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INTRODUCTION GÉNÉRALE  

 

 L’accident vasculaire cérébral (AVC) est un problème majeur de santé publique. Il s’agit 

actuellement de la deuxième cause de mortalité dans le monde. Pour l’AVC d’origine 

ischémique, la thrombectomie mécanique et la thrombolyse par rt-PA, qui permettent 

l’élimination du caillot responsable de l’occlusion, sont à ce jour les seuls traitements 

disponibles permettant de limiter les dommages causés par l’ischémie. Toutefois, très peu de 

patients peuvent en bénéficier en raison d’une fenêtre thérapeutique très étroite, et de 

nombreuses contre-indications. En phase chronique, seule la rééducation physique peut 

permettre aux patients de récupérer partiellement leurs fonctions sensori-motrices. Au cours 

des dernières décennies, de nombreuses approches thérapeutiques visant à protéger et/ou 

réparer le tissu cérébral ont été testées avec succès chez l’animal, mais aucune n’a pour le 

moment franchi le cap de la mise sur le marché. C’est dans ce contexte de besoin important de 

nouvelles thérapies que mon travail de thèse s’inscrit. 

La formation de la lésion ischémique découle d’une cascade d’évènements cellulaires. 

Parmi ces évènements, la dégradation de la matrice extracellulaire est directement responsable 

de la mort neuronale et de la rupture de la barrière hémato-encéphalique. Les travaux de cette 

thèse font suite à de précédentes études menées au laboratoire, dans lesquelles il a été démontré 

que l’administration intraveineuse d’un agent matriciel, le RGTA (ReGeneraTing Agent), en 

association ou non avec des cellules souches mésenchymateuses, avait des effets bénéfiques sur 

la neuroprotection ainsi que sur la récupération fonctionnelle chez le rat soumis à une ischémie 

focale.  

Afin d’augmenter les chances de succès de cette nouvelle thérapie, nous avons choisi 

d’étudier ses effets sur des modèles animaux pertinents, en accord avec les recommandations 

STAIR. En effet, ce comité d’expert s’est penché sur les causes probables des nombreux échecs 

de translations de l’animal à l’Homme dans le cadre du traitement de l’ischémie cérébrale. 

L’une des raisons avancée serait le manque d’intégration de facteurs de comorbidité chez les 

modèles animaux. Une autre explication viendrait de l’éloignement phylogénétique trop élevé 

entre les espèces de rongeurs, couramment utilisées en recherche préclinique, et l’Homme. Afin 

d’augmenter les chances de succès de la recherche thérapeutique, il est donc fortement conseillé 

d’utiliser un modèle animal plus proche de l’Homme, comme un primate non-humain, pour 

valider les résultats obtenus chez le rongeur, avant tout essai clinique. 
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Pour ces raisons, une partie des travaux présentés dans ce manuscrit de thèse contribuent 

à la caractérisation des effets du RGTA couplé ou non à des CSMs, chez des rats atteints 

d’hypertension artérielle, ainsi que chez le marmouset commun.  

Avant d’aborder l’ensemble des travaux menés au cours de cette thèse, nous 

introduirons dans un premier temps l’AVC, et plus particulièrement l’ischémie cérébrale, son 

épidémiologie, ses facteurs de risque ainsi que les symptômes pouvant le prévenir et ses 

séquelles. Nous développerons l’ensemble des évènements moléculaires et cellulaires qui 

interviennent pendant et après une ischémie, ainsi que les méthodes d’imagerie permettant de 

les détecter. Nous discuterons également des enjeux de la recherche thérapeutique actuelle, et 

l’intérêt tout particulier de la thérapie matricielle à base de RGTA. Enfin, nous exposerons les 

éléments qui font du marmouset commun un modèle animal pertinent dans l’étude de l’ischémie 

cérébrale.  

Le premier travail de cette thèse a permis l’évaluation des effets sur l’évolution des 

dommages cérébraux d’une injection intra-artérielle de RGTA chez le rat soumis à une ischémie 

focale. 

Dans la seconde étude, nous avons étudié l’effet sur la neuroprotection et la récupération 

fonctionnelle d’une thérapie combinée à base de RGTA et de cellules souches 

mésenchymateuses après ischémie cérébrale chez le rat atteint d’un facteur de risque majeur et 

aggravant de l’AVC : l’hypertension artérielle. 

Grâce aux résultats obtenus chez le rongeur, nous avons pu par la suite étudier les effets 

de l’agent matriciel sur la protection du tissu cérébral et la récupération fonctionnelle après 

ischémie cérébrale chez une espèce de primate non-humain, le marmouset.  

Enfin, le dernier objectif de cette thèse a été de mettre en place l’apprentissage de tests 

cognitifs chez le marmouset, dans le but de pouvoir les intégrer dans le futur à un protocole 

d’ischémie cérébrale. 
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INTRODUCTION 

 

1 L’A ide t Vas ulai e C al hez l’Ho e 

1.1 D fi itio  de l’AVC 

L’AVC, pour Accident Vasculaire Cérébral, est un trouble neurologique qui résulte 

d’une défaillance soudaine de l’apport sanguin dans une partie du cerveau. L’apport en 

nutriments et oxygène est stoppé, ce qui entraine de sévères dommages au niveau du tissu 

cérébral. L’AVC bénéficie aujourd’hui d’une grande notoriété publique, et pour cause, rien 

qu’en France, on estime qu’environ 150 000 personnes sont victimes d’un AVC chaque année, 

soit 1 toutes les 4 minutes, et ce nombre ne cesse d’augmenter (Lecoffre et al., 2017). Selon les 

dernières données de l’Organisation Mondiale de la Santé, il s’agirait de la seconde pathologie 

la plus meurtrière au monde, représentée par 10.2 % de l’ensemble des décès annuels (Thrift et 

al., 2017). Pour les survivants, les séquelles physiques, cognitives, et psychologiques sont 

nombreuses, ce qui fait également de l’AVC la première cause d’handicap durable chez l’adulte 

(Ferro et al., 2016; Kessner et al., 2016; Arba et al., 2017). Le coût socio-économique de l’AVC 

est ainsi très important puisqu’il ne se résume pas qu’aux soins médicaux prodigués lors de 

l’évènement initial, mais comprend également la prise en charge du handicap des survivants 

jusqu’à leur décès (De Pouvourville, 2016). Qui plus est, le vieillissement constant de la 

population laisse envisager une augmentation des dépenses hospitalières liées à l’AVC 

(Lecoffre et al., 2017). Les coûts financiers indirects sont également élevés pour la société, 

notamment lorsque l’AVC survient chez des personnes encore en activité professionnelle. Chez 

les moins de 45 ans victimes d’AVC, 30 à 50 % ne pourraient pas reprendre une activité 

professionnelle et 10 % resteraient dépendants pour au moins une activité de la vie quotidienne 

(Varona, 2010).  

On distingue deux catégories principales d’AVC : les hémorragies cérébrales, et les ischémies 

cérébrales (Figure 1).  
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Figure 1 : Illustration des différents types d’Accident Vasculaires Cérébraux (Adapté depuis 
NeuroVascular Centers of southern California) 

 

1.1.1 L’AVC h o agi ue 

Les hémorragies cérébrales représentent 10 à 15 % de l’ensemble des AVC. Elles sont 

la conséquence d’une rupture vasculaire dans le cerveau. Ces AVC se subdivisent en 

hémorragies sous-arachnoïdiennes, qui, essentiellement, résultent de la rupture d’un anévrisme 

dans l’espace sous-arachnoïdien, et en hémorragies intra-parenchymateuses définie par une 

irruption de sang au sein du parenchyme cérébral, causée par la rupture d’un vaisseau intra-

parenchymateux.  

1.1.2 L’AVC is h i ue 

La diminution de l’apport sanguin responsable d’un AVC ischémique résulte dans 

certains cas d’une sténose artérielle, autrement dit d’une réduction du diamètre artériel 

provoquée par la formation d’une plaque d’athérome. Deux phénomènes occlusifs majeurs sont 

ensuite généralement responsables de l’obstruction du vaisseau : la thrombose et l’embolie 

(Figure 2). Un processus thrombotique survient lorsqu’un caillot sanguin se forme au niveau 

du vaisseau sténosé. Un processus embolique, plus courant, survient lorsqu’un caillot provenant 

du cœur ou d’un vaisseau plus proximal se décroche et migre jusqu’au cerveau où il va se loger 

dans un plus petit vaisseau.  

La grande majorité des AVC sont d’origine ischémique puisque l’ischémie cérébrale représente 

près de 85 à 90 % des cas (Lecoffre et al., 2017; Thrift et al., 2017). Pour cette raison, seule 

l’ischémie cérébrale fera l’objet de cette thèse.  

AVC hémorragique AVC ischémique 
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Figure 2 : Illustration des principales origines d’ischémie cérébrale : la thrombose et l’embolie 
(Adapté du site internet médical aibolita.com) 

 

1.2 Facteurs de risque 

Un certain nombre de facteurs contribuent à hauteur de 90 % au risque d’ischémie 

cérébrale (O’Donnell et al., 2010). Face à l’ampleur de ce fléau, le dépistage et le traitement de 

ces facteurs constituent un élément essentiel de la prévention des AVC, d’autant que les plus 

importants (hypertension artérielle, tabagisme, obésité, mauvaise alimentation et sédentarité) 

sont des facteurs sur lesquels on peut agir. D’autres facteurs tels que l’âge, le sexe, ou la 

prédisposition génétique sont en revanche immuables. Les facteurs de risque sont ainsi 

classiquement divisés en deux catégories : les facteurs de risque non modifiables et les facteurs 

de risque modifiables.   

1.2.1 Les facteurs de risque non modifiables 

Avec 75 % des patients victimes d’AVC âgés de plus de 65 ans, l’âge apparaît comme 

le facteur de risque le plus important. Après 55 ans, les possibilités d’avoir un AVC sont 

multipliées par 2 tous les 10 ans, si bien qu’une personne âgée de plus de 85 ans a 4 fois plus 

de risques d’être victime d’une ischémie cérébrale que la population générale (Rothwell et al., 

2005). De récentes données rapportent toutefois une incidence croissante de l’AVC chez le 

jeune adulte, et les séquelles dont peuvent souffrir les jeunes survivants entravent la reprise 

d’une activité professionnelle optimale, ce qui alourdit d’autant plus l’impact économique de 

la pathologie (Varona, 2010; Smajlović, 2015). Le sexe joue également un rôle dans l’incidence 

de l’AVC, puisque le risque de maladies cardiovasculaires est 33 % plus élevé chez l’homme 

que chez la femme (Giroud et al., 2017). Cependant, en raison d’une plus grande longévité des 

femmes, et du fait que cette pathologie touche majoritairement les personnes âgées, le taux de 

décès et de séquelles neurologiques liés à un AVC sont plus importants chez la femme que chez 
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l’homme (Löfmark & Hammarström, 2007). Il a également été observé que l’appartenance à 

certains groupes ethniques, ainsi que la présence d’antécédents familiaux augmentaient le 

risque de survenue d’un AVC, ce qui suggère l’implication de différents facteurs génétiques 

(Chauhan & Debette, 2016).  

1.2.2 Les facteurs de risques modifiables 

. . .  L’h pe te sio  a t ielle HTA  

Avec un tiers des adultes concernés, l’hypertension artérielle (HTA) est la pathologie 

chronique la plus fréquente en France. Elle se définit par une pression artérielle anormalement 

élevée (supérieure à 140 mmHg pour la pression systolique et 90 mmHg pour la pression 

diastolique). Le diagnostic de l’HTA est souvent tardif, car elle agit silencieusement, en 

l’absence de symptômes révélateurs, si bien qu’on estime que 50 % des hypertendus ignorent 

même en souffrir (Perrine et al., 2018). Le danger de cette maladie n’est pourtant pas anodin, 

puisque l’HTA est sans conteste le plus important des facteurs de risque modifiables de l’AVC, 

quel que soit l’âge ou le sexe des patients. Chez les patients hypertendus, le risque d’être victime 

d’un AVC ischémique est multiplié par 4. Dès que les valeurs de pression artérielle atteignent 

les 115/75 mmHg (systolique/diastolique), le risque est présent, et augmente de façon 

proportionnelle à la pression artérielle.  

L’HTA induit des altérations structurelles des artères qui se traduisent par un rétrécissement 

de la lumière du vaisseau. Ce rétrécissement peut être dû à une augmentation de l’épaisseur de 

la paroi vasculaire (la media) provoqué par une hypertrophie des cellules musculaires lisses. 

On parle alors de remodelage hypertrophique. Il peut également être lié à un réarrangement des 

cellules musculaires qui va entraîner une diminution du diamètre de la lumière sans 

modification de l’épaisseur pariétale. Il s’agit dans ce cas d’un remodelage eutrophique (Figure 

3) (Schiffrin, 2004; Pires et al., 2013). Ces modifications vont avoir des répercussions sur les 

capacités dilatatrices des vaisseaux et peuvent ainsi favoriser l’installation d’un thrombus (Pires 

et al., 2013).  
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Figure 3 : L’hypertension artérielle induit une diminution de la lumière vasculaire par le biais d’un 
remodelage eutrophique ou hypertrophique (Adapté de Schiffrin, 2004; Themes, 2016). 

La diminution de la lumière vasculaire va également entraîner une diminution de l’apport 

sanguin à la suite d’une ischémie. En conséquence, en plus d’augmenter le risque de survenue 

d’un AVC, l’HTA est également un facteur aggravant puisqu’elle engendre des lésions 

ischémiques plus importantes. Diverses études menées chez l’animal et chez l’Homme ont ainsi 

démontré que les lésions étaient plus volumineuses chez les individus hypertendus (Duverger 

& MacKenzie, 1988; Kumar, 2016a). En 1988, Duverger et MacKenzie ont montré que le tissu 

lésé après une occlusion de l’artère cérébrale moyenne chez des rats souffrant d’HTA était 

presque trois fois plus étendu que chez des rats normotendus (Figure 4).  

 

Figure 4 : Comparaison du volume lésionnel entre des rats normotendus et hypertendus (WKY : 
Wistar Kyoto ; SHR : Spontaneous Hypertensive Rats) (Duverger & MacKenzie, 1988). 

 

Le dépistage et le traitement de l’HTA constituent donc un pilier fondamental des mesures 

préventives contre l’AVC. Toutefois, tous les patients diagnostiqués comme hypertendus ne 

sont pas traités par des antihypertenseurs, et seule la moitié des patients traités a une pression 

artérielle correctement régulée (Perrine et al., 2018).  
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1.2.2.2 Le tabac 

Depuis longtemps, il est établi que le tabagisme est associé à un risque accru (quasiment 

doublé) d’AVC ischémique (Boehme et al., 2017). Contrairement à ce que l’on pourrait penser, 

et bien qu’il existe une relation dose-effet entre consommation de tabac et risque d’AVC 

ischémique (Bhat et al., 2008), le tabagisme n’a pas besoin d’être excessif pour entraîner des 

dommages vasculaires, et même de petites expositions peuvent s’avérer dangereuses. Ainsi, le 

rôle du tabagisme passif a été confirmé avec un risque relatif de 1,8 chez les non-fumeurs ou 

les anciens fumeurs, hommes ou femmes exposés à un environnement de fumeurs (Malek et 

al., 2015).  

. . .  L’al ool 

La littérature scientifique peine à se mettre d’accord quant à la relation entre l’alcool et le 

risque d’AVC, mais à ce jour, il a été démontré qu’une consommation importante d’alcool 

(supérieure à 30g par jour, soit environ 2 verres) multiplierait par 2 les risques d’AVC 

ischémiques, tandis qu’une consommation faible à modérée (inférieure ou équivalente à 30g 

par jour) n’aurait pas d’incidence sur la survenue d’un AVC (Mazzaglia et al., 2001; Boehme 

et al., 2017).  

. . .  L’o sit  

L’obésité est généralement évaluée au moyen de l’indice de masse corporelle (IMC) et se 

définit par un IMC supérieur à 30 kg/m2. Le risque relatif de survenue d’un AVC ischémique 

est proche de 2 chez les patients atteints d’obésité. Pour chaque augmentation d’une unité de 

l’IMC, le risque d’AVC ischémique augmente de 5 %. Ainsi, son rôle est démontré comme 

facteur indépendant de risque d’AVC, mais ce risque peut également être majoré par l’HTA, le 

diabète ou l’hypercholestérolémie auxquels l’obésité est souvent associée (Kernan et al., 2013).  

1.2.2.5 Le diabète 

Le diabète est un facteur de risque important de l’AVC, avec un risque relatif de 2 pour les 

patients diabétiques. Il a également été démontré que la durée du diabète avait une incidence 

sur le risque d’AVC puisque ce risque augmente de 3 % chaque année, et triple chez les 

personnes diabétiques depuis plus de 10 ans (Banerjee et al., 2012). Le diabète est parfois 

considéré comme un facteur de risque non modifiable de l’AVC, car la correction de la 

glycémie seule ne réduit pas le risque relatif d’AVC chez le diabétique. En revanche, la 
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combinaison de différentes thérapies associées à des modifications du comportement permet de 

réduire ce risque (Gaede et al., 2008).  

1.2.2.6 Les causes cardiaques 

Les cardiopathies emboligènes sont reconnues depuis longtemps comme étant un des 

risques majeurs de l’AVC, et sont diagnostiquées chez 1/3 des patients victimes d’une ischémie 

cérébrale. Elles se définissent comme étant des maladies cardiaques accompagnées de troubles 

du rythme cardiaque. Ces troubles sont souvent à l’origine de la formation de caillots sanguins 

pouvant être responsables d’embolies (Arboix, 2015). Fibrilation auricaulaire  

1.3 Symptômes cliniques et séquelles  

« V.I.T.E ». « V » pour visage paralysé, « I » pour incapacité à lever un bras, « T » pour 

troubles de la parole, et enfin « E » pour extrême urgence (Figure 5). Cet acronyme devrait 

permettre au plus grand nombre de reconnaître les signes précoces d’un AVC. Malgré cela, 

encore trop peu de personnes y sont aujourd’hui sensibilisées. La connaissance de ces premiers 

symptômes caractéristiques est pourtant indispensable à la prise en charge rapide des patients, 

permettant de limiter les séquelles de l’AVC.  

Deux tiers des patients victimes d’ischémie cérébrale gardent des séquelles 

neurologiques plus ou moins importantes. Parmi ces victimes, 40 % ne retrouveraient pas 

d’activité autonome dans leur vie quotidienne. Ces séquelles dépendent de la localisation de 

l’AVC, de sa durée et de son étendue. Elles peuvent être de type moteur, sensoriel, cognitif et 

psychologique. Ainsi, l’AVC représente la première cause d’handicap acquis non traumatique 

Figure 5 : Les signes d’alerte de l'AVC. Le 114 est le numéro national d’appels d’urgence pour les 
personnes ayant des difficultés à entendre ou à parler (D’après Ambulances-dhuime.fr).  
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chez l’adulte, et également la deuxième cause de démence après la maladie d’Alzheimer (Rist 

et al., 2013).  

1.3.1 Les séquelles motrices 

Les déficits moteurs sont liés à une atteinte du cortex moteur primaire, de la capsule 

interne, des ganglions de la base, de la corona radiata ou du pont de Varole. Ils se traduisent 

généralement par une hémiplégie, c’est-à-dire une paralysie d’une ou plusieurs parties d’un 

hémicorps. Cette paralysie, qui peut être complète ou partielle, touche généralement le bras 

et/ou la jambe, ainsi que le visage. Dans d’autres cas, les troubles moteurs peuvent se traduire 

par des syncinésies, des contractions musculaires involontaires au cours des mouvements, ce 

qui gêne leur bonne exécution. Une forme de raideur musculaire, appelée spasticité, peut 

également apparaître et être source de douleur pour le patient.  

1.3.2 Les séquelles sensorielles 

Les séquelles sensorielles sont liées à des dommages au niveau de l’aire somesthésique 

primaire, du thalamus, de la corona radiata et du pont de Varole. Les atteintes 

somatosensorielles sont courantes après un AVC et toucheraient près de 60 % des victimes. Le 

plus souvent, ces troubles sont de nature proprioceptive, c’est-à-dire que les patients perdent 

leur capacité à percevoir la position de différentes parties du corps dans l’espace. Des déficits 

de la stéréognosie, impliquant une perte des capacités à reconnaître un objet au toucher, sont 

également fréquemment retrouvés. Ces derniers vont de paire avec une atteinte des sensations 

tactiles comprenant une perte de la sensation du toucher, une anesthésie thermique, et une perte 

des sensations douloureuses (Kessner et al., 2016).  

1.3.3 Les séquelles cognitives 

Bien que fréquentes, les conséquences cognitives de l’AVC sont encore très peu 

représentées dans la littérature scientifique par rapport aux déficits moteurs et sensoriels. Ces 

troubles apparaissent généralement dans les 3 mois suivant l’AVC. Étant donné qu’il n’existe 

pas de standard de diagnostic des troubles cognitifs, il est difficile d’obtenir une prévalence 

précise de ces séquelles. Aussi, celle-ci varie de 11 à 80 % en fonction des études (Rist et al., 

2013; Sun et al., 2014). Plusieurs domaines cognitifs peuvent être atteints : la mémoire de 

travail, l’attention, les fonctions exécutives (résolution de problèmes), le langage, l’orientation 

et l’héminégligence visuo-spatiale (Al-Qazzaz et al., 2014). Une héminégligence est 

diagnostiquée chez 85 % des patients ayant une lésion dans l’hémisphère cérébral droit. Les 
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patients souffrant d’héminégligence perdent toute conscience des objets présents dans leur 

hémi-champ visuel gauche (qui est traité par l’hémisphère droit), bien qu’aucun déficit 

purement visuel ne soit détecté (Figure 6). Ces patients n’utilisent également plus leur bras 

gauche (dont le contrôle dépend de l’hémisphère droit), même s’ils ne souffrent pas de troubles 

moteurs (Trejo-Gabriel-Galan et al., 2016). Sur le long-terme, ces séquelles cognitives sont 

généralement associées au développement d’un état dépressif chez les patients. En outre, 25 % 

des personnes souffrant de troubles cognitifs développent une démence dans les 3 années 

suivant l’AVC (Merriman et al., 2019). Malgré la prévalence des atteintes cognitives, et les 

preuves existantes de leurs conséquences négatives sur la qualité de vie des patients, la 

recherche de nouvelles thérapies se focalise encore principalement sur la récupération motrice 

et sensorielle, occultant la récupération des fonctions cognitives. 

 

Figure 6 : Exemple de reproduction de dessins réalisés par un patient souffrant d’héminégligence. Le 
patient ne reproduit que la moitié droite des dessins puisqu’il n’a pas conscience de ce qui apparaît 

dans son champ visuel gauche à la suite d’une lésion ischémique touchant le lobe pariétal de 
l’hémisphère droit (Marti, 2016).  

1.3.4 Les séquelles psychologiques 

L’anxiété et la dépression touchent respectivement un quart et un tiers des victimes, 3 mois 

après leur AVC (Pariente et al., 2001; Ferro et al., 2016; Chun et al., 2018). La survenue de ces 

troubles est souvent associée à la présence de plusieurs facteurs : stress, soutien social peu 

présent, antécédents d’anxiété ou de dépression, et déficits moteurs importants. Les troubles 

psychologiques post-AVC peuvent être traités classiquement par des anxiolytiques et des 

antidépresseurs, mais ils ne sont néanmoins pas à négliger puisque leur présence nuit à la qualité 

de vie, au bon rétablissement et à la récupération fonctionnelle des patients (Alawieh et al., 

2018).  
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2 Ph siopathologie de l’is h ie ale 

2.1 Physiologie de la circulation cérébrale  

2.1.1 Vascularisation cérébrale 

Bien qu’il ne pèse qu’1,4 kg en moyenne, soit seulement 2 % du poids du corps, le 

cerveau humain est un organe gourmand qui nécessite 20 % de la consommation totale en 

oxygène, et 25 % de la consommation en glucose. Sa très haute activité métabolique (et 

l’absence de réserves énergétiques) requiert donc un système vasculaire très performant pourvu 

d’un système d’autorégulation qui lui permet de maintenir un débit sanguin constant dans 

l’encéphale, quelle que soit la pression artérielle et la demande métabolique.  

Pour mieux visualiser la vascularisation cérébrale, je vous propose de vous reporter au 

schéma suivant :  

 

Figure 7 : Vue inférieure du cerveau laissant apparaître les artères formant le polygone de Willis 
(Adapté de Ashish, 2017).  

Le cerveau est irrigué par deux artères carotides internes et deux artères vertébrales. Les 

artères carotides internes (Figure 7A), situées en avant du cou, donnent naissance aux artères 

cérébrales antérieures (Figure 7B), reliées entre elles par l’artère communicante antérieure 

(Figure 7C), ainsi qu’aux artères cérébrales moyennes (Figure 7D). Les artères vertébrales 

(Figure 7H) sont situées en arrière du cou, et se rejoignent pour former le tronc basilaire (Figure 

7G) qui se divise pour donner naissance aux artères cérébrales postérieures (Figure 7F) et aux 

artères communicantes postérieures (Figure 7E). Ces dernières, comme leur nom l’indique, 
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unissent les artères postérieures et les artères carotides internes. L’ensemble de ces vaisseaux 

constitue un cercle artériel fermé, dit en anastomoses, appelé « Polygone de Willis ». Cette 

configuration joue un rôle important dans le cadre d’une ischémie cérébrale, car en cas 

d’occlusion unilatérale d’une carotide, elle va permettre, dans une certaine limite, une 

compensation en apport sanguin provenant des autres artères (Karatas et al., 2015). 

Chacune de ces artères est responsable de l’irrigation d’un territoire cérébral (Figure 8). 

L’artère cérébrale antérieure vascularise le lobe frontal ainsi que la face interne du lobe pariétal. 

L’artère cérébrale moyenne nourrit la face externe du lobe temporal et pariétal, ainsi qu’une 

petite partie du lobe frontal. Elle participe également à la vascularisation du noyau lenticulaire 

et de la partie antérieure de la capsule interne. Enfin, l’artère cérébrale postérieure est chargée 

d’irriguer la face interne du lobe temporal et le lobe occipital.  

 

Figure 8 : Territoires irrigués par les artères cérébrales antérieure, moyenne et postérieure sur la face 
externe, interne et inférieure du cerveau (Adapté de Kaplan, 1977) 

 

L’artère cérébrale moyenne (ACM) occupe une place particulièrement importante dans 

la recherche sur l’ischémie cérébrale, car il s’agit de l’artère la plus communément touchée par 

cette pathologie chez l’Homme (Thrift et al., 2017).  

2.1.2. Foyer et pénombre ischémique 

Le système vasculaire cérébral est un système dynamique doté d’un mécanisme permettant 

de maintenir un débit sanguin cérébral (DSC) constant malgré des variations de la pression de 

perfusion : c’est ce qu’on appelle l’autorégulation (Ozturk & Tan, 2018). En conditions 

physiologiques, le DSC est ainsi maintenu autours de 50 mL/100 g/min. Toutefois, 

l’autorégulation ne peut s’effectuer que si la pression de perfusion est comprise entre des 
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valeurs de 60 à 150 mmHg, au-delà de ces valeurs, le DSC n’est plus régulé et devient pression-

dépendant (Figure 9). De manière générale, on parle d’ischémie lorsque le DSC descend sous 

des valeurs de 20 mL/100 g/min car l’apport énergétique n’est alors plus suffisant pour subvenir 

aux besoins des cellules. Un DSC inférieur à 10 mL/100 g/min induit des dommages cellulaires 

irréversibles (Schell et al., 1993).  

 

Figure 9 : Évolution du débit sanguin cérébral (DSC) en fonction de la pression de perfusion cérébrale 
(PPC) et principe d’autorégulation (D'après Hall et al., 2019). 

 

Le DSC au niveau de la lésion ischémique n’est pas homogène et deux régions principales 

se distinguent : la pénombre et le foyer ischémique. L’identification de ces deux régions 

remonte à la fin des années 70, dans des travaux qu’Astrup et collaborateurs ont mené sur le 

primate non-humain (Astrup et al., 1977). Ils caractérisent le foyer ischémique comme étant le 

cœur de la lésion, c’est-à-dire la région du cerveau la plus sévèrement atteinte, dont l’irrigation 

dépendait entièrement du vaisseau obstrué. Dans le foyer, le DSC est inférieur à 10 mL/g/min, 

et le manque énergétique entraîne irrémédiablement une mort cellulaire rapide par nécrose. La 

pénombre ischémique, quant à elle, se situe autour du foyer et est décrite comme étant une zone 

dont le DSC est compris entre 10 et 20 mL/g/min, et dont l’irrigation peut être partiellement 

compensée par d’autres vaisseaux. De cette façon, l’apport énergétique est suffisant pour que 

les neurones puissent rester structurellement intacts mais fonctionnellement inactifs. Dans la 

pénombre, le tissu est en souffrance et les neurones demeurent dans un état quiescent, mais ils 

ne sont pas engagés dans un processus de mort cellulaire, et peuvent encore être sauvés par une 

revascularisation efficace ou par de potentielles thérapies neuroprotectrices qui en font leur 
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cible de prédilection (Ghobrial et al., 2014). Toutefois, l’état des neurones de la pénombre n’est 

pas constant, et si le débit sanguin n’est pas rapidement rétabli (par thrombolyse ou 

thrombectomie), les dommages cellulaires deviennent peu à peu irréversibles, augmentant la 

zone nécrosée (Figure 10). Chez l’Homme, on estime que la disparition de la pénombre au 

profit du foyer ischémique se fait généralement en 4h30 après le début de l’occlusion (Figure 

10). C’est la raison pour laquelle la prise en charge des patients est extrêmement urgente dès 

l’apparition des premiers symptômes. Cependant, de nouvelles données basées sur des 

techniques d’imagerie cérébrale ont démontré, chez certains patients, la présence d’une 

pénombre jusqu’à 48 h après le début de l’ischémie (Heiss et al., 1992; Markus et al., 2004; 

Davis & Donnan, 2014). Ces résultats sous-entendent qu’il serait possible d’étendre la fenêtre 

thérapeutique des traitements au-delà des 4h30 établies.  

 

Figure 10 : Formation de la pénombre et du foyer ischémique et leur évolution au cours du temps 
(©Lorenzo Timon).  

 

2.2 Mécanismes impliqués dans le développement de la lésion ischémique 

La formation de la lésion ischémique découle d’une série d’évènements cellulaires et 

moléculaires appelée cascade ischémique (Dirnagl et al., 1999). Certains de ces éléments, 

comme l’excitotoxicité, ou le stress oxydant, débutent immédiatement après l’occlusion du 

vaisseau. D’autres, comme la réaction inflammatoire et l’apoptose, se mettent en place quelques 

heures après le début de l’ischémie et prolongent leur activité pendant plusieurs semaines 

(Figure 11).  
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2.2.1 L’ex itotoxi it  

Puisqu’il ne dispose d’aucune réserve énergétique, le cerveau est totalement dépendant 

d’un apport sanguin constant pour pouvoir assurer ses fonctions. Lorsque cet apport cesse et 

que l’oxygène et le glucose viennent à manquer dans une région du cerveau, la glycolyse ne 

peut plus se faire dans des conditions normales d’aérobie, ce qui entraîne une accumulation de 

lactate dans les cellules, et donc une acidose. De plus, la production cellulaire d’adénosine 

triphosphate (ATP) n’est plus réalisée à cause d’un arrêt de la phosphorylation oxydante. Or 

l’équilibre cellulaire ionique est assuré par des pompes dont le fonctionnement dépend 

directement de l’ATP. Le déficit en ATP provoque ainsi des perturbations des pompes ioniques 

dépendantes de l’ATP, qui auront pour conséquence une accumulation délétère de calcium dans 

les cellules. Ce déséquilibre ionique entraîne une dépolarisation des membranes neuronales, et, 

par conséquent, une libération massive de glutamate dans le milieu extracellulaire. Le glutamate 

est un neurotransmetteur excitateur, et sa fixation aux récepteurs NMDA (N-methyl-D-

asparate) et AMPA (µ-amino-3-hydroxy-5methyl-4-isoxazole propionic acid) entraîne une 

entrée massive des ions Ca2+, Cl- et Na+ dans la cellule (Figure 12). De ce fait, l’homéostasie 

ionique est d’autant plus perturbée, et la conséquence principale en sera une accumulation d’eau 

dans la cellule. C’est ce qui provoque l’œdème cytotoxique (Xing et al., 2012).  

2.2.2 La formation des radicaux libres oxygénés 

L’excès de calcium dans les cellules entraîne l’activation de nombreuses enzymes qui 

vont générer une production de radicaux libres oxygénés (Figure 12). Lorsqu’ils sont en 

concentration trop importante, ces radicaux libres sont particulièrement toxiques pour les 

cellules car ils peuvent altérer la structure de l’ADN, dénaturer des protéines et causer des 

Figure 11 : Cinétique des différents évènements de la cascade ischémique (D’après Dirnagl et al., 1999). 
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dommages au niveau de la mitochondrie, de la membrane et du cytosquelette ce qui aura pour 

conséquence la mort de la cellule (Xing et al., 2012).  

 

Figure 12 : Représentation schématique de l’excitotoxicité du glutamate après une ischémie cérébrale. 
ATP : adénosine triphosphate ; DSC : débit sanguin cérébral ; NOS : monoxyde d’azote synthétase ; 

ROS, RNS : espèces réactives à l’oxygène ou à l’azote (Thèse Annelise Letourneur, 2010). 

 

2.2.3 La réaction inflammatoire 

Dans le tissu lésé, une neuroinflammation se met en place en réponse à des signaux 

libérés par les cellules mourantes ou soumises à un stress important. Les cellules microgliales 

sont les premières à être activées. La microglie représente l’immunité résidente du 

compartiment cérébral. Les cellules microgliales scannent en permanence leur environnement 

et peuvent réagir rapidement à tout type de changement. Dans le cadre d’une ischémie, la 

réponse microgliale est à son apogée entre 48 et 78 h après l’ischémie, mais elle peut se 
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prolonger sur une ou plusieurs semaines. Une infiltration de macrophages s’opère également 

des suites de la rupture de la barrière hémato-encéphalique (BHE). Ceux-ci vont migrer 

jusqu’au tissu ischémique et soutenir l’action des cellules microgliales. En condition 

physiologique, ces cellules sont caractérisées par un petit corps cellulaire et de fins 

prolongements. Lorsque la microglie s’active, elle subit des modifications morphologiques et 

évolue vers des formes moins ramifiées avec un corps cellulaire plus grand ou des formes 

typiquement amiboïdes qui la rendent alors identique aux macrophages. Il a été prouvé que la 

réaction inflammatoire post-ischémique pouvait être délétère pour le tissu en souffrance, car les 

cellules immunitaires ainsi activées vont entraîner une libération de radicaux libres oxygénés, 

de métalloprotéases matricielles, et de cytokines pro-inflammatoires qui vont conduire à des 

dommages secondaires. Toutefois, la réaction inflammatoire post-ischémie peut également 

avoir des effets bénéfiques puisque les cellules immunitaires peuvent également sécréter des 

cytokines anti-inflammatoires qui aident à la survie des neurones, et guider la migration des 

cellules souches jusqu’au site de la lésion pour favoriser la neurogenèse. Les cellules 

microgliales et les macrophages ont également une activité phagocytaire qui permet 

l’élimination des cellules mortes et la sécrétion de facteurs de croissances comme IL-10 et TGF-

β. Ces facteurs inhibent la production de cytokines pro-inflammatoires et joueraient un rôle 

dans les processus de neuroprotection et neurorégénération (Xing et al., 2012; Kawabori & 

Yenari, 2015).  

Les astrocytes sont des cellules gliales qui peuvent également s’activer après une 

ischémie cérébrale. L’activation astrocytaire mène à la formation de la cicatrice gliale. Cette 

cicatrice permet d’isoler le tissu endommagé et d’éviter des dommages collatéraux, liés à la 

réaction inflammatoire, jusqu’au tissu sain qui l’entoure. Mais en agissant comme une barrière, 

cette cicatrice gliale gène également la croissance axonale, limitant la réparation du tissu 

(Kawabori & Yenari, 2015). Les astrocytes activés vont également sécréter des facteurs de 

croissance comme le VEGF (facteur de croissance de l’endothélium vasculaire) qui peuvent 

jouer un rôle crucial dans les processus de régénération tels que l’angiogenèse et la neurogenèse 

(Schmid-Brunclik et al., 2008). 

