ont montré que le Dhh endothélial est nécessaire au 

maintien de la BHE et que sa délétion entraîne à long terme l’apparition de troubles 

cognitifs. Nous avons posé la question de savoir si la signalisation Hh joue un rôle 

dans l’ouverture de BHE mise en jeu dans les pathologies neurodégénératives. Nous 

avons tout d’abord voulu savoir si l’expression de Dhh est modulée par l’Aβ. En effet, 

l’AB1-42 recombinant humain réduit l’expression de KLF-2 dans les CE, d’une façon 
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dépendante de la dose et de la durée du traitement (Fang et al., 2017) et KLF-2 est 

un régulateur transcriptionnel de Dhh (Caradu Caroline et al., 2018). Aussi avons-

nous voulu déterminer si le traitement de cellules endothéliales microvasculaires 

cérébrales humaines (HBMEC) avec du peptide Aβ1-42 réduit l’expression de Dhh.  

Après 96 heures de traitement, nous avons bien retrouvé une réduction de 

l’expression de KLF-2 mais aussi de Dhh (Figure 21). 

Ces résultats suggèrent que l’accumulation d’Aβ, dans la MA, pourrait provoquer une 

réduction de l’expression endothéliale de Dhh, et donc une ouverture conséquente 

de la BHE. Nous nous sommes donc intéressés par la suite à l’effet d’une délétion de 

Dhh sur le développement de la MA.  

 

b) L’expression des Ligands Hh est modulée dans l’UNV dans la SEP 

Il a été démontré précédemment dans le laboratoire que le TNFα réprime 

l’expression de Dhh dans les HUVEC (Caradu Caroline et al., 2018). Nous avons 

obtenu un résultat similaire en traitant des HBMEC par la cytokine pro-inflammatoire 

IL-1β. Ce résultat suggère que l’inflammation réduit l’expression de Dhh dans les CE 

de la BHE. Nous avons également montré in vivo que dans un modèle expérimental 

de SEP (l’EAE décrite en section matériel & méthodes), dans lequel l’inflammation 

Figure 21 : L’Aβ1-42 réduit l’expression de KLF-2 et Dhh dans les HBMEC. Les cellules ont 

été traitées pendant 96h par l’Aβ1-42 (5 µM) ou par le solvant correspondant, puis les ARN ont été 

extraits et rétro-transcrits. L’expression de KLF-2 (A) et de Dhh (B) a été évaluée par PCR 

quantitative. Groupe Solvant : n=8 ; groupe Ab1-42 5 µM : n=7. Analyses statistiques : Mann-

Whitney. * :p<0,05 ; *** :p<0,001 
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est exacerbée, l’expression de Dhh est réduite dans les CE (Art. 2, Fig.1). Ceci 

suggère que Dhh pourrait jouer un rôle dans l’ouverture de BHE dans la SEP. 

Shh pourrai lui aussi jouer un rôle important. En effet, il a été montré que Shh est 

exprimé dans les astrocytes en conditions inflammatoires (Alvarez et al., 2011). Nous 

avons vérifié ce résultat dans l’EAE, et avons effectivement observé une activation 

de l’expression de Shh dans les astrocytes activés (Art. 1, Fig. S9B). Le rôle du Shh 

astrocytaire étant mal connu dans la neuroinflammation, nous avons étudié le 

développement de la pathologie de la SEP chez des souris dont les astrocytes sont 

mutés pour l’expression de Shh (souris Shh-ACKO). 

 

B) Impact de la délétion de Dhh dans la pathologie de la MA 

Afin d’étudier l’effet de la délétion endothéliale de Dhh sur l’évolution de la MA, nous 

avons créé une lignée de souris par croissement des souris Dhh-Ctrl et Dhh-CEKO 

avec des souris développant spontanément la MA (souris APP/PS1) et avons obtenu 

les souris APPD-Ctrl et APPD-KO (décrites en section matériel et méthodes).  