2.2.4 La mort cellulaire par apoptose 

Après tous ces évènements, un destin funeste attend les cellules de la zone ischémique. 

Alors que l’excitotoxicité a déjà entrainé la nécrose des cellules du foyer, c’est bien souvent 

une mort cellulaire programmée par apoptose qui prédomine dans la pénombre. Pour rappel, le 

déficit énergétique provoqué par l’ischémie entraine une série d’évènements menant à une 
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production importante de radicaux libres de l’oxygène toxiques pour les cellules. Ces radicaux 

libres causent des dommages au niveau de l’ADN, ce qui entraîne une activation de la cascade 

apoptotique conduite par voie nucléaire. En outre, l’apoptose peut également être générée par 

voie mitochondriale suite aux dommages mitochondriaux causés par les radicaux libres, ou à 

l’augmentation intracellulaire de calcium (Deb et al., 2010).  

2.2.5 Dégradation de la Matrice Extracellulaire (MEC) et de la Barrière Hémato-Encéphalique 

(BHE) 

L’augmentation de l’activation de métalloprotéases matricielles (MMPs) fait également 

partie de la physiopathologie de l’ischémie cérébrale. En conditions physiologiques, les MMPs 

jouent un rôle fondamental dans le remodelage de la MEC et contribuent à l’homéostasie 

cellulaire. L’activité de ces enzymes participe à de nombreux processus physiologiques tels que 

la prolifération, la différentiation, la migration et la mort cellulaires (Rivera et al., 2004). 

Cependant, après une ischémie, la microglie, les macrophages, ainsi que les astrocytes 

impliqués dans les réactions inflammatoires et gliales entraînent une forte production de MMPs 

dans la zone péri-lésionnelle (Rosenberg et al., 2001). En dégradant la MEC, ces protéases 

contribuent de manière directe à l’anoïkis des cellules, une forme d’apoptose qui résulte de la 

perte d’interactions entre les cellules et la MEC (Gu et al., 2002). Des études chez le rat ont 

démontré que seule l’expression de deux sous-types de MMPs était augmentée dans le tissu 

ischémique : les MMP-9 et les MMP-2 (Rosenberg et al., 2001). Toutefois, seules les MMP-9 

semblent impliquées dans la physiopathologie de l’ischémie. En effet, une réduction du volume 

lésionnel est observée chez un modèle murin d’ischémie cérébrale après inhibition des MMP-

9 (Asahi et al., 2000), mais ce résultat n’est pas retrouvé après une inhibition des MMP-2 (Asahi 

et al., 2001). Ces résultats semblent être en adéquation avec les données cliniques, qui 

rapportent une corrélation positive uniquement entre le taux de MMP-9 retrouvé dans le sérum 

et le volume lésionnel (Montaner et al., 2001).  

Durant la phase aiguë de l’ischémie, les MMP-9 participent également à la rupture de la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) en agissant sur les jonctions entre les cellules 

endothéliales et la MEC constituant la membrane basale (Figure 13) (Kim & Han, 2006). La 

BHE est considérée comme la première ligne de défense du cerveau. Grâce à ses jonctions 

serrées et adhérentes, elle est imperméable aux macromolécules, et empêche leur migration du 

compartiment sanguin vers le parenchyme cérébral. L’ouverture de la BHE va entraîner, d’une 

part, l’entrée de leucocytes circulants dans le parenchyme, ce qui contribue à la réaction 
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inflammatoire, mais également l’entrée massive d’eau dans le tissu interstitiel. C’est ce qu’on 

appelle l’œdème vasogénique. Cet œdème va augmenter la pression intracrânienne et ainsi 

contribuer aux dommages ischémiques secondaires en aggravant la perfusion vasculaire 

(Abdullahi et al., 2018).  

 

Figure 13 : Résumé schématique des évènements impliqués dans la physiopathologie de l’ischémie 
cérébrale. Le manque énergétique provoqué par l’arrêt d’afflux sanguin entraîne une libération massive 
de glutamate ayant pour conséquence un déséquilibre ionique et une entrée massive de calcium dans les 
neurones. L’excès de calcium va entraîner la production de radicaux libres oxygénés, responsables de 
nombreux dommages cellulaires. Dans le parenchyme, les cellules immunitaires endogènes (la 
microglie) produisent des métalloprotéases matricielles (MMPs). Ces MMPs vont dégrader la matrice 
extracellulaire (MEC), et par conséquent, générer une mort cellulaire par anoïkis, ainsi que l’ouverture 
des jonctions serrées des cellules endothéliales composant la barrière hémato-encéphalique (BHE). 
Enfin, la rupture de la BHE permet l’infiltration d’eau et de leucocytes dans le parenchyme. Ces 
leucocytes vont s’allier à la microglie et renforcer la réponse inflammatoire, entraînant encore 
d’avantage la production de radicaux libres oxygénés et de MMPs (Adapté de Lo et al., 2003).  

 

2.3 Récupération et régénération post-ischémique 

Dans les cas où la lésion ischémique n’est pas fatale, elle n’en reste pas moins une grande 

source d’handicap pour les survivants. Cependant, dès les premiers jours qui suivent l’accident 



INTRODUCTION 

30 
 

vasculaire, une récupération fonctionnelle spontanée est observée chez les patients. En effet, 

plusieurs mécanismes cellulaires et comportementaux se mettent en place et permettent une 

amélioration notable des déficits moteurs et sensoriels.  

2.3.1 Le phénomène de compensation 

En réponse à l’incidence très importante des déficits moteurs après une ischémie 

cérébrale, de nombreux patients utilisent une stratégie de compensation comportementale. Cette 

stratégie désigne les ajustements moteurs qui vont être mis en place pour pallier le handicap et 

permettre l’exécution de certaines tâches. Prenons l’exemple des déficits moteurs touchant le 

membre supérieur d’un hémicorps (bras et main). Pour la plupart des tâches du quotidien, 

l’utilisation de nos deux mains est nécessaire. La réponse adaptative la plus commune au 

dysfonctionnement moteur d’une de ces mains est de se reposer davantage sur celle qui n’est 

pas handicapée (Figure 14c). L’utilisation du tronc et de l’épaule est également renforcée 

lorsqu’il s’agit d’atteindre des objets avec le bras atteint (Figure 14b) (Jones, 2017). 

La compensation est souvent confondue avec la récupération fonctionnelle. Il s’agit 

pourtant de deux phénomènes distincts. Tandis que la compensation se réfère à la mise en place 

d’une nouvelle stratégie adaptative en assistant ou détournant l’utilisation du membre 

handicapé, la récupération fonctionnelle se définit comme étant une réapparition de l’ancien 

pattern moteur présent avant la lésion ischémique (Jones, 2017).  

Des phénomènes de compensation ont également pu être mis en évidence chez l’animal. 

Une tâche de préhension a notamment été développée chez le rat afin de permettre une 

distinction entre phénomène de compensation, et une récupération « réelle ». Ce test consiste à 

Figure 14 : Illustration d’une stratégie de compensation après une hémiparésie du bras droit. L’illustration (a) 
nous montre les mouvements typiquement réalisés pour atteindre et attraper un objet. Après un AVC, une 
rotation de l’épaule et un mouvement du tronc vers l’avant vont assister le bras parétique (qui souffre d’une 
paralysie partielle) pour compenser le déficit et permettre le succès du mouvement (b). Il arrive également que 
les patients mobilisent un soutien du bras non-parétique pour réaliser la tâche (b). Le plus souvent,  lorsque la 
mobilisation des deux bras n’est pas nécessaire, le bras non-parétique est utilisé (c) (D’après Jones, 2017). 
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observer les mouvements fins des membres antérieurs du rat lorsque celui-ci attrape une 

récompense à travers une petite ouverture (Figure 15). Les performances des animaux sont 

évaluées avant puis après ischémie. Grâce à un système d’enregistrement vidéo, 20 

mouvements et postures sont analysés et scorés, ce qui permet de déterminer avec une grande 

précision si l’animal parvient à attraper la récompense en employant une stratégie 

compensatoire (en s’aidant du membre non atteint), ou en récupérant son comportement initial 

(Krakauer et al., 2012). Plusieurs constats ont pu être dégagés de l’utilisation de ce test chez le 

rat. Premièrement, il semblerait que chez les individus souffrant d’une lésion massive, 

l’amélioration des fonctions motrices se traduit majoritairement par l’adoption de nouveaux 

comportements compensatoires (Metz et al., 2005). Deuxièmement, lorsque la lésion épargne 

une partie du cortex moteur, une compensation est affichée en phase aiguë, mais les animaux 

affichent une récupération partielle en phase chronique (Moon et al., 2009). Ceci suggère que 

les neurones épargnés de la zone péri-lésionnelle jouent un rôle dans la récupération 

fonctionnelle. Les mécanismes sous-jacents aux phénomènes de compensation et de 

récupération sont liés et font notamment appel à la plasticité cérébrale, la neurogenèse et 

l’angiogenèse (Castro-Alamancos & Borrel, 1995).  

 

Figure 15 : Exemple d’un rat réalisant le test de préhension a) de façon normale, puis b) en adoptant 
des mouvements compensatoires (utilisation de la deuxième patte et rotation de l’épaule) (Wu et al., 

2009). 

 

2.3.2 La plasticité cérébrale 

Contrairement aux croyances qui ont longtemps été populaires, le cerveau n’est pas un 

organe immuable. Au contraire, il est capable d’évoluer et de s’adapter quel que soit son âge. 

La plasticité cérébrale, ou neuroplasticité, décrit cette capacité du cerveau à se modifier en 
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fabriquant de nouvelles connexions neuronales en réponses à différents stimuli. Chez l’Homme, 

ce phénomène est décrit au cours du développement cérébral et de l’apprentissage. Grâce à des 

outils d’imagerie fonctionnelle, l’implication d’une plasticité cérébrale dans la récupération 

fonctionnelle post-AVC a récemment été mise en évidence (Johansson, 2000; Loubinoux et al., 

2017). Dans les premiers jours suivant l’ischémie, de nombreuses études en imagerie par 

résonnance magnétique fonctionnelle (IRMf) ont démontré que l’hémisphère controlatéral 

(hémisphère sain) prenait temporairement le relais du cortex ipsilatéral (hémisphère lésé). 

Autrement dit, les fonctions normalement prises en charge par l’hémisphère ipsilatéral sont 

transférées à l’hémisphère controlatéral (Loubinoux et al., 2017; Coleman et al., 2017). Prenons 

l’exemple de patients paralysés de la main droite après un AVC au niveau de l’hémisphère 

gauche (Figure 16A). Environ 10 jours après l’ischémie, les données IRMf dévoilent des 

activations au niveau de l’hémisphère controlatéral, qui ne sont pas présentes chez les sujets 

sains, après la réalisation de mouvements avec la main droite (Grefkes & Ward, 2014). Il 

semblerait toutefois que ce phénomène ne se produise que chez les patients souffrant de déficits 

sévères puisque ce même recrutement des aires controlatérales n’est pas retrouvé chez les 

patients ayant un déficit fonctionnel léger (Figure 16B).  

Lorsque la récupération, après rééducation sur plusieurs mois, est presque totale, c’est à 

nouveau l’hémisphère ipsilatéral qui est activé pour réaliser le mouvement (Figure 16A). 

Cependant, l’aire d’activation est généralement plus étendue comparativement aux sujets sains, 

ce qui pourrait correspondre à une réorganisation corticale par recrutement des aires péri-

lésionnelles. La rééducation semble être un élément clé de cette réorganisation corticale. En 

effet, des études chez un modèle d’ischémie focale chez le primate non-humain ont montré que 

l’activation des aires motrices de la main était significativement moins présente si l’animal 

n’avait réalisé aucun exercice de rééducation en amont. En revanche, dans le cas contraire, 

l’activité des aires motrices ipsilatérales étaient préservées (Nudo & Milliken, 1996). Plusieurs 

études menées chez l’animal ont par la suite validé cette hypothèse (Nudo, 2007; Nishibe et al., 

2015; Combs et al., 2016).  
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Figure 16 A : Observation par IRMf des aires cérébrales impliquées lors d’une tâche de fermeture de 
poing, chez des sujets sains et des patients après une ischémie cérébrale. B. Comparaison des aires 
recrutées lors de cette même tâche entre des patients ayant des déficits fonctionnels sévères, et des 
patients ayant un déficit fonctionnel léger (D’après Rheme et al., 2011).  

  

De nombreuses questions subsistent encore quant aux mécanismes qui sous-tendent la 

réorganisation corticale et le remodelage des régions péri-lésionnelles, mais on sait que 3 

processus principaux interviennent : la synaptogenèse (création de nouvelles connexions 

neuronales), une consolidation des synapses déjà existantes, et enfin l’activation de réseaux 

neuronaux existants mais « endormis » (Murphy & Corbett, 2009). La bonne exécution de ces 

processus est liée à la libération de facteurs de croissances par les cellules gliales dans la région 

péri-lésionnelle. Parmi ces facteurs de croissance, on retrouve le BDNF (Brain-Derived 

Neurotrophic Factor), qui encourage la croissance des synapses et est impliqué dans la survie 

des neurones, et le VEGF (Vascular endothelial growth factor), qui favorise la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins (Malykhina et al., 2012; Lu et al., 2014).  
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2.3.3 La neurogenèse 

On le sait désormais : le cerveau adulte est toujours capable de produire de nouveaux 

neurones. Cette découverte remonte à l’année 1962, quand les biologistes Altman et Das 

parviennent à observer la formation de nouveaux neurones fonctionnels dans l’hippocampe de 

rats adultes (Altman, 1962). Ce phénomène a depuis été rapporté chez plusieurs espèces, dont 

l’Homme, et dans plusieurs zones cérébrales, appelées zones neurogéniques : le gyrus denté de 

l’hippocampe, et les zones sous-ventriculaires. Dans ces différentes régions, des cellules 

souches neurales (CSN) sont capables de s’autorenouveler, et de se différencier en différentes 

cellules du système nerveux : neurones, astrocytes et oligodendrocytes (Lindvall & Kokaia, 

2015). Dans les jours qui suivent une ischémie cérébrale, des études chez le rongeur ont 

démontré que le nombre de CSN produites et différenciées en cellules neurales matures dans le 

gyrus denté était 12 fois plus important (Liu et al., 1998; Li & Chopp, 1999). Après une 

ischémie chez le rat adulte, la prolifération de CSN est également augmentée dans les zones 

sous-ventriculaires (Arvidsson et al., 2002). Chez l’Homme, les preuves d’une prolifération de 

CSN dans les zones sous-ventriculaires ipsilatérales ont également été apportées après autopsies 

de patients décédés durant la phase aiguë de leur AVC (Martí-Fàbregas et al., 2010). Ces CSN, 

guidées par des chiomioattractants (Stromal cell Derived Factor-1(SDF-1)/CXCR4), vont 

migrer vers le site lésionnel et se différencier en prenant le phénotype des cellules qui sont à 

remplacer. Ces données semblent donc indiquer que le cerveau est capable d’avoir une réponse 

adaptative à la présence de dommages ischémiques en stimulant une neurogenèse permettant 

de remplacer les neurones endommagés. Ce remplacement reste toutefois très marginal, 

puisqu’environ 80 % des CSN nouvellement créées à la suite d’une ischémie meurent dans les 

deux semaines suivant leur formation, et seul 0.2 % parviendront à se différencier en neurones 

fonctionnels (Arvidsson et al., 2002). Les mécanismes cellulaires qui sous-tendent cette 

neurogenèse post-ischémique sont peu connus, mais on sait que l’environnement hypoxique de 

la lésion entraîne l’expression de certains facteurs de croissance impliqués dans la prolifération 

des CSN, comme le VEGF, le FGF (Fibroblast Growth Factor) ou le BDNF (Leker et al., 2009).  

2.3.4 L’a gioge se 

L’angiogenèse se définit comme la capacité de l’organisme à créer de nouveaux 

vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Dans le cadre d’une ischémie, il s’agit 

d’un remodelage des vaisseaux collatéraux permettant une revascularisation du tissu cérébral 

endommagé (Marti & Risau, 1999). Dès l’occlusion vasculaire, la baisse de la pression partielle 

en oxygène génère une hypoxie (un manque d’apport en oxygène dans les cellules). Cette 
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hypoxie est un stimulus angiogénique de première importance, puisqu’elle va induire 

l’expression de gènes codant pour certains facteurs de croissance qui interviennent dans 

l’angiogenèse dont le VEGF, le FGF, et les angiopoïétines (Ang). Le VEGF joue un rôle 

important dans les premières étapes de l’angiogenèse, et agit en se liguant principalement à un 

récepteur exprimé par les cellules endothéliales : le VEGFR-2 (Vascular Enfothelial Facteor 

Receptor 2). Après liaison à ce récepteur, le VEGF va induire la transmission de signaux de 

prolifération et de migration endothéliale permettant la formation de nouvelles structures 

vasculaires (Ma et al., 2012). Le FGF intervient également dans les phases précoces de 

l’angiogenèse. En se liant à son récepteur, le FGFR (Fibroblast Growth Factor Receptor), 

exprimé en surface des cellules endothéliales, le FGF stimule la prolifération, la différenciation 

et la maturation des cellules endothéliales progénitrices (Folkman & Klagsbrun, 1987). Dans 

les cellules endothéliales, l’hypoxie induit également l’expression de cytokines qui contribuent 

à la maturation des nouveaux vaisseaux au cours de l’angiogenèse : les angiopoïétines 1 et 2. 

Brièvement, l’angiopoïétine-1 (Ang1) et l’angiopoïétine-2 (Ang2) sont capables de se lier avec 

une affinité semblable au récepteur Tie2, mais vont avoir des propriétés antagonistes et 

n’interviendront pas au même moment au cours de la reconstruction angiogénique. Comme le 

VEGF, l’activité d’Ang2 intervient dans les étapes de l’activation de l’angiogenèse, et va 

permettre le détachement des péricytes (cellules entourant la lame basale de l’endothélium), et 

la dégradation de la lame basale. Les cellules endothéliales vont ainsi pouvoir capter les signaux 

du VEGF. L’expression d’Ang1 augmente plus tardivement et permet la maturation et la 

stabilisation des vaisseaux nouvellement formés via un recrutement de péricytes (Figure 17) 

(Qin et al., 2013).  
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2.4 L’appo t de l’IRM da s le diag osti  et le suivi de la l sio  is h i ue 

Lors de la prise en charge des patients, l’imagerie par résonnance magnétique (IRM) est 

l’outil de prédilection lorsqu’il s’agit de confirmer de façon fiable et rapide un diagnostic. Grâce 

à son caractère multimodal et non invasif, l’imagerie sert plusieurs objectifs : confirmer la 

présence d’une lésion et évaluer l’étendue de la zone lésée, éliminer la présence d’hémorragie, 

contre-indiquant une thrombolyse, et explorer les vaisseaux intracrâniens. Plusieurs séquences 

sont ainsi utilisées. Le scanner, moins précis et plus invasif (pour cause d’irradiations), est 

Figure 17 : Mécanismes cellulaires de l’angiogenèse après une ischémie cérébrale. Ang1 : Angiopoïetine 1 ; 
Ang2 : Angiopoïetine2 ; FGF : Fibroblast Growth Factor ; FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptor ; MMP 
: Métalloprotéase ; Tie2 : tyrosine kinase ; VEGF : Vascular Endothelium Growth Factor ; VEGFR2 : 
Vascular Endothelium Growth Factor Receptor 2  (Adapté de Product Guides & Listings | Tocris Bioscience). 
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utilisé par défaut, lorsque l’IRM n’est pas disponible, ou en cas de contre-indication (Daubail 

et al., 2015).  

2.4.1 Séquence de diffusion 

La séquence de diffusion, ou DTI (pour Diffusion Tensor Imaging) permet de visualiser 

la lésion de façon très précoce et ainsi de valider la présence d’une ischémie. Cette séquence 

repose sur une sensibilité aux mouvements extracellulaires de l’eau. Elle permet ainsi le calcul 

du coefficient de diffusion apparent (ADC), qui représente l’amplitude du mouvement des 

molécules d’eau. Lors de la phase très précoce de l’ischémie, un œdème cytotoxique se forme : 

les cellules situées au sein de la lésion gonflent en raison d’une rétention d’eau dans l’espace 

cytoplasmique, réduisant ainsi l’espace extracellulaire et générant une restriction de diffusion 

des molécules d’eau. En raison de cet œdème, l’ADC au sein de la lésion est très fortement 

diminué, ce qui permet sa visibilité précoce en hyposignal (Figure 18A).  

Le DTI permet également un calcul de la fraction d’anisotropie (FA). Les cartes 

d’anisotropie nous donnent des informations concernant l’intégrité de la substance blanche (SB) 

et la myélinisation. En effet, l’anisotropie est voisine de 0 dans les tissus isotropes tels que les 

noyaux gris de la base et le cortex, mais des valeurs de FA plus élevées et proches de 1 sont 

retrouvées dans la SB, constituée de fibres myélinisées unidirectionnelles (Figure 18B). Après 

une ischémie, une diminution des valeurs de FA dans la SB est donc synonyme de dommages 

le long des faisceaux de fibres.  

 

Figure 18 : Exemple d’images obtenues chez un patient en phase aiguë avec une séquence de diffusion 
(DTI). A : Carte d’ADC sur laquelle la lésion ischémique est visible en hyposignal (noir). B : Carte de 
FA sur laquelle les faisceaux de fibres de la SB sont visibles en hypersignal (blanc) (D’après Bhagat, 

2007). 

Les dernières mesures qui peuvent être extraites des images DTI sont basées sur 

l’orientation dans l’espace de la diffusion par rapport aux fibres de la SB. Ainsi, le calcul de 

l’AD (Axial Diffusivity) mesure le taux de diffusion dans les directions parallèles aux faisceaux 



INTRODUCTION 

38 
 

de la SB, tandis que la RD (Radial Diffusivity), elle, mesure le taux de diffusion dans les 

directions perpendiculaires aux faisceaux de la SB. Les cartes obtenues à partir de ces calculs 

permettent de déterminer si les faisceaux de la SB ont une orientation normale (Feldman et al., 

2010). 

Globalement les informations obtenues au moyen de chacune de ces cartes peuvent être 

résumées de la façon suivante (Tromp, 2016) :  

- L’ADC permet de mettre en avant les œdèmes cellulaires ainsi que le tissu nécrosé. 

- La FA mesure l’intégrité microstructural de la SB. Bien que la FA soit sensible aux 

changements d’intégrité, elle ne permet pas une distinction spécifique du type de 

changement. 

- L’AD est sensible à la densité axonale. Sa diminution est ainsi synonyme de 

dommages tandis que son augmentation a été observée en cas de maturation 

cérébrale. 

- La RD met en avant la démyélinisation et peut également être influencée par des 

changements au niveau des diamètres ou de la densité des axones. 

Le tableau ci-dessous tente de clarifier les mesures attendues en fonction du tissu 

biologique et de ses altérations (Tromp, 2016) : 

Tableau 1 : Résumés des variations attendues des différentes cartes de DTI en fonction des tissus 
(D’après Tromp, 2016).  

 ADC FA AD RD 

Matière Grise − ↓ ↓ ↑ 
Matière Blanche − ↑ ↑ ↓ 

Liquide Céphalo-Rachidien ↑ ↓ ↑ ↑ 

Forte myélinisation ↓ ↑ − ↓ 

Densité axonale ↓ ↑ − ↓ 

Maturation de la SB ↓ ↑ ↑ ↓ 

Dégénération axonale ↑ ↓ ↓ ↑ 

Démyélinisation ↑ ↓ − ↑ 

   

2.4.2 La séquence T2* 

En raison de leur forte susceptibilité magnétique, les séquences T2* sont sensibles aux 

inhomogénéités des champs magnétiques, provoqués par exemple par la présence de produits 

sanguins. Cette séquence permet ainsi la détection d’hémorragies intra-parenchymateuses qui 
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apparaissent distinctement en hyposignal (Figure 19). La séquence T2*est utilisée en phase 

hyper aiguë de l’ischémie car la présence d’hématomes est une contre-indication à la 

thrombolyse.  

 

Figure 19 : Exemple d’hématomes mis en évidence par la séquence T2* en hypointensité (D’après 
Mirza & Gokhale, 2016).  

 

2.4.3 L’i age ie de pe fusio  PWI Pe fusio  Weighted I agi g  

L’imagerie de perfusion permet une étude de la microvascularisation cérébrale. Son 

efficacité repose sur l’injection, et l’étude de la cinétique de passage d’un agent de contraste 

non diffusible dans le cerveau injecté par voie intraveineuse : le chélate de Gadolinium. Le 

Gadolinium est doté de fortes propriétés magnétiques, et son passage dans les capillaires 

cérébraux entraîne une diminution de signal de séquence T2*, très sensible à l’effet de 

susceptibilité magnétique. La chute du signal est ainsi proportionnelle à la concentration de 

l’agent de contraste dans la microcirculation , ce qui permet de déterminer la zone 

d’hypoperfusion au sein du parenchyme. Les anomalies révélées par l’imagerie de diffusion 

représenteraient le foyer de l’ischémie et les anomalies sur la séquence de perfusion 

représentent le tissu cérébral hypoperfusé. Ainsi le territoire sévèrement hypoperfusé sans 

hypersignal de diffusion (mismatch perfusion/diffusion) correspondrait à la pénombre 

ischémique (Figure 20). L’utilisation conjointe de l’imagerie de diffusion et de l’imagerie de 

perfusion est ainsi systématiquement utilisée après la prise en charge des patients afin de 

déterminer l’étendue de la zone cérébrale qui peut potentiellement être sauvée par les stratégies 

thérapeutiques de reperfusion et de neuroprotection (Mandeville et al., 2017).  
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Figure 20 : Exemple de mismatch obtenu à partir d’une imagerie de perfusion (PWI) et d’une imagerie 
de diffusion (ADC). La zone rouge représente le foyer ischémique obtenu à partir de l’ADC, la zone 
bleue représente la pénombre ischémique obtenue à partir de l’imagerie de perfusion (D’après Johns 

Hopkins Medecine). 

 

2.4.4 L’i age ie po d e e  T2 

Au cours de la cascade ischémique, la rupture de la BHE entraîne une accumulation d’eau 

dans l’espace interstitiel, responsable de l’œdème vasogénique. L’imagerie pondérée en T2 est 

une séquence anatomique basée sur l’analyse du signal émanant des protons de l’eau. Elle 

permet ainsi de visualiser en hypersignal les lésions ischémiques constituées, car l’œdème 

vasogénique n’apparaît que plusieurs heures après l’évènement ischémique (Figure 21). Cette 

séquence permet donc de mettre en évidence une lésion en phase subaiguë et chronique de 

l’ischémie.  

 

Figure 21 Exemple d’image obtenue à partir d’une imagerie pondérée en T2 chez un patient, 12 heures 
après l’évènement ischémique. La lésion est visible en signal hyperintense (flèches noires) (D’après 

Xavier et al., 2003) 

 

2.4.5 La séquence T2 FLAIR (Fluid attenuated inversion-recovery) 

La séquence FLAIR est une séquence pondérée en T2 avec une suppression du signal 

de l’eau libre comme le liquide céphalo-rachidien. Elle permet une identification en hypersignal 
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de la lésion ischémique. Le signal apparaît néanmoins plus tardivement qu’avec une séquence 

de diffusion : entre 6 et 8 h post-ischémie. Elle permet également l’identification de lésions plus 

anciennes. En clinique, le différentiel entre le temps d’apparition retardé du signal FLAIR et le 

temps d’apparition immédiat du signal en DTI est utilisé pour dater l’évènement ischémique 

(Figure 22) (De Roquefeuil et al., 2014). 

 

Figure 22 : Exemple d’une datation d’évènement ischémique grâce à la séquence FLAIR. Ici, un 
patient présentant des signes d’AVC a été pris en charge à l’hôpital. A : une séquence de diffusion 
permet la visualisation précoce de la lésion ischémique en hyposignal. B : La lésion est également 
visible en hypersignal avec la séquence FLAIR, ce qui signifie que l’accident vasculaire remonte à 

plus de 6 h (D’après Roldan-Valadez & Lopez-Mejia, 2014). 

 

2.4.6 La séquence TOF (Time of Flight) 

Cette séquence permet l’étude de la vascularisation cérébrale. Les branches du polygone 

de Willis sont visibles sans nécessité d’agent de contraste, et l’occlusion artérielle peut ainsi 

être observée (Figure 23). 

 

Figure 23 : Exemple d’angiographie obtenue après une séquence 3D TOF. Ici, on distingue une 
occlusion du segment M2 de l’artère cérébrale moyenne (sous la flèche) (D’après Roldan-Valadez & 

Lopez-Mejia, 2014). 
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2.4.7 L’i age ie de sus epti ilit  ag ti ue SWI  

La séquence SWI (Susceptibility Weighted Imaging) est une technique d’imagerie 

émergente dans le diagnostic de l’ischémie cérébrale. Cette séquence exploite l’effet BOLD 

(Blood Oxygen Level Dependent), reflétant des variations de l’oxygène transporté par 

l’hémoglobine, et les différences de susceptibilité magnétique entre les tissus. La SWI est ainsi 

très sensible aux dépôts de sang (riches en désoxyhémoglobine) et de fer dans le cerveau et peut 

mettre en évidence un thrombus artériel ou veineux de façon plus précise que les séquences 

d’angiographie classiques (Figure 24). Son utilisation peut notamment permettre de détecter les 

thrombo-embolies des petits vaisseaux sanguins qui peuvent avoir lieu après fragmentation du 

thrombus principal, et ainsi vérifier l’efficacité des thérapies de reperfusion. La SWI est 

également très sensible aux saignements, aussi petits soient-ils, et permet d’établir un pronostic 

fiable quant aux potentielles transformations hémorragiques des lésions (Rastogi et al., 2015; 

Hsu et al., 2017). Cette technique d’imagerie, de meilleure résolution, présente ainsi une 

alternative aux séquences T2* généralement utilisées pour détecter les saignements. Malgré ses 

avantages, la séquence SWI reste peu utilisée en clinique car sa réalisation prend du temps (8 

minutes) et la présence d’artéfacts est encore trop importante.  

 

Figure 24 : Exemple d’une séquence SWI chez un patient ayant une occlusion de l’artère cérébrale 
moyenne droite (à gauche sur l’image). L’artère occlue est visible en hyposignal et les veines de 

l’hémisphère droit (à gauche sur l’image) apparaissent également en signal réduit, ce qui sous-entend 
une augmentation en désoxyhémoglobine dans ces vaisseaux, et donc une hypoperfusion du tissu 

(Rastogi et al., 2015).  

2.4.8 L’i age ie APT (Amine Proton Transfer) ou imagerie du pH 

Au cours de la cascade ischémique, le déficit en oxygène et en nutriments contraint les 

cellules à réaliser leur glycolyse en anaérobie. Dans de telles conditions, du lactate s’accumule, 

ce qui conduit à une acidose du tissu hypoperfusé. Il est désormais possible de visualiser cette 

acidose grâce à des cartographies cérébrales du pH réalisées par IRM. Le principe de cette 

imagerie repose sur l’observation du transfert de saturation entre deux ou plusieurs groupes de 

protons en échange : le CEST (Chemical Exchange dependant Saturation Transfer). Plus 
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précisément, pour visualiser le niveau d’acidité du tissu, les échanges endogènes de protons 

amine présents dans les protéines et les peptides sont observés. Ces échanges sont normalement 

catalysés par un environnement basique. L’acidose provoquée par l’ischémie réduit donc le 

taux d’échange des protons et par conséquent le signal IRM. Ce signal est visible durant la 

phase hyperaiguë et aiguë de l’ischémie (Figure 25). La lésion qui apparaît grâce à l’imagerie 

de pH est généralement plus grande que celle visible en imagerie de diffusion, mais plus petite 

que celle visible en imagerie de perfusion. Ainsi, en comparant les 3 signaux, il est possible de 

délimiter de façon plus précise la zone de pénombre, et de la différencier d’une oligémie 

bénigne (Sun et al., 2010; Rastogi et al., 2015; Lin et al., 2018).  

 

Figure 25 : Exemple d’une lésion ischémique visible par imagerie de pH en phase aiguë (Rastogi et 
al., 2015) 

 

3 App o hes th apeuti ues de l’is h ie ale 

3.1 Les traitements préventifs 

Les stratégies préventives se subdivisent en deux catégories : la prévention primaire, qui 

repose essentiellement sur la prise en charge des facteurs de risque en amont de l’évènement 

ischémique, et la prévention secondaire, pratiquée après la survenue de l’AVC.  

Comme cité précédemment, l’hypertension artérielle est un facteur de risque majeur de l’AVC. 

Ainsi, les traitements antihypertenseurs, lorsqu’ils sont efficaces, constituent le pilier de la 

prévention primaire. En effet, il existe un lien de causalité linéaire entre la pression artérielle et 

le risque d’AVC, et il a été prouvé qu’un contrôle positif de la pression artérielle, chez les 

personnes âgées de 80 ans et plus, réduisait de 39 % les taux de mortalité, et de 30 % le risque 

de survenue de l’AVC (Beckett et al., 2008). L’objectif de ces traitements est donc de contrôler 

la pression artérielle et de la maintenir sous un seuil de 140/90 mmHg. Le sevrage tabagique, 
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la pratique d’une activité physique, et une alimentation équilibrée sont également des 

modifications de l’hygiène de vie permettant de limiter le risque d’AVC.  

Même après la survenue d’un AVC, les différents facteurs de risque doivent être contrôlés pour 

limiter le risque de récidive. Après une attaque ischémique, des traitements anti-thrombotiques 

de longue durée sont également recommandés (Sarikaya et al., 2014).  

3.2 La thrombolyse 

L’objectif premier, suite à la prise en charge des patients, est la revascularisation (ou 

reperfusion) du tissu cérébral ischémique, visant à éviter l’aggravation et favoriser la 

récupération des déficits neurologiques. Cette revascularisation est réalisée grâce à l’injection 

d’une protéine recombinante, le rt-PA (recombinant tissue plasminogen activator), qui va lyser 

le caillot sanguin responsable de l’occlusion du vaisseau. Le rt-PA est à ce jour l’unique 

traitement pharmacologique disponible permettant de limiter les dommages causés par 

l’ischémie. La thrombolyse par le rt-PA n’est toutefois pas sans inconvénients, et seuls 12 % 

des patients peuvent en bénéficier en Europe (Craig et al., 2019). Pour cause, si ce traitement 

n’est pas administré dans les 4 à 6 h suivant l’apparition des premiers symptômes, il augmente 

considérablement (de près de 10 fois) le risque d’hémorragie cérébrale. Ainsi, la thrombolyse 

par le rt-PA est écartée chez les patients qui arrivent à l’hôpital après ce délai de 6h, d’où 

l’urgence de la prise en charge dès l’apparition des premiers symptômes. La fenêtre 

thérapeutique très étroite du rt-PA n’est pas le seul facteur limitant son administration. En effet, 

de nombreuses contre-indications sont également en cause. Parmi ces contre-indications, on 

retrouve notamment des antécédents d’hémorragie, la prise d’anticoagulants, une hypertension 

artérielle sévère (185/110 mmHg), des antécédents d’AVC dans les 3 derniers mois, ou encore 

un âge inférieur à 18 ans ou supérieur à 80 ans (Fugate & Rabinstein, 2015).  

3.3 La thrombectomie 

 La thrombectomie mécanique est une technique récente et novatrice de reperfusion qui 

consiste à retirer par voie endovasculaire le caillot sanguin responsable de l’occlusion. 

Brièvement, un accès au thrombus est obtenu à la suite de l’introduction puis de l’avancée d’un 

cathéter au niveau de l’artère fémorale, jusqu’à l’artère occlue. Plusieurs dispositifs permettent 

ensuite l’élimination du caillot (Figure 26). La première génération de dispositifs de 

thrombectomie mécanique, appelés Coil retrievers, permet de capturer puis de retirer le 

thrombus à la manière d’un tire-bouchon. Le deuxième dispositif développé permet une 
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extraction du caillot grâce à une fragmentation puis une aspiration des débris. Enfin, le dispositif 

le plus récent, appelé Stent retriever, consiste en un petit filet grillagé qui capture le caillot dans 

ses mailles (Spiotta et al., 2015).  

La thrombectomie mécanique peut être réalisée en complément de la thrombolyse par rt-PA, 

ou d’emblée si cette dernière est contre-indiquée. Son utilisation demeure toutefois limitée car 

elle ne concerne que les patients atteints d’une ischémie au niveau d’une grosse artère 

proximale, qui peuvent être opérés dans les 24h suivant l’apparition des premiers symptômes 

(Raychev & Saver, 2012). 

 

Figure 26 : Illustration des différents dispositifs de la thrombectomie. A : le Coil retriever, B : le 
dispositif d’aspiration, et C : le Stent retriever (D’après Spiotta et al., 2015). 

 

3.4 La rééducation 

A ce jour, la rééducation est la seule stratégie thérapeutique mise en place permettant 

aux patients de récupérer au moins partiellement leurs fonctions neurologiques. Elle débute 

généralement dès la première semaine suivant l’AVC, et se poursuit même après le retour du 

patient à son domicile. Les travaux de rééducation sont réalisés sur tous les aspects : motricité, 

sensitivité, et cognition, et tous partagent le même objectif : conduire le patient à son autonomie 

optimale en lui apprenant à compenser ses déficits, à défaut de les récupérer totalement. Cette 

stratégie repose sur une stimulation de la plasticité cérébrale permettant l’adaptation du réseau 

neuronal, soit par la création de nouvelles connexions, soit par des changements de connexions 

synaptiques (Hara, 2015). Le degré de rééducation dépend de la sévérité de la lésion cérébrale, 

mais débute généralement par une récupération fonctionnelle très rapide dans les premiers mois 

suivant l’ischémie, avant de ralentir.   
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4 Nouvelles stratégies thérapeutiques pou  l’is h ie 

4.1 Les enjeux de la recherche actuelle : exemple de la thérapie cellulaire 

La recherche pharmaceutique se concentre principalement sur deux stratégies 

thérapeutiques de l’AVC. La première, s’oriente vers une stratégie de neuroprotection : qui vise 

à bloquer l’expansion du foyer ischémique en agissant sur les mécanismes responsables de la 

mort neuronale. En favorisant la survie des cellules, elles pourraient permettre d’étendre la 

fenêtre d’opportunité thérapeutique des traitements de reperfusion qui pour l’heure demeure 

très étroite. A ce jour, mis à part l’hypothermie dont l’utilisation reste très controversée, aucune 

stratégie de neuroprotection n’a montré de réelle efficacité lors des essais cliniques (Hankey, 

2017).  

La seconde stratégie étudiée se focalise sur les mécanismes de réparation tissulaire et de 

plasticité cérébrale qui interviennent après un AVC : la synaptogenèse, la neurogenèse et 

l’angiogenèse. Il s’agit d’un champ thérapeutique en plein essor depuis une vingtaine d’années. 

Diverses tentatives de l’amélioration de la neurogenèse endogène ont été proposées via 

l’injection de facteurs de croissance permettant de favoriser le recrutement des CSN. 

Malheureusement, malgré des résultats prometteurs en préclinique, les essais cliniques sur ces 

facteurs trophiques se sont révélés soit inefficaces, soit toxiques pour les patients 

(Bogousslavsky et al., 2002; England et al., 2016).  

Plus récemment, les études réalisées sur le potentiel des thérapies cellulaires après ischémie 

cérébrale s’avèrent prometteuses. Ces thérapies reposent sur l’administration de cellules 

souches. Leur intérêt repose sur leur capacité à se différencier en différents types de cellules du 

système nerveux (neurones, cellules gliales, cellules endothéliales), permettant ainsi de 

remplacer les cellules détruites ou endommagées, et leur aptitude à libérer des facteurs de 

croissances impliqués dans les mécanismes d’angiogenèse et de neurogenèse. De nombreuses 

études chez l’animal font état de l’efficacité de cette thérapie, aussi bien sur la réduction du 

volume lésionnel que sur la récupération des fonctions sensorimotrices (Vu et al., 2014).  

Il existe différents types de cellules souches possibles pour ces thérapies : les CSN, les 

cellules souches embryonnaires, les cellules souches pluripotentes induites, et les cellules 

souches mésenchymateuses (CSMs). Parmi elles, les CSMs se dégagent grâce à plusieurs 

avantages : elles peuvent être facilement extraites à partir de la moelle osseuse, du tissu adipeux 

ou du sang des patients et cultivées assez rapidement pour pouvoir être injectées durant la phase 
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aiguë de l’ischémie sans poser de problèmes éthiques ou immunologiques (Toyoshima et al., 

2017). L’efficacité d’une injection de CSM après ischémie cérébrale a largement été étudiée 

chez l’animal (Vu et al., 2014; Toyoshima et al., 2017). Il a ainsi été suggéré que les CSMs 

avaient la capacité de se différencier en cellules endothéliales ainsi qu’en cellules neuronales 

(Yasuhara et al., 2006; Wakabayashi et al., 2010). Toutefois, les effets bénéfiques des CSMs 

proviendraient majoritairement de leur capacité à sécréter différents facteurs neurotrophiques, 

angiogénqiues et chimiotactiques (Wakabayashi et al., 2010; Shinozuka et al., 2013). La 

sécrétion de ces facteurs favorise la réduction du volume lésionnel en réduisant la réponse 

inflammatoire et apoptotique, tout en encourageant la migration des cellules souches endogènes 

au site lésionnel, la synaptogenèse, la neurogenèse et l’angiogenèse (Chen et al., 2003). L’étude 

de 2011 de Lim et collaborateurs nous donne un bon exemple du potentiel thérapeutique des 

CSMs (Lim et al., 2011). Leurs résultats démontrent qu’une injection intraveineuse ou 

intrathécale de CSMs chez des rats soumis à une OACM entrainent une réduction significative 

du volume lésionnel ainsi qu’une meilleure récupération fonctionnelle visible jusqu’à 28 jours 

post-ischémie (Figure 27).  

L’inconvénient de cette thérapie est que, de la même manière que les cellules souches 

endogènes, la grande majorité des cellules injectées ne survivent pas longtemps une fois 

parvenue au site lésionnel. En 2010, Brenneman et collaborateurs ont réalisé un suivi 

immunohistologique de cellules mononucléaires de moelle osseuse (CMN) contenant des 

populations de CSMs et de cellules souches hématopoïétiques, jusqu’à 7 jours après leur 

injection par voie intra-artérielle à des rats ayant subi une OACM et une occlusion de la carotide 

commune (Brenneman et al., 2010). Le marquage révèle la présence des cellules souches au 

niveau du site péri-lésionnel 1 heure après leur injection, mais leur nombre décroit rapidement 

de façon exponentielle en raison d’une mort cellulaire par apoptose (Figure 28). Malgré le faible 

taux de survie des cellules souches, les animaux traités présentent une récupération 

fonctionnelle significativement supérieure à celle des animaux contrôles. Ces données 

suggèrent qu’avant leur mort, les CSMs sécrètent des facteurs trophiques à l’origine de l’effet 

thérapeutique. Ainsi les propriétés bénéfiques des CSMs seraient d’avantage liées à leurs 

capacités de sécrétion plutôt qu’à un phénomène de remplacement cellulaire.  
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Figure 27 : Effet thérapeutique d’une injection de CSMs sur la récupération post-ischémique chez le rat. 
Performances au a) Rotarod et b) Test de l’adhésif entre 1 et 28 après ischémie (moyennes ± SD). (c) 
Coupes cérébrales marquées au TTC 7 jour après injections de CSMs ou de PBS (contrôle). La lésion 
est visible en blanc. (d) Volume lésionnel (moyennes ± SD). Les différences significatives ont été 
déterminées par analyses de variances entre les groupes (*P < 0.05 différence avec le groupe « injection 
intrathécale de PBS »; #P < 0.05 différence avec le groupe « injection intraveineuse de PBS ») (Lim et 
al., 2011). 

L’effet paracrine des CSMs est également lié à leur capacité à libérer des exosomes au 

niveau du site lésionnel. Ces exosomes sont des vésicules mesurant entre 40 et 100 nm qui se 

détachent de la surface des cellules, et contiennent des protéines ainsi que des micro ARNs. En 

2013, Xin et collaborateurs ont démontré que l’injection intraveineuse d’exosomes issus de 

CSMs, chez des rats soumis à une ischémie focale, permettait d’améliorer la récupération 

fonctionnelle et d’améliorer les mécanismes de régénération tissulaires (Xin et al., 2013). De 

nombreuses études précliniques ont démontré l’efficacité des CSMs dans le traitement de 

l’ischémie cérébrale, mais leur utilisation n’est pas sans risque, car ces cellules peuvent 

conduire à la formation d’un embole lorsqu’elles sont administrées par voie intra-artérielle, ou 

rester piégées dans les poumons lorsqu’elles passent dans la circulation systémique. Des 

complications tumorigènes peuvent également survenir de par leur nature de cellules souches 

(Bang & Kim, 2019). Les thérapies à base d’exosomes offrent donc une alternative 

thérapeutique intéressante, permettant d’éviter les problèmes propres aux injections de cellules.  
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Figure 28 : Evolution du nombre de CMN (dont CSMs) en fonction du temps dans un cerveau de rat 
ischémié. Les images de microscopies par fluorescence illustrent l’élimination des CMNs dans la zone 
péri-lésionnelle (A) 1h, (B) 6h, (C) 24h et (D) 7 jours après injection. En vert : fluorescein 
isothiocyanate (marquage aspécifique) ; en rouge : Q-Tracker (marquage des CMNs). (E) Réduction 
exponentielle du nombre de CMNs dans la zone péri-lésionnelle au cours du temps (n=4 par groupe). 
(F à H) Images de microscopie à fluorescence de deux zones péri-lésionnelles différentes. (F) les CMNs 
marquées Q-CMNs (en rouge), (G) des cellules marquées TUNEL-CMNs (en vert), et (H) les CMNs en 
apoptose doublement marquées TUNEL-Q-CMNs (en jaune). (I) Région de la zone péri-lésionnelle 
prélevée pour les analyses histologiques (Brenneman et al., 2010). 

 

La transposition des thérapies cellulaires en phase clinique semble tenir ses promesses, 

puisque plusieurs essais cliniques (ACTIsSIMA, InveST, RECOVER, MASTERS, Sanbio et 

PISCES, I-ACT, CoBIS2) ont démontré qu’une injection de cellules souches après une 

ischémie cérébrale permettait d’améliorer l’issue clinique des patients, sans montrer de toxicité 

majeure à long terme (Kenmuir & Wechsler, 2017; Krause et al., 2019). Toutefois, la réalisation 

de ces études n’était pas homogène, avec des types cellulaires, ainsi que des doses, des voies et 

des temps d’injection différents. Des recherches complémentaires sont donc nécessaires pour 

mieux déterminer les modalités optimales de ces traitements. De plus, pour optimiser 

l’efficacité des thérapies cellulaires, il serait intéressant de se pencher vers l’utilisation 

concomitante d’un mécanisme permettant de promouvoir la survie des cellules souches 

injectées. La communauté scientifique s’est donc penchée vers l’utilisation de support pour 
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fournir un environnement favorable et stable pour un ancrage à la fois des cellules endogènes 

et exogènes (Hou et al., 2005; Zhong et al., 2010; Ghuman et al., 2016). Les dernières avancées 

technologiques en matière d’ingénierie tissulaire ont permis de mettre au point des hydrogels 

constitués d’éléments de la MEC, ayant les mêmes propriétés mécaniques que le tissu cérébral 

(Hou et al., 2005). Chez le rat, après leur implantation au niveau du tissu lésionnel, ces 

hydrogels favorisent l’infiltration des cellules souches endogènes et l’angiogenèse tout en 

réduisant la formation de la cicatrice gliale (Hou et al., 2005; Wei et al., 2007; Ghuman et al., 

2016). L’implantation concomitante de cellules souches soutenues par un hydrogel constitué 

d’acide hyaluronique et d’héparanes sulfates s’est ainsi révélée d’autant plus efficace pour le 

traitement de l’ischémie chez la souris (Zhong et al., 2010). L’environnement cellulaire 

prodigué par l’hydrogel favorise la survie des cellules souches implantées, permettant ainsi de 

contourner la principale limitation de la thérapie cellulaire. Ces différentes études soulignent 

l’importance de la compréhension des mécanismes sous-jacents la stabilité de l’environnement 

cellulaire dans laquelle la MEC joue un rôle central. 

4.2  I t t de la th apie at i ielle da s l’is h ie ale 

4.2.1  Généralités sur la matrice extracellulaire (MEC) 

La matrice extracellulaire (MEC) est un assemblage acellulaire et complexe qui entoure les 

cellules dans chaque tissu. Elle est composée de 3 grands types de molécules : les protéines de 

structure (collagène, élastine), les protéines spécialisées dites adhésives ou d'adhésion 

(laminine, fibronectine) qui assurent un lien direct entre la MEC et les cellules, et les 

macromolécules protéoglycanes qui forment un gel hydraté grâce à leur longue chaîne 

polysaccharidique de glycoamino-glycanes (GAGs) (Figure 29). C’est une structure 

dynamique, en remaniement constant, et selon l’organe considéré, les proportions des éléments 

la constituant peuvent varier pour s’adapter spécifiquement aux fonctions du tissu (Frantz et 

al., 2010). De par ses propriétés biochimiques et mécaniques, la MEC participe à la 

communication intercellulaire, à la mise en place et au maintien de l’homéostasie tissulaire, 

mais elle interagit également avec les cellules en les mettant en contact avec différents facteurs 

de croissance pour permettre leur prolifération, leur migration et leur différenciation (Bonnans 

et al., 2014).  
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Figure 29 : Illustration de la composition de la matrice extracellulaire (Adaptée de ©VectorMine). 

 

4.2.2 La MEC dans le tissu cérébral : focus sur les HSPG (Heparan Sulfate Proteoglycans) 

Dans le cerveau, la MEC occupe 10 à 20 % du volume total (Lau et al., 2013). La 

composition de la MEC dans le tissu cérébral se différencie grandement des autres organes. En 

effet, le collagène et la fibronectine sont généralement majoritaires. Or, dans le cerveau adulte, 

ces macromolécules sont très peu représentées tandis que les protéoglycanes (PG) sont 

exprimés en abondance dans l’espace extracellulaire entre les neurones et les cellules gliales 

(Bandtlow & Zimmermann, 2000). Les PG sont des protéines sur lesquelles sont greffées de 

façon covalente une à plusieurs dizaines de chaînes de glycosaminoglycanes (GAG). Il existe 

différentes familles de PG qui se différencient de par leur corps protéique, et la nature des GAG 

qui y sont attachés. Les GAG sont des polymères complexes composés d’une succession 

d’unités disaccharidiques répétées. Dans le cerveau, la majorité des PG sont constitués de deux 

familles de GAG : les chondroïtines sulfates (CS) et les héparanes sulfates (HS) (Figure 30).  
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Figure 30 : Structure des disaccharides formant la base des principaux GAG du tissu cérébral.  

 

On retrouve trois classes principales de HSPG dans le tissu cérébral : les HSPG ayant un 

core protéique transmembranaire, font partie du groupe des syndecans, ceux qui sont liés à la 

surface cellulaire sont des glypicans, enfin, les HSPG sécrétés dans le milieu extracellulaire 

sont les perlecans (Figure 31).  

 

Figure 31 : Les trois principales classes de HSPG : A. Le core protéique des syndecans est 
transmembranaire. Certains d’entre eux contiennent également une chaîne de CS, à proximité de la 
membrane cellulaire. B. Les glypicans ont un core protéique lié à la membrane cellulaire par une liaison 
glycosylphosphatidylinositol (GPI) et stabilisé par des ponts disulfures. C. Les perlecans sont des HSPG 
sécrétés par les cellules dans le milieu extracelullaire (Adapté de Lin, 2004). 

 

Les HSPG disposent de nombreux domaines de liaisons leur permettant d’interagir avec le 

collagène, d’autres protéines matricielles, ou encore des molécules de signalisation comme les 
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facteurs de croissance. Ces propriétés leur confèrent différentes fonctions. Leur interaction avec 

les autres composants matriciels permettent de structurer et d’assurer le maintien de 

l’architecture tissulaire. En plus de ce rôle structural, les HSPG possèdent une fonction de 

médiateur entre les facteurs de croissance et les cellules cibles. Ils modulent la signalisation 

cellulaire en captant différents facteurs de croissance, comme le VEGF, le FGF ou le SDF-1 

(Sweeney et al., 2002), puis en facilitant leur liaison avec leurs récepteurs membranaires. En 

effet, les HSPG ont la particularité de pouvoir protéger les facteurs de croissance d’une 

dégradation enzymatique, avant de pouvoir les libérer par une dégradation contrôlée des chaines 

d’HS (Lin, 2004). Ils peuvent ainsi augmenter leur concentration dans une zone bien définie en 

agissant comme des « réservoirs », et moduler leur biodisponibilité en fonction des besoins 

(Figure 32A). Les HSPG associés à la membrane plasmique (syndecans et glypicans) vont 

également avoir la propriété de permettre ou de stimuler l’activation des récepteurs 

membranaires par leurs ligands, jouant ainsi un rôle de corécepteurs. En effet, le complexe 

nécessaire à l’activation du VEGF et du FGF est un dimère de facteur de croissance lié à son 

récepteur, le tout stabilisé par des chaînes d’HS (Lin, 2004) (Figure 32B). Les HSPG ont 

également la capacité de se lier à des cytokines inflammatoires. Il a ainsi été démontré que les 

HSPG situés à la surface des cellules endothéliales étaient impliqués dans la création d’un 

gradient de cytokines permettant de guider les leucocytes circulants jusqu’au site de la lésion. 

En résumé, via leurs interactions avec les molécules de signalisation (facteurs de croissance et 

cytokines), les HSPG ont un rôle de première importance dans les mécanismes d’adhésion, de 

prolifération, de migration et de différenciation cellulaire, aussi bien au cours du développement 

que de la réparation tissulaire (Lau et al., 2013).  
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Figure 32 : Fonctions des HSPG dans la signalisation cellulaire. A. Fonctions de stockage et de 
présentation aux récepteurs des molécules de signalisation. B. Mécanismes de potentialisation de liaison 
entre le FGF et son récepteur par les HSPG membranaires. HSPG : Protéoglycanes à héparanes sulfates ; 
FGF : Fibroblast Growth Factor ; FGFR : Fibroblast Growth Factor Receptor 

 

4.2.3 I t t des HSPG da s l’is h ie ale 

Dans le cadre d’une ischémie, les HSPG représentent un allié de taille puisqu’ils permettent 

un recrutement rapide des facteurs de croissance impliqués dans la réparation tissulaire, tout en 

contrôlant leur biodisponibilité et leur localisation. De plus, l’environnement ischémique est 

responsable de l’activation de nombreuses protéases comme les MMP-2 et 9, ainsi que des 
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héparanases. Les HSPG participent ainsi à la protection des facteurs de croissance contre une 

dégradation enzymatique (Billings & Pacifici, 2015).  

Puisque les HSPG sont de puissants médiateurs des cytokines et facteurs de croissance, il 

parait logique qu’ils soient impliqués dans différents processus de neuroprotection et de 

récupération fonctionnelle post-ischémiques comme l’angiogenèse et la neurogenèse. En effet, 

après une ischémie, l’expression du FGF et du VEGF est augmentée (Li et al., 2012). Or, 

comme précisé plus tôt, le FGF et le VEGF, deux facteurs majeurs de l’angiogenèse et de la 

neurogenèse, ont tous les deux besoin des HSPG pour potentialiser l’activation de leurs 

récepteurs respectifs. Leur signalisation pro-angiogénique et pro-neurogénique dépend donc de 

la présence des HSPG. En 2014, Qiang et collaborateurs ont démontré que les HSPG avaient 

des propriétés pro-angiogéniques chez des souris soumises à une ischémie des membres 

inférieurs (Qiang et al., 2014). Pour ce faire, ils ont réalisé les ischémies sur des souris 

transgéniques dont les perlecans n'expriment pas de chaînes d’HS. Grâce à une imagerie de 

perfusion au laser Doppler, ils ont pu constater que les souris contrôles présentaient une 

meilleure récupération de la reperfusion que les animaux transgéniques. De plus, l’expression 

endogène de VEGF était significativement réduite chez les souris transgéniques. Ces données 

soutiennent l’idée que les HSPG sont d’importants médiateurs de l’angiogenèse via une 

régulation de l’expression du VEGF. De la même manière, l’implication des HSPG dans la 

neurogenèse post-ischémique a été mise en avant par les travaux de Hill et collaborateurs (Hill 

et al., 2012). Leurs résultats démontrent qu’une injection de glypicans 7 jours après une 

occlusion transitoire de l’artère cérébrale moyenne chez des rats permet d’améliorer la 

récupération fonctionnelle en phase chronique. Pour mieux comprendre les mécanismes 

d’action des glypicans, ils ont réalisé des analyses in vitro en traitant des cultures de neurones 

avec le HSPG. Ces analyses dévoilent une croissance significative des neurites, associée à une 

augmentation de l’expression en FGF. Dans le cadre de la neurogenèse post-ischémique, les 

HSPG ont également la capacité de se lier au SDF-1 (Sweeney et al., 2002), qui est un 

chimioattractant nécessaire à la migration des CSN et également impliqué dans la croissance 

axonale (Cheng et al., 2017).  

Au-delà de leurs fonctions liées aux molécules de signalisation, les HSPG pourraient 

également avoir des effets bénéfiques sur la formation de la cicatrice gliale. Des données allant 

dans ce sens ont été apportées en 2012, lorsque Hill et collaborateurs ont constaté qu’une 

injection de glypicans réduisait l’épaisseur de la cicatrice gliale et avait un effet bénéfique sur 

la récupération fonctionnelle (Hill et al., 2012).  
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Plus récemment, il a été montré chez un modèle murin que les HSPG, et plus précisément 

les perlecans, jouaient un rôle essentiel dans le maintien de l’intégrité de la BHE après une 

ischémie cérébrale. En effet, pour mettre en avant le rôle des perlecans dans la rupture de la 

BHE, Nakamura et collaborateurs ont réalisé des ischémies transitoires chez des souris 

transgéniques qui n’expriment pas de perlecans (Nakamura et al., 2017). Ils ont ainsi découvert 

que les souris transgéniques présentaient un volume lésionnel ainsi qu’une perméabilité de la 

BHE plus importante que les animaux témoins.  

Les HSPG semblent ainsi être bénéfiques à de nombreux processus de régénération 

tissulaire post-ischémique. Or, durant la phase aiguë de l’ischémie, les cellules inflammatoires 

augmentent l’expression de métalloprotéases (MMPs) et d’héparanases. Des études menées 

chez la souris ont montré que l’expression des héparanases dans la pénombre était 

significativement augmentée dès le premier jour suivant une ischémie focale (Li et al., 2012). 

L’expression de ces protéases est directement responsable de la dégradation de la MEC et des 

HSPG qui la constituent. La cinétique de dégradation des HSPG après une ischémie cérébrale 

a été évaluée chez le babouin soumis à une occlusion de l’artère cérébrale moyenne pendant 1, 

1.5, 2, 3 ou 4 heures (Fukuda et al., 2004). Les données ex vivo recueillies indiquent que les 

HPSG identifiés (les perlecans) sont plus sensibles à la protéolyse ischémique que d’autres 

composants de la matrice comme la laminine. En effet, dans le foyer ischémique, leur nombre 

chute brutalement et devient significativement inférieur à celui de la laminine dès 2 h après le 

début de l’ischémie (Figure 33).  

 

Figure 33 : Cinétique d’évolution du nombre de perlecans associés à des microvaisseaux chez le babouin 
soumis à une MCAO. *p<0.009 (t test) vs laminine à 2h après le début de l’ischémie. (Ic : indique le 
foyer ischémique ; Ip : indique la région périphérique ; N : indique le tissu controlatéral non ischémié) 
(Fukuda et al., 2004). 
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Cette dégradation est délétère à plusieurs niveaux. Elle est directement responsable de la 

perte d’adhésion cellules/matrice conduisant à la mort des cellules. Elle mène également à la 

rupture de la BHE qui précède la formation de l’œdème vasogénique. Enfin, elle entrave les 

effets bénéfiques des HSPG sur les mécanismes de la récupération fonctionnelle, car suite à 

leur destruction, les molécules de signalisation se retrouvent vulnérables à une dégradation 

enzymatique. De plus, chez le primate non-humain, la cinétique de disparition des HSPG 

corrobore avec les premières apparitions de dommages de l’ADN sur les cellules neuronales 

(Tagaya et al., 1997). 

Une potentielle piste thérapeutique pourrait donc consister à remplacer les HSPG détruits 

à la suite d’une ischémie, afin de maintenir l’architecture matricielle et la biodisponibilité des 

facteurs de croissance.  

4.3 La thérapie matricielle ou RGTA (ReGeneraTing Agent) 

Le RGTA (pour ReGeneraTing Agent), est un biopolymère disaccharidique, fruit d’une 

collaboration entre la société OTR3 et le laboratoire CRRET. Il s’agit d’un mimétique des HS, 

obtenu à partir de dextrans de deux-cent-cinquante unités glucosidiques reliées entre elles par 

des liaisons α1-6 (Figure 34). Son analogie avec les HS naturels lui confère les mêmes 

propriétés de liaison aux différents composants de la MEC (collagène, fibronectine, 

laminine…) ainsi qu’aux diverses cytokines et facteurs de croissances impliqués dans la 

physiopathologie de l’ischémie cérébrale (VEGF, FGF, SDF) tout en ayant des propriétés 

anticoagulantes 10 fois moins importantes que l’héparine (Tardieu et al., 1992; Rouet et al., 

2005a, 2006). En revanche, de par sa structure, il possède l’avantage d’être plus stable que les 

HS naturels, et de pouvoir résister aux attaques enzymatiques (Tardieu et al., 1992). Ainsi, lors 

de lésions tissulaires, les HS détruits peuvent être remplacés par les molécules de RGTA qui 

peuvent se fixer aux protéines matricielles sans être dégradées par les héparanases. Les facteurs 

de croissances et les cytokines peuvent de nouveau être stockés et présentés à leurs récepteurs 

pour agir sur le site lésé. De ce fait, cet agent, administré de façon précoce, devrait permettre 

de stabiliser la structure de la MEC durant l’ischémie, et maintenir la biodisponibilité des 

facteurs de croissance impliqués dans les processus de régénération (Figure 35).  
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Figure 34 : Structure des héparanes sulfates et du RGTA  

 

Figure 35 : Fonctionnement du RGTA en réponse à une lésion tissulaire. 1. L’organisation de la MEC dans un tissu 
sain : les HS maintiennent l’échafaudage de la matrice et stockent les facteurs de croissance. 2. Après une lésion la 
structure matricielle et les HS sont dégradés, laissant les facteurs de croissance à la merci d’une dégradation 
enzymatique. 3. Une réparation rapide est enclenchée menant à une fibrose (tissu cicatriciel). 4. Si l’inflammation 
n’est pas régulée, l’inflammation chronique mène à un cycle de réparation/destruction de la matrice empêchant la 
cicatrisation tissulaire. 5. Le RGTA remplace les HS dégradés permettant la restauration du microenvironnement 
cellulaire et de la biodisponibilité des facteurs de croissance pour faciliter la régénération tissulaire. 6. L’excès de 
RGTA pourrait empêcher le processus de réparation en accaparant les facteurs de croissance (Adapté de Barritault 
et al., 2017) 
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De nombreux travaux ont permis d’établir qu’une administration de RGTA stimulait la 

régénération tissulaire (Barritault et al., 2017b). Si nous restons concentrés sur les effets avérés 

du RGTA dans la régénération d’un tissu ischémié, Desgranges et collègues ont établi qu’une 

administration de RGTA après écrasement musculaire chez le rat favorisait la régénération et 

la réinnervation du muscle (Desgranges et al., 1999). L’administration de RGTA dans un 

modèle d’ischémie du myocarde chez le cochon a également mis en évidence une diminution 

significative de la taille de l’infarctus, ainsi qu’un retour de près de 80 % de la fonction 

cardiaque (Yamauchi et al., 2000). Par ailleurs des études menées sur la vascularisation des 

membranes chorio-allantoïdiennes d’un embryon de poulet ont prouvé que le RGTA avait des 

propriétés pro-angiogéniques via une potentialisation de l’activité du VEGF (Rouet et al., 

2005a). En effet, l’application de 1.5 µg/cm² de RGTA induit une augmentation du réseau 

vasculaire de 30 % tout en augmentant l’expression des deux récepteurs au VEGF (VEGFR-1 

et 2) (Figure 36) (Papy-Garcia et al., 2002; Rouet et al., 2005a).  

 

Figure 36 : Le RGTA induit une angiogenèse de la membrane chorio-allantoïque d’embryon de poulet. 
(A) Des photographies ont été prises afin de mesurer la longueur totale des vaisseaux. Trois doses 
différentes ont été testées avec n=15-20 par groupe. (Moyenne ± SD). Des RT-PCR ont été réalisées 
afin de quantifier l’expression membranaire (B) du VEGFR-2 et (C) du VEGFR-1 (moyenne ± SE). 
***, p < 0.001 (test statistique non communiqué). OTR4130 se réfère au RGTA (Rouet et al., 2005a)  



INTRODUCTION 

60 
 

4.4 Le RGTA da s le t aite e t de l’is h ie ale 

Des études sur les effets du RGTA après ischémie cérébrale ont été récemment menées 

chez le rat au sein de notre laboratoire en collaboration avec le CRRET et la société OTR3 

(Khelif et al., 2018a). Dans un premier temps, l’étude du temps d’administration optimal du 

RGTA a été menée. Après une occlusion transitoire de l’artère cérébrale moyenne (OACM 1h), 

1.5 mg/kg de RGTA a été administré par voie intraveineuse 1, 2.5 ou 6 h après le début de 

l’ischémie. L’évolution du volume lésionnel a ensuite été analysée dans chaque groupe 2 jours 

et 14 jours après ischémie. Les résultats obtenus indiquent qu’une injection 1 h après ischémie 

confère une meilleure neuroprotection. En effet, les animaux ayant reçu le traitement à ce temps 

ont un volume lésionnel significativement réduit à J2 par rapport aux animaux contrôles (Figure 

37). Il s’agit donc du temps d’administration retenu pour les futures études.  

 

Figure 37 : Fenêtre thérapeutique optimale du RGTA. (A) Images IRM T2-weighted obtenues 2 jours 
et 14 jours après ischémie. (B) Volume lésionnel au jour 2 et (C) jour 14. (moyenne ± SD) (Contrôles n 
= 21; 1.5 mg/kg RGTA (1 h n = 15; 2.5 h n = 10, et 6 h n = 6)) (*one-way ANOVA suivie par un test 
post-hoc de Tukey HSD test, p < 0.05) (HSm4131 se réfère au RGTA) (Khelif et al., 2018a)  

Par la suite, la dose optimale de RGTA a été déterminée chez le même modèle animal 

(Khelif et al., 2018a). Toujours après une OACM d’1 h, 4 doses différentes de RGTA ont été 

administrées par voie intraveineuse. L’effet de ces doses sur le volume lésionnel ainsi que sur 

la récupération fonctionnelle a ensuite été évalué. Les données IRM obtenues à 2 jours et 14 

jours post-ischémie indiquent une réduction significative et persistante du volume lésionnel à 

la suite d’une injection de 0.5 mg/kg de RGTA (Figure 38). L’effet bénéfique de cette dose a 
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également été validé par les tests comportementaux réalisés jusqu’à 10 jours post-ischémie, 

puisque les animaux traités par 0.5 mg/kg de RGTA présentent une meilleure récupération 

fonctionnelle (Figure 38). 

 

Figure 38 : Effet-dose du RGTA après une OACM chez le rat. (A) Images IRM T2-weighted obtenues 
2 jours et 14 jours après ischémie. (B) Volume lésionnel au jour 2 et (C) jour 14. (Moyenne ± SD) 
(Contrôles n = 11; RGTA (0.1 mg/kg n = 7; 0.5 mg/kg n = 10; 1.5 mg/kg n = 10; 5 mg/kg n = 7)) (One-
way ANOVA suivie par un test post-hoc de Tukey HSD, **p < 0.01 ; *p<0.05). (D) Evolution du score 
neurologique. Un score maximal de 28 signifie qu’il n’y a aucun déficit (Médiane ± IQR) (Contrôles n 
= 8; RGTA (0.5 mg/kg n = 10; 1.5 mg/kg n = 10; 5 mg/kg n = 7)) (*One-way ANOVA suivie par un 
test post-hoc de Tukey HSD, p < 0.05). (E) Test de l’adhésif 5 semaines après l’OACM. Le temps de 
contact et de retrait de l’adhésif du côté controlatéral est mesuré en secondes (Moyenne ± SD) (Contrôles 
n = 8; RGTA (0.5 mg/kg n = 10; 1.5 mg/kg n = 10; 5 mg/kg n = 7)) (*One-way ANOVA suivie par un 
test post-hoc de Tukey HSD, p < 0.05). (HSm4131 se réfère au RGTA) (Khelif et al., 2018a) 

. Ces résultats sont corroborés par les analyses ex vivo qui démontrent une neurogenèse et 

une angiogenèse plus efficaces chez ces animaux (Khelif et al., 2018a).  

Ces données révèlent le potentiel thérapeutique du RGTA dans le traitement de l’ischémie 

cérébrale. Cette stratégie pourrait à la fois permettre d’étendre la fenêtre thérapeutique des 
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thérapies de reperfusion de l’AVC grâce à ses propriétés neuroprotectrices, et promouvoir la 

régénération du tissu cérébral afin d’améliorer la récupération fonctionnelle. 

4.5 La recherche thérapeutique pour l’AVC : les aiso s d’u  he   

Selon le registre des essais cliniques de l’AVC, on dénombre près de 1500 études conduites 

en phase 1, 2 et 3 (en cours ou terminées) (Clinical Trials Registery - Internet Stroke Center). 

Malheureusement, hormis la thrombolyse, aucun traitement pharmacologique n’est 

commercialisé à l’heure actuelle. La raison probable de cet échec est multifactorielle, et de 

nombreux comités d’experts se réunissent régulièrement afin d’élaborer des recommandations 

à prendre en compte lors des études précliniques. En 1999, un premier groupe d’experts 

composants le STAIR (Stroke Therapy Academic Industry Roundtable) a souhaité créer un 

guide à l’intention de la communauté scientifique comprenant plusieurs points d’amélioration 

(Stroke Therapy Academic Industry Roundtable (STAIR), 1999). Ces recommandations ont 

depuis été mises à jour et sont détaillées ci-après (Fisher et al., 2009) :  

Effet-dose : La dose efficace la plus petite ainsi que le seuil de tolérance doivent être définis. 

Une dose optimale doit pouvoir être dégagée et validée par des analyses histologiques et 

comportementales.  

La fenêtre thérapeutique : Bien que ce sujet soit encore soumis à débats, il semblerait que le 

rat soit un modèle animal pertinent pour établir le temps d’administration optimal d’un agent 

thérapeutique (Fisher et al., 2009; Mohamadpour et al., 2019). Bien souvent chez l’animal, les 

temps d’administration sont parfaitement contrôlés et ont lieu peu de temps après l’induction 

de l’ischémie. Chez l’Homme, le temps d’administration est hétérogène car il dépend de la prise 

en charge du patient qui n’a pas toujours lieu au même moment. Ainsi, il est important que les 

études précliniques considèrent des fenêtres thérapeutiques réalistes par rapport au milieu 

hospitalier, autrement dit, suffisamment éloignées du début de l’évènement ischémique pour 

pouvoir être reproduits chez l’Homme.  

Durée d’étude : Afin de démontrer un effet durable du traitement, des analyses histologiques 

et comportementales doivent être réalisées sur au moins 3 semaines suivant l’AVC afin 

d’inclure les mécanismes physiologiques ayant lieu durant la phase chronique.  

Suivi des paramètres physiologiques : Certains paramètres physiologiques peuvent avoir un 

impact sur les dommages ischémiques. Pour assurer la reproductibilité du modèle d’un animal 

à l’autre, il est donc recommandé de suivre et de maintenir à des valeurs stables les paramètres 
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suivants : la pression artérielle, les gaz sanguins, et la température. L’imagerie ou le Doppler 

peuvent également être utilisés pour s’assurer d’une occlusion artérielle puis d’une reperfusion 

adéquate.  