 

a) La délétion endothéliale de Dhh accélère l’apparition de troubles cognitifs dans la 

MA 

Nous avons suivi l’évolution des capacités cognitives de souris APPD-Ctrl et APPD-

KO au cours de leur vieillissement. 

Les souris APPD-Ctrl et APPD-KO ont régulièrement été soumises au test du 

labyrinthe en Y (Figure 22). Pour chacun de ces tests, des souris Dhh-Ctrl ont été 

utilisé en guise de contrôle « sain » pour vérifier la validité du test. 



146 
 

 

Les résultats indiquent une baisse de score pour les souris APPD-KO dès 4 mois (2 

mois après injection de tamoxifène). Aucune différence significative n’a été relevée 

pour les temps suivants entre les 2 groupes. Ces résultats suggèrent que la 

déficience en Dhh dans les CE accélère le développement de la MA, en accord avec 

la littérature décrivant l’ouverture de BHE comme un facteur aggravant la MA. Nous 

avons voulu savoir comment cette délétion de Dhh affecte la pathologie amyloïde, 

c’est-à-dire, si la déposition d’Aβ est augmentée chez les souris Dhh-CEKO 

 

Figure 22 : Le score des souris APPD-KO dégénère plus vite que celui des souris APPD-

Ctrl: Les souris APPD-Ctrl et APPD-KO ont été habitués à la manipulation pendant au moins 4 

jours avant le jour de test, puis ont été placées dans un ordre aléatoire dans le Y-maze. Les 

déplacements ont été enregistrés pendant 5 minutes. Le score d’alternance spontanée a été 

mesuré à (A) 4, (B) 6, (C) 8 et (D) 12 mois. (E) Représentation des scores des souris APPD-Ctrl et 

APPD-KO sur un axe temporel. Le score obtenu par les souris APPD-KO est significativement plus 

bas à 4 mois. Analyse statistiques : Mann-Whitney.* :p<0,05. 
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b) La déposition de peptide β-amyloïde n’est pas affectée à 1 an par la délétion de Dhh 

dans les CE 

Nous étudié si la déficience en Dhh aggrave la pathologie amyloïde à long terme 

chez les souris APPD-KO. Le dépôt d’Aβ dans le cerveau a été évaluée par 

immunomarquage anti-Aβ (Figure 23). 

Contrairement à ce que nous attendions, nous n’avons pas relevé d’aggravation de 

la pathologie amyloïde : les souris, avec ou sans déficience en Dhh, présentent un 

niveau de dépôt similaire. Considérant les résultats précédents, et le fait que l’Aβ1-

42 réduit l’expression de Dhh dans les CE, nous avons émis l’hypothèse suivante : la 

délétion de Dhh dans les CE accélère le développement de la maladie d’Alzheimer 

dans un premier temps, provoquant la survenue de troubles cognitifs à 4 mois ; 

cependant, la pathologie amyloïde entraînant elle-même une réduction de 

l’expression de Dhh dans les CE cérébrales, le phénotype des souris APPD-Ctrl 

« rattrape » celui des souris APPD-KO, expliquant l’absence de différence observée 

à 12 mois. 

 

 

Figure 23 : L’accumulation d’Aβ est similaire entre les groupes APPD-Ctrl et APPD-KO. A 1 

an, les souris APPD-Ctrl et APPD-KO ont été sacrifiées, les cerveaux prélevés et coupés en 

sections sagittales de 20µm. (A)Afin d’évaluer l’accumulation d’Aβ dans le cortex cérébral, un 

immunomarquage fluorescent Aβ a été réalisé. (B) L’accumulation a été quantifié en mesurant 

l’aire positive pour le marquage anti-Aβ dans le cortex. Analyse statistiques : Mann-Whitney . n.s. : 

non significatif 
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c) L’activation astrocytaire est similaire entre les groupes APPD-Ctrl et APPD-KO à 1 an 

Puisque nous avons pu relever une activation astrocytaire plus importante chez les 

souris Dhh-CEKO par rapport aux souris Dhh-CEKO, nous avons voulu vérifier si ce 

paramètre varie entre les souris APPD-Ctrl et APPD-KO (Figure 24) 

L’activation astrocytaire ne paraît pas augmentée chez les souris APPD-KO. Il y a 

déjà une activation extrêmement importante à 1 an chez les souris APP/PS1, il est 

probable que la délétion de Dhh n’induise pas un effet suffisamment important pour 

détecter une différence. 