Échantillons d’étude : Des calculs de puissance et de tailles d’échantillon appropriés doivent 

être réalisés. Les animaux doivent être répartis de façon randomisée, des critères d’inclusion et 

d’exclusion doivent être mis en place a priori puis les analyses doivent être réalisées en aveugle 

afin d’éliminer tout biais d’interprétation.  

Comorbidités : La plupart des études sont réalisées chez des animaux jeunes et sains. Or, 

l’AVC atteint en grande majorité des individus âgés avec des affections concomitantes comme 

l’hypertension artérielle, le diabète, l’obésité etc… Il serait donc judicieux d’ajouter ces 

différentes comorbidités aux analyses précliniques afin de s’adapter au mieux à la population 

cible.  

Sexe : Bien souvent, dans la recherche chez l’animal (principalement chez le rongeur), on 

retrouve une utilisation exclusive de mâles au détriment des femelles. Les cycles hormonaux 

de celles-ci sont généralement mis en cause, puisqu’ils seraient une source de variabilité dans 

le comportement. Or depuis peu il apparaît que ce n’est pas forcément vrai puisque le principal 

facteur de variabilité comportementale chez le rongeur ne serait pas leur sexe, mais le nombre 

d’animaux par cage (Beery, 2018). L’AVC est une pathologie qui touche aussi bien les hommes 

que les femmes. Les deux sexes devraient donc être représentés dans la recherche préclinique, 

et l’efficacité du traitement devrait être montrée chez les mâles comme chez les femelles. 

Étude d’interaction : Les patients qui arrivent assez tôt à l’hôpital peuvent bénéficier d’une 

thrombolyse par le rt-PA. Les effets d’une interaction entre le nouveau traitement et le rt-PA 

devraient donc être connus. 

Le modèle animal : L’efficacité du traitement doit être validée aux moyens d’analyses 

histologiques et comportementales chez au moins deux espèces animales différentes. La grande 

majorité des études précliniques sont réalisées chez le rat ou la souris. Le trop grand 

éloignement phylogénétique entre ces espèces et l’Homme pourrait expliquer les échecs de 

translation rencontrés. Après avoir obtenu des résultats préliminaires chez le rongeur ou le 

lapin, il est donc fortement recommandé de les valider chez le PNH (Primate Non-Humain), 

physiologiquement plus proche de l’Homme.  
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5 Le marmouset commun : un compromis idéal entre 

rongeurs et grands primates 

Au cours des dernières décennies, de nombreuses approches thérapeutiques ont été testées, 

mais aucune n’a pour le moment fait preuve de son efficacité et n’a franchi le cap de la mise 

sur le marché (Minnerup et al., 2012a). Une des raisons mise en avant, pouvant expliquer les 

difficultés de transposition à l’Homme, est l'utilisation de modèles animaux non-appropriés. En 

effet, le plus souvent les modèles expérimentaux sont des modèles rongeurs qui présentent un 

grand éloignement phylogénétique vis-à-vis de l’Homme. Afin d'améliorer la qualité des études 

précliniques et également de faciliter la translation à l’Homme en cas d’efficacité avérée, un 

groupe d’experts académiques et industriels, le groupe STAIR suggère l'utilisation de modèles 

venant d'espèces plus proches de l'Homme, dont les primates non-humains (PNH), pour 

confirmer les résultats observés chez les rongeurs. Récemment, le choix spécifique d'une espèce 

de petit primate se dégage dans le domaine des neurosciences : le marmouset commun 

(Callithrix jacchus) (Kishi et al., 2014; Liu et al., 2018; Ohira et al., 2019; Pomberger et al., 

2019).  

5.1 P se tatio  de l’esp e 

Le marmouset commun est un petit primate arboricole du Nouveau Monde, originaire du 

nord-est du Brésil. Ses touffes de poils blancs au niveau des oreilles lui valent l’appellation plus 

commune de « ouistiti à toupets blancs » (Figure 39).  

A l’âge adulte, sa taille peut varier de 17 à 25 cm (sans la queue) pour un poids avoisinant 

les 250-350g, aussi bien chez les mâles que chez les femelles. A l’état naturel, les marmousets 

vivent en groupes sociaux composés de 2 à 20 individus placés sous l’autorité d’un couple 

dominant. Ce sont des animaux aux systèmes visuels et olfactifs très développés, qui se 

nourrissent principalement de fruits, d’insectes, et de gomme. Ils atteignent leur maturité 

sexuelle vers 18 mois, et donnent généralement naissance à des jumeaux après une période de 

gestation de 148 jours (Hearn, 2012). En captivité, un marmouset peut vivre jusqu’à 16 ans en 

moyenne, contre 12 à l’état sauvage.  
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Figure 39 : Le marmouset commun (Callithrix jaccus) (©Shutterstock) 

 

5.2 Ava tages du a ouset e  ta t ue od le a i al pou  l’is h ie ale 

L’utilisation des PNH dans la recherche sur l’AVC n’est pas une nouveauté : plusieurs 

modèles ont été développés chez le macaque ou le babouin, mais la taille imposante et la 

disponibilité de ces espèces sont autant de contraintes qui amènent progressivement la 

communauté scientifique à s’en détourner. En comparaison, le marmouset possède l’énorme 

avantage d’être d’une taille réduite, pour ne pas dire presque similaire à celle d’un rat. Cette 

petite taille va d’une part grandement faciliter sa manipulation, mais également drastiquement 

réduire les coûts d’investissement engagés au niveau des structures d’hébergement, de leur 

gestion et de leur alimentation. La reproduction des marmousets est également très efficace : 

contrairement aux primates plus imposants, les femelles donnent généralement naissance à deux 

petits à la fois et sont capables de se reproduire dès l’âge de 18 mois.  

De façon générale, 4 avantages principaux rendent les modèles rongeurs particulièrement 

attractifs : leur facilité de manipulation, leur faible coût, leur facilité de reproduction, et la 

faisabilité d’espèces génétiquement modifiées. Le marmouset cochait d’emblée les trois 

premières cases, mais depuis peu, il s’avère qu’il remplit également le dernier critère. En effet, 

les premiers marmousets génétiquement modifiés ont vu le jour au Japon en 2009 (Sasaki et 

al., 2009). Cette avancée scientifique ouvre considérablement le champ des possibles quant à 

l’élaboration de nouveaux modèles de pathologies chez le primate. D’ailleurs, plusieurs 

laboratoires se focalisent désormais sur le développement de modèles génétiques des maladies 

d’Alzheimer et de Parkinson chez le marmouset (King, 2018; Kumita et al., 2019).  
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D’un point de vue neuro-anatomique et neuro-vasculaire, le marmouset est certes plus 

éloigné de l’Homme que d’autres primates, mais de par son statut de primate et sa légère 

gyrencéphalie, il n’en reste pas moins plus proche que les rongeurs (Kishi et al., 2014). En effet, 

contrairement aux rongeurs, les PNH ont comme l’Homme un cerveau gyrencéphale, c’est-à-

dire qu’il forme des plis permettant d’augmenter la surface corticale (Heuer et al., 2019) (Figure 

40). Les animaux lissencéphales, comme les rongeurs, ont un ratio SG/SB (Substance 

Grise/Substance Blanche) plus élevé, ce qui ne reflète pas le ratio retrouvé chez l’Homme. Cela 

sous-entend qu’une ischémie réalisée chez un rongeur ne permettra pas d’apprécier les 

dommages induits à la SB comme le ferait un modèle primate (Fan et al., 2017). La 

gyrencéphalisation va également influencer la localisation de certaines zones cérébrales, 

comme l’hippocampe. En outre, les PNH disposent d’une organisation cérébrale similaire à 

celle de l’Homme, avec 4 aires somatosensorielles, et 5 aires motrices tandis que les rongeurs 

n’en ont que 2 de chaque (Kaas, 2012). Enfin, la plupart des rongeurs ne disposent pas d’un 

cercle de Willis complet, ce qui explique pourquoi les lésions corticales chez les rongeurs sont 

généralement plus massives que celles des primates ( Fan et al., 2017). Ainsi, on retrouve une 

plus grande proximité neuro-anatomique et neuro-vasculaire entre l’Homme et les PNH, dont 

le marmouset, ce qui est d’une importance non négligeable dans un contexte d’ischémie 

cérébrale puisque l’évolution et l’établissement de la lésion cérébrale et des déficits 

fonctionnels seront ainsi mieux modélisés chez le marmouset que chez les rongeurs. 

L’utilisation de PNH n’est toutefois pas sans limites. Leur grande proximité avec l’Homme 

constitue un atout mais se révèle également être un facteur entraînant une pression éthique 

supérieure à celle rencontrée dans le cadre d’expérimentation sur des modèles rongeurs. De 

plus, l’utilisation des PNH en recherche expérimentale se heurte à différents problèmes 

techniques : des difficultés d’approvisionnement, et un coût élevé d’achat et d’hébergement. 

Pour ces raisons, les études réalisées chez le rongeur comprennent généralement de grands 

effectifs d’animaux, ce qui n’est pas le cas avec des PNH.  

Avec l’attractivité croissance du marmouset dans la recherche biomédicale, différents outils 

de recherche fondamentale ont été spécifiquement développés. Toutes les séquences IRM 

utilisées chez l’Homme dans le cadre de l’AVC (DTI, T2, T2*, Angiographie) ont été adaptées 

à l’étude du marmouset (Bihel et al., 2011). Récemment, des cartographies fonctionnelles du 

cortex visuel, auditif, et somatosensoriel ont été réalisées par IRMf chez le marmouset éveillé 

(Liu et al., 2013; Sadagopan et al., 2015; Hung et al., 2015a; Silva, 2016). Des analyses en 

IRMf ont également permis de voir l’émergence depuis peu d’un atlas, d’une reconstitution en 
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3D complète du cerveau, ainsi que de la caractérisation du réseau de mode par défaut du 

marmouset (Burman et al., 2008, 2011; Liu et al., 2019). Ces outils devraient pouvoir 

grandement faciliter les futures analyses du cortex cérébral du marmouset.  

 

5.3 Évaluation des déficits fonctionnels chez le marmouset 

Étant donné que le but ultime de toute intervention thérapeutique suivant un AVC est 

d'améliorer, si ce n'est de restaurer, les fonctions sensorimotrices et cognitives des patients, 

l'inclusion de tests comportementaux est primordiale à toute étude préclinique. Chez le 

marmouset, de nombreux tests permettant d'évaluer les fonctions sensorimotrices après un AVC 

Figure 40 : Cerveaux de 34 espèces de primate en vue dorsale. Les espèces représentées sont classées par clade (D’après Heuer 
et al., 2019). 

Humain 

Marmouset 
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ont été développés (Le Gal et al., 2017). La présentation de ces tests a fait l’objet d’une revue 

publiée dans Behavioural Brain Research, présentée ci-après. Les tests utilisés au cours de cette 

thèse sont présentés dans la partie méthodologie.  

En parallèle, les informations concernant l'évolution des fonctions cognitives après 

ischémie cérébrale manquent cruellement aux études thérapeutiques actuelles. Il est pourtant 

reconnu que les patients souffrent, sur le long terme, de troubles cognitifs pouvant toucher la 

mémoire, l'attention ou encore les fonctions exécutives (Brainin et al., 2015). Ces troubles 

cognitifs, en plus de dégrader la qualité de vie des patients, sont un frein à la réinsertion 

professionnelle de près de 25 % d'entre eux. Ainsi, il paraît essentiel d'inclure des tests cognitifs, 

en plus des tests sensorimoteurs, aux études précliniques dans le but d'évaluer l'effet de 

nouveaux traitements sur la récupération de ces fonctions.  

Le CANTAB (Cambridge Neuropsychological Test Automated Battery) est un répertoire 

de tests cognitifs non-verbaux assistés par ordinateur et relié à un écran tactile. En offrant un 

large panel de tests, cet outil de recherche permet d’optimiser l’évaluation des déficits cognitifs 

liés à de nombreuses pathologies neurologiques, et ainsi démontrer de façon précise l’efficacité 

et l’innocuité de nouveaux traitements (Kehagia et al., 2010; Roque et al., 2011; Chamberlain 

et al., 2011). Dans le cadre des études cliniques sur l’AVC, le CANTAB propose différentes 

tâches permettant d’évaluer la mémoire épisodique, la mémoire de travail, ainsi que les 

fonctions exécutives. L’intérêt particulier de cet outil vient du fait qu’il a également été adapté 

aux PNH et permet donc de maximiser l’aspect translationel d’une étude (Figure 41). Bien que 

la durée d’apprentissage nécessaire ne soit que rarement précisée, de nombreuses études font 

état des capacités du marmouset commun à réaliser avec succès diverses tâches cognitives avec 

le CANTAB (Ridley et al., 1988; Roberts et al., 1992; Spinelli et al., 2004, 2006). Il pourrait 

être intéressant d’inclure une évaluation cognitive au moyen du CANTAB dans les futures 

études précliniques chez le marmouset. Pour cette raison, une partie de mes travaux de thèse a 

consisté à mettre en place un test évaluant la mémoire spatiale de travail chez le marmouset, 

dans un contexte d’ischémie cérébrale. 
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Figure 41 : Modèle adapté aux primates non humains du CANTAB (MonkeyCANTAB). 

 

5.4 Mod les d’i du tio  de l’is h ie ale 

Différents modèles d’ischémie cérébrale ont été développés chez le marmouset. En 1996, 

Marshall et collaborateurs ont proposé un modèle reposant sur une OACM par 

électrocoagulation (Marshall & Ridley, 1996). L’ACM est l’artère la plus communément 

atteinte au cours d’une ischémie chez l’Homme, ce qui en fait une cible pertinente. De plus, son 

occlusion entraîne de nombreux déficits moteurs, sensoriels et cognitifs, ce qui facilite 

l’évaluation d’une récupération fonctionnelle. Toutefois, l’approche de ce modèle d’induction 

est hautement invasive car elle requiert une craniotomie, ce qui peut entraîner des dommages 

collatéraux liés à une forte inflammation. De plus, le caractère permanent de l’occlusion 

engendre des lésions cérébrales massives, ce qui ne reflète pas les modalités retrouvées en 

clinique.  

Plus tard, Virley et collaborateurs ont développé un modèle d’ischémie transitoire reposant 

sur l’application d’un agent vasoconstricteur, l’endothéline-1, directement sur l’ACM (Virley 

et al., 2004). Là encore, cette technique nécessite une craniotomie pouvant alourdir les 

dommages cérébraux. Ce modèle permet toutefois une reperfusion, mais génère une forte 

variabilité interindividuelle car elle ne permet pas un contrôle strict des temps d’occlusion.  

Après une étude de l’arborisation cérébrovasculaire du marmouset, Virley et collaborateurs 

ont conclu qu’une occlusion transitoire de l’ACM par voie intraluminale, fréquemment réalisée 

chez le rongeur, et moins invasive, était impossible chez le marmouset. La cause en reviendrait 

à la présence d’un « siphon » au niveau de la carotide interne qui empêcherait le passage 

mécanique d’un embole (Virley et al., 2004) (Figure 42). Néanmoins, ce modèle a su être adapté 

au marmouset avec succès au sein de notre laboratoire (Freret et al., 2008; Bihel et al., 2010). 

L’occlusion intraluminale repose sur l’insertion d’un embole depuis la carotide externe jusqu’à 
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l’ACM. Avec cette méthode, aucune craniotomie n’est nécessaire ce qui réduit 

considérablement le côté invasif de l’acte chirurgical, et par conséquent, les dommages 

collatéraux. L’embole peut ensuite être retiré à un temps précis pour permettre une reperfusion 

et une durée d’occlusion reproductible. Le profil lésionnel induit chez le marmouset, ainsi que 

les déficits comportementaux observés jusqu’à 7 semaines après ischémie (Bihel et al., 2010) 

semblent indiquer que l’OACM par voie intraluminale est une méthode d’induction adaptée 

pour l’étude d’une nouvelle thérapie sur la physiopathologie de l’AVC.  

 

Figure 42 : Arborisation cérébrovasculaire du marmouset commun. La flèche désigne le siphon de la 
carotide interne. ACA : Artère Cérébral Antérieure ; ACI : Artère Carotide Interne ; ACM : Artère 

Cérébrale Moyenne ; ACP : Artère Communicante Postérieure ; M1 : portion proximale de l’ACM ; 
M2 : portion distale de l’ACM (D'après Virley et al., 2004). 

Un modèle d’ischémie par photothrombose chez le marmouset a récemment été mis en 

place par Ikeda et collaborateurs (Ikeda et al., 2013). La réalisation de cette méthode repose sur 

l’injection intraveineuse d’un agent photosensible : le Rose Bengal. Lorsque le Rose Bengal est 

illuminé par une longueur d’onde bien précise, il s’active et génère un thrombus dans la zone 

éclairée. Cette méthode est également peu invasive et reproductible car elle permet de contrôler 

l’étendue et la localisation de la lésion avec précision. 

En 2015, Puentes et collègues ont décrit un modèle d’ischémie suivant une occlusion 

permanente de l’artère choroïde antérieure chez le marmouset. Cette artère irrigue la capsule 

interne. Son occlusion permet donc d’évaluer les dommages de la substance blanche et leurs 

conséquences (Puentes et al., 2015). Cependant, cette approche est très invasive car elle 

requière une craniotomie large ainsi qu’une rétraction du cerveau.  

Compte tenu de sa pertinence scientifique, et de l’expertise présente au sein de notre 

laboratoire, l’OACM par voie intraluminale est la méthode d’induction qui a été utilisée au 

cours de cette thèse.  
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5.5 Évaluation d’age ts th apeuti ues chez le marmouset 

Le marmouset commun a servi à l’évaluation de 2 nouvelles stratégies thérapeutiques de 

l’ischémie cérébrale : le clomethiazole (Marshall et al., 2000) et le NXY-059 (Marshall et al., 

2001). Ces traitements ont tous les deux montré des effets positifs sur la neuroprotection et la 

récupération fonctionnelle chez le rat et la gerbille (Kuroda et al., 1999 ; Sydserff et al., 2000) 

avant d’être transposés chez le marmouset. Les résultats obtenus chez ces derniers a permis de 

valider les bénéfices du clomethiazole et du NXY-059 sur la récupération fonctionnelle des 

animaux (Marshall et al., 2000, 2001). Cependant, aucun de ces agents n’a montré de résultats 

satisfaisants au cours des essais cliniques (Wahlgren et al., 1999; Diener et al., 2008). Pour 

autant, il ne s’agit pas ici de remettre en cause le modèle animal choisi, mais plutôt les 

conditions dans lesquelles il a été utilisé. Comme nous l’avons précisé plus tôt, Marshall et 

collaborateurs induisent leurs ischémies selon un modèle d’occlusion permanente et invasive. 

Ce modèle entraîne des lésions bien trop massives pour refléter correctement les conditions 

cliniques. En effet, une OACM permanente chez le marmouset endommage près de 40% de 

l’hémisphère ipsilatéral (Marshall & Ridley, 1996, 2003) alors que les lésions ischémiques ne 

représentent généralement que 4.5 à 14% de l’hémisphère ipsilatéral chez l’Homme 

(Carmichael, 2005). Pour une bonne translation de l’animal à l’Homme, le choix de l’espèce a 

son importance, mais le modèle ischémique également. Il y a maintenant 10 ans, notre équipe 

a développé une nouvelle approche d’induction d’ischémie chez le marmouset beaucoup moins 

invasive et permettant une reperfusion : l’OACM intraluminale transitoire (Freret et al., 2008; 

Bihel et al., 2010). Ce modèle n’induit aucun dommage collatéral lié à une craniotomie, génère 

des lésions plus petites, et paraît donc plus pertinent dans la modélisation des cas cliniques. 

Ainsi, même s’il est impossible de reproduire à la perfection chez l’animal les conditions et les 

conséquences d’une ischémie chez l’Homme, certains modèles ischémiques s’en rapprochent 

plus que d’autres.   

Pour toutes les raisons citées précédemment, le marmouset commun nous parait être un 

modèle animal de choix dans l’étude de l’ischémie cérébrale, à condition d’être utilisé avec un 

modèle d’induction d’ischémie adéquat. C’est pourquoi nous avons choisi d’étudier les effets 

d’un nouvel agent thérapeutique, le RGTA, après OACM intraluminale transitoire chez le 

marmouset.  
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Abstract  

Stroke is a common and devastating disease worldwide. Over the last two decades, many therapeutic 

approaches to ameliorate ischaemic stroke have been promising in animal studies but failed when 

transferred to the clinical situation. One of the possible explanations for these failures is the widespread 

use of animal models of cerebral ischemia that do not mimic the pathology encountered in the clinic. 

Accordingly, many expert committees recommended the integration of higher order species such as non-

human primates in pre-clinical stroke studies. The common marmoset (Callithrix jacchus), a small New 

World monkey, start to stand out in the neuroscience field as a good compromise between larger 

primates and rodents. In this review, we discuss the relevance of the use of the marmoset in stroke 

studies. We will focus on behavioural tests developed in this species to assess sensorimotor deficits and 

their recovery during acute and chronic stages of brain ischaemia. The aim of this appraisal is to provide 

a comprehensive overview of the existing approaches to induce stroke in the marmoset as well as the 

paradigms for behavioural testing in this species. The data summarized in this review should contribute 

to the improvement of future stroke studies in the marmoset and accordingly improve the translation of 

the results from bench to bed. 

Key word s: Stroke, Ischemia, Sensorimotor tests, Common marmoset, functional deficits 

Abbreviations : AChA, Anterior choroidal artery; AChAO, Anterior choroidal artery occlusion; ET-1, 
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Introduction 

Stroke is a common and devastating 

disease worldwide. Despite declining stroke 

mortality rates in developed countries, its global 

burden is increasing. Fifty percent of survivors 

of the acute phase remain physically or mentally 

impaired, which represent a major socio-

economic burden (DiLuca & Olesen, 2014; 

O’Donnell et al., 2016). Ischaemic strokes, 

which represent 80-85% of all stroke subtypes, 

are caused by an abrupt occlusion of a major 

feeding vessel resulting in a decrease in local 

blood flow and hence delivery of oxygen and 

nutrients to the affected brain territory. 

Nowadays, the only approved treatments are 

thrombolysis with t-PA and mechanical 

thrombectomy, both of which are administered 

within the first hours after the initial onset of 

symptoms and therefore are limited to a 

minority of the patients that enter into this 

therapeutic window(Anon, 1995; Lees et al., 

2010). Consequently, further preclinical and 

clinical investigations are required to better 

understand the pathophysiology of stroke and to 

develop novel therapeutic interventions.  

Over the last two decades, many 

therapeutic approaches to ameliorate ischaemic 

stroke have been proven efficient in animal 

studies but failed when transferred to the 

clinical situation(Stroke Therapy Academic 

Industry Roundtable (STAIR), 1999). One of 

the issues that has been put forward to explain 

these failures of translation between the bench 

and the bed is the inadequacy of the animal 

models of stroke (Anon, 1995; Stroke Therapy 

Academic Industry Roundtable (STAIR), 1999; 

Mergenthaler & Meisel, 2012). Indeed, most of 

the available preclinical studies rely on the use 

of young and healthy rodents (mice and rats) 

due to their low cost compared to most other 

laboratory species and because rodents are 

generally considered as ethically more 

acceptable (Mergenthaler & Meisel, 2012). In 

an attempt to improve the translation of findings 

from bench to bed, many recommendations, 

such as those of the STAIR (Stroke Therapy 

Academic Industry Roundtable), have been 

published to emphasize the integration of higher 

order animals such as non-human primates in 

preclinical stroke research, due to their 

significant similarities (cerebrovascular, 

neuroanatomical and biomolecular) to man 

[5,7]. In this review, we address the interest of 

a new world primate, namely the common 

marmoset, as a reasonable and complementary 

animal model of stroke. We focus on an 

appraisal description of behavioural tests which 

are employed to assess functional deficits and 

their recovery following ischaemic stroke in the 

marmoset. 

1. Interest of the marmoset for 

stroke’s studies 

Although momentous studies in respect 

to the pathophysiology of stroke have been 

performed in non-human primates such as 

baboons and macaques (Astrup et al., 1977; 

Mansfield, 2003), these species have been 

relatively abandoned over the last three 

decades. The reasons for this are mainly due to 

the high cost and the absence of technically 

simple stroke models in these species. Recently, 

there has been considerable interest in the 
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common marmoset (Callithrix jacchus) for 

neuroscience research (Tokuno et al., 2012). 

Indeed, the marmoset, a small new world 

primate of a non-endangered status, is closer to 

man than rodents in term of cerebrovascular 

system, brain metabolism, gray-to-white matter 

ratio and presents several advantages in matter 

of economies, size (close to rats), husbandry 

and ease of breeding (Mansfield, 2003; Okano 

et al., 2012). Although marmosets are not fully 

gyrencephalic, they are closer in the 

phylogenetic tree to man. On the other hand, 

their relative lissencephaly provides advantages 

for the analysis of the cerebral cortex (Tokuno 

et al., 2012). Marmosets also have a larger brain 

to body weight ratio than rodents since an adult 

marmoset has a brain approximately 4 times the 

size of the rat with similar body weight of 250 

to 400 g. As a result of their small size, common 

marmosets are generally easy to manage and 

handle, which represent a great advantage for 

behavioural testing. Moreover, the common 

marmoset has a disease susceptibility profile 

that is similar to humans, making it a suitable 

model for drug development (Carrion Jr & 

Patterson, 2012).  

Furthermore, various fundamental 

research tools have been developed for 

marmosets (Kishi et al., 2014). Firstly, 

magnetic resonance imaging (MRI) techniques 

are largely employed in order to investigate 

internal body structure in details in vivo. Since 

this method is non-invasive, the animal does not 

have to be sacrificed which opens the possibility 

to perform long-term studies in the same 

subject. Among the MRI techniques, T1 and 

T2-weighted scanning sequences are commonly 

used to obtain neuroanatomical information. 

T2-weighted sequences enable to visualize 

tissue presenting more mobile water protons, 

thus ventricles or damaged tissue as ischaemic 

lesion. The vasogenic oedema is also visible 

thanks to this sequence. Another MRI 

technique, called diffusion tensor image (DTI), 

is designed to detect random water molecules 

movement. Water movement becomes 

restricted in the intracellular space in ischaemic 

brain tissue, resulting in an extremely bright 

signal on DTI. Thus, DTI is an extremely 

sensitive method for detecting acute stroke and 

visualize cytotoxic oedema. DTI is also used to 

visualize and follow major white matter features 

in the brain that is based on the preferential 

diffusion of water along the direction of axonal 

tract (Mori et al., 2009). Since white-to-grey 

matter ratio is higher in marmosets than in 

rodents, they are more suited for a white matter 

analyse. Another technique is employed to 

detect small structural differences, namely 

statistical parametric mapping by voxel-based 

morphometry (VBM) (Hikishima et al., 2011). 

Recently, functional mapping of the visual 

(Hung et al., 2015c, 2015b), auditory 

(Sadagopan et al., 2015) and somatosensory 

cortex (Liu et al., 2013) of the marmoset’s brain 

has been carried out using fMRI in the 

anaesthetised and awake marmoset (for review 

see (Silva, 2017)). A full 3D reconstitution of 

the entire marmoset cerebral cortex as well as a 

brain template are now available which will 

facilitate future MRI investigations on this 

species (Huffman & Krubitzer, 2001; Burman 

et al., 2008, 2011). Furthermore, the complete 
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genome of the common marmoset is currently 

being sequenced and the recent development of 

the first genetically-modified marmoset (Sasaki 

et al., 2009) has attracted attention for its 

potential in pre-clinical studies since genetic 

models of primates are with their long lifespan 

(i.e. more than 10 years), highly 

attractive(Fischer & Austad, 2011).  

2. Models of ischaemic stroke in the 

marmoset 

In order to benefit of the many 

advantages of this primate, several groups have 

developed various approaches to induce focal 

brain ischaemia (Fig. 1). Most of these 

approaches are adaptations of those performed 

in rodents and target mainly the middle cerebral 

artery (MCA), the vessel that is the most 

frequently affected in patients. 

The first model of focal stroke in the 

marmoset was described by Marshall and 

Ridley(Marshall & Ridley, 1996). In this 

paradigm, ischaemia was induced by unilateral 

electrocoagulation of the proximal portion of 

the MCA following a large fronto-temporal 

craniotomy (Fig. 1.1). The MCA occlusion 

(MCAO) produced an infarction in the frontal, 

temporal and parietal cortices, the underlying 

white matter and the caudate and 

putamen(Marshall et al., 2000) (Fig. 2). 

Although, this model requires somewhat 

sophisticated surgical procedures, it had the 

merit to be the first in which behavioural 

deficits, be they sensorial or motor, were 

assessed with a battery of tests up to ten weeks 

after the induction of stroke(Marshall & Ridley, 

1996). Thus, many behavioural tests were 

described and validated in this model and 

formed a valuable base for the subsequent 

stroke studies in the same species. The main 

disadvantage is the craniotomy technique, 

which may lead to injury of the underlying 

cortex or rupture of a vessel by drilling or 

electrocoagulation. Furthermore, this procedure 

affects intracranial pressure and blood brain 

barrier function, and requires significant 

surgical skills to be performed. Nonetheless, in 

addition to the invasiveness of the surgical 

approach (lesion of the temporalis muscle, large 

craniotomy, dura dissection, brain retraction), 

this model of stroke has the disadvantage of the 

impossibility to reperfuse because of the 

electrocoagulation of the artery.  

To overcome this issue, Virley and 

collaborators(Virley et al., 2004) reported a 

model of transient ischaemia in the marmoset 

through the use of the vasoconstrictor agent, 

endothelin-1 (ET-1) that was applied directly 

onto the distal segments of the MCA (Fig. 1.2). 

The craniotomy can expose the region distal to 

the M1 branch and the M2 branch of the MCA 

via the pterional approach. Blocking these sites 

produces a limited infarct area (Fig. 2). Control 

on the localization of the ischaemia is an 

advantage of cortical ET-1 application that pro-

vides a suitable model to study behavioral and 

long-term effects of focal ischaemia. The main 

disadvantage of this model, in addition to the 

collateral damages possibly caused by the 

craniotomy, is that the duration of the occlusion 

cannot be efficiently controlled and, 
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accordingly induces an increased inter-

individual variability(Virley et al., 2004).  

To reduce the invasiveness of the 

surgical approach and to permit the induction of 

both permanent and transient ischaemia in the 

marmoset, our group has adapted the 

intraluminal filament approach, which is widely 

employed in laboratory rodents and is 

considered to better replicate the clinical 

situation. To avoid craniotomy, the insertion of 

a calibrated nylon thread into the external 

carotid artery up to the origin of the MCA 

requires relatively minor cervical surgery and 

results in minimal morbidity and suffering 

(Freret et al., 2008) (Fig. 1.5). Through the use 

of multiple outcome analyses (neuroimaging, 

behavioural tests, along with post-mortem 

neuropathology), the evolution of brain damage 

and behavioural impairments in acute, subacute 

and chronic stages of ischaemia following 

permanent (pMCAO) or temporary MCAO 

(tMCAO) have been described (Bihel et al., 

2010). The intraluminal occlusion of the MCA 

produced reproducible brain lesions that 

embraced both cortical and subcortical 

structures (Fig. 2) and persistent functional 

deficits up to 6 weeks following the induction 

of ischaemia (Bihel et al., 2010). These 

alterations were more severe in marmosets 

subjected to pMCAO in comparison to those in 

which reperfusion was applied 3 hours after the 

occlusion (tMCAO). Post-mortem analyses 

revealed a widespread neuronal loss and 

associated astrogliosis in greater extent in 

permanently occluded animals. Interestingly, 

and thanks to the relative high white to grey 

matter ratio in the marmoset, which facilitates 

imaging of white matter lesions, intraluminal 

occlusion of the MCA has been showed to result 

in major alterations of the white matter bundles, 

analysed by DTI-MRI, that were correlated with 

functional deficits and could explain, at least in 

part, the persistence of stroke-induced 

functional deficits (Bihel et al., 2010). The 

profile of brain damage and functional deficits 

seen in the marmoset suggest that this model of 

intraluminal MCAO could be suitable to 

investigate the pathophysiology and the 

treatment of ischaemic stroke. Besides, the 

relevance of this reversible MCAO model has 

already been well demonstrated in rodents by 

stroke researchers (Carmichael, 2005; 

Bacigaluppi et al., 2010; Mergenthaler & 

Meisel, 2012). While the rodent model can 

provide a rapid screening of new therapeutic 

molecules, the marmoset model allows a more 

detailed characterization of the drug therapy 

before a possible clinical adaptation.  

Recently, a model of focal stroke by 

photothrombosis has been reported in the 

marmoset (Ikeda et al., 2013). It is an adaptation 

of the approach initially described in the rat 

(Watson et al., 1985). Following an exposition 

of the skull, the sensorimotor area of the 

cerebral cortex is irradiated with green light 

after intravenous injection of the photosensitive 

Rose Bengal dye(Watson et al., 1985) (Fig. 

1.4). The thrombosis so induced results in 

circumscribed cortical lesion, the size of which 

is determined by the extent of the irradiated 

zone (Fig. 2). This technique does not require 

any craniotomy and is thus less invasive and 
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also lead to small variations between 

individuals since the ischaemic area can be 

precisely defined. A thrombolytic agent can 

induce reperfusion but the reperfusion time is 

difficult to control. Less control of the 

reperfusion is a limiting feature of the 

photothrombotic occlusion of MCA. Although 

the photothrombotic ischemic stroke model has 

some limitations, this procedure allows ongoing 

processes in the perilesional area and the 

contralateral cortex to be elucidated and helps 

to gain a better understanding of neuronal repair 

after stroke (Harrison et al., 2013). Thus the 

photothrombotic ischaemic stroke model may 

address specific questions, e.g. in the field of 

restorative drug studies and neuronal repair 

evaluation. 

In order to analyse white matter 

impairments after stroke, Puentes and 

colleagues (Puentes et al., 2015) described a 

model in the marmoset in which the anterior 

choroidal artery (AChA) that feeds the internal 

capsule is permanently occluded (Fig. 1.3). This 

approach induces infarction of the internal 

capsule (Fig. 2) and subsequent motor deficits. 

Nonetheless, the method is somewhat surgically 

challenging and highly invasive in that it 

requires a large craniotomy and retraction of the 

brain.

Fig. 1 Stroke models in the marmoset. Ischaemic stroke is induced through the use of an extravascular approach 
to permanently occlude the proximal segment of the MCA by electrocoagulation (1), to transiently occlude the 
distal segment of the MCA by application of endothelin-1 (2), or to permanently occlude the AChA by 
electrocoagulation (3). These approaches require a craniotomy. Photothrombosis is induced by an intravenous 
injection of rose bengal followed by an irradiation of the cortex with a green light (4). Stroke is also induced with 
the intraluminal method (5) in which a nylon thread is introduced into the external carotid artery and advanced up 
to the origin of the MCA (a: ventral view; b: lateral view). The intraluminal method permits the induction of 
permanent and temporary MCAO. ACA, anterior cerebral artery; AchA. anterior choroidal artery; CCA, common 
carotid artery; ECA, external carotid artery; ICA, internal carotid artery; MCA, middle cerebral artery; MCAO, 
middle cerebral artery occlusion; D, dorsal; V, ventral, A, anterior; P, posterior. 



ANNEXE 1 

 

79 
 

  

Fig. 2: Patterns of lesions displayed in different stroke models in the marmoset. AChAO, anterior choroidal artery 
occlusion; pMCAO, permanent middle cerebral artery occlusion; tMCAO, transient middle cerebral artery 
occlusion.  

 

3. Behavioural tests in the marmoset 

following stroke 

Since the ultimate goal of any 

therapeutic intervention following stroke is the 

restoration, or at least, the improvement of 

patients’ functions, it is mandatory to include 

behavioural assessments in preclinical studies 

(especially those that assess novel therapeutic 

strategies). Many investigations focus solely on 

the determination of lesion size by various MRI 

or histologic techniques. However, there are 

proofs in the literature that the histopathological 

features of ischaemic brain are not necessarily 

correlated with functional impairments (Bouët 

et al., 2007; Freret et al., 2009). One difficulty 

with experimental studies is that, in rodents, 

usually only transient deficits are reported 

following focal ischaemia (Lindner et al., 2003; 

Macrae, 2011). This is probably due to the 

intrinsic capabilities of rodents to recover 

rapidly and/or to the inadequate sensitivity of 

the behavioural tests employed to highlight 

those deficits (Zarruk et al., 2011). Those facts 

have been the basis of many recommendations 

that advocate the inclusion of higher order 

species in preclinical investigations of stroke 

[5]. Indeed, primates are known to display a 

richer and elaborated behavioural repertoire, 

which can be precisely analysed by adequate 

tests. 