 

d) Conclusion 

Nos résultats indiquent qu’à long terme, la délétion de Dhh dans les CE ne semble 

pas affecter la pathologie du cerveau dans la MA. Cependant, le test de 

comportement indique qu’il semble y avoir une apparition précoce de troubles 

cognitifs chez les souris APPD-KO par rapport aux souris APPD-Ctrl. Notre 

hypothèse est qu’initialement, la mutation de Dhh provoque une accélération de 

l’apparition des symptômes de la MA chez les souris APPD-KO. Cependant, l’Aβ1-42 

entraînant une diminution de l’expression de Dhh dans les HBMEC, il est possible 

que le développement de la MA chez les souris APPD-Ctrl provoque la diminution de 

Figure 24 : L’activation astrocytaire est similaire entre les groupes APPD-Ctrl et APPD-KO. 

A 1 an, les souris APPD-Ctrl et APPD-KO ont été sacrifiées, les cerveaux prélevés et coupés en 

sections sagittales de 20µm. (A)Afin d’évaluer l’activation des astrocytes dans le cortex cérébral, 

un immunomarquage fluorescent anti-GFAP a été réalisé. (B) L’activation a été quantifiée en 

mesurant l’aire positive pour le marquage anti-GFAP dans le cortex. n.s. : non significatif 



149 
 

l’expression endothéliale de Dhh, ce qui expliquerait l’absence de différence à un 

âge plus avancé. Une étude histologique des cerveaux des souris APPD-KO et 

APPD-Ctrl à 4 mois, ainsi que la mesure de l’expression de Dhh dans les CE chez 

les souris APP/PS1 semble nécessaire pour vérifier cette hypothèse. 

 

C) Shh astrocytaire déstabilise la BHE dans la neuroinflammation 

Afin d’étudier l’effet du Shh astrocytaire sur l’ouverture de la BHE dans la 

neuroinflammation et la SEP, nous avons utilisé des souris déficientes pour Shh 

dans les astrocytes (Shh-ACKO). 

Dans un contexte de neuroinflammation aigüe induite par injection d’un adénovirus 

IL-1β dans le parenchyme cérébral, nous avons pu constater une expression plus 

importante des protéines de jonction chez les souris Shh-ACKO (Art. 1, Fig. S9). De 

la même façon, dans le modèle d’EAE, l’ouverture de la BHE est drastiquement 

réduite chez les souris Shh-ACKO (Art.1, Fig. 7,S9). Ces résultats démontrent que 

l’expression de Shh par les astrocytes participe à l’ouverture de BHE dans la 

sclérose en plaques.  

Ces résultats sont d’autant plus intéressants que pour la première fois, il est suggéré 

que Shh, au moins en conditions pathologiques, déstabilise la BHE, contrairement à 

ce qui est généralement accepté. L’assertion que les différents ligands Hh agissent 

de la même manière est mise en cause puisque nous démontrons que Dhh 

endothélial, lui, stabilise la BHE. Nous faisons ici l’hypothèse que cette différence 

d’effet s’expliquerait par les formes respectives des deux ligands. En effet, nous 

avons évoqué plus tôt que Dhh existe majoritairement sous sa forme FL, et qu’il 

stabilise l’intégrité jonctionnelle endothéliale sous cette forme. En revanche, Shh est 

essentiellement produit sous sa forme N-Shh, notamment dans les astrocytes activés  

(Art. 1, Fig S9A). Nous nous sommes donc attachés à étudier l’effet de N-Shh sur la 

BHE hors contexte inflammatoire. 
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3) N-Shh inhibe Dhh endothélial et déstabilise la BHE. 