Several behavioural tests were 

developed in marmosets to assess deficits of 

sensorimotor functions and their recovery 

during acute and chronic ischaemic phases. It 

remains important to notice that the relevance 

and the sensitivity of those tests depend on the 

model of stroke induction, and on the period 

during which they are performed. 
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3.1. General precautions preceding 

behavioural tests 

By nature, marmosets are apprehensive 

animals, thus the arrival of unknown 

experimenter or equipment can become very 

stressful. Training a highly anxious and agitated 

animal is much more challenging when 

compared with quieter animals, this can affect 

performances. Therefore, it is strongly 

recommended to habituate the animal to the 

human presence, to the objects, to the sounds, 

or the smells that it will be confronted during 

behavioural tests. During few weeks, the 

experimenter must visit the marmosets every 

day to familiarize them. He may try to give them 

small pieces of marshmallow, or another kind of 

treat that is going to be used in the following 

tests as a reward, so that the monkeys do not 

consider him a threat anymore. This process 

must continue until the fear behaviours 

completely disappear, i.e. until the marmosets 

come to seek the treats in the hands of the 

experimenter without hesitation and show no 

signs of escape when the experimenter moves 

abruptly. In the same time, marmosets must be 

confronted each day with the equipment used in 

the following tests until its behaviour remains 

neutral in its presence. This habituation takes 

generally about two weeks. Moreover, to 

guaranty optimum motivation towards rewards 

during tests, and thus optimum performances, 

the marmosets should be fed with their usual 

diet after behavioural testing and not before. 

Generally, each test is performed pre-

operatively to assess sensorimotor functions in 

normal conditions. The results are then used as 

control reference. Moreover, it is valuable to 

define if there is any hand preference in each 

marmoset in order to determine, if possible, 

which cerebral hemisphere will be subjected to 

ischaemia and more importantly to better 

interpret the data of tests. 

3.2. Neurological score 

The neurological score is one of the 

most frequently used tests of sensorimotor 

functions following stroke. This impairment 

scale involves scoring of various motor and 

sensory functions to provide an index of 

neurological status. In analogy to neurological 

scales, used with patients that had undergone a 

stroke (NIH score scale (Lyden et al., 1994), 

Glasgow scale (Teasdale & Jennett, 1974), 

Orgozogo stroke scale (De Haan et al., 1993), 

European stroke scale (Hantson et al., 1994)…), 

neurological examinations have been developed 

for pre-clinical studies on rodents (Bederson et 

al., 1986) and on non-human primates (Crowell 

et al., 1970). In 1996, Marshall and Ridley 

(Marshall & Ridley, 1996) described a new 

version of the neurological score adapted for 

marmosets. The animals are encouraged to 

move around the cage with pieces of food 

reward and their activity is observed during 3-5 

minutes each day for 10 consecutive days. The 

presence (score= 1) or absence (score= 0) of the 

following abnormal movements and postures is 

noted for each side of the body: (i) hands and 

feet slipping off poles; (ii) hands left dangling 

below the level of the perches; (iii) an 

uncharacteristic posture in which the monkeys 

held their arm across the midline of their chest; 

and (iv) an uncoordinated arm movement and 
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hand waving. Therefore, a maximum score of 4 

for each side of the body stands for a severe 

presence of deficits.  

From this neurological score, several 

authors developed their own variant by adding 

new score scales and items in order to refine the 

test. The absence (score= 2), scarce occurrence 

(score= 1), or presence (score= 0) of the 

abnormal movements previously described is 

noted for each body side. In some versions, 

subtests with visual and auditory stimulations 

were also used (Freret et al., 2008; Bihel et al., 

2010). The response to a visual stimulation is 

rated as the previous items. The auditory 

stimulus’ response rate is scored as follows: 

immediate= 2; slightly delayed (< 2sec) = 1; 

strongly delayed (> 2sec) = 0). The 

experimenter also reports if the stimulus 

induces the occurrence of a head rotation. With 

those additional items, a maximum score of 22 

can be attributed to each side of the marmoset. 

The more important are the deficits, the lower is 

the score (Table 1).  

Through the use of the same scoring 

scheme, Ikeda and collaborators (Ikeda et al., 

2013) evaluated feeding behaviour, by giving a 

score of 4 when the marmoset uses its 

contralateral forelimb, 3 for the use of the 

ipsilateral forelimb, 2 if the animal ate the pellet 

directly without using forelimb, 1 if it licked the 

milk of the dish directly; and 0 if it was unable 

to eat.  

More recently, Puentes and 

colleagues(Puentes et al., 2015) developed a 

new version of the neurological score scale 

named Marmoset neurologic scale (MNS). 

Firstly, the marmoset is globally evaluated on 

the absence (score = 1) or presence (score = 0) 

of several abnormal signs recorded during 10 

minutes in its home cage emptied from all its 

content (Table 2). Secondly, the animal is 

evaluated during 5 more minutes after a perch 

and a loft have been introduced in the cage. 

Finally, the monkey is hold in the 

experimenter’s arm to assess its grasping 

capacity, its body balance and its ability to 

target food correctly. A maximal total score of 

40 is attributed to a marmoset without any 

dysfunctions (Table 2). 

In addition, some studies also evaluate 

abnormal signs in a qualitative manner(Virley 

et al., 2004; Freret et al., 2008). To highlight 

global deficits, the marmoset freely emits 

behaviours during 3 minutes in which several 

items are quantified by the experimenter such 

as: time spent on the ground, time spent hanging 

on the perch, motility, presence of a miosis on 

the ipsilateral side, drooping eyelid, fur’s 

aspect, food intake, movement’s accuracy, rate 

of limb scratching, and presence of 

vocalizations (frequency and call type: phee, 

long-distance contact call; tsik, predator/alarm 

call (Stevenson & Poole, 1976)). 

Whatever the type of the neurological 

score employed, this evaluation has been 

performed in every published stroke models in 

the marmoset. In general, the initial deficits 

depicted are a function of the extent of 

ischaemia-induced brain damage. In the 

majority of cases, a functional recovery can be 

observed after a certain time, depending on the 
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method used to induce ischaemia. In 

extravascular pMCAO (Marshall & Ridley, 

1996), the neurological score test revealed 

transient abnormal behaviours in the 

contralateral side compared to sham animals up 

to 3 weeks. At 8 weeks post-surgery, all the 

animals partially recovered. Functional deficits 

were significantly detected on the contralateral 

side in marmosets subjected to intraluminal 

pMCAO during the acute (Freret et al., 2008), 

subacute and chronic phases (Bihel et al., 2010) 

up to 41 days post-ischaemia. Signs of 

functional recovery were significantly visible 

only at the end of the protocol (day 41)(Bihel et 

al., 2010). In marmosets with transient 

ischaemia, the deficits on the neurological score 

test were lesser and transient since the animal 

recovered well from day 8 post ischaemia 

(Bihel et al., 2011) (Table 3). 

3.3. Rotation behaviour 

According to Marshall and co-workers 

(Marshall et al., 1999), pMCAO-induced 

striatal damage is often followed by a biased 

rotation since marmosets usually rotate 

preferentially on the ipsilateral side after 

ischaemia. Thus, quantification of this rotation 

represents a reliable marker of motor 

asymmetry. The marmoset is contained singly 

in its home cage, emptied from its perches and 

nest box. During 15 minutes, the experimenter, 

who is sitting at 2-3 m away from the cage, 

records the number and directions of 

spontaneous 360° rotations done by the animal. 

As expected, this test has shown to be sensitive 

in revealing the beneficial effects of 

neuroprotective agents, namely Clomethiazole 

and NXY-059 up to respectively 9 weeks 

(Marshall et al., 1999) and 10 weeks (Marshall 

& Ridley, 2003) following the induction of 

permanent ischaemia (Table 3).  

3.4. Response to tactile stimulation 

The original version of this test is the 

Von Frey hair test (Schallert et al., 1982) that 

was designed to highlight asymmetric sensorial 

and motor behaviours in rodents. Later, in 1992, 

Annett and co-workers (Annett et al., 1992) 

developed an equivalent test adapted for a 

marmoset model of Parkinson’s disease.  

This test allows to highlight brain 

ischaemia-induced sensory deficits, by 

measuring motor responses to a tactile stimulus 

in various parts of the body. The marmoset is 

held around the torso and both marmoset’s ears, 

hindlimbs and forelimbs are stimulated with the 

hair of a paintbrush while being careful not to 

enter its visual field to avoid interference with 

its visual capacities (Virley et al., 2004; Bihel et 

al., 2010). The marmoset can also be coaxed to 

move around the cage with pieces of food while 

the brush is slowly approaching zones to be 

stimulated (Freret et al., 2008). Each body part 

is stimulated 3 times in a random manner and 

scored as follows: 2 = clearly noticeable reflex 

to the stimulus, e.g., attempting to bite or grip 

the brush; 1 = modest reflex to stimulus, e.g., 

turn of the eyes; 0 = no response to stimulus 

(Virley et al., 2004). Animals with normal 

somatosensory functions will tend to a score of 

6 for each body side. Although this test provides 

a good indication on the animal’s sensorial 

functions, one bias that can occur is the 
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habituation phenomenon due to repeated 

stimulations. In that case, the marmoset may 

tend to have weaker responses despite absent or 

slight deficits. 

The tactile stimulation test sensitively 

revealed persistent sensory deficits in all models 

of MCAO (Marshall & Ridley, 1996; Virley et 

al., 2004; Freret et al., 2008; Bihel et al., 2010) 

(Table 3). Nonetheless, some differences 

regarding the time course of the deficits can be 

noticed among studies, which reveal the relative 

subjective character of this test.  

3.5. Grip test 

The purpose of this test is to evaluate 

functional consequences of cerebral ischaemia 

on grip reflexes and muscular strength. Often 

used in clinical research (Sunderland et al., 

1992; Quaney et al., 2005) and in experimental 

investigations in rodents (Chaudhary et al., 

2003; Kilic et al., 2008; Ferrara et al., 2009), 

this test has been adapted for marmosets in 2004 

by Virley and collaborators (Virley et al., 2004). 

The animal is held around the torso in front of 

the experimenter and a shaft of paintbrush is 

slowly approached to its hand. Initially it is 

possible to evaluate the grip reflex, usually 

natural for marmosets when contained. 

Secondly, the experimenter pulls away the 

paintbrush and assesses the animal’s resistance 

which reflects its muscular strength. Each 

forelimb and hindlimb is tested two (Freret et 

al., 2008) or three times (Virley et al., 2004) in 

a random fashion and scored as follows: strong 

grip and resistance to the pull = 2, moderate grip 

without resistance = 1 and no grip = 0. The 

inconvenience of such a procedure is that the 

scores obtained are highly influenced by the 

motivation of the animal as well as the rapidity 

with which the experimenter pulls the 

paintbrush. 

The grip test successfully differentiated 

ET-1-induced MCAO and control marmosets 

24 hours after ischaemia (Virley et al., 2004). In 

the intraluminal model of permanent stroke, 

temporary deficits were reported during the 

acute phase until 6 days post-surgery (Freret et 

al., 2008). This test also revealed persistent 

deficits in animals that have undergone 

photochemically induced ischaemia, up to 24 

days (Ikeda et al., 2013). However, it seems that 

the grip test is not sensitive enough to highlight 

impairments in marmosets subjected to 

transient ischaemia (Freret et al., 2008) (Table 

3). This suggests that the test should be used 

only in animals with relatively severe brain 

damage.  

3.6. Adhesive removal test 

The adhesive removal test, or tactile 

extinction test was initially established in rats to 

analyse long-term effects of brain injury on 

sensorimotor behaviour (Schallert et al., 1982, 

1983). The test, adapted for marmosets (Annett 

et al., 1992), presents similarities with the 

clinical examination named Double-

Simultaneous Stimulation (DSS) (Schatz, 2011) 

used to evaluate the clinical course of sensory 

extinction phenomenon in patients with an acute 

unilateral brain lesion. The Adhesive removal 

test has been reported as a meaningful tool for 

assessment of sensorimotor deficits during both 
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the acute and chronic phases of stroke in the 

marmoset (Bouët et al., 2007; Freret et al., 

2009).  

During testing, the marmoset is held by 

an assistant while the experimenter applies 

small adhesive tape (2cm x 4.5cm) to each 

hindpaw, between ankle and fingers. Adhesives 

are placed with an equal pressure and the order 

of placement (right or left) alternates between 

trials. In order to decrease bias, the 

experimenter may apply a pressure on both 

hindpaws directly after having put both tapes. 

Marmosets must then contact and remove 

adhesives within a maximum time of 10 

minutes. The order and latency to contact and 

remove each adhesive tape is recorded. Contact 

represents the time needed by the animal to be 

aware of the adhesive presence and occurs when 

the animal shakes his paw or when its mouth is 

used to touch it. The latency to contact the patch 

is an index of the efficiency of a response to a 

sensorial stimulation. However, removal of the 

adhesive requires both sensory and motor 

systems. The adhesive is considered to be 

correctly removed if at least it major part (¾) is 

detached, including the portion under the feet. 

The test is repeated 2 to 3 times a day, with an 

inter-trial interval of 15 minutes (Freret et al., 

2008). To achieve optimal performances, 

animals should be trained for 2 weeks before the 

induction of ischaemia, at a rate of 2 trials a day.  

The adhesive removal test was able to 

highlight long-lasting functional deficits in the 

contralateral body side up to 8 weeks after the 

induction of stroke (Marshall & Ridley, 1996). 

The test also revealed lesser sensorimotor 

neglects in marmosets subjected to transient 

ischaemia in comparison those permanently 

occluded (Bihel et al., 2010) (Table 3).  

3.7. Staircase test 

Functional deficits in skilled 

movements after brain injury represent ideal 

predictors of long-term outcomes and should 

become standard measures in the assessment of 

preclinical animal models (Girard et al., 2014). 

Initially developed by Montoya and colleagues 

(Montoya et al., 1991), the staircase test has 

been proved to be a sensitive test for long-

lasting functional impairments up to 3 months 

after brain ischaemia in rats (Colbourne et al., 

2000). Its first use in marmosets dates back to 

1992 (Annett et al., 1992). Since then, several 

authors demonstrated its relevance to illustrate 

motor dexterity deficit and recovery in 

marmosets following ischaemia (Marshall & 

Ridley, 1996; Virley et al., 2004; Freret et al., 

2008; Bihel et al., 2010; Demain et al., 2015).  

The staircase test has been developed to 

assess independent use of forelimbs in skilled 

reaching and grasping tasks. It allows the 

analysis of arms’ and hands’ dexterity, agility as 

well as coordination and spatial attention. For 

optimum tasks learning, marmosets must be 

trained each day for at least 8 days before the 

induction of brain lesion (Bihel et al., 2010). 

Two versions of the staircase test have been 

described: hill and valley staircases. 

3.7.1. Hill staircase  

During testing, animals are placed 

singly in their home cage. A Plexiglas platform 



REVUE : LE GAL ET AL., BEHAV BRAIN RES, 2017 

 

85 
 

is fixed inside of this cage so that the animal can 

work at an ideal height and keep the same visual 

field during all sessions. The apparatus is 

composed of a 5 steps double staircase, 

positioned in front of a Plexiglas screen that 

separates the marmoset from the staircase (Fig. 

3.A). On each step, a treat is placed and the 

animal must catch it by passing its arm through 

a vertical slot. In the Hill version, the highest 

steps are at the centre of the device and two slots 

are located in front of each lowest step (Fig. 

3A). In order to prevent food rewards to fall too 

easily from the staircases, Demain and 

colleagues (Demain et al., 2015) have slightly 

modified the original device by digging a little 

hollow on each step to wedge correctly the 

treats.  

The test lasts 3 minutes during which 

the marmoset must use its right arm to catch 

treats located on the right staircase, and its left 

arm to catch treats located on the left staircase. 

The experimenter provides scores according to 

the treats that the marmoset was able to catch: 

the more elevated is the step, the higher is the 

attributed score (lowest step= 1, highest= 5). 

The maximal score is 15 when the animal 

succeeds in catching every treat in one staircase. 

The experimenter may also quantify the time 

spent by the animal to catch each treat and the 

number of mistakes (e.g. when a treat is 

dropped) made during the test.  

The hill staircase device is constructed 

so as the marmoset uses its arm placed in the 

same side as the visual field that it is using (Fig. 

3A). Thus, the hill staircase test evaluates ipsi- 

and contralateral arms’ mobility, but cannot 

differentiate hemiparesis (motor impairment) 

from visual neglect (spatial impairment). 

Therefore, it is necessary to complete this test 

with the valley version of the staircase in order 

to identify the nature of deficits’. 

3.7.2. Valley staircase  

In the valley staircase, the lowest stairs 

of both staircases are facing each other at the 

middle of the device, and there is only one 

central slot common to both staircases (Fig 3B). 

In this version, also called reversed staircase 

(Marshall & Ridley, 1996), the animal can only 

use its right arm to catch treats located on the 

left staircase and vice-versa. Accordingly, 

spatial and motor impairments can be separately 

identified. A pure motor deficit can be depicted 

when an animal is able to use the ipsilateral arm 

in both devices (i.e. valley and hill) but displays 

an impairment of the contralateral arm. 

However, the animal suffers from both spatial 

and motor deficits when it fails to reach rewards 

only from contralateral side of the hill staircase 

and from either sides of the valley staircase 

(Marshall & Ridley, 1996).  

The staircase tests have been shown to 

be highly sensitive in revealing long-lasting 

functional deficits following focal cerebral 

ischaemia in the marmoset (Table 3). As an 

example, in the proximal pMCAO, Marshall 

and colleagues (Marshall et al., 2003) reported 

persistent deficits up to 20 weeks after the 

induction of brain ischaemia. Temporary spatial 

neglects were also highlighted as the animals 

could not reach correctly the rewards through 

the use of their ipsilateral arms in their 
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contralateral visual fields. In the model of 

transient ischaemia, the staircase test evidenced 

slight motor deficits which persisted up to 7 

weeks although a spontaneous recovery was 

noticed from week 4 following the induction of 

ischaemia. Minor spatial impairment was also 

observed during the first two weeks of stroke 

(Bihel et al., 2010). Besides, the staircase test 

has shown sensitivity to therapeutic effects of 

clomethiazole (Marshall et al., 1999, 2000), and 

NXY-059 (Marshall & Ridley, 2003; Marshall 

et al., 2003) in the marmoset subjected proximal 

pMCAO (Table 3).  

 

Fig. 3. A: Hill staircase test. Highest steps are at the 
centre of the device and slots are positioned in front 
of each lowest step such as the marmoset inevitably 
uses the arm located in the ipsilateral visual field to 
catch a food reward. B: Valley staircase test. Lowest 
steps face each other in the middle of the device and 
a central slot allows the marmoset to catch food 
rewards. In this case, the animal uses it opposed arm 
and visual field.  

 

3.7.3. Six-tubes search task 

The six-tube search task has been 

developed by Marshall and collaborators in 

2000 (Marshall et al., 2000) in order to further 

analyse the nature of the spatial deficits 

observed after stroke and to differentiate 

between pure spatial neglect and attention 

deficit. In this test, there is only one reward 

available per trial, thereby eliminating the risk 

that the animals focus on some treats and 

neglect others. However, hemispatial neglect is 

a symptom frequently described in patients with 

ischaemic stroke affecting the right hemisphere 

(Albert, 1973; Ogden, 1985; Stone et al., 1991, 

1993; Beis et al., 2004; Hildebrandt et al., 

2005); accordingly, the six-tube search task 

may not detect deficits in marmosets with brain 

damage in the left hemisphere. 

The device six-tube search task is constituted of 

6 black plastic tubes (depth: 5 cm, diameter: 3 

cm), separated by 0.2 cm and fixed horizontally 

at the front of the home cage on a Plexiglas strip 

(Fig. 4). The marmoset can reach the tubes only 

by sitting on a little platform (width: 6 cm). This 

platform is centred regarding the device, which 

prevents the marmoset to position itself in front 

of each tube. Thus, its exploration can only be 

correlated with its visual field (Fig. 4). A piece 

of treat is randomly placed in one tube. Because 

the tubes are non-transparent, the animals must 

thoroughly explore each tube to find the reward. 

The 6 tubes are tested in a random order, and the 

test is repeated twice. The experimenter records 

the time needed by the animal to retrieve the 

reward (30 sec maximum after the arrival of the 

marmoset on the platform). This test requires a 
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daily training during 2 weeks, so that the 

animals become familiar with the device and 

understand the exercise. Usually, a marmoset 

without brain damage explores similarly every 

tube and spends the same time to find the treat 

where ever it is (either in its left or right visual 

field). Following ischaemia, several studies 

showed that the marmosets spend more time 

searching for rewards when they are placed in 

their contralateral visual field, thus highlighting 

spatial hemi-neglect (Marshall et al., 2003; 

Freret et al., 2008; Bihel et al., 2010). 

Originally, after extravascular proximal 

pMCAO, marmosets had difficulties at finding 

rewards in any tube other than the most 

ipsilateral tubes at 3 weeks after surgery and had 

completely recovered at 10 weeks(Marshall et 

al., 2000) This test was also sensitive to 

therapeutic effects of Clomethiazole (Marshall 

et al., 1999, 2000, 2003), NXY-059 (Marshall 

et al., 2003), and AR-R15896AR (Marshall & 

Ridley, 2003; Marshall et al., 2003) following 

stroke.  

 

 

Fig. 4: Six-tube choice test. Six non-transparent 
tubes are positioned horizontally in front of the 
marmoset. A food reward is placed randomly in one 
of the tubes. 

 

3.8. Reaching up tubes 

This test measures independently each 

animal’s arm dexterity. Originally developed by 

Annett and collaborators (Annett et al., 1994) to 

analyse motor deficits in a model of Parkinson 

disease, in the marmoset. Subsequently, 

Marshall and Ridley applied this test to 

highlights durable functional impairments (up 

to 8 weeks) after permanent unilateral brain 

damage in marmosets (Marshall & Ridley, 

1996). This test, unlike the staircase one, 

assesses independent use of forelimbs, without 

interferences of visual capacities.  

A non-translucent 10 mL syringe 

truncated at the end is fixed horizontally at the 

front of the home cage, with its plunger outside 

of the cage on the experimenter’s side (Fig. 5). 

A little food reward is placed against the 

plunger, 1 cm up the tube. The animal can easily 

reach the treat by using its hand or its tongue. 

The marmoset has 60 seconds to catch the 

reward at this distance. If the animal succeeds, 

another treat is placed in the tube, 1 cm further 

by using the plunger, and the animal has then a 

maximum period of 2 minutes to reach it. The 

experimenter continues so on by gradually 

increasing the distance between the marmoset 

and the treat until a maximum distance of 5 cm. 

When the reward is at more than 2 cm away 

from the tube entrance, the marmoset must 

necessarily use its arm to reach it. If the 

marmoset fails to catch the treat at any distance 

exceeding 1 cm, the plunger is returned in the 

1cm position to check if the animal is still 

motivated by the reward when it can be reached 

easily. If the marmoset does catch the treat, a 
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new attempt at the previous failed distance is 

performed. On the contrary, if the marmoset 

proves that it is not motivated by the reward 

anymore, it is assumed that the last position in 

which the marmoset could reach the reward is 

the maximum successful distance. This task is 

repeated 3 times in the same conditions. 

Subsequently, the test is realised in restrictive 

conditions during which one forelimb is 

immobilized by a small leather finger stall. Both 

hands are covered in a random order. The 

experimenter can then record, for each 

marmoset’s arm, the maximum distance of 

success to reach the treat and the time needed to 

catch it.  

Before surgery, animals are trained in 

free hand and restrictive conditions. During the 

free hand training, the experimenter may note 

the hand that the marmoset use the most to reach 

the reward, it will next be the first covered hand 

during the restrictive training condition. Thus, 

the animal’s performances with its non-

preferential hand will be improved. It is 

considered that the marmosets have correctly 

learned the task when they achieve it with a 

reward 5 cm up the tube in less than 1 minute 

whatever the arm used. It takes usually about 2 

weeks to obtain this result. 

This test has rarely been used but 

successfully detected long-lasting contralateral 

motor deficits during 8 weeks, with no 

improvement in the performances (Marshall & 

Ridley, 1996). 

 

Fig. 5: Reaching up tubes. A truncated syringe 
containing a food reward is positioned in front of the 
marmoset. The distance between the marmoset and 
the reward is adjusted thanks to the plunger. 

 

4. Perspectives with common 

marmoset 

A future area of interest is to provide 

information concerning cognitive functions 

since tests to evaluate stroke-induced cognitive 

impairments in the marmoset are lacking in the 

literature. Indeed, it is increasingly recognised 

that stroke patients also suffer cognitive deficits 

(Bach-y-Rita, 1990). This lack should be 

remedied, especially as several cognitive tests 

have been described in the marmoset, mainly 

through the use of the Cambridge 

Neuropsychological Test Automated Battery 

(CANTAB). The CANTAB, that is also 

employed in man, consists of a series of non-

verbal computerized tasks of memory, 

attention, and executive function, administered 

via a touch-sensitive screen (Kehagia et al., 

2010; Roque et al., 2011; Chamberlain et al., 

2011). It has already been proved that the 

marmoset can be trained to a high and stable 

level of performance on different cognitive 
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function tasks (Ridley & Baker, 1991). Future 

studies should employ these tests to assess 

cognitive deficits induced by stroke in the 

marmoset.  

Increased stroke risk factors are major 

contributing factors to the rising prevalence of 

stroke and include hypertension, obesity, and 

diabetes (Jones et al., 2010). To evaluate the 

therapeutic potential of a new molecules, we 

may need, at some point, to model those 

important factors. Arterial hypertension is the 

leading cause of brain’s predisposition to 

cardiovascular diseases in patients (Lawes et 

al., 2004). Numerous hypertensive models have 

been developed on rodents, ranging from 

pharmacological or genetic manipulation and 

selective breeding, to unilateral renal arterial 

clipping (Lerman et al., 2005). In marmosets, 

achievement of a sustained increase in blood 

pressure has been done using the two-kidney, 

one clip (2K1C) renal hypertension method. 

However, 10 weeks after surgery, the blood 

pressure was back to normal, making the 

hypertensive phase only transient (Wood et al., 

1986). Daily administration of cyclosporine to 

marmosets also succeeded in elevate the blood 

pressure (Bartholomeusz et al., 1998). As for 

arterial hypertension, diabetes and 

hyperglycaemia are present in a large 

proportion of patients with ischemic stroke 

(Fisher et al., 2009). Streptozotocin is a 

chemotherapeutic agent, commonly used to 

induce a diabetes-like condition on rodents 

models and Old World primate species (White 

et al., 1974; Jonasson et al., 1985; Dufrane et 

al., 2006). However, the low streptozotocin 

sensitivity in marmoset related to a low 

expression of GLUT2, renders this species 

inappropriate in modelling streptozotocin -

induced diabetes (Kramer et al., 2009). Still, 

diet-induced obesity in captive marmosets have 

been described (Tardif et al., 2009; Wachtman 

et al., 2011). Although a few marmoset models 

for these comorbidities exists, they are still to be 

tested in stroke studies to see how they 

influence the lesion’s pathophysiology and 

whether candidate stroke drugs retain efficacy 

in the face of these comorbidities.  

 

5. Conclusion 

Assessment of acute and chronic 

behavioural deficits in animal stroke models is 

an important prerequisite in the pre-clinical 

evaluation of therapeutic strategies before 

clinical trials in stroke patients. It well known 

that rodents, the most widely used laboratory 

animals, recover relatively rapidly and display 

only transient stroke-induced behavioural 

deficits, which often preclude long-term 

investigations (Liu et al., 2009). The marmoset, 

thanks to its numerous similarities with human, 

its behavioural wealth and its small size, might 

be considered as a reasonable animal species to 

be employed in stroke research. Several 

approaches to induce focal stroke have been 

described in the marmoset. In addition, a battery 

of behavioural tests has been described and 

validated in this species. Most of the tests have 

been shown to be highly sensitive in identifying 

sensorimotor deficits during a long period 

following stroke (up to 20 weeks). 
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Table 1: Freret’s version of the neurological score scale  

N° Items Contralateral side Ipsilateral side 

1 
Slipping hand 

while resting     

2 while moving     

3 
Slipping feet 

while resting     

4 while moving     

5 
Hand dangling below the level of the 
perch 

    

6 Feet dangling below the level of the perch     

7 Arm across the midline of the chest     

8 
Uncoordinated arm movement and hand 
waving 

    

9 Response to a visual stimulation      

10 Response to an auditive stimulation      

11 with occurrence of a head rotation     
 

Total     
 

The test was reported by Freret and colleagues (Freret et al., 2008). Total score: 22 points per body 
side. 
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Table 2: Items of the marmoset neurologic score (MNS)  

General evaluation During holding in the examiner’s arm Hemilateral evaluation 

Stays in back of the cage 
Inadequate grasping to the examiner’s 
arm 

Body tilting 

Stays still for 1 min Poor body balance Head tilting 

Cannot stand in the perch Inaccurate food targeting Hand waving 

Dysmetria1 
 Repeated touching before 

grasp cage bars 

Required assisted feeding 
 

Hand crossing the chest 

Circling behavior 
 Hand slipping from the cage 

bars 

Left palpebral ptosis 
 Hand dangling from the cage 

bars 

No jumping from cage walls 
 No grasping a stick when 

presented 

No rearing without hand 
support 

 Cannot hold a stick more than 
3s 

  Absent retrieve reflex to hand 
stimuli 

  
Hand neglect during feeding 

  Foot slipping from the cage 
bars 

  Foot dangling from the cage 
bars 

  Absent retrieve reflex to foot 
stimuli 

 

MNS developed by Puentes and collaborators (Puentes et al., 2015). Total score: 40 points (general 
evaluation, 9 points; during holding in the examiner’s arm, 3 points; hemilateral evaluation, 14 points 
per side). 
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Table 3: Summary of the behavioural as a function of the model of stroke. pMCAO = Permanent Middle Cerebral Artery 
Occlusion; tMCAO = transient Middle Cerebral Artery Occlusion; ET-1 = Endotheline-1; AChAO = Anterior Choroidal 
Artery Occlusion), how long after surgery they showed significant deficits compare to pre-operative results or sham 
marmosets (Deficits time), and for how long they were tested (Protocol duration).  

  

Test Stroke model 
Deficits 
duration 

Protocol  

duration 
Reference 

Neurological score Extravascular proximal pMCAO 3 weeks 8 weeks (Marshall and Ridley, 1996) 

Intraluminal proximal pMCAO 
7 days 7 days (Freret et al., 2008) 

41 days 41 days (Bihel et al., 2010) 

Intraluminal proximal tMCAO (3h) 
None 7 days (Freret et al., 2008) 

41 days 41 days (Bihel et al., 2010; 2011) 

ET-1–induced distal MCAO 24 hours 24 hours (Virley et al., 2004) 

Photothrombosis 28 days 28 days (Ikeda et al., 2013) 

AChAO 10 days 10 days (Puentes et al., 2015) 

Rotation 
Extravascular proximal pMCAO 

9 weeks 9 weeks (Marshall et al., 1999) 

10 weeks 10 weeks (Marshall and Ridley, 2003) 

Tactile stimulation Extravascular proximal pMCAO 8 weeks 8 weeks (Marshall and Ridley, 1996) 

Intraluminal proximal pMCAO 
7 days 7 days (Freret et al., 2008) 

41 days 41 days (Bihel et al., 2010) 

Intraluminal proximal tMCAO (3h) 
1 day 7 days (Freret et al., 2008) 

41 days 41 days (Bihel et al., 2010; 2011) 

ET-1–induced distal MCAO 24 hours 24 hours (Virley et al., 2004) 

Grip test  Intraluminal proximal pMCAO 6 days 7 days (Freret et al., 2008) 

Intraluminal proximal tMCAO (3h) None 7 days (Freret et al., 2008) 

ET-1–induced distal MCAO 24 hours 24 hours (Virley et al., 2004) 

Photothrombosis 24 days 28 days (Ikeda et al., 2013) 

Adhesive removal  Extravascular proximal pMCAO 8 weeks 8 weeks (Marshall and Ridley, 1996) 

Intraluminal proximal pMCAO 
7 days 7 days (Freret et al., 2008) 

6 weeks 6 weeks (Bihel et al., 2010) 

Intraluminal proximal tMCAO (3h) 
7 days 7 days (Freret et al., 2008) 

4 weeks 6 weeks (Bihel et al., 2010; 2011) 

Hill and valley staircases 

Extravascular proximal pMCAO 

8 weeks 8 weeks (Marshall and Ridley, 1996) 

9 weeks 9 weeks (Marshall et al., 1999) 

10 weeks 10 weeks (Marshall et al., 2000) 

20 weeks 20 weeks (Marshall et al., 2003) 

Intraluminal proximal pMCAO 
7 days 7 days (Freret et al., 2008) 

7 weeks 7 weeks (Bihel et al., 2010) 

Intraluminal proximal tMCAO (3h) 
7 days 7 days (Freret et al., 2008) 

7 weeks 7 weeks (Bihel et al., 2010; 2011) 

Six-tube choice test 
Extravascular proximal pMCAO 

3 weeks 10 weeks (Marshall et al., 2000) 

10 weeks 20 weeks (Marshall et al., 2003) 

Intraluminal proximal pMCAO 7 weeks 7 weeks (Bihel et al., 2010) 
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OBJECTIFS 

Seules des thérapies de reperfusion par thrombolyse ou thrombectomie permettent à l’heure 

actuelle de réduire les séquelles survenant à la suite d’une ischémie cérébrale. Néanmoins, en 

raison de leur fenêtre thérapeutique très étroite, et de leurs nombreuses contre-indications, très 

peu de patients peuvent en bénéficier. En dépit de nombreuses études réalisées chez l’animal et 

chez l’Homme, la recherche de nouvelles thérapies neuroprotectrices et neurorégénératrices 

pour l’AVC accumule les échecs. Une des raisons avancées est l’inadéquation des modèles 

animaux utilisés au cours du développement préclinique des thérapies. Dans ce contexte, des 

comités d’experts encouragent fortement la recherche préclinique à s’orienter vers des voies 

d’administrations efficaces, sûres, et compatibles avec une utilisation chez les patients. Ils 

recommandent également l’intégration de facteurs de risque aux études afin de se rapprocher 

d’avantage des conditions cliniques. Enfin, ils incitent à l’utilisation de PNH, afin de valider 

les résultats obtenus chez le rongeur, avant toute tentative de translation chez l’Homme.  

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés au potentiel thérapeutique d’une 

thérapie moléculaire ciblant la MEC : le RGTA. Afin de répondre aux recommandations 

actuelles, les études ont été réalisées chez plusieurs modèles animaux : le rat et un PNH du 

nouveau monde, le marmouset commun.  

Avant le début ma thèse, de précédents travaux réalisés au sein de notre équipe chez le rat 

soumis à une ischémie cérébrale avaient d’ores et déjà permis de révéler des effets bénéfiques 

du RGTA sur l’évolution du volume lésionnel et la récupération fonctionnelle. La fenêtre 

thérapeutique ainsi que la dose optimale du traitement ont ainsi pu être déterminées. Cependant, 

le RGTA était alors injecté par voie intraveineuse et aucune autre voie d’administration n’a été 

testée. Or, de nombreux avantages, que je décrirai plus en détail plus loin, mettent désormais 

en avant les injections par voie intra-artérielle. Ainsi, le premier objectif de cette thèse a été 

d’évaluer l’effet neuroprotecteur d’une injection intra-artérielle de RGTA à la suite d’une 

ischémie cérébrale chez le rat. Après une occlusion transitoire de l’artère cérébrale moyenne, 

différentes doses de RGTA ont été injectées par voie intra-artérielle, et leurs effets respectifs 

sur l’évolution du volume lésionnel ont été évalués par IRM. 

Les thérapies à base de cellules souches constituent un nouvel espoir dans le traitement de 

l’ischémie cérébrale. Grâce à leur capacité à secréter des facteurs trophiques impliqués dans 

différents mécanismes de réparation cellulaire, les CSMs ont d’ores et déjà su montrer des effets 

bénéfiques au niveau de la neuroprotection et de la récupération fonctionnelle après une 
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ischémie. L’administration concomitante de RGTA pourrait permettre d’établir un 

environnement cellulaire plus stable, favorisant la survie des cellules et augmentant ainsi leur 

efficacité. C’est avec cette idée que des travaux ont été menés au sein de l’équipe sur l’effet 

d’une thérapie combinant RGTA et CSMs après une ischémie cérébrale chez le rat. Une étude 

antérieure avait dans un premier temps démontré une potentialisation de l’effet bénéfique des 

CSMs par le RGTA, et établi la combinaison optimale chez des rats normotendus soumis à une 

ischémie cérébrale. Par la suite, j’ai eu l’occasion de collaborer sur une étude visant à valider 

ces résultats chez des rats souffrant d’un facteur de risque majeur de l’ischémie cérébrale : 

l’hypertension artérielle. Pour cette étude, l’effet du traitement combiné a été testé sur une 

souche de rats spontanément hypertendus (SHR). L’ischémie est réalisée chez tous les animaux 

par OACM. Les effets de la thérapie sur l’évolution du volume lésionnel ainsi que sur la 

récupération fonctionnelle ont ensuite été évalués.  

Afin de pallier aux échecs de translations des études précliniques chez l’Homme, il est 

fortement recommandé de valider les résultats obtenus chez le rongeur sur un modèle animal 

plus proche de l’Homme. Pour cette raison, une fois que les paramètres optimaux 

d’administration ont été déterminés chez le rat, le second objectif de cette thèse a consisté à 

évaluer les effets du RGTA sur la neuroprotection et la récupération fonctionnelle après 

ischémie cérébrale chez un petit PNH : le marmouset. Après une occlusion transitoire de l’artère 

cérébrale moyenne, des analyses IRM réalisées à différents temps ont permis d’évaluer 

l’évolution du volume lésionnel, tandis que divers tests comportementaux ont permis d’évaluer 

la récupération fonctionnelle. Les données recueillies ont par la suite fait l’objet d’une analyse 

plus approfondie afin de déterminer s’il était possible de prédire de façon précoce l’intensité 

des déficits comportementaux grâce aux données IRM.  

Parmi les nombreux déficits comportementaux qui surviennent à la suite d’une ischémie 

cérébrale, les informations concernant l'évolution des fonctions cognitives après ischémie 

cérébrale manquent cruellement aux études précliniques actuelles. L’intégration de tests 

cognitifs permettrait d'évaluer l'effet de nouveaux traitements sur la récupération de ces 

fonctions. Une partie de mes travaux de thèse a donc été dédiée également à la mise en place 

de tests cognitifs adaptés à un contexte ischémique chez le marmouset. Plusieurs dispositifs ont 

été employés : dans un premier temps, des marmousets ont été entraînés à a réalisation de taches 

cognitives au moyen d’un écran tactile assisté par ordinateur (CANTAB) ; dans un second 

temps, de nouveaux animaux ont été entraînés à la réalisation de taches cognitives au moyen de 

dispositifs plus classiques.  
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ÉTUDE 1 - Effet d’une administration intra-artérielle de 
RGTA sur la neuroprotection chez le rat soumis à une 
ischémie cérébrale 

 

1 Co te te de l’ tude 

L’ischémie cérébrale est aujourd’hui encore un problème majeur de santé publique en étant 

la deuxième pathologie la plus meurtrière au monde, ainsi que la première cause de handicap 

acquis chez l’adulte (Thrift et al., 2017; Arba et al., 2017). Pourtant, hormis les thérapies de 

reperfusion par thrombolyse par t-PA ou de thrombectomie, et malgré une intense activité de 

recherche, toutes les nouvelles stratégies de neuroprotection et/ou de régénération se soldent 

par un échec. La nécessité de nouveaux traitements pour une prise en charge optimale de l’AVC 

apparaît donc clairement. 

Après une ischémie, la MEC est rapidement dégradée par des protéases, ce qui a pour 

conséquence d’augmenter la mort cellulaire, et de limiter les mécanismes de prolifération, de 

migration et de différentiation cellulaire. Plusieurs études ont su démontrer l’intérêt de protéger 

la MEC pour réduire les dommages cérébraux à la suite d’un AVC (Asahi et al., 2000; Khatri 

et al., 2007). Au cours de précédents travaux menés au sein du laboratoire, il a été démontré 

que l’administration intraveineuse d’un agent de la MEC, le RGTA, permettait une réduction 

du volume lésionnel ainsi qu’une récupération fonctionnelle chez le rat après ischémie cérébrale 

(Khelif et al., 2018a). Le RGTA est un analogue des HS constituants la MEC ayant l’avantage 

de résister aux dégradations enzymatiques. L’administration de cet agent permet notamment de 

maintenir l’échafaudage de la MEC durant l’ischémie, et de maintenir la biodisponibilité des 

facteurs de croissance (Barritault et al., 2017b). Par ailleurs, grâce à cette propriété, le RGTA a 

déjà été démontré comme étant un agent de régénération tissulaire efficace dans divers modèles 

de lésion : gingivale, osseuse, cutanée, musculaire, tendineuse et oculaire (Barritault et al., 

2017b). Plusieurs protocoles ont été réalisés chez le rat soumis à une OACM transitoire afin de 

déterminer la dose ainsi que le temps d’injection permettant une efficacité optimale de ce 

traitement (Khelif et al., 2018a). Toutefois, dans toutes ces études, le RGTA était administré 

par voie intraveineuse. Or, de nombreux avantages se dégagent d’une administration par voie 

intra-carotidienne : étant donné que l’injection se fait directement au niveau du tissu cible, la 

biodisponibilité du traitement n’en est que plus forte et plus rapide par rapport à une injection 
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intraveineuse. Cela signifie également que le traitement n’a pas à passer par la circulation 

systémique avant d’atteindre le tissu cible, et que la quantité de produit nécessaire à l’effet 

pharmacologique peut être réduite. En conséquence, le coût économique, mais également les 

éventuels risques de toxicité du traitement s’en trouvent réduits. De plus, l’émergence des 

nouvelles techniques de reperfusion par voie intra-artérielle facilitent cette voie 

d’administration. En effet, la thrombectomie nécessite un accès artériel. Ainsi, au moment de 

l’injection d’un nouveau traitement, aucune chirurgie supplémentaire n’est nécessaire puisque 

la voie d’administration est déjà en place (Abou-Chebl, 2013; Maniskas et al., 2015).  

Toutefois, la question de son efficacité subsiste. C’est pourquoi, afin de déterminer la voie 

d’administration optimale du RGTA, nous avons réalisé une étude d’effet-dose de RGTA 

injecté par voie intra-carotidienne après ischémie cérébrale chez le rat. Pour cela, 6 doses 

différentes de RGTA ont été testées, et les dommages cérébraux ont été évalués par IRM à 2 

jours et 14 jours après ischémie.  

2 Matériel et méthodes 

Les protocoles ont été approuvés par le comité d’éthique régional (APAFiS #18450) et 

réalisés au sein du GIP CYCERON (Caen, France, numéro d’agrément : FA- 118-001). 

L’ensemble des expérimentations et des analyses ont été réalisées en aveugle et de façon 

randomisées selon les recommandations ARRIVE (Animal Research Reporting of In Vivo 

Experiments). 

2.1 Animaux utilisés 

Les animaux inclus dans cette étude sont des rats mâles de souche Sprague Dawley (SD) 

(CERJ, France) pesant entre 250 et 300g au moment de l’induction de l’ischémie. Les animaux 

sont hébergés dans une animalerie agréée (CURB, France) maintenue à température (22 °C) et 

hygrométrie (55 %) constantes. L’eau et la nourriture ont été distribuées ad libitum tout au long 

du protocole.  

2.2 I du tio  de l’is h ie ale  

Chez tous les animaux, l’ischémie cérébrale est induite par OACM transitoire. Ce modèle 

d’induction intraluminal, largement utilisé en recherche préclinique en raison de sa forte 

homologie avec la situation clinique (Bouët et al., 2007; Quittet et al., 2015a; Shahjouei et al., 

2016; Khelif et al., 2018a), a initialement été développé par les travaux de Koizumi et 
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collaborateurs en 1986 (Koizumi et al., 1986), avant d’être modifié par Longa et collaborateurs 

quelques années plus tard (Longa et al., 1989). Pour commencer, l’animal est anesthésié par 

inhalation de 5 % d’isoflurane dans un mélange O2/N2O (ratio 1/3). Une fois l’anesthésie 

induite, le rat est positionné en position dorsale et maintenu sous anesthésie à 2.5 % 

d’isoflurane. Une incision d’environ 2cm est réalisée au niveau du côté droit du cou pour 

dégager un accès aux carotides (commune, interne et externe). Une fois les carotides isolées, 

des ligatures temporaires sont placées autour de la partie distale de l’artère carotide externe 

(ACE), et des parties proximales de l’artère carotide commune (ACC) et de l’artère carotide 

interne (ACI) afin d’interrompre le flux sanguin au niveau de l’intersection entre ces trois 

artères. L’ACE est ensuite partiellement incisée afin de permettre l’insertion d’un embole 

réalisé à partir d’un embout en silicone (0.39mm de diamètre et 3-4mm de longueur) positionné 

à l’extrémité d’un filament de nylon (Doccole, USA). Une fois l’embole introduit, l’ouverture 

de l’ACE est fermement ligaturée tandis que la ligature de l’ACI est relâchée en prévision du 

passage de l’embole. L’ACE est alors sectionnée dans sa partie distale et alignée avec l’ACI. 

De cette façon, l’embole peut être délicatement poussé jusqu’à l’obstruction de l’ACM (Figure 

43). Suite à cette procédure, les animaux sont placés en cage de réveil.  

 

Figure 43 : Occlusion intraluminale de l’artère cérébrale moyenne (OACM). A : Mise en place des 
ligatures et incision de l’ACE. B : Insertion de l’embole jusqu’à l’ACM. ACA : artère cérébrale 

antérieure ; ACC : artère carotide commune ; ACE : artère carotide externe ; ACI : artère carotide 
interne ; ACM : artère carotide moyenne ; APP : artère ptérigo palatine (Rousselet et al., 2012) 

 

Une heure après l’induction de l’ischémie, les animaux sont de nouveau anesthésiés puis 

l’embole est retiré afin de permettre une reperfusion. Les plaies sont ensuite suturées, et les 

animaux reçoivent 5 mL de sérum physiologique en intrapéritonéale afin de maintenir une 

bonne hydratation après le réveil. Deux autres doses seront injectées les 2 jours suivant la 

chirurgie. L’analgésie est assurée par l’administration de lidocaïne en gel (Aguettant®) au 
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niveau de la zone du cou incisée, et l’injection sous-cutanée de 0.02 mg/kg de buprénorphine 

(Buprécare® 0,3 mg/mL Axience®). Après leur réveil, les animaux sont redéposés dans leur 

cage d’hébergement dans laquelle des coupelles contenant de l’eau et des aliments ramollis sont 

mis à disposition. 

2.3 Administration du RGTA par voie intra-artérielle 

Pour l’injection intra-artérielle du traitement, aucune chirurgie supplémentaire n’est 

nécessaire. Une heure après l’induction de l’ischémie, juste après la reperfusion, un cathéter 

effilé est introduit à la place de l’embole, sur environ 2 cm de sorte à atteindre l’ACI. Au moyen 

d’une seringue Hamilton de 50 µl et d’un pousse seringue, 50 µl de RGTA sont administrés 

selon un débit de 25 µl/min suivi d’1 min de pause. Le cathéter est ensuite délicatement retiré 

et le moignon de l’ACE est éléctrocoagulée. Les animaux contrôles reçoivent une solution 

saline (0.9 % NaCl) de la même façon.  

Afin d’évaluer l’effet-dose du traitement, différentes doses de RGTA ont été testées : 0.24 

µg, 0.74 µg, 2.22 µg, 6.66 µg, 20 µg et 60 µg. Ces doses ont été déterminées selon les résultats 

obtenus lors de l’étude de la dose optimale par voie intraveineuse.  

2.4 Analyses IRM 

Les effets du traitement sur l’évolution de la lésion ischémique sont évalués par analyse 

IRM à 2 jours, et 14 jours post-ischémie (7T, PharmaScan®, Bruker BioSpin, Ettlingen, 

Germany, plateforme d’imagerie CYCERON, Caen, France). L’antenne utilisée est une antenne 

1H réseau phasé en reception uniquement pour cerveau de rat. Une fois encore, l’anesthésie est 

induite par inhalation de 5% d’isoflurane dans un mélange O2/N2O puis maintenue à 2.5 % 

d’isoflurane le temps des séquences IRM. Une séquence T2 anatomique est utilisée afin de 

visualiser l’œdème vasogénique présent en phase subaigüe et chronique. Pour chaque animal, 

20 coupes recouvrant la totalité du cerveau sont obtenues par une acquisition rapide en echo de 

spin (RARE 8, TR/TE = 5000/16.25 msec, 2 répétitions, 256 x 256 pixels, FOV = 3,84 x 3,84 

cm, résolution = 0,15 x 0,15 x 0,75 mm3). Les images sont ensuite analysées grâce au logiciel 

ImageJ® Wayne (Rasband, NIMH, Maryland, USA). Un contour manuel est effectué pour 

mesurer le volume total du cerveau, des hémisphères, et de la lésion cérébrale. Le volume 

lésionnel obtenu est ensuite corrigé de l’œdème présent selon la formule suivante (Gerriets et 

al., 2004a). 
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% HLVc =  HVc − HVi + LVuHVc  x  

HLV : Volume d’hémisphère touché par la lésion, 

HLVc : Volume d’hémisphère touché par la lésion corrigé de l’œdème 

HVc : Volume de l’hémisphère controlatéral 

HVi : Volume de l’hémisphère ipsilatéral 

LVu : Volume de lésion non corrigé de l’œdème 

2.5 Analyses statistiques 

L’ensemble des données obtenues a été analysé par une analyse de variance (One-way 

ANOVA) suivie d’un test HSD de Tukey (JMP®, SAS Institute, Cary, NC, USA). Le seuil de 

significativité a été fixé à une p-value de 0.05. Les données présentées sont exprimées en 

moyenne ± écart type à la moyenne (SEM).  

2.6 P oto ole g al de l’ tude  

Six doses de RGTA ont été testées au cours de cette étude sur un total de 65 rats répartis de 

la façon suivante : 0.24 µg (n=9), 0.74 µg (n=7), 2.22 µg (n=12), 6.66 µg (n=9), 20 µg (n=8), 

60 µg (n=8), et 12 animaux contrôles ayant reçu une solution saline. Des examens IRM ont été 

réalisés 2 jours, et 14 jours après l’induction de l’ischémie afin d’évaluer l’évolution des 

dommages cérébraux (Figure 44).  

J  J  J 4 

RGTA i.a.  

h  

OACM h 

IRM IRM 

Figure 44 : Protocole général de l’étude 1. IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique ; OACM : 
Occlusion de l’Artère Cérébrale Moyenne ; RGTA : ReGeneraTing Agent  
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3 Résultats 

3.1 Données IRM 

Les analyses IRM réalisées 2 jours post-ischémie indiquent une réduction significative du 

volume lésionnel chez les animaux traités par 2.22 µg de RGTA par rapport aux animaux du 

groupe contrôle (One-way ANOVA, p<0.05) (Figure 48A, 48B). Cette réduction s’élève à près 

de 42 % (Tableau 1). En effet, chez les animaux contrôles, l’OACM induit une lésion qui atteint 

45 ± 13.1 % de l’hémisphère ipsilatéral 2 jours après l’ischémie (Figure 45B). Cette lésion 

atteint systématiquement le néocortex, le striatum, l’amygdale ainsi que l’hypothalamus latéral 

des rats (Figure 45A). Les animaux traités par 2.22 µg de RGTA présentent dans l’ensemble 

des lésions plus petites, représentant 26.3 ± 16.5 % de l’hémisphère ipsilatéral 2 jours après 

l’ischémie (Figure 45B). Chez ces animaux, l’amygdale et l’hypothalamus sont davantage 

épargnés, et les lésions du néocortex sont moins étendues. Bien que le seuil de significativité 

ne soit pas atteint, une injection de 6.66 µg de RGTA induit tout de même une réduction de 31 

% du volume lésionnel par rapport au groupe contrôle avec une lésion occupant 30.9 ± 12.2 % 

de l’hémipshère ipsilatéral (Tableau 2) (Figure 45B). Les animaux de ce groupe semblent avoir 

un néocortex préservé par rapport aux animaux contrôles. En comparaison, on peut constater 

que le profil lésionnel des animaux appartenant aux autres groupes s’approche d’avantage du 

groupe contrôle (Figure 45A).  

Quatorze jours après l’ischémie, la diminution du volume lésionnel des animaux traités par 

2.22 µg de RGTA se maintient de manière statistiquement significative avec une lésion 41 % 

plus petite que chez les animaux contrôles (One-way ANOVA, p<0.05) (Figure 45A, 45C) 

(Tableau 2). Celle-ci représente 17.1 ± 10.9 % de leur hémisphère ipsilatéral, contre 29.3 ± 6.5 

% chez les animaux contrôles (Figure 45C).  
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Tableau 2 : Réduction du volume lésionnel par rapport aux animaux contrôles.  

 Réduction du volume lésionnel  

 Jour 2 Jour 14 

0,24 µg 9 % 6 % 

0,74 µg 16 % 18 % 

2,22 µg 42 % 41 % 

6,66 µg 31 % 33 % 

20 µg 20 % 27 % 

60 µg 31 % 36 % 

1.1 Mortalité 

Durant la totalité de l’étude, la mortalité des rats traités par le RGTA (toutes doses 

confondues) et des rats contrôles s’élève respectivement à 20 et 21 % (Tableau 3). Bien 

qu’aucune autopsie n’ait été réalisée post-mortem sur les animaux décédés, cette mortalité peut 

être attribuée à la pression intracrânienne liée à un œdème massif causé par l’AVC. Il s’agit 

d’une cause de mortalité inhérente au modèle d’induction d’ischémie choisi pour cette étude.  

Figure 45 : Effet-dose d’une injection intra-artérielle de RGTA sur la neuroprotection post-ischémique. 
(A) Images IRM représentatives à 2 jours et 14 jours après l’ischémie. La lésion est entourée par des pointillés ; 
(B) Volume lésionnel à 2 jours post-ischémie. (Contrôle n= 12; RGTA (0.24 µg n= 9; 0.74 µg n = 7; 2.22 µg n 
= 12; 6.66 µg n = 9; 20 µg n= 8; 60 µg n = 8) (*One-way ANOVA suivi d’un test HSD de Tukey p < 0.05) ; 
(C) Volume lésionnel 14 jours post-ischémie (Contrôle n= 12; RGTA (0.24 µg n = 8; 0.74 µg n = 5; 2.22 µg n 
= 11; 6.66 µg n= 6; 20 µg n= 7; 60 µg n = 8)) (*one-way ANOVA suivi d’un test HSD de Tukey, p < 0.05). 
Toutes les données sont des moyennes ± SEM. 
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Tableau 3 : Taux de mortalité des animaux après ischémie cérébrale 

Groupes 
Nombre 

d’animaux inclus à 
J0  

Nombre de décès  Taux de mortalité  

Contrôle 15 3 20 %  

RGTA 58 13 21 %  

 

4 Discussion 

La thérapie matricielle à base de RGTA est un nouveau traitement prometteur pour 

améliorer la neuroprotection et la récupération fonctionnelle après un AVC (Khelif et al., 2018). 

Toutefois, la voie d’administration optimale de RGTA reste inconnue dans le cadre de cette 

pathologie. C’est pourquoi dans cette étude, nous avons évalué les effets sur la neuroprotection 

post-ischémique de différentes doses de RGTA après une injection intra-artérielle chez le rat.  

Nous avons démontré qu’une injection intra-artérielle de RGTA offrait une neuroprotection 

durant la phase aiguë, persistant jusqu’en phase chronique. Parmi les 6 doses testées, la dose 

optimale apparaît être de 2.22 µg en induisant une réduction du volume lésionnel de 45 %, 

réduction similaire à celle obtenue avec la dose optimale de RGTA après une injection 

intraveineuse (Khelif et al., 2018). Ainsi, une injection intra-artérielle de RGTA permet 

d’atteindre la même efficacité qu’une injection intraveineuse sur la réduction du volume 

lésionnel. Toutefois, dans le cas présent, une quantité bien moindre du produit est nécessaire 

pour atteindre ce résultat. A ce jour, aucun effet secondaire du RGTA n’a été rapporté suite à 

ses autres utilisations cliniques chez plus de 100 000 patients. Cependant, ces utilisations ne 

requièrent qu’un traitement topique et de faibles doses. Dans le cadre du traitement de 

l’ischémie cérébrale, une injection intra-veineuse de RGTA chez l’Homme requerrait une dose 

plus importante du produit, ce qui pourrait présenter un risque de toxicité plus élevé. De ce fait, 

la voie intra-artérielle permet de réduire le risque d’effets indésirables en clinique grâce à 

l’injection d’une plus faible quantité de RGTA, tout en préservant son efficacité.  

Par ailleurs, la mortalité des animaux traités par le RGTA dans cette étude est de 20 %. Il 

en va de même pour les animaux contrôles ainsi que pour les animaux traités par voie 

intraveineuse (Khelif et al., 2018). Il s’agit du taux de mortalité couramment retrouvé après 

l’induction d’une OACM chez ce modèle animal. En effet, la mort des animaux est 

généralement la conséquence d’un œdème cérébral massif qui survient après la procédure 
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chirurgicale. Ce résultat suggère donc que l’administration intra-artérielle de RGTA n’entraîne 

aucune toxicité, au même titre que la voie intraveineuse.  

On pourrait penser que l’efficacité du RGTA augmente de façon proportionnelle à la dose 

injectée. Toutefois, nos résultats témoignent d’une réduction des effets bénéfiques du RGTA 

pour les doses supérieures à 2.22 µg. En effet, le RGTA a la capacité de se lier à différents 

facteurs de croissance, tout en les préservant d’une dégradation enzymatique. Ce faisant, il 

augmente leur biodisponibilité et favorise leur présentation aux récepteurs membranaires au 

niveau du site lésionnel. Cependant, un excès de RGTA pourrait limiter ses effets bénéfiques 

en attirant les facteurs de croissance déjà liés à leurs récepteurs, les éloignant ainsi du site 

lésionnel (Barritault et al., 2017).  

Grâce aux études antérieures réalisées au laboratoire, nous en savons un peu plus sur les 

mécanismes d’action du RGTA durant une ischémie. Tout d’abord, il a été démontré que le 

RGTA permettait de réduire la perméabilité de la BHE induite par une ischémie (brevet déposé 

en 2019). Durant la phase aiguë d’une ischémie, l’activation de MMP-9 entraîne la rupture de 

la BHE en dégradant la lame basale qui la constitue (Kim & Han, 2006). Le RGTA est un 

mimétique des HS de la MEC ayant la particularité de pouvoir résister aux dégradations 

enzymatiques. Ainsi, en remplaçant les HS dégradés il permet de restaurer et de maintenir la 

structure matricielle dans les tissus (Barritault et al., 2017). Nous pouvons donc supposer que 

le RGTA permet de maintenir l’intégrité de la lame basale, ce qui limite la rupture de la BHE. 

D’autre part, il a été démontré que l’administration de RGTA engendrait une augmentation de 

l’expression du VEGF et d’Ang-2 qui s’accompagne d’une augmentation de l’angiogenèse et 

de la neurogenèse durant la phase chronique post-ischémique (Khelif et al., 2018).  

Au cours de cette étude, nous n’avons pas réalisé de suivi des déficits comportementaux. 

Cependant, nous savons qu’une amélioration de la récupération fonctionnelle a été observée à 

la suite d’une injection intraveineuse de RGTA. Dans cette étude, nous avons démontré que la 

réduction du volume lésionnelle était identique entre les animaux traités par voie intraveineuse, 

et les animaux traités par voie intra-artérielle. De plus, les expérimentations ont été réalisées 

sur le même modèle animal, avec le même modèle d’induction d’ischémie, et les mêmes 

conditions d’expérimentation. Nous pouvons donc supposer qu’une injection intra-artérielle de 

RGTA permet également d’améliorer la récupération fonctionnelle. Toutefois, des études 

complémentaires sont nécessaires afin de vérifier cette hypothèse.  
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En résumé, nous avons démontré dans cette étude que l’administration de RGTA par voie 

intra-artérielle après une ischémie focale chez le rat nous permettait d’obtenir les mêmes effets 

neuroprotecteurs que ceux observés à la suite d’une injection intraveineuse. Il est intéressant de 

noter que pour un résultat identique, la voie intra-artérielle permet d’utiliser une dose beaucoup 

plus faible du produit, ce qui permet de réduire de façon non négligeable le coût de traitement 

ainsi que les risques de toxicité chez d’autres espèces. Pour ces raisons, nous avons choisi de 

garder cette voie d’administration pour les futures études chez le marmouset.  
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ÉTUDE 2 - Étude de la combinaison de CSMs et de RGTA 
sur la neuroprotection et la récupération fonctionnelle 
après ischémie cérébrale chez le rat présentant une 
hypertension artérielle chronique 
 

1 Co te te de l’ tude 

Parmi les nombreuses pistes thérapeutiques étudiées pour améliorer la neuroprotection et 

la neurorégénération après un AVC, les traitements à base de cellules souches, notamment les 

CSMs, semblent très prometteurs aussi bien chez l’animal que chez l’Homme. L’efficacité de 

cette thérapie reposerait principalement sur les capacités des CSMs à sécréter divers facteurs 

neurotrophiques et à pouvoir migrer vers le site lésionnel (Toyoshima et al., 2017). Il a ainsi 

été démontré chez l’animal que l’injection de ces cellules après une ischémie cérébrale 

permettait de réduire le volume lésionnel en favorisant les mécanismes de neurogenèse, 

d’angiogenèse et de synaptogenèse (Chen et al., 2003). Toutefois, un évènement majeur 

empêche le fonctionnement optimal de cette thérapie. En effet, comme nous l’avons vu 

précédemment, une ischémie engendre la destruction de la MEC au niveau du site lésionnel. 

Or, la MEC constitue l’échafaudage cellulaire permettant la communication cellulaire et 

l’ancrage des cellules souches. Sa dégradation limite donc grandement la survie des cellules 

injectées au niveau du site lésionnel (Brenneman et al., 2010). Ainsi, la recherche s’oriente 

désormais vers l’utilisation de supports permettant de fournir un environnement favorable aux 

CSMs, afin d’optimiser leur survie et donc leur efficacité. C’est ainsi que des hydrogels 

constitués de GAGs enrichis avec des HS ont montré leur intérêt pour favoriser la survie des 

cellules implantées après une ischémie focale chez la souris (Zhong et al., 2010).  

La thérapie matricielle que nous étudions, à base de RGTA, permet également de stabiliser 

la structure de la MEC après une ischémie cérébrale (Khelif et al., 2018). De plus, il a été 

montré in vitro que le RGTA augmentait la survie, la prolifération ainsi que la migration des 

CSMs (Frescaline et al., 2012). Nous avons donc émis l’hypothèse que le RGTA pourrait 

également potentialiser les effets bénéfiques des CSMs dans le cadre d’une ischémie cérébrale. 

Des études préliminaires réalisées au laboratoire sur des rats normotendus ont effectivement 

démontré qu’une injection de RGTA suivie d’une co-injection de RGTA et de CSMs 24 h après 

l’ischémie permettait d’obtenir une réduction du volume lésionnel et une récupération 

fonctionnelle plus importante qu’avec une injection de RGTA ou de CSMs seuls (résultats 



ÉTUDE 2 

 

115 
 

soumis pour publication– Annexe 1). L’étude présentée ci-dessous cherche à valider 

l’hypothèse de l’efficacité de ce double traitement chez des rats présentant un facteur de risque 

et aggravant de l’ischémie : l’hypertension artérielle. J’ai eu l’opportunité de collaborer sur 

cette étude, en réalisant les analyses des données IRM ainsi que les tests comportementaux. 

 

2 Matériel et méthodes 

Les protocoles ont été approuvés par le comité d’éthique régional (APAFiS #4410) et sont 

réalisés au laboratoire d’expérimentation et d’imagerie GIP Cyceron (Caen, France, numéro 

d’agrément : FA-118-001). L’ensemble des expérimentations et des analyses a été réalisées en 

aveugle et de façon randomisée selon les recommandations ARRIVE (Animal Research: 

Reporting of In Vivo Experiments). 

2.1 Animaux utilisés 

Les animaux inclus dans cette étude sont des rats mâles de souche Spontaneously 

Hypertensive Rats (SHR) (CURB) pesant entre 300 et 350g au moment de l’induction de 

l’ischémie. Les animaux sont hébergés dans une animalerie agréée (CURB, France) maintenue 

à température (22 °C) et hygrométrie (55 %) constantes. L’eau et la nourriture ont été 

distribuées ad libitum tout au long du protocole.  

2.2 I du tio  de l’is h ie ale 

Chez tous les animaux, l’ischémie cérébrale est induite par une OACM transitoire d’1 h, 

comme décrite précédemment en partie 2.2 de l’étude 1.  

2.3 Extraction et culture des CSMs 

Les CSMs sont extraites des fémurs et tibias de rats SD (mâles 12 semaines, CERJ, France). 

Les animaux sont euthanasiés par inhalation d’une dose létale d’isoflurane 5 % dans un mélange 

O2/N2O (ratio 1/3). Après l’extraction des os, sous une hotte à flux laminaire, ceux-ci sont 

placés dans un bain d’alcool, suivi d’un bain de pénicilline-streptomycine, puis rincés dans une 

solution tampon de phosphate (PBS, phosphate buffer saline). Les épiphyses sont coupées et la 

moelle osseuse est récupérée en propulsant par des allers-retours dans la lumière osseuse du 

milieu de culture à 37 °C composé de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) dans du milieu 

αMEM (Eagle’s minimal essential medium) complet (2 mM de glutamine et de 1 % de 

pénicilline-streptomycine), à l’aide d’une aiguille de 21 Gauge. 
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Les cellules extraites sont réparties dans des boites de culture (1 T75 par patte). Les cellules 

sont incubées à 5 % de CO2 et 21 % d’O2 à 37 °C. Après 1-2 jours, les T75 sont délicatement 

secouées, rincées 2 fois avec du PBS puis le milieu est remplacé par du milieu complet 

complémenté à 20 % de SVF, éliminant ainsi les cellules hématopoïétiques non-adhérentes 

contrairement aux CSMs. L’opération est renouvelée à J7. Dès que les cellules sont à 90% de 

confluence, deux rinçages sont réalisés avec du PBS sans Ca2+ ni Mg2+ puis les cellules sont 

décollées à l’aide de trypsine (0,25 %-EDTA). Dès le décollement du tapis cellulaire, du milieu 

complet 10 % SVF (2 fois le volume de trypsine) est ajouté. Les cellules sont récupérées, et 

centrifugées à 300 g/minutes pendant 5 minutes. Le surnageant est délicatement aspiré et le 

culot est dilué dans du milieu complet 10 % SVF. Les cellules sont réensemencées à une densité 

cellulaire de 5.105 cellules par T75. Les cellules sont maintenues en culture dans du milieu 

complet 10 % SVF dans un incubateur à 5% CO2 et 21 % d’O2 à 37°C. Elles sont utilisées après 

3-4 passages. 

2.4 Administration du RGTA seul 

Dans ce protocole, le RGTA est injecté par voie intraveineuse. Pour cela, une veine de la 

queue est isolée puis un cathéter effilé y est introduit sur environ 2 cm afin de permettre 

l’administration de 300 µL de RGTA (1.5 mg/kg). Afin que tout le produit parte bien dans la 

circulation sanguine, 0.1 mL de sérum physiologique sont administrés à la suite du RGTA. Le 

cathéter est ensuite retiré, la veine électrocoagulée, et l’incision suturée.  

2.5 Co-administration des CSMs et du RGTA 

La co-administration des CSMs/RGTA est réalisée 24 h après l’ischémie. L’animal est de 

nouveau anesthésié par inhalation d’isoflurane 5% dans un mélange O2/N2O pendant environ 3 

minutes, puis maintenu à 2.5 % d’isoflurane pendant la chirurgie. Les CSMs et le RGTA sont 

injectés par voie intraveineuse. Comme précédemment, un cathéter effilé est placé dans une 

veine caudale sur environ 2 cm. Une solution de 300 µL contenant 3.106 de CSMs et 1.5 mg/kg 

de RGTA dans du PBS glutamine 2 mM est administrée suivie de 0.1 mL de serum 

physiologique afin de s’assurer de son passage complet. Le cathéter est ensuite retiré, la veine 

électrocoagulée, et l’incision suturée. Une dose de 0.02 mg/kg de buprénorphine (Buprécare® 

0,3 mg/ml Axience®) est injectée puis l’animal est replacé dans sa cage. 
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2.6 Analyses IRM 

Un suivi IRM a été réalisé au 2ème et 14ème jour après ischémie. Des séquences T2 ont été 

utilisées comme décrit dans le paragraphe 2.4 de l’étude 1.  

2.7 Tests comportementaux 

Les rongeurs étant naturellement non latéralisés pour des tâches de redressement, une des 

conséquences de l’ischémie cérébrale est la latéralisation des animaux. Cette latéralisation peut 

être évaluée grâce au test du cylindre (Schallert et al., 2002) et au test du coin (Schallert et al., 

2000). 

2.7.1 Test du cylindre 

Le rat est placé à l’intérieur d’un cylindre en plexiglas transparent de 30 cm de haut et 

20 cm de diamètre, et lors de 20 redressements consécutifs, l’examinateur note quelle patte 

utilise l’animal en premier pour s’appuyer contre la paroi (Figure 46). Un animal sain utilise 

ses deux pattes autant l’une que l’autre. Le nombre de contacts bilatéraux, c’est-à-dire lorsque 

les deux pattes rentrent en contact en même temps avec la paroi, est également comptabilisé. 

Ce test a été effectué à 2 semaines, 4 semaines et 6 semaines post-ischémie.  

 

Figure 46 : Dispositif du test du cylindre. Le rat est placé dans un cylindre en plexiglas transparent. 
Lorsque celui-ci se redresse, l’examinateur note quelle patte sert d’appui en premier contre la paroi. 

 

2.7.2 Test du coin 

Le dispositif de ce test est constitué de deux planches fixées entre elles de sorte à former 

un angle de 30°. Ce coin ainsi formé permet de stimuler le comportement exploratoire du rat 

(Figure 47). Lorsque celui-ci arrive au bout du dispositif, les vibrisses de l’animal sont stimulées 

des deux côtés ce qui aura pour conséquence un retournement du rat. Le nombre de 

retournement de chaque côté (ipsilatéral et controlatéral) sont comptabilisés au cours de 10 
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essais espacés de 2 minutes chacun. L’index de latéralisation est ensuite calculé de la façon 

suivante (Haelewyn et al., 2007) :  

𝐼 𝑥  é 𝑖 𝑖 =  𝑁     ô é 𝑖 𝑖 é − 𝑁     ô é é𝑁    𝑥  

 

Figure 47 : Test du coin. Deux planches forment un angle de 30°. Après que l’animal a exploré le coin, 
l’expérimentateur note de quel côté l’animal se retourne.  

 

2.7.3 Test du et ait de l’adh sif 

Ce test évalue la négligence sensorimotrice après une ischémie cérébrale et permet plus 

précisément de mesurer le phénomène d’extinction tactile (c’est-à-dire l’insensibilité d’un côté 

du corps lors d’une stimulation bilatérale simultanée, alors que la perception peut être normale 

lorsque les côtés sont stimulés individuellement). Pour cela, un morceau d’adhésif d’environ 

1x1 cm est placé sur les paumes de chaque patte antérieure de l’animal. Entre chaque essai, et 

chaque animal, l’expérimentateur prend soin de randomiser l’ordre de placement des adhésifs 

(entre patte gauche et droite). L’animal est ensuite placé dans une boîte en plexiglas de 20 x 25 

x 32 cm à laquelle il aura préalablement été habitué pendant 2 minutes. Un miroir incliné, 

déposé à côté de la boîte permet de faciliter les observations. L’examinateur note ensuite le 

temps que va mettre le rat à détecter l’adhésif. Généralement, cela se traduit par une secousse 

de la patte ou par un contact entre la patte et la bouche. Le temps que va mettre l’animal à retirer 

l’adhésif (au moins au ¾) est ensuite noté. Le temps maximal accordé à l’animal est de 120 

secondes. Passé ce délai, l’essai est arrêté. Avant la chirurgie, les animaux sont entraînés 

pendant 5 jours consécutifs, à raison d’un essai par jour. La moyenne des 3 dernières 

performances est utilisée comme valeur pré-ischémique de référence. Après la chirurgie, les 

animaux réalisent le test durant 5 jours consécutifs durant les semaines étudiées, et la moyenne 
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des performances des 3 derniers essais est utilisée. Ce faisant, le biais pouvant être causé par 

un réapprentissage de l’exercice peut être limité.   