 

A) N-Shh déstabilise la BHE in vivo 

Afin d’étudier l’effet de N-Shh sur la BHE chez le sujet sain, nous avons injecté dans 

le cortex de souris WT un lentivirus induisant l’expression de N-Shh (LV-NShh), et 

comparé son effet à l’administration d’un lentivirus contrôle (LV-GFP) sur l’intégrité et 

la perméabilité de la BHE au niveau du site d’injection (Art. 1, Fig. 3). 

De façon cohérente à ce que nous avons observé dans l’EAE chez les souris Shh-

Ctrl et Shh-ACKO, nous avons constaté une ouverture plus importante de la BHE au 

niveau du site d’injection du LV-NShh. Il semble effectivement que N-Shh, chez 

l’adulte, déstabilise la BHE, et a donc un effet opposé au Dhh endothélial sur la 

régulation de la BHE. 

Nous avons alors déterminé si de tels effets existent au niveau de la CE elle-même 

par des approches in vitro. 

 

B) N-Shh recombinant déstabilise l’intégrité jonctionnelle endothéliale 

in vitro 

Afin d’évaluer l’effet de N-Shh recombinant (rec N-Shh) sur les jonctions des CE, 

nous avons procédé de la même façon que pour l’étude in vitro des effets de Dhh 

endothélial. Le traitement d’HUVEC par du rec N-Shh provoque une désorganisation 

de la VE-Cadhérine identique à celle obtenue après déprivation de Dhh par l’ARNsi 

anti-Dhh. Dans les BMEC isolées à partir de souris WT, rec N-Shh réduit l’expression 

de la claudin-5 de la même façon que la déficience en Dhh.  

Ces résultats et les précédents indiquent donc que N-Shh déstabilise l’intégrité 

jonctionnelle endothéliale, et provoque une ouverture de la BHE in vivo. De plus, ces 

résultats confirment que N-Shh et FL-Dhh régulent de façon opposée la BHE.  
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C) N-Shh et FL-Dhh sont en compétition pour leur récepteur Ptc 

Afin d’en savoir plus sur les mécanismes opposants FL-Dhh et N-Shh, nous avons 

fait co-exprimer les deux ligands et leur récepteur commun, Ptch-1 dans des HeLa, 

afin d’observer, dans un premier temps, leur liaison respective au récepteur. Dans un 

second temps, puisque nous manquons d’un marqueur fiable de la voie Hh dans les 

CE, nous avons observé leurs effets respectifs sur le récepteur Ptch-1, et vérifier 

l’existence de résultats similaires avec des HUVEC (Art.1, Fig. 5,S8) 

Tout d’abord, nous avons vérifié par co-immunoprécipitation que les deux ligands 

interagissent avec leur récepteur Ptch-1, puis que ces ligands sont en compétition 

pour ce récepteur. En effet, en présence de N-Shh, la liaison de FL-Dhh à Ptch-1 est 

drastiquement réduite. De plus, il apparaît qu’en fonction du ligand, la localisation du 

complexe ligand-récepteur diffère dans la cellule.  Notamment, N-Shh prévient l’effet 

de FL-Dhh sur la localisation de Ptch-1, et des résultats similaires sont obtenus avec 

des HUVEC. Nous avons également remarqué que FL-Dhh et N-Dhh n’induisent pas 

le même effet dans les HeLa. 

Ces résultats suggèrent donc que N-Shh et FL-Dhh sont bien en compétition pour le 

récepteur Ptch-1. De plus, ils indiquent qu’en fonction de leur forme, FL-Hh ou N-Hh, 

les ligands induisent des effets distincts. 

 

D) Conclusion 

Nous avons donc démontré que N-Shh déstabilise la BHE, in vivo et in vitro. Ces 

effets sont opposés à ceux de Dhh endothélial. D’après les résultats obtenus, il 

semble que cette différence d’effet soit due au niveau de maturation post-

traductionnelle du ligand. En effet, les trois ligands Hh sous leur forme N-Hh ont une 

très forte homologie, et nous avons observé des effets distincts pour FL-Dhh et N-

Dhh. Il faudra par la suite éclaircir les mécanismes respectifs mis en jeu par les 

différents ligands en aval du récepteur Ptch-1 dans les CE. 
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V/ Conclusion, Perspectives 

 

1) Effet des ligands Hh sur la BHE 

Les résultats obtenus pendant ces 3 années ont permis d’éclaircir le rôle des ligands 

Hh dans la régulation de l’intégrité de la BHE. Notamment nous avons démontré que 

Dhh, un ligand Hh exprimé dans la CE même, est nécessaire au maintien de la BHE, 

suggérant qu’agir sur la signalisation Hh endothéliale peut permettre d’agir sur la 

BHE. D’autres travaux ont rapporté que Shh est nécessaire à la mise en place de la 

BHE chez l’embryon de souris (Alvarez et al., 2011). Notamment, Ces travaux 

indiquent aussi, de façon cohérente avec nos résultats, que l’inhibition 

pharmacologique de la voie Hh déstabilise la BHE. De ce fait, il est généralement 

accepté que Shh est aussi un stabilisateur de la BHE. Cependant, de façon 

surprenante, nous avons ici démontré que Shh, ou plutôt N-Shh, produit par les 

astrocytes dans la neuroinflammation, a pour effet de déstabiliser la BHE chez 

l’adulte. Nous avons ensuite pu constater que cet effet de N-Shh se vérifie hors d’un 

contexte inflammatoire, et in vitro. Nos résultats indiquent donc, de façon inattendue, 

que N-Shh peut agir sur les CE comme un déstabilisateur de la BHE. 

 

2) Signalisation Hh et CE 

Il est généralement accepté que les différents ligands Hh ont des effets redondants, 

et que les différences de fonction in vivo sont essentiellement liées à leurs territoires 

d’expression respectifs. Or, nous avons relevé des effets opposés sur les CE en 

fonction du ligand utilisé. Notamment, nos résultats suggèrent que cette différence 

d’effet est dépendante du niveau de maturation post-traductionnelle de la protéine. 

N-Shh perturbe l’intégrité jonctionnelle, tandis que FL-Dhh endothélial est nécessaire 

à son maintien. C’est la première fois que des résultats suggèrent que différents 

ligands peuvent induire des effets non seulement distincts mais opposés sur une 

même cible cellulaire. Ces résultats apportent une information critique dans 

l’élaboration d’une thérapie ciblant la voie Hh endothéliale : l’administration d’un 

ligand, en tout cas sous sa forme N-Hh ne semble pas être une option viable pour 

restaurer la fonction de Dhh dans les CE. 
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Il reste cependant un travail considérable à réaliser quant à la compréhension de la 

signalisation Hh dans les CE. Notamment, quels sont les mécanismes intracellulaires 

respectifs mis en jeu par les ligands Hh en fonction de leur nature, leur structure, leur 

mode de signalisation ? Notamment, nous avons démontré in vitro, par co-

immunoprécipitation que FL-Dhh est capable d’une interaction directe avec Smo si 

les protéines sont co-exprimés dans des HeLa (données non montrées). Sachant 

que des effets dépendants et indépendants de Smo existent dans la CE, et qu’une 

cellule est capable d’une signalisation indépendamment de Ptch-1 et Ptch-2 si elle 

co-exprime Smo et un ligand Hh (Pettigrew et al., 2014), il semble intéressant 

d’étudier le potentiel rôle de cette interaction Dhh-Smo dans les CE.  

L’identification d’autres marqueurs d’activation de la voie de signalisation Hh dans les 

CE offrirait un outil crucial dans l’étude de cette voie de signalisation. Puisque nous 

avons la possibilité d’isoler les CE des souris Dhh-CEKO, l’étude transcriptomique et 

protéomique de ces cellules constitue une approche pertinente dans l’identification 

de tels marqueurs. 