2.8 Analyses statistiques 

Les données IRM ont été analysées par un test t de Student (JMP®, SAS Institute, Cary, 

NC, USA). L’ensemble des données comportementales obtenues a été analysé par une analyse 

de variance (One-way ANOVA) suivie d’un test HSD de Tukey (JMP®, SAS Institute, Cary, 

NC, USA). Le seuil de significativité a été fixé à une p-value de 0.05.  

2.9 Protocole général de l’ tude 2 

 Cette étude s’est déroulée en deux temps. Dans un premier temps, 26 rats ont été utilisés 

afin d’évaluer les effets d’une injection de RGTA seul après une ischémie cérébrale sur des rats 

présentant une hypertension artérielle. Treize rats SHR contrôles ont reçu une injection de 

solution saline tandis que 13 autres rats SHR ont été traités par le RGTA au moment de la 

reperfusion. Dans un deuxième temps, 19 rats ont servi à l’évaluation des effets d’une co-

administration de RGTA et de CSMs après une ischémie cérébrale chez des rats hypertendus. 

Dix rats SHR servant de contrôle ont reçu une injection de solution saline, et 9 rats SHR ont 

reçu une injection de RGTA au moment de la reperfusion, suivie d’une co-injection de CSMs 

et de RGTA 24 h plus tard.  

L’effet des traitements sur la taille des lésions a été étudié par imagerie IRM (2 jours et 14 

jours après l’ischémie), et la récupération fonctionnelle a été étudiée au moyen d’un test 

comportemental pendant 4 semaines pour les animaux n’ayant reçu que du RGTA, et pendant 

6 semaines pour les animaux ayant reçu le co-traitement (Figure 48).  

 

Figure 48 : Protocole général de l’étude 2. CSMs : Cellules Souches Mésenchymateuses ; IRM : 
Imagerie par Résonnance Magnétique ; OACM : Occlusion de l’Artère Cérébrale Moyenne ; RGTA : 
ReGeneraTing Agent  
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3 Résultats 

3.1 V ifi atio  de l’h pe te sio  

Afin de s’assurer du développement d’une hypertension artérielle chez les rats SHR, 

certains rats ont subi des mesures de la pression artérielle moyenne (PA). Celle-ci est de 200 ± 

5 mmHg chez les rats SHR contre 120 ± 8 mmHg pour des rats normotendus (Figure 49). Les 

rats SHR présentent donc bien une hypertension artérielle.  

 

Figure 49 : Mesure de la pression artérielle moyenne chez les rats SHR par rapport à des rats 
normotendus (Rats hypertendus n = 12 ; Rats normotendus n = 12) (Moyenne ± SEM).  

 

3.2 Données IRM 

Tous les animaux présentent des lésions, touchant le néocortex, le striatum, la capsule 

interne, l’amygdale ainsi que l’hypothalamus latéral (Figure 50A et 50B). Les images IRM ne 

montrent aucun effet neuroprotecteur d’une injection de RGTA seul chez les animaux 

hypertendus, que ce soit à 2 jours ou à 14 jours post-ischémie, par rapport au groupe contrôle 

(Figure 50C et 50E). En revanche, on constate que les animaux traités par du RGTA combiné 

aux CSMs présentent un volume lésionnel significativement réduit de 19 % par rapport aux 

animaux contrôles (Test t de Student ; p < 0.05). Cette réduction persiste jusqu’à 14 jours post-

ischémie, avec une lésion 18 % plus petite que celle des animaux contrôles (Test t de Student ; 

p < 0.05) (Figure 50D et 50F).  
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Figure 50 : Effet de l’association de RGTA et de CSMs sur le volume lésionnel chez des rats 
hypertendus. A) et B) Images IRM représentatives obtenues à 2 jours et 14 jours post-ischémie. C) Effet 
du RGTA seul sur le volume lésionnel 2 jours après ischémie. D) Effet de la co-administration de RGTA 
et de CSMs sur le volume lésionnel 2 jours après ischémie. E) Effet du RGTA seul sur le volume 
lésionnel 14 jours après ischémie. F) Effet de la co-administration de RGTA et de CSMs sur le volume 
lésionnel 14 jours après ischémie. Les données sont toutes présentées sous forme moyenne ± SEM. 
*Test t de Student ; p < 0.05). 

3.3 Récupération fonctionnelle 

Les déficits de latéralisation et leur récupération ont été évalués grâce aux tests du cylindre 

et du coin. Les animaux ne présentaient aucun déficit à ces tests avant l’ischémie.  
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Au test du coin, un animal sans déficit aura un index de latéralisation proche de 0. On 

constate que seuls les animaux contrôles présentent une augmentation significative de la 

latéralisation 2 semaines après l’ischémie (One-way ANOVA ; p < 0.05) (Figure 51A et 51B). 

Bien que la latéralisation augmente légèrement chez l’ensemble des animaux traités, celle-ci 

n’est pas suffisante pour atteindre un seuil de significativité. Ce test semble donc dévoilé un 

effet des deux traitements sur la latéralisation.  

Au test du cylindre, un animal qui ne présente pas de déficit de latéralisation utilisera sa 

patte controlatérale à 50 %. Les rats hypertendus traités uniquement par le RGTA développent 

un déficit de latéralisation, qui se manifeste par une utilisation réduite du membre controlatéral, 

au même titre que les animaux contrôles, durant toute la durée du test (Two-way ANOVA ; p 

> 0.05) (Figure 51C). En revanche, les animaux traités par le RGTA et des CSMs utilisent 

significativement plus leur membre controlatéral durant toute la durée du test, par rapport aux 

animaux contrôles (Two-way ANOVA effet groupe p = 0.0241; effet temps p < 0.2235; effet 

temps*groupe p =0.8356). En effet, les animaux traités parviennent à maintenir une utilisation 

de leur patte controlatérale entre 40 et 50 %, tandis que le taux d’utilisation chute aux environs 

de 30 % pour les animaux contrôles (Figure 51D).  
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Figure 51 : Évaluation de la récupération fonctionnelle. Index de latéralisation obtenu grâce au test du 
coin (A) Contrôle n=13, RGTA n=13; et (B) Contrôle n=10, RGTA/CSMs + RGTA n=8 (Médiane ± 
IQR). * One-way ANOVA suivie d’un test post-hoc HSD de Tukey; p < 0.05. Évaluation du pourcentage 
d’utilisation du membre controlatéral au moyen du test du cylindre (C) Contrôle n=12, RGTA n=13; et 
(D) Contrôle n=12, RGTA/CSMs + RGTA n=8 (Médiane ± IQR); * groupe traité diffèrent du groupe 
contrôle (Two-way ANOVA, p groupe = 0.0241; p temps = 0.2235; p temps * groupe = 0.8356 suivi 
d’un test post-hoc de Dunnett p < 0.05). 

 

 Le test de l’adhésif permet d’évaluer des fonctions à la fois sensorielles et motrices. Le 

temps mis par les animaux à retirer l’adhésif collé sur la patte controlatérale a été mesuré. Avant 

l’ischémie, les rats mettent entre 40 et 60 secondes pour retirer l’adhésif. Après l’ischémie, ce 

temps est globalement maintenu par l’ensemble des animaux durant toute la période de test, et 

aucune différence de performance entre les groupes n’a été révélée (One-way ANOVA ; p > 

0.05) (Figure 52A et 52B). 
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Figure 52 : Évaluation de la récupération sensorimotrice au moyen du test de l’adhésif. Le temps mis 
par les animaux à retirer l’adhésif sur la patte controlatérale a été mesuré. (A) Contrôle n=13, RGTA 
n=13; et (B) Contrôle n=10, RGTA/CSMs + RGTA n=8 (Moyenne ± SEM) (Two-way ANOVA ; p > 
0.05).  

 

4 Discussion 

Au cours de cette étude, nous avons démontré que l’injection de RGTA (i.v) combinée à 

des CSMs (i.v) a des effets bénéfiques après une ischémie cérébrale focale chez le rat souffrant 

d’hypertension artérielle. Ces effets s’illustrent par une neuroprotection visible en phase aiguë 

et persistante en phase chronique, accompagnée d’une meilleure récupération fonctionnelle.  

Le RGTA est un mimétique des HS constituant la MEC qui a déjà prouvé son efficacité 

dans le traitement de l’ischémie cérébrale chez le rat normotendu (Khelif et al., 2018). En 

remplaçant les HS dégradés à la suite d’une ischémie, il est capable de réparer et de maintenir 

la structure matricielle, tout en assurant la biodisponibilité de différents facteurs de croissance, 
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et leur présentation aux récepteurs membranaires (Barritault et al., 2017). Lors de précédents 

travaux menés au laboratoire, il a été démontré que l’injection intraveineuse de 1.5 mg/kg de 

RGTA avait un effet neuroprotecteur sur le tissu cérébral après une ischémie chez le rat 

normotendu (Khelif et al., 2018). Une autre dose (0.5 mg/kg) a montré des effets bénéfiques 

plus importants, mais afin de pouvoir mettre plus facilement en évidence une potentialisation 

de l’effet des CSMs par le RGTA, la dose 1.5 mg/kg a été retenue pour cette étude.  

 Dans le cadre d’une ischémie cérébrale, de nombreuses études font état des effets 

bénéfiques des CSMs ( Vu et al., 2014; Toyoshima et al., 2017). Ces cellules souches agissent 

principalement via la sécrétion d’agents trophiques impliqués dans les mécanismes de 

réparation tissulaire à la suite d’un AVC (Toyoshima et al., 2017). Au cours d’une ischémie 

cérébrale, la dégradation de la MEC rend l’environnement cellulaire très hostile pour 

l’implantation de cellules souches, et 90 % d’entre elles ne survivent que quelques heures (Liu 

et al., 2011). Étant donné que le RGTA est capable de reconstruire l’échafaudage matriciel, 

l’hypothèse que le RGTA puisse améliorer la survie des CSMs, et donc leurs effets sur les 

dommages cérébraux, a émergé. Par ailleurs, cette idée est appuyée par l’étude de Frescaline et 

collaborateurs, qui a démontré in vitro qu’un traitement analogue au RGTA était capable 

d’augmenter la prolifération et la différenciation des CSMs (Frescaline et al., 2012). Ainsi, au 

cours de précédents travaux menés au laboratoire, l’effet du RGTA combiné à des CSMs a été 

étudié après ischémie cérébrale focale chez le rat normotendu (Article soumis – Annexe 1). 

Cette étude a permis de valider l’hypothèse d’une potentialisation des CSMs par le RGTA. En 

effet, il a été démontré que les animaux ayant été traités par le RGTA au moment de la 

reperfusion, suivi d’une combinaison de RGTA et de CSMs 24 h plus tard présentaient une 

meilleure neuroprotection, ainsi qu’une meilleure récupération fonctionnelle que les animaux 

n’ayant reçu que du RGTA ou que des CSMs.  

Afin d’améliorer la translation des études précliniques chez l’Homme, des comités 

d’experts suggèrent fortement l’intégration de facteurs de risques aux études chez l’animal 

(Stroke Therapy Academic Industry Roundtable (STAIR), 1999). L’hypertension artérielle est 

le premier facteur de risque de l’AVC, ainsi qu’un facteur aggravant. Pour autant, peu d’études 

le prennent en considération (Kumar, 2016). Nos résultats indiquent qu’une injection de RGTA 

seul à la dose 1,5 mg/kg n’a pas d’effet significatif sur la lésion cérébrale après ischémie chez 

le rat atteint d’hypertension artérielle, alors qu’à dose équivalente, il est neuroprotecteur chez 

le rat normotendu (Khelif et al., 2018). En effet, l’hypertension artérielle provoque un 

épaississement de la paroi des vaisseaux, ce qui entraîne une forte diminution de leur lumière. 
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Ce phénomène touche les gros vaisseaux comme les artères, et encore plus sévèrement les 

vaisseaux de plus petite taille comme les petites artères et les artérioles. De plus, l’hypertension 

artérielle engendre une raréfaction des capillaires sanguins en réduisant fortement leur densité 

spatiale (Bernard & Waeber, 2009). Ainsi, durant une ischémie cérébrale, en raison d’une quasi 

absence d’apport sanguin substitutif par les vaisseaux collatéraux, le volume de la pénombre 

est beaucoup plus faible chez les individus hypertendus que chez des individus normotendus 

(Letourneur et al., 2011). De ce fait, il reste très peu de tissu cérébral à protéger pouvant être 

ciblé par le traitement. Pour cette raison, seules 10 % des interventions thérapeutiques ayant 

montré un effet bénéfique chez l’animal normotendu parviennent à le maintenir en présence 

d’hypertension artérielle (O’Collins et al., 2013). C’est pourquoi l’hypertension artérielle 

présente chez les patients est une raison importante d’échec de translation entre les études 

précliniques, et les cas cliniques. Néanmoins, nos résultats indiquent un effet neuroprotecteur 

de la thérapie combinant RGTA et CSMs à 2 jours et 14 jours après ischémie chez les rats 

hypertendus. De plus, les résultats obtenus au test du cylindre indiquent que ce traitement 

permet de réduire à long terme les déficits de latéralisation, jusqu’à 6 semaines après l’ischémie. 

Le test du coin a également mis en avant une réduction des déficits de latéralisation après 

l’ischémie, probablement liée à la protection du tissu cérébral. Il serait toutefois intéressant de 

renouveler cette expérience en utilisant cette fois-ci la dose intraveineuse de 0.05 mg/kg de 

RGTA, qui a permis d’obtenir la neuroprotection la plus importante chez des animaux 

normotendus (Khelif et al., 2018a).  

 Chez le rat normotendu, la thérapie matricielle combinée à la thérapie cellulaire 

présentait déjà un fort potentiel thérapeutique en protégeant le tissu cérébral sur le long terme, 

tout en améliorant la récupération fonctionnelle. Dans cette étude, nous avons voulu vérifier si 

ces résultats se maintenaient chez le rat atteint d’hypertension artérielle. En raison de 

l’évolution très rapide de la lésion chez les individus hypertendus, il parait très difficile 

d’obtenir une protection du tissu cérébral efficace grâce à un traitement. La combinaison de 

RGTA et de CSMs offre une neuroprotection persistante ainsi qu’une meilleure récupération 

fonctionnelle chez les animaux hypertendus. Ces résultats soulignent d’autant plus le fort 

potentiel de cette thérapie. Afin de répondre aux recommandations des comités scientifiques, il 

serait intéressant de poursuivre cette étude chez le primate afin de valider les résultats obtenus 

chez le rongeur afin d’augmenter les chances de translation en phase clinique en cas de réussite.  
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ÉTUDE 3 - Effet du RGTA sur la neuroprotection et la 
récupération fonctionnelle après ischémie cérébrale chez le 
marmouset 

 

1 Co te te de l’ tude 

Au cours des dernières décennies, de nombreuses approches thérapeutiques visant à limiter 

les séquelles après une ischémie ont été testées, mais aucune n’a pour le moment franchi le cap 

de la mise sur le marché. Une des raisons à cet échec de transposition à l’Homme mise en avant, 

est l'utilisation de modèles animaux non-appropriés. En effet, le plus souvent les modèles 

expérimentaux sont des modèles rongeurs qui présentent un grand éloignement phylogénétique 

vis-à-vis de l’Homme. Afin d'améliorer la qualité des études précliniques et également de 

faciliter la translation à l’Homme en cas d’efficacité avérée, des comités d’experts suggèrent 

l'utilisation de modèles venant d'espèces plus proches de l'Homme, dont les PNH, pour 

confirmer les résultats observés chez les rongeurs (Stroke Therapy Academic Industry 

Roundtable (STAIR), 1999). Parmi ces PNH, le marmouset commun (Callithrix jaccus), un 

petit primate du Nouveau Monde, gagne en popularité dans le domaine des Neurosciences 

(Tokuno et al., 2012). Le succès de ce modèle animal s’explique, d’une part, par sa proximité 

phylogénétique, métabolique et anatomique avec l’Homme, mais également par sa petite taille, 

qui lui confère un avantage non négligeable d’un point de vue économique et pratique par 

rapport aux plus grands primates.  

Une étude menée chez le rat a démontré que le RGTA permettait de réduire les dommages 

cérébraux ainsi que les déficits comportementaux (Khelif et al., 2018). Afin de répondre aux 

recommandations des comités d’experts, la présente étude cherche à valider les effets 

bénéfiques du RGTA, obtenus chez le rat, chez une espèce plus proche de l’Homme : le 

marmouset. Pour cela, nous nous sommes intéressés à l’évaluation des dommages cérébraux et 

de la récupération fonctionnelle chez le marmouset commun. Pour les raisons qui ont été 

évoquées en introduction, les ischémies ont été réalisées par OACM transitoires de 3 h (Freret 

et al., 2008; Bihel et al., 2010). Au cours de l’étude précédente menée chez le rat, nous avons 

pu déterminer la dose d’efficacité optimale du traitement après une injection par voie intra-

artérielle : 2.22 µg. En nous basant sur le volume cérébral des modèles animaux, cette dose a 

pu être adaptée au marmouset. En effet, celui-ci possède un cerveau 4 fois plus volumineux que 
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celui du rat. La dose retenue chez le marmouset a donc été de 8.88 µg. L’évaluation des 

dommages cérébraux et de la récupération fonctionnelle a ensuite été réalisée durant la phase 

aiguë, subaiguë, et chronique de l’ischémie, sur une période de 28 jours.  

 

2 Matériels et méthodes 

Les protocoles ont été approuvés par le comité d’éthique régional (APAFiS #7000) et sont 

réalisés au laboratoire d’expérimentation et d’imagerie GIP Cyceron (Caen, France, numéro 

d’agrément : FA-118-001). L’ensemble des expérimentations et des analyses ont été réalisées 

en aveugle selon les recommandations ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo 

Experiments). 

2.1 Animaux utilisés 

L’ensemble des marmousets (Callithrix jaccus) inclus dans cette étude provient d’une 

animalerie agréée rattachée à notre laboratoire (CURB, France). Ils y sont hébergés en intérieur, 

avec un accès à l’eau et à la nourriture ad libitum, dans un environnement maintenu 

constamment à 24°C et 50 % d’hygrométrie, avec un cycle d’éclairage jour/nuit de 12 h.  

Quelques semaines avant le début du protocole, les marmousets sont transférés dans une 

animalerie dédiée aux animaux en cours de protocoles (GIP CYCERON, numéro d’agrément : 

FA-118-001). Cette animalerie confère les mêmes conditions de température, d’hygrométrie et 

d’éclairage que le CURB. En revanche, pour faciliter les études comportementales, les animaux 

sont isolés dans des cages individuelles mais conservent la possibilité d’interagir visuellement 

et de communiquer avec leurs congénères situés dans le même box. L’eau est distribuée ad 

libitum, mais comme certains tests comportementaux nécessitent une motivation alimentaire, 

la nourriture est retirée le matin et redistribuée en fin d’après-midi, à la fin des tests.  

Seize marmousets communs ont été inclus dans cette étude. Parmi ces 16 animaux, 8 ont 

été traités par le RGTA, 8 ont été traités avec une solution saline. Un total de 5 animaux (3 

contrôles et 2 traités par le RGTA) sont morts dans les 6 premiers jours suivant l’ischémie à 

cause d’un œdème massif provoqué par l’absence de reperfusion. En plus de ces animaux, 5 

autres marmousets ont dû être exclus du protocole avant tout traitement : 2 en raison de l’échec 

de l’induction d’une ischémie, et 3 en raison d’une hémorragie cérébrale durant la chirurgie, 

provoquée par une rupture du cercle de Willis par l’embole.  
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Toutes les caractéristiques des animaux inclus sont résumées dans le tableau suivant 

(Tableau 4).  

Tableau 4 : Informations générales des animaux inclus dans l’étude. Six marmousets ont été traités par 
le RGTA, 5 ont reçu une solution saline. Cinq marmousets sont décédés à cause d’un œdème massif 
dans les 6 premiers jours suivant l’ischémie. Cet œdème a été provoqué par l’absence anormale de 
reperfusion à la fin de la chirurgie. F : femelle ; M : mâle. 

 

2.2 I du tio  de l’is h ie ale  

La nourriture est retirée au minimum 12 h avant la chirurgie afin que l’animal soit à jeun. 

Comme chez le rat, l’ischémie cérébrale est induite par OACM transitoire, maintenue cette fois-

ci pendant 3h. L’adaptation de ce modèle d’induction d’ischémie a été réalisée avec succès chez 

le marmouset lors de travaux antérieurs réalisés au sein de notre laboratoire (Freret et al., 2008; 

Bihel et al., 2010). Pour commencer, l’animal est anesthésié par inhalation de 5 % d’isoflurane 

dans un mélange O2/N2O (ratio 1/3) et reçoit une première dose d’antalgique via l’injection 

intramusculaire de 0.04mL de tolfédine (Acide Tolfenamic, 4mg/kg, Tolfedine 4%, France). 

Une fois l’anesthésie induite, le marmouset est positionné en décubitus dorsal sur une 

couverture chauffante régulée par une sonde rectale permettant de maintenir sa température 

corporelle autour de 38 °C. Si nécessaire, une lampe est également utilisée pour réchauffer 

l’animal. Il est ensuite intubé et ventilé artificiellement par un volume respiratoire de 5mL pour 

Numéro  Matricule Sexe Âge Poids 
Traitement 

reçu 
 

1 3858156 F 5 ans 349 g Contrôle 
Protocole non finalisé pour cet animal, certaines 
données physiologiques et comportementales 

sont donc manquantes. 

2 9238 F 7 ans 368 g RGTA  

3 9291 M 7 ans 292 g RGTA  

4 4317591 F 2 ans 354 g Contrôle  

5 3731629 M 4 ans 367 g RGTA  

6 102819 F 15 ans 341 g Contrôle  

7 366073 F 2 ans 355 g RGTA  

8 3858157 M 5 ans 244 g Contrôle Mort à J5 (pas de reperfusion) 

9 4317442 M 2 ans 340 g Contrôle Mort à J1 (pas de reperfusion) 

10 9198 F 7 ans 326 g RGTA Mort à J6 (pas de reperfusion) 

11 3666062 M 2 ans 298 g Contrôle Mort à J1 (pas de reperfusion) 

12 9433 M 14 ans 324 g Contrôle  

13 3666104 M 2 ans 343 g RGTA  

14 9012 F 8 ans 306 g RGTA Mort à J1 (pas de reperfusion) 

15 4317438 M 3 ans 309 g Contrôle  

16 47200 F 2 ans 377 g RGTA  
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une fréquence de 35-40 respirations par minute, avec un mélange d’O2/N2O (ratio 1/3) et 

d’environ 2 % d’isoflurane. Deux cathéters sont ensuite installés dans l’artère et la veine de la 

queue. L’accès artériel permet ainsi un monitoring constant de la pression artérielle (PA), tandis 

que l’accès veineux permet l’installation d’une perfusion de curare (Atracurium® 0,75 

mg/kg/h). Régulièrement pendant la chirurgie, 80µl de sang sont prélevés au niveau du cathéter 

artériel pour mesurer différents paramètres sanguins : paO2 et paCO2 artérielles, hématocrites, 

hémoglobine, pH et saturation en O2. Le suivi de ces paramètres permet de pouvoir adapter la 

fréquence et le volume respiratoire en conséquence.  

Une fois toutes ces préparations réalisées, une incision d’environ 2cm est réalisée au niveau 

du côté droit du cou pour dégager un accès aux carotides (commune, interne et externe). Une 

fois les carotides isolées, des ligatures temporaires sont placées autour de la partie distale de 

l’artère carotide externe (ACE), et des parties proximales de l’artère carotide commune (ACC) 

et de l’artère carotide interne (ACI) afin d’interrompre le flux sanguin au niveau de 

l’intersection entre ces trois artères. L’ACE est ensuite partiellement incisée afin de permettre 

l’insertion d’un embole. Tous les emboles utilisés dans cette étude ont été fabriqués par nos 

soins au moyen d’un fil de nylon et de colle thermo-fusible. Pour garantir la bonne flexibilité 

de l’embole, un diamètre de 0.16 µm a été choisi pour le fil de nylon. En raison de la variabilité 

interindividuelle chez le marmouset, le diamètre de l’extrémité de l’embole en colle thermo-

fusible permettant une occlusion réussie variait entre 50 et 53 µm. Une fois l’embole introduit, 

l’ouverture de l’ACE est fermement ligaturée tandis que la ligature de l’ACI est relâchée en 

prévision du passage de l’embole. L’ACE est alors sectionnée dans sa partie distale et alignée 

avec l’ACI. L’embole est ensuite délicatement poussé jusqu’à 27mm à partir de la bifurcation 

entre l’ACI et l’ACE, ce qui permet l’obstruction de l’ACM (Figure 53).  

 

Figure 53 : Occlusion intraluminale de l’artère cérébrale moyenne chez le marmouset. ACA : artère 
carotide antérieure ; ACC : artère carotide commune ; ACE : artère carotide externe ; ACI : artère 
carotide interne ; ACM : artère cérébrale moyenne (Le Gal et al., 2017). 
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Trois heures après l’induction de l’ischémie, l’embole est délicatement retiré afin de 

permettre une reperfusion. Les plaies sont ensuite suturées, et les animaux reçoivent 5mL de 

sérum physiologique en intrapéritonéale afin de maintenir une bonne hydratation après le réveil. 

L’analgésie des animaux est assurée par l’administration de lidocaïne en gel (Chlorhydrate de 

lidocaïne, 10g, Xylocaïne® 2%) au niveau des zones du cou et de la queue incisées, et 

l’injection intramusculaire de 0.04 mL de tolfédine (Acide Tolfenamic, 4 mg/kg, Tolfedine 4%, 

France). A la fin de la chirurgie, les animaux reçoivent également un antibiotique (Cefamandole 

15 mg/kg, intramusculaire; Kefandol, France). Deux autres doses de tolfédine et de 

cefamendole seront administrées les 2 jours suivant la chirurgie. Une fois réveillé, l’animal est 

observé pendant plus d’1 h jusqu’à avoir complètement récupéré de l’anesthésie, puis est 

ramené dans sa cage dans laquelle on lui donne de la compote de fruit (à la fois facile à manger 

et permettant d’hydrater). 

2.3 Administration du RGTA par voie intra-artérielle 

Pour l’injection intra-artérielle du traitement, aucune chirurgie supplémentaire n’est 

nécessaire. Trois heures après l’induction de l’ischémie, juste après la reperfusion, un cathéter 

effilé est introduit à la place de l’embole, sur environ 2 cm de sorte à atteindre l’ACI. Au moyen 

d’une seringue Hamilton de 500 µl et d’un pousse seringue, 200 µl de RGTA sont administrés 

selon un débit de 25 µl/min suivi d’1 min de pause. Le cathéter est ensuite délicatement retiré 

et le moignon de l’ACE est électrocoagulée. La dose de RGTA injectée dans cette étude est de 

8.88µg. Les animaux contrôles quant à eux, reçoivent une solution saline (0.9 % NaCl) de la 

même façon.  

2.4 Suivi des paramètres physiologiques 

Afin d’évaluer les effets d’une injection de RGTA sur différents paramètres 

physiologiques, la pression en O2, et en CO2 artérielles (paO2, paCO2), les hématocrites, 

l’hémoglobine, le pH, la PA, la fréquence artérielle et la température rectale sont suivis 

régulièrement tout au long de la chirurgie, puis pendant 1h après l’injection du traitement ou de 

la solution saline.  

2.5 Examens IRM 

Toutes les séquences IRM utilisées dans ce protocole s’apparentent à celles employées lors 

de la prise en charge clinique chez l’Homme et développées dans l’introduction de cette thèse. 
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L’imageur utilisé est une IRM 7T pour petits animaux (7T, PharmaScan®, Bruker BioSpin, 

Ettlingen, Germany, plateforme d’imagerie CYCERON, Caen, France). L’antenne utilisée est 

une antenne 1H réseau phasé en reception uniquement pour cerveau de rat. Le jour de l’OACM, 

une imagerie en tenseur de diffusion, une angiographie, une imagerie pondérée en T2* ainsi 

qu’une imagerie pondérée en T2 sont réalisées à 30, 60, 90, 120, 150 minutes après l’occlusion, 

et juste après la reperfusion. Les animaux sont sous anesthésie, et plusieurs paramètres 

physiologiques (pression artérielle, fréquence cardiaque, température, fréquence respiratoire, et 

paramètres sanguins) sont mesurés et régulés durant toute la durée de l’examen. Ces séquences 

sont ensuite de nouveaux réalisées 7 jours et 28 jours après ischémie afin de pouvoir évaluer 

les effets du traitement sur l’évolution des dommages cérébraux.  

  

2.5.1 Séquence de diffusion (DTI) 

L’imagerie de diffusion réalisée (DTI, 30 directions de diffusion; b=1000 et b=0, 

TE/TR=32.96/5250ms, M=128x128, FOV=50x50mm, 21 coupes, épaisseur des 

coupes=1.5mm) permet d’observer la lésion à des temps très précoces. Grâce au calcul de 

l’ADC, elle permet dans un premier temps de valider la présence d’une lésion ischémique, 

visible en hyposignal, synonyme de réussite de la chirurgie (Figure 54). Durant la phase aigüe 

de l’ischémie, les images obtenues permettent de suivre l’évolution de la lésion, tout en 

s’assurant de l’absence de reperfusion spontanée avant la fin du temps d’occlusion imparti. En 

effet, une reperfusion du tissu entraîne une perte de signal d’ADC, ainsi, la séquence DTI 

réalisée juste après la reperfusion nous permet de nous assurer de la bonne recanalisation 

vasculaire. 

 

Figure 54 : Images IRM obtenues en DTI (ADC) montrant l’évolution de la lésion pendant l’OACM et 
après reperfusion. La lésion, entourée par les pointillés, est visible en hyposignal.  

 

2.5.2 Angiographie  

L’obstruction de l’artère ainsi que sa reperfusion sont visibles par angiographie du 

territoire de l’ACM (Time Of Flight, TE/TR = 4.1/15 ms, M = 256x256, FOV = 45x45 mm) 
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(Figure 55). En effet, les artères apparaissent en hyperintensité sur les images lorsque le sang y 

circule normalement.  

 

Figure 55 : Angiographie obtenue pendant l’occlusion de l’artère, et après reperfusion. L’artère occlue 
est désignée par la flèche.  

2.5.3 Imagerie pondérée en T2* 

Cette séquence nous permet de vérifier l’absence d’hémorragie cérébrale pouvant être 

provoquée par l’insertion ou le retrait de l’embole (TE/TR = 11/400 ms, M = 128x128, FOV = 

50x50 mm, 21 coupes, épaisseur des coupes = 1.5 mm) (Figure 56). Une hémorragie serait 

visible en hyposignal intense noir.  

 

Figure 56 : Image IRM obtenue après une séquence T2*. Aucun signal hypointense n’est visible, il n’y 
a donc pas d’hémorragie.  

 

2.5.4 Imagerie pondérée en T2 

Une séquence T2 anatomique en echo de spin (facteur d’accélération=8; nombre de 

répétitions = 4; TE/TR = 65/5000 ms; M = 256x256, FOV = 50x50 mm, 21 coupes, épaisseur 

des coupe =1.5 mm) est utilisée afin de visualiser en hypersignal l’œdème vasogénique présent 

en phase subaigüe et chronique (Figure 57). L’effet du traitement sur l’évolution du volume 

lésionnel peut ainsi être déterminé à 7 jours et 28 jours après ischémie. 
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Figure 57 : Images IRM obtenues par une séquence anatomique T2 montrant l’évolution de la lésion à 
7 jours (J7) et 28 jours (J28) post-ischémie. La lésion, entourée par les pointillés, est visible en 

hypersignal. Cette séquence ne permet pas de visualiser la lésion en phase aiguë (J0). 

 

2.6 Analyse des images IRM 

2.6.1 Détermination du volume lésionnel 

Le volume lésionnel est calculé à chaque temps d’imagerie, de 30 minutes à 2h30 après 

l’induction de l’ischémie sur les images DTI, puis à 7 jours et 28 jours post-ischémie sur les 

images pondérée en T2. Pour ce faire, les images sont analysées grâce au logiciel ImageJ® 

Wayne (Rasband, NIMH, Maryland, USA).  

Dans un premier temps les cartes d’ADC sont extraites des images DTI et les images de 

chaque animal et de chaque temps sont concaténées en piles de travail. Le contour des cerveaux 

est ensuite délimité manuellement (le bruit de fond étant trop important pour permettre un 

seuillage automatique), ce qui permet de soustraire les cerveaux au bruit de fond. Les contours 

sont ensuite divisés en deux piles de masques (ou régions d’intérêt) : l’une contenant 

l’hémisphère controlatéral, l’autre contenant l’hémisphère ipsilatéral. Par une méthode de 

seuillage, les ventricules (qui apparaissent en hypersignal) sont également délimités et 

soustraits aux masques des hémisphères et du cerveau entier. Les images sont ensuite 

normalisées, et le contraste augmenté de 5 %. De cette façon, toutes les coupes sont ramenées 

à des valeurs moyennes d’ADC identiques, tout en conservant les variabilités internes. Cette 

procédure permet l’utilisation d’un même seuillage de lésion pour toute la pile. Ce seuillage est 

réalisé en délimitant tous les pixels ayant une intensité en dehors des valeurs d’ADC moyennes 

± 2SD de l’hémisphère controlatéral. Une vérification manuelle est ensuite réalisée afin de 

s’assurer que la région d’intérêt ait correctement été délimitée sur toutes les images.  

Le même principe est employé pour délimiter les lésions des images en T2 réalisées 7 

jours et 28 jours après l’ischémie.   



ÉTUDE 3 

 

135 
 

Le volume lésionnel obtenu est ensuite corrigé de l’œdème présent selon la formule 

suivante (Gerriets et al., 2004). 

% 𝐇𝐋𝐕𝐜 = 𝐇𝐕𝐜 − 𝐇𝐕𝐢 + 𝐋𝐕𝐮𝐇𝐕𝐜  𝐗  

HLV : Volume d’hémisphère touché par la lésion 

HLVc : Volume d’hémisphère touché par la lésion corrigée de l’œdème 

HVc : Volume de l’hémisphère controlatéral 

HVi : Volume de l’hémisphère ipsilatéral 

LVu : Volume de lésion non corrigé de l’œdème 

2.6.2 Délimitation de la « pénombre » ischémique 

Les cartes d’ADC obtenues le jour de l’ischémie ont également permis de réaliser un 

suivi de l’évolution de la région cérébrale en souffrance mais non nécrosée en phase aiguë. Par 

exemple, en réalisant un mismatch entre les régions lésées à 30 minutes et 2h30 après 

l’ischémie, nous obtenons une région cérébrale qui n’est pas encore lésée à 30 minutes mais qui 

le sera à 2h30. Même s’il s’agit là d’un léger abus de langage, nous qualifierons cette région de 

« pénombre ». En réalisant ces mismatch, la « pénombre » a ainsi pu être délimitée à 30 

minutes, 1h, 1h30 et 2h après l’ischémie (Figure 58).  

 

Figure 58 : Schématisation des mismatch réalisés sur les cartes d’ADC obtenues entre 30 minutes et 
2h30 après ischémie. Les différences entre les volumes lésionnels ont ainsi permis l’obtention de la 
« pénombre » ischémique à chaque temps.  
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2.6.3 Analyses des valeurs absolues des séquences DTI 

A partir de chaque séquence DTI réalisée à chaque examen IRM (du jour de l’ischémie 

jusqu’à la fin du protocole), les images de diffusions sont reconstruites en carte d’ADC, de FA, 

de RD et d’AD. Les valeurs absolues (en intensité de gris) de chacune de ces cartes ont été 

mesurées à l’intérieur des régions d’intérêt recouvrant la lésion et la pénombre précédemment 

délimitées.  