Par ailleurs, nous avons mis en évidence que la réduction de l’expression de la 

Claudin-5 suite à la délétion de Dhh met en jeu la régulation de la phosphorylation de 

FoxO1. Sachant que cette phosphorylation est affectée par l’état des jonctions 

adhérentes (VE-Cadhérine) et que Dhh est nécessaire au maintien de ces jonctions, 

il serait également intéressant de déterminer si la régulation de FoxO1 est 

conséquente à la déstabilisation de la VE-Cadhérine ou si Dhh régule de façon plus 

directe cette phosphorylation. 

 

3) Ouverture de la BHE et démence 

Nos souris Dhh-CEKO développent à long terme des troubles cognitifs et une 

pathologie neuronale. L’impact de l’ouverture de la BHE a été étudié à de multiples 

reprises sur le développement de la MA ou de la DV. Cependant, cette ouverture est 

généralement traitée comme un facteur synergique avec l’hypoperfusion ou l’AVC, et 

n’est pas traitée comme un facteur causal suffisant de la démence. Les travaux de 

l’équipe de B.V. Zlokovic par exemple indique que l’ouverture de BHE potentialise 

l’impact de l’hypoperfusion sur la pathologie du cerveau (Bell et al., 2010). Nos souris 

ne faisant pas d’AVC et ne montrant pas de signes d’une hypoperfusion cérébrale, 
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nos résultats suggèrent qu’une ouverture seule de la BHE suffit à induire à long 

terme l’apparition de troubles cognitifs. 

 

4) Perspectives thérapeutiques 

Dhh endothélial est nécessaire au maintien de la BHE. Plus encore, sa délétion à 

long terme provoque l’apparition d’une pathologie neuronale et de troubles cognitifs. 

De même, la délétion de Dhh dans les CE dans un modèle de MA accélère 

l’apparition des troubles cognitifs, et nous avons démontré qu’in vitro, l’Aβ1-42 

réprime l’expression endothéliale de Dhh. Ces résultats, pris ensembles, soulignent 

l’intérêt de cibler la voie de signalisation Hh dans la thérapie de la démence. 

Il pourrait être intéressant de poursuivre les recherches quant à l’effet des ligands Hh 

dans la maladie d’Alzheimer. Notamment, le traitement d’animaux développant la 

maladie d’Alzheimer par un agoniste de Smoothened avant l’apparition de troubles 

cognitifs peut sembler pertinente, d’autant plus qu’une telle thérapie a déjà été 

prouvée efficace dans un modèle d’AVC chez le rat. Par ailleurs, il nous faut 

également vérifier qu’une réduction de l’expression endothéliale de Dhh est bien 

présente chez les souris APP/PS1, et cette information serait également intéressante 

en ce qui concerne les patients humains. S’il y a bien une répression de l’expression 

de Dhh, il faut également déterminer quelle est la cinétique de cette répression par 

rapport à l’évolution de la maladie et de la pathologie amyloïde. 

Dans le cas de la SEP, ou l’EAE, il serait intéressant de tester l’effet d’une inhibition 

de Shh sur l’évolution de la pathologie. Un inhibiteur de Shh ciblant directement la 

protéine existe, la robotnikine (Stanton et al., 2009), mais la liaison de cette molécule 

aux autres ligands Hh n’a pas été testée. Il existe cependant des anticorps avec des 

affinités distinctes pour les différents ligands. Cependant, notre étude s’est 

concentrée sur la BHE et nous n’avons pas exploré le rôle de Shh dans d’autres 

types cellulaires du parenchyme cérébral. A ce sujet, d’autres travaux rapportent que 

Shh est exprimé dans les oligodendrocytes et que la protéine est un facteur 

nécessaire à la remyélinisation (Ferent et al., 2013). Il serait donc nécessaire 

d’inhiber la protéine Shh périvasculaire sans altérer la fonction de Shh produits par 

les oligodendrocytes. 
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Résumé 

LA SIGNALISATION HEDGEHOG DANS LE MAINTIEN DE LA BARRIERE HEMATO-
ENCEPHALIQUE ET LA PHYSIOPATHOLOGIE DES TROUBLES NEURODEGENERATIFS 

Les maladies neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la sclérose en 

plaques, sont des maladies chroniques progressives touchant le système nerveux central. La barrière hémato-

encéphalique (BHE) joue un rôle critique dans la physiologie du système nerveux central et, de ce fait, sa 

perturbation participe à la pathogénèse des maladies neurodégénératives. Du fait de l’implication de la voie de 

signalisation Hedgehog (Hh) dans la régulation de la BHE, et de l’existence de résultats contradictoires dans la 

littérature, l’objectif de cette thèse est de revoir les mécanismes mis en jeu dans la régulation de l’intégrité de la 

BHE par les ligands de la voie Hh dans des conditions physiologiques et pathologiques (sclérose en plaque et 

maladie d’Alzheimer) chez l’adulte. 

Nous avons montré que Desert Hedgehog (Dhh), exprimé par les cellules endothéliales (CE), est nécessaire au 

maintien de l’intégrité de la BHE. De plus, nous avons montré que la perte de Dhh dans les CE et l’ouverture de 

la BHE qui s’ensuit suffisent à induire l’apparition de troubles cognitifs. De plus, nos résultats suggèrent que 

l’expression endothéliale de Dhh est réduite dans la maladie d’Alzheimer et la sclérose en plaques 

Par ailleurs nous avons montré que dans la sclérose en plaque, une induction de l’expression de Sonic Hedgehog 

(Shh) dans les astrocytes participe à l’ouverture de la BHE. Ces résultats et d’autres nous ont finalement permis 

de montrer qu’en fonction de leur forme, les ligands de la voie Hh agissent différemment sur la BHE.  

Dans l’ensemble, ces résultats renforcent l’idée déjà existante que la voie de signalisation Hh constitue une cible 

d’intérêt dans la thérapeutique des maladies neurodégénératives, et apportent de nouvelles informations à 

prendre en compte dans l’élaboration de stratégies thérapeutiques. 

Mots-clefs : Signalisation Hedgehog, barrière hémato-encéphalique, démence, sclérose en plaques, vaisseaux 

sanguins, cellules endothéliales 

HEDGEHOG SIGNALLING IN THE MAINTENANCE OF THE BLOOD-BRAIN BARRIER AND IN 
THE PATHOPHYSIOLOGy OF NEURODEGENERATIVE DISEASES 

Neurodegenerative diseases suchs as Alzheimer’s or Multiple Sclerosis are characterized by a progressive 

degeneration of the central or peripheral nervous system. The blood-brain barrier (BBB) plays a critical role in 

the pathophysiologie of the central nervous system, and its disruption contributes to the pathogenesis of 

neurodegenerative disease. Since Hedgehog (Hh) signalling is implicated in the maintenance of the BBB, and 

since discrepancies exist in the literature, the objective of this PhD’s thesis is to clarify the mechanisms 

underlying Hh ligands-dependent regulation of the BBB, in physiological and pathological (multiple sclerosis 

and Alzheimer’s) conditions, in the adult. 

We showed that Desert Hedgehog (Dhh) is expressed in endothelial cells (ECs), and is necessary to stabilize the 

BBB. Moreove, we showed that the deletion of Dhh in ECs, and the consequential opening of the BBB are 

sufficient to trigger the apparition of cognitive disorders. Our results also suggest that Dhh in ECs is 

downregulated in Alzheimer’s and multiple sclerosis. 

We also showed that in multiple sclerosis, Sonic Hedgehog (Shh) is induced in astrocytes and contributes to the 

opening of the BBB. Those results and other finally led us to demonstrate that depending on their post-

translational maturation, Hh ligands have distinct effects on the BBB. 

Taken together, those results strengthen the hypothesis of using Hh signalling as a therapeutic target in the 

treatment of neurodegenerative diseases, and unveil new insights to consider when it comes to conceiving such 

therapeutical strategies. 

Keywords : Hedgehog Signalling, blood-brain barrier, dementia, multiple sclerosis, blood vessels, endothelial 

cells 
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