2.7 Tests comportementaux 

Les tests présentés ci-dessous servent à évaluer les effets du traitement sur les déficits 

fonctionnels et leur éventuelle récupération jusqu’à 28 jours après une ischémie cérébrale. La 

veille de la chirurgie, les animaux sont évalués sur l’ensemble des tests. Ces données serviront 

ensuite de référence pré-ischémique. Tous les tests basés sur une observation libre des animaux 

ont été réalisés au moyen d’une caméra de surveillance située dans le box où l’animal est 

hébergé. De cette façon, la présence de l’expérimentateur ne peut biaiser leur comportement.  

2.7.1 Habituation et entraînements 

Le marmouset est par nature un animal curieux mais très craintif. C’est pourquoi la 

confrontation avec un nouvel environnement, un nouvel expérimentateur, ou de nouveaux 

objets peut vite se révéler très stressante pour lui. Or, certains des tests présentés ci-dessous ne 

peuvent être réalisés que si l’animal est enclin à travailler, ce qui peut s’avérer très compliqué 

lorsqu’il présente un comportement anxieux et agité. C’est pourquoi avant même de débuter 

l’apprentissage des tests, il est primordial de laisser au marmouset un temps d’habituation d’au 

moins 1 mois à son nouvel environnement (nouvelle cage, nouvelle animalerie, nouveaux 

congénères après son transfert de l’animalerie d’élevage à l’animalerie de protocoles). Les 

marmousets sont ensuite familiarisés à l’expérimentateur. Pour ce faire, l’expérimentateur 

passe du temps avec les animaux tous les jours (environ 1 h par animal, matin et après-midi), 

et les amadoue avec des petits morceaux de marshmallow dont les marmousets raffolent. Un 

animal est considéré comme habitué à l’expérimentateur lorsqu’il vient spontanément récupérer 

des morceaux de marshmallow dans sa main, et qu’il ne manifeste aucun mouvement de recul 

lorsque l’expérimentateur réalise un geste brusque. Ce temps d’habituation varie d’un animal à 

l’autre mais demande en moyenne au moins 3 semaines. Dans le même temps, les marmousets 

sont familiarisés aux différents objets utilisés lors des tests (dispositifs, caméra etc…) jusqu’à 

ce que leur comportement demeure neutre en leur présence.  
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Un seul des tests réalisés nécessite un apprentissage : le test de l’escalier. Les animaux 

sont entraînés en milieu d’après-midi, pendant leur période d’activité maximale. La durée des 

séances d’entraînement varie en fonction des performances et de la motivation des animaux à 

travailler mais dure en moyenne 1 h par animal. Le test est considéré comme acquis lorsque le 

marmouset obtient une performance maximale. Là encore, la durée de l’apprentissage varie 

d’un animal à l’autre mais nécessite environ 2 semaines. 

2.7.2 État général 

Certaines anomalies comportementales peuvent suivre une ischémie, traduisant 

l’atteinte neurologique des animaux. Une observation libre des marmousets permet de dégager 

certains de ces comportements caractéristiques. Cette première observation permet d’apprécier 

de façon qualitative l’état général de l’animal. Chaque animal est observé pendant 10 minutes 

pendant lesquelles 6 items sont dégagés : le temps passé au sol, la présence d’un myosis du côté 

ipsilatéral (pupille contractée), la présence d’un ptosis du côté ipsilatéral (paupière tombante), 

l’état du pelage, la prise alimentaire, et la présence de rotations spontanées du corps entier. 

L’absence (score=2), la présence modérée (score=1), ou la présence forte (score=0) de ces items 

est évaluée. Le temps passé au sol est noté de la façon suivante : moins de 3 min = 2; entre 3 et 

6 min = 1; plus de 7 min = 0. Ainsi, un score maximal de 12 est attribué à un animal qui présente 

un état général très bon.  

Dans notre étude, nous avons également choisi de relever l’éventuelle présence de 

comportements dépressifs et anxieux. En effet, les marmousets inclus dans cette étude ont été 

soudainement placés dans un nouvel environnement, et isolés, avant de subir une opération 

chirurgicale lourde entraînant des séquelles. La probabilité que des comportements dépressifs 

et anxieux surgissent en cours d’étude n’est donc pas nulle. Or, la présence de ces troubles 

pourrait réduire les performances des animaux aux autres tests, c’est pourquoi il est très 

important de les évaluer. Une observation libre des marmousets pendant 10 minutes permet de 

dégager différents items caractéristiques d’un comportement dépressif ou anxieux chez le 

marmouset. L’ensemble de ces items est résumé dans le tableau ci-dessous (Tableau 5). 

L’absence (score=2), la présence modérée (score=1), ou la présence forte (score=0) de ces items 

est notée. Pour le score de dépression, un score maximal de 6 est attribué à un animal qui ne 

présente aucun comportement caractéristique d’une dépression. De la même façon, pour le 

score d’anxiété, un score maximal de 8 est attribué à un animal qui ne présente aucun 

comportement anxieux. Les comportements relevés ont été déterminés à partir des études 
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menées par Lutz, ainsi que par Galvao-Coelo et collaborateurs (Lutz, 2014; Galvão-Coelho et 

al., 2017) 

Tableau 5 : Items évalués lors de l’évaluation de l’état général, de l’état dépressif, et de l’état d’anxiété 
des animaux après ischémie.  

N° État général État dépressif État d’a iété 

1 Rotation (corps entier) 
Inactivité (temps dans le 

nid*) 
Marquage olfactif 

2 Myosis Balancement de la tête Auto-toilettage (Grooming) 

3 Ptosis Grattage (Scratching)  Balancement dans la cage 

4 État négligé de la fourrure  Pilo-éréction 

5 
Défaut de prise 

alimentaire   

6 Temps passé au sol *   
 

Score : /12 Score : /6 Score : /8 

Notation : 0 = forte présence ; 1 = présence ; 2 = absence 

*0 = supérieur à 7 min ; 1 = entre 3 et 6 min ; 2 = inférieur à 3 min 

  

2.7.3 Score neurologique 

Ce test permet d’évaluer l’atteinte de diverses fonctions motrices et sensorielles après 

une ischémie. D’abord très couramment employé en clinique (Hantson et al., 1994; Lyden et 

al., 1994), il a ensuite été adapté aux rongeurs (Bederson et al., 1986), puis aux PNH (Crowell 

et al., 1970) afin d’être employé dans les études précliniques. La première version du score 

neurologique adaptée au marmouset a été élaborée en 1996 par Marshall et Ridley (Marshall & 

Ridley, 1996). Au cours des années, de nouvelles versions plus complètes sont apparues. Pour 

cette étude, nous avons choisi d’utiliser la version du score neurologique mise au point 

auparavant au laboratoire par Freret et collaborateurs (Freret et al., 2008).  

Dans un premier temps, le nid des animaux est retiré de la cage. Durant 10 minutes, 

l’observation libre des animaux dans leur cage permet de dégager la présence des items 

répertoriés dans le tableau ci-dessous. Pour les items 1 à 8, l’absence (score=2), la présence 

modérée (score=1), ou la présence forte (score=0) de ces postures et mouvement anormaux est 

notée pour chaque côté du corps. Dans la version choisie, un sous-test avec stimulation auditive 

est également utilisé. Le stimulus (sous forme de bip) est présenté à l’animal du côté ipsi- ou 
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controlatéral et l’expérimentateur mesure la vitesse de réponse de l’animal (instantanée = 2 ; 

légèrement retardée (<2s) = 1 ; fortement retardée (>2s) = 0). L’expérimentateur note également 

si le stimulus induit une rotation de l’animal. Un score maximal de 22 peut ainsi être attribué à 

chaque côté du corps d’un animal qui ne présente aucun déficits (Tableau 6).  

Tableau 6 : Items évalués lors du score neurologique (D'après Freret et al., 2008) 

N° Item Controlatéral Ipsilatéral 

1 
Main glissante 

au repos     

2 en mouvement     

3 
Pied glissant 

au repos     

4 en mouvement     

5 Main ballante sous le perchoir     

6 Pied ballant sous le perchoir     

7 Bras croisé au milieu de la poitrine     

8 
Mouvement du bras et agitation de la 
main non coordonnés     

9 Réponse à un stimulus visuel     

10 Réponse à un stimulus auditif     

11 avec apparition d'une rotation     

Score neurologique total /22 /22 

 

2.7.4 Test de stimulation tactile 

Ce test permet de mettre en évidence des déficits sensoriels chez l’animal après ischémie 

cérébrale focale, en mesurant une réponse motrice à un stimulus tactile. L’animal est incité à se 

déplacer dans sa cage grâce à des morceaux de marshmallow. En prenant soin de ne pas rentrer 

dans son champ de vison, les oreilles, les mains et les pieds du marmouset sont stimulés à l’aide 

d’un pinceau. Les scores attribués sont les suivants : réponse claire = 2, réponse modérée = 1, 

pas de réponse = 0. Chaque partie du corps est stimulée 2 fois dans un ordre randomisé. Un 

score maximal de 6 pour chaque côté du corps reflètera une absence de déficit sensoriel. 

2.7.5 Test de l’es alie  e  e sio  olli e et e sio  all e 

Afin d’évaluer les effets à long terme de nouvelles thérapies, et compte tenu de la vitesse 

de récupération spontanée observée avec la plupart des autres tests sensorimoteurs, le recours à 

des tests comportementaux mettant en évidence des déficits fonctionnels plus durables est 
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nécessaire. L’un des déficits moteurs les plus persistants chez les patients souffrant d’une 

ischémie cérébrale est la perte de dextérité au niveau du poignet, de la main, ou encore des 

doigts de la main du côté controlatéral.  

Le test de l’escalier permet d’évaluer la dextérité, l’agilité, ainsi que la coordination motrice 

des pattes antérieures gauche et droite. Il permet également de mettre en évidence la présence 

de déficits visuels liés à une héminégligence. Ce test a d’ores et déjà mis en évidence des déficits 

durables tout en étant sensible aux traitements neuroprotecteurs ou aux procédés de 

réhabilitation comportementale (Marshall et al., 2003a; Freret et al., 2008; Bihel et al., 2010). 

Ce test est réalisé depuis la cage d’hébergement de l’animal, au moyen d’un dispositif qui 

vient s’y fixer. Une plateforme de travail est installée à l’intérieur de celles-ci afin que l’animal 

soit à une hauteur idéale, et qu’il conserve le même champ visuel pendant tout le test. Le 

dispositif est constitué d’un double escalier de 5 marches, positionné derrière un écran de 

plexiglass, en avant de la cage. Sur chaque marche se trouve une friandise (morceau de 

marshmallow de 2 à 3 mm de diamètre) que l’animal doit essayer d’attraper en passant le bras 

à travers une fente verticale. 

Dans la version en colline, les marches les plus hautes se situent au centre du dispositif et 

les fentes se trouvent de chaque côté du double escalier, au niveau des marches les plus basses. 

Le marmouset utilise ainsi son bras droit pour atteindre les friandises de l’escalier de droite, et 

son bras gauche pour atteindre les friandises de l’escalier de gauche (Figure 59). L’animal 

dispose de 3 minutes pour parvenir à attraper les friandises. Pendant ce temps, 

l’expérimentateur observe à environ 2 mètres de distance de la cage. Les sujets sont notés selon 

le nombre de friandises qu’ils parviennent à attraper. Le score de chaque friandise dépend de la 

marche sur laquelle elle se situe : plus la marche est haute, donc plus la distance entre le sujet 

et la friandise est grande, plus le score attribué est élevé (marche la plus basse=1, marche la 

plus haute=5). Le score total attribué peut donc aller jusqu’à 15 pour chaque escalier. 
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Figure 59 : Test de l’escalier version colline. Pour attraper la récompense, l’animal utilise le bras situé 
du même côté que le champ visuel permettant de voir la friandise.  

Dans la version en vallée, le procédé expérimental reste le même, mais les marches les plus 

hautes se situent vers l’extérieur du dispositif, et une fente se trouve au centre des deux escaliers. 

Dans cette version, le marmouset utilise donc son bras droit pour attraper les friandises de 

l’escalier de gauche et vice versa (Figure 60). 

 

Figure 60 : Test de l’escalier version vallée. Pour attraper une récompense, l’animal utilise le bras situé 
du côté opposé au champ visuel permettant de voir la friandise.  

 

La version colline permet d’évaluer la motricité du bras ipsi- et controlatéral mais à lui seul, 

il ne peut pas distinguer une déficience due à une hémiparésie (trouble moteur) ou à une 

héminégligence (trouble spatial) car l’animal travaille avec un hémi-champs visuel et un bras 

situés du même côté. Par exemple le fait qu’un marmouset ne parvienne pas à attraper les 

friandises situées sur l’escalier à sa droite avec son bras droit peut s’expliquer de deux façons : 

soit il ne parvient pas à détecter tout ce qui se situe à sa droite et ne s’occupe donc pas de ces 

friandises bien que ses capacités motrices restent indemnes (héminégligence), soit il souffre de 

troubles moteurs touchant son côté droit, le rendant donc inapte à utiliser son bras droit 

correctement pour attraper les friandises (hémiparésie).  

La version vallée complète donc ce test, car cette fois-ci, l’animal doit travailler avec le 

bras opposé à l’hémi-champs visuel utilisé. Elle permet donc d’analyser si le déficit observé 

lors du test est dû à une baisse de motricité ou à un trouble de perception dans un hémi-champs 



ÉTUDE 3 

 

142 
 

visuel. Le marmouset doit utiliser sa main gauche (controlatérale) pour attraper les friandises 

situées sur l’escalier droit, ce qui permettra de mettre en évidence l’existence de troubles de 

mouvements fins de la main. Pour l’escalier gauche, la difficulté de l’animal à saisir les 

récompenses avec sa main droite (ipsilatérale donc non affectée par l’ischémie) dans l’hémi-

champ visuel gauche (controlatéral) traduira une héminégligence spatiale. 

2.8 Mise à mort des animaux et prélèvements 

A la fin du protocole (28 jours après l’ischémie), les animaux sont mis à mort pour que leur 

cerveau puisse être récupéré. Aucune analyse ex vivo n’a été réalisée dans le cadre de cette 

thèse, mais ces prélèvements seront utilisés pour des études ultérieures.  

Les marmousets reçoivent une dose d’analgésique : 0.02 mg/kg de buprénorphine 

(Buprécare® 0,3 mg/mL Axience®). Les animaux sont ensuite profondément anesthésiés à 5% 

d’isoflurane (dans O2/N2O) pendant plus de 10 minutes. Toujours sous anesthésie, les côtes sont 

découpées afin de dégager un accès au cœur pour une perfusion intracardiaque. Un trou est 

réalisé dans le ventricule gauche afin de pouvoir y passer un cathéter allant jusqu’à l’aorte. 

Tandis que l’atrium droit est sectionné, le système vasculaire est rincé grâce à l’administration, 

à travers le cathéter, de 200 mL de sérum physiologique hépariné (0.5 mL dans 250 mL de 0.9 

% NaCl, soit 10 UI/mL). Le sérum physiologique est ensuite remplacé par une solution fixatrice 

avec du paraformaldéhyde (PFA) à 4% dilué dans du tampon phosphate 0.1M dont le pH est 

ajusté à 7. Une fois les tissus fixés, le cerveau est prélevé puis post-fixé dans du PFA à 4% 

pendant 48 h. Le cerveau est ensuite plongé dans une solution de sucrose azide à 30 % puis 

stockés à 4 °C.  

Avant de réaliser la perfusion intracardiaque, un prélèvement sanguin d’environ 4-5 mL a 

été réalisé sur 7 animaux. Le plasma a ensuite pu être collecté après centrifugation de 

l’échantillon sanguin à 3000 G pendant 15 min.  

2.9 Analyses statistiques 

Les paramètres physiologiques ont été analysés par une analyse de variance (Two-way 

ANOVA) (JMP® program, SAS Institute, Cary, NC, USA). Les données IRM ont été analysées 

par des tests de Wilcoxon (RStudio® (R version 3.5.3 (2019-03-11)), ainsi que des analyses de 

variance (Two-way ANOVA) (JMP® program, SAS Institute, Cary, NC, USA). Enfin, les 

données comportementales ont été analysées par un test de Cochran-Armitage (RStudio® (R 
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version 3.5.3 (2019-03-11)). Pour toutes ces analyses, le seuil de significativité a été fixé à une 

p-value de 0.05. 

2.10 Protocole général de l’ tude 3 

  Une occlusion transitoire de l’artère cérébrale moyenne (3 h) a été réalisée sur 16 

marmousets. Parmi eux, 6 ont été traités par le RGTA juste après la reperfusion, 5 ont reçu une 

solution saline, et 5 sont décédés les jours suivants à cause d’un œdème massif provoqué par 

une non-reperfusion. Des examens IRM (DTI, Angiographie, T2*, et T2) ont été réalisés le jour 

de l’occlusion puis à 7 et 28 jours post-ischémie afin d’évaluer les effets du traitement sur 

l’évolution des dommages cérébraux. L’effet du RGTA sur la récupération fonctionnelle a 

également été évalué au moyen de plusieurs tests comportementaux. L’état général, le score 

neurologique et la réponse à une stimulation tactile ont été réalisés tous les jours de la première 

semaine suivant l’ischémie, puis 2 fois par semaine jusqu’à la fin du protocole. Le test de 

l’escalier a été réalisé 1 fois par semaines jusqu’à la fin du protocole. Vingt-huit jours après 

l’ischémie, les animaux ont été mis à mort et leur cerveau prélevé (Figure 61).  

 

 

3 Résultats 

3.1 Paramètres physiologiques 

La PA, la fréquence cardiaque, la température, la paO2, la paCO2, le pH, la concentration 

en hémoglobine ainsi que l’hématocrite ont été mesurés de 1h pré-OACM, jusqu’à 1h post-

Figure 61 : Protocole général de l’étude 3. IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique ; OACM : Occlusion de 
l’Artère Cérébrale Moyenne 
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reperfusion (Tableau 7). On ne retrouve aucune variation significative de ces paramètres 

physiologiques au cours du temps (two-way ANOVA ; p > 0.05). De plus, on ne décèle aucune 

différence significative entre les animaux contrôles et les animaux traités par le RGTA que ce 

soit avant ou après son administration (two-way ANOVA ; p > 0.05). 

Tableau 7 : Suivi des paramètres physiologiques. La PA, la fréquence cardiaque, la température, la pO2 
artérielle, la pCO2 artérielle, le pH, la concentration en hémoglobine ainsi que l’hématocrite ont été 
mesurés 30 min avant l’ischémie (pré-OACM), pendant l’occlusion (OACM), et 1h après la reperfusion. 
(Moyenne ± SD) (Contrôle n = 4-5; RGTA n = 6) (two-way ANOVA; p > 0.05). OACM : Occlusion de 
l’Artère Cérébrale Moyenne.  

  

Pre-OACM  
(1h) 

OACM 
(3h) 

Post-Reperfusion 
(1h) 

Pression 
artérielle 
(mmHg) 

Contrôle 70 ± 12 66 ± 8 64 ± 8 

RGTA 69 ± 10 68 ± 10 66 ± 13 

Fréquence 
cardiaque 

(bpm) 

Contrôle 230 ± 19 220 ± 24 215 ± 18 

RGTA 236 ± 45 228 ± 42 235 ± 48 

Température 
corporelle (°C) 

Contrôle 37,6 ± 0,4 37,9 ± 0,1 37,6 ± 0,4 

RGTA 37,5 ± 0,1 37,7 ± 0,6 37,3 ± 0,7 

PaO2 (mmHg) 
Contrôle 122,5 ± 28,2 112,9 ± 13,4 129,1 ± 15,3 

RGTA 146.9 ± 14,7 137,0 ± 9,5 133,0 ± 25,0 

PaCO2 (mmHg) 
Contrôle 38,8 ± 6,6 39,9 ± 4,0 42,5 ± 1,5 

RGTA 41,6 ± 6,2 39,2 ± 7,8 41,3 ± 7,6 

pH 
Contrôle 7,542 ± 0,086 7,498 ± 0,069 7,470 ± 0,040 

RGTA 7,461 ± 0,056 7,476 ± 0,043 7,459 ± 0,059 

Hematocrite (%) 
Contrôle 37 ± 4 37 ± 2 37 ± 4 

RGTA 38 ± 4 38 ± 5 38 ± 6 

Hemoglobine 
(g/dL) 

Contrôle 12,5 ± 1,4 12,7 ± 0,7 12,6 ± 1,2 

RGTA 13,1 ± 1,3 13,0 ± 1,7 12,9 ± 1,9 

 

Afin de vérifier avec plus de précision les effets systémiques du RGTA, les différents 

paramètres sanguins ont été mesurés toutes les 15 min pendant l’heure suivant l’injection du 

RGTA ou de la solution saline. Pour l’ensemble des animaux, la paO2 reste stable entre 120 et 

150 mmHg de 15 à 45 min post-injection. Ces valeurs correspondent à ce qui était retrouvé 

avant l’injection du produit. Lors de la mesure prise à 60 min après l’administration du 

traitement, la paO2 semble légèrement augmenter au-delà des 150 mmHg chez les deux groupes 
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d’animaux. Cependant, cette légère augmentation peut être expliquée du fait que les 

marmousets subissent un changement de salle entre 45 et 60 min, impliquant un changement 

de respirateur et des paramètres respiratoires qui y sont associés. Cette modification ne semble 

toutefois pas affecter la paCO2, puisque celle-ci reste constante entre 40 et 50 mmHg chez tous 

les animaux à tous les temps de mesure. Ces valeurs sont également celles que l’on retrouve en 

conditions physiologiques normales. Depuis l’anesthésie des animaux jusqu’à leur réveil, leur 

température corporelle est maintenue à 38°C au moyen de deux dispositifs : une couverture 

chauffante sur la table de chirurgie, et un système de réchauffement hydraulique dans le berceau 

de l’IRM. On observe que la température se maintient entre 37 et 38°C chez tous les animaux 

jusqu’à 45 min post-injection avant de chuter légèrement en dessous de 37°C 60 min après 

l’administration des traitements. Là encore, cette baisse de température peut être expliquée par 

le changement de salle. Bien que le transfert soit réalisé rapidement, les marmousets ne 

disposent d’aucune graisse pouvant les protéger d’une déperdition de chaleur lorsqu’ils ne sont 

pas réchauffés. C’est pourquoi leur température corporelle diminue très rapidement. Le pH des 

animaux des 2 groupes se maintient autour des valeurs que nous avions avant l’injection de la 

solution saline ou du RGTA, avec une moyenne de 7,470 ± 0,040 pour les animaux contrôles, 

et de 7,459 ± 0,059 pour les animaux traités par le RGTA. De même, aucune variation anormale 

de l’hématocrite et de l’hémoglobine n’est retrouvée après l’injection des produits car les 

valeurs se maintiennent respectivement entre 35 et 40 %, et 12 et 14 g/dL. Dans l’ensemble, 

aucun des paramètres mesurés ne montre de différence significative entre les animaux contrôles 

et les animaux traités par le RGTA après l’injection du traitement (two-way ANOVA; p > 0.05) 

(Figure 62). 
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Figure 62 : Suivi des paramètres sanguins après l’injection du traitement. Mesures de la paO2 (A), paCO2 
(B), température corporelle (C), pH (D), hématocrite (E), et hémoglobine (F) à 15, 30, 45 et 60 minutes 
après l’injection du RGTA ou d’une solution saline. (Moyenne ± SEM) (Contrôle n = 4 ; RGTA n = 6) 
(Two-way ANOVA ; p > 0.05) 
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3.2 Données IRM  

3.2.1 Évolution du volume lésionnel en phase aiguë 

Toutes les angiographies réalisées à chaque temps suivant la mise en place de l’embole 

montrent bien une occlusion de l’ACM. Elles ont également toutes permis de confirmer la 

reperfusion (Figure 63). En parallèle, les images DTI (ADC) réalisées ont permis de confirmer 

l’établissement d’une lésion cérébrale, visible en hyposignal sur les images, ainsi que la bonne 

recanalisation des tissus après la reperfusion avec une disparition du signal (Figure 63A). A 

partir de ces images, nous avons également mesuré le volume lésionnel et suivi son évolution 

pendant l’OACM. La lésion atteint en moyenne 691 ± 286 mm3 dès 30 min post-ischémie. On 

constate que cette lésion grandit progressivement jusqu’à atteindre un volume moyen de 912 ± 

464 mm3 avant la reperfusion (Figure 63B). Le tissu lésé comprend alors le cortex 

sensorimoteur, le cortex insulaire, le cortex auditif, le putamen, la capsule interne, et dans 

certains cas, le noyau caudé. 
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Figure 63 : Évolution du volume lésionnel le jour de l’occlusion. A) Images représentatives d’ADC 
obtenues par une séquence DTI, et angiographies réalisées à 30 min, 1h, 1h30, 2h, et 2h30 après 
l’occlusion de l’artère, puis après la reperfusion. Sur les images DTI, la lésion, visible en hyposignal, 
est entourée en pointillés blancs. Sur les angiographies, l’ACM occlue est pointée par la flèche blanche. 
B) Évolution du volume de la lésion pendant l’occlusion de l’artère chez tous les animaux (n = 10 ; 
Moyenne ± SD, * One-way ANOVA suivie d’un test HSD de Tukey, p < 0.05).  

Grâce à ces données, nous avons pu répartir les animaux dans chaque groupe en fonction 

du volume lésionnel mesuré à 2h30 post-ischémie. Ainsi, les 2 groupes possèdent un volume 

lésionnel moyen équivalent, validé statistiquement (test de Wilcoxon ; p > 0.05), représentant 

20 à 25 % de l’hémisphère ipsilatéral, avant l’administration du traitement (Figure 64). 



ÉTUDE 3 

 

149 
 

 

Figure 64 : Volume lésionnel de chaque groupe à 2h30 post-ischémie (Contrôle n = 5 ; RGTA n = 6 ; 
test de Wilcoxon ; p > 0.05 ; Moyennes ± SD).  

 

3.2.2 Évolution de la « pénombre »  

Afin de déterminer le volume de la « pénombre » ischémique et son évolution au cours 

de l’OACM chez le marmouset, nous avons défini des mismatch entre les lésions obtenues à 30 

min, 1h, 1h30 et 2h, et le volume lésionnel final à 2h30 après le début de l’ischémie (c’est-à-

dire avant la reperfusion et l’injection du RGTA). Cette démarche nous permet de donner un 

ordre d’idée de la cinétique d’évolution du tissu ciblé par le traitement chez l’ensemble des 

animaux. Le volume lésionnel est délimité à partir des cartes d’ADC qui dévoilent l’œdème 

cytotoxique. Le volume lésionnel mesuré le jour de l’ischémie correspond donc au volume du 

foyer ischémique. Trente minutes après le début de l’ischémie, le volume de la « pénombre » 

atteint en moyenne 200 mm3 pour un foyer de 700 mm3. Une heure après l’ischémie, on observe 

une diminution non significative du volume du foyer, mesurant alors 620 mm3. Ceci peut être 

expliqué par la mise en jeu d’une circulation collatérale entre 30 et 1h. Étant donné que les 

contours des foyers ont servi à déterminer les zones de « pénombre », en étant soustraits aux 

contours obtenus à 2h30, il paraît donc logique que cette légère diminution du foyer soit 

accompagnée d’une légère augmentation du volume de la « pénombre ». C’est à partir d’1h30 

après ischémie que le foyer semble commencer à gagner plus de terrain puisqu’il passe de 620 

à 800 mm3. En parallèle, la « pénombre », gagnée par le foyer, est réduite à 110 mm3. Comme 

la taille du foyer se maintient entre 1h30 et 2h, il en va de même pour la « pénombre » (Figure 

65).  
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Figure 65 : Évolution du volume la lésion visible en DTI, représentant le foyer (A), et de la « pénombre » 
(B) entre 30 min et 2h après ischémie (n = 10 ; Moyennes ± SD). Aucune différence significative n’est 
observée (One-way ANOVA ; p > 0.05). 

 

3.2.3 Effet du RGTA su  l’ volution du volume lésionnel en phase subaiguë et chronique  

Le volume lésionnel a été déterminé à 7 et 28 jours post-ischémie au moyen d’une séquence 

IRM T2. Au jour 7, comme le jour de l’ischémie, la lésion s’étend sur le cortex sensorimoteur, 

le cortex insulaire, le cortex auditif, le putamen, la capsule interne, et dans certains cas, le noyau 

caudé, et représente 19.3 ± 12.1% de l’hémisphère ispilatéral chez les animaux contrôles, et 

14.8 ± 7.6 % chez les animaux traités par le RGTA (Figure 66, et 67A). On constate que 28 

jours après l’ischémie, la lésion a diminué et n’atteint plus que les régions corticales (Figure 

66). Elle représente alors 8.3 ± 7.4 % de l’hémisphère ispilatéral chez les animaux contrôles, et 

7.1 ± 2.8 % chez les animaux traités au RGTA (Figure 67B). Aucune différence significative 

du volume lésionnel n’est retrouvée entre les animaux traités par le RGTA et les animaux 

contrôles, que ce soit 7 jours ou 28 jours après l’ischémie (Wilcoxon ; p > 0.05). L’atrophie 

cérébrale a également été calculée à partir des images IRM obtenues à 28 jours post-ischémie. 

Cette atrophie est de 11.3 ± 10.7 % chez les animaux contrôles contre 8.8 ± 3.3 % chez les 

animaux traités par le RGTA (Figure 67C). Toutefois, là encore, aucune différence significative 

n’est retrouvée entre les groupes (Wilcoxon ; p > 0.05).  
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Figure 66 : Images IRM représentatives obtenues en T2 dans chaque groupe. La lésion, visible en 
hypersignal, est entourée en pointillés. 

 

De la même façon, lorsque le volume lésionnel est exprimé en fonction de son évolution par 

rapport au jour de l’occlusion, aucune différence n’est retrouvée entre les animaux contrôles et 

les animaux traités par le RGTA (Wilcoxon ; p > 0.05) (Figure 68A et 68B). 

Figure 67 : Effet du RGTA sur le volume lésionnel. A) Volume lésionnel à 7 jours post-ischémie (Contrôle n = 5 ; 
RGTA n = 6) (test de Wilcoxon ; p > 0.05). B) Volume lésionnel à 28 jours post-ischémie (Contrôle n = 5 ; RGTA n = 
6) (test de Wilcoxon ; p > 0.05). C) Atrophie cérébrale à 28 jours post-ischémie (Contrôle n = 5 ; RGTA n = 6) (test de 
Wilcoxon ; p > 0.05). Toutes les valeurs présentées sont des moyennes ± SD.  
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3.2.4 Analyses des données DTI  

Afin d’examiner plus en détail la nature des dommages cérébraux engendrés par 

l’ischémie, les valeurs absolues d’ADC, de FA, de RD et d’AD ont été mesurées. Dans un 

premier temps nous nous sommes concentrés sur l’évolution de ces valeurs au sein même de la 

lésion tout au long du protocole. Étant donné qu’aucune différence n’a été décelée entre les 

groupes traités par le RGTA et contrôles, les valeurs présentées sont celles de tous les animaux 

confondus (Two-way ANOVA ; p > 0.05).  

Les cartes d’ADC sont les images qui nous permettent de détecter la lésion en phase 

aiguë. Ce sont ces images qui nous ont permis de délimiter les lésions selon l’hyposignal émis, 

il parait donc logique que les valeurs d’ADC soient significativement diminuées dans la lésion 

par rapport aux valeurs de l’hémisphère controlatéral dès 30 min après l’ischémie (Two-way 

ANOVA ; p < 0.01) (Figure 69A). Ces données nous permettent de constater qu’au sein même 

de la lésion, les valeurs d’ADC n’évoluent pas au cours du temps et restent très constantes 

autours de 500 ± 40 µm2/s (Two-way ANOVA ; p > 0.05). Étonnamment il en va de même pour 

les temps plus tardifs à J7 et J28 post-ischémie (Figure 69A). De nouveau, les valeurs d’ADC 

au sein de la lésion sont significativement inférieurs aux valeurs de l’hémisphère controlatéral 

(Two-way ANOVA ; p < 0.01), et sont même similaires à celles retrouvées en phase aiguë 

(Two-way ANOVA ; p > 0.05) (Figure 69A).  

Le jour de l’ischémie, les valeurs de FA ne présentent aucun signal anormal. La FA dans 

la lésion est similaire à celle de l’hémisphère controlatéral tout au long de l’examen jusqu’à 

Figure 68 : Effet du RGTA sur l’évolution du volume lésionnel. A) Évolution du volume de la lésion entre le jour 
de l’occlusion (2h30) et 7 jours après (Contrôle n = 5 ; RGTA n = 6) (test de Wilcoxon ; p > 0.05). B) Évolution 
du volume de la lésion entre le jour de l’occlusion (2h30) et 28 jours post-ischémie (Contrôle n = 5 ; RGTA n = 6) 
(test de Wilcoxon ; p > 0.05). Les données sont présentées sous forme moyenne ± SD. 
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2h30 post-ischémie (Two-way ANOVA ; p > 0.05) (Figure 70B). En revanche, l’apparition 

d’une diminution significative des valeurs de FA à J7 semble indiquer l’apparition de 

dommages au niveau de la SB, qui persistent jusqu’à J28 (Two-way ANOVA ; p < 0.01).  

Pendant l’occlusion, on observe une baisse significative de signal de l’AD dans la lésion 

par rapport à l’hémisphère controlatéral (Two-way ANOVA ; p < 0.01). A J7 et J28, le signal 

lésionnel de l’AD redevient similaire au signal de l’hémisphère controlatéral (Two-way 

ANOVA ; p < 0.01), signifiant une normalisation de l’AD en phases subaiguë et chronique. 

(Figure 69C).  

Enfin, durant tout le protocole, aucun signal anormal de la RD n’a été recueilli puisque 

le signal obtenu dans la lésion reste similaire à celui de l’hémisphère controlatéral à chaque 

temps (Two-way ANOVA ; p > 0.05) (Figure 69D). 

 

Figure 69 : Évolution des valeurs d’ADC (A), de FA (B), d’AD (C) et de RD (D) au sein de la lésion (n 
= 10 ; Moyennes ± SD) (# p < 0.01 par rapport à l’hémisphère controlatéral ; ** p < 0.01 par rapport 
aux temps allant de 30 min à 2h30 ; Two-way ANOVA suivie d’un test post-hoc HSD de Tukey). 
Comme le suivi IRM n’a pas été réalisé aux mêmes temps le jour de l’occlusion pour le marmouset n°1, 
celui-ci n’a pas été inclus dans cette analyse. AD : Axial Diffusivity ; ADC : Coefficient de diffusion 
apparente ; Contro : Hémisphère controlatéral ; FA : Fraction d’anisotropie ; RD : Radial Diffusivity.  

Dans un second temps, nous avons réalisé ces mêmes mesures au niveau du tissu qualifié 

de « pénombre ». Ce faisant, nous voulions vérifier si certaines de ces valeurs nous permettaient 
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de prédire de façon précoce l’étendue de la lésion. Étant donné que ces mesures dépendent 

d’examens IRM réalisés avant l’injection de RGTA, tous les animaux sont représentés. 

Dans cette zone de « pénombre », aucune valeur ne diffère significativement de 

l’hémisphère controlatéral (One-way ANOVA ; p > 0.05) (Figure 70).  

 

Figure 70 : Évolution des valeurs d’ADC (A), de FA (B), d’AD (C) et de (RD) dans la « pénombre » 
ischémique des animaux (n = 10 ; Moyennes ± SD) Aucune différence significative entre les temps 
(One-way ANOVA ; p > 0.05). Comme le suivi IRM n’a pas été réalisé aux même temps le jour de 
l’occlusion pour le marmouset n°1, celui-ci n’a pas été inclus dans cette analyse. AD : Axial Diffusivity ; 
ADC : Coefficient de diffusion apparente ; FA : Fraction d’anisotropie ; RD : Radial Diffusivity. La 
ligne en pointillés rouges représente la valeur moyenne de l’hémisphère controlatéral.  

 

3.3 Tests comportementaux 

  Afin d’évaluer les effets du RGTA sur la récupération fonctionnelle après une ischémie 

cérébrale chez le marmouset, différents tests sensorimoteurs ont été réalisés : un score sur l’état 

général complété par l’étude de comportements typiques de la dépression et de l’anxiété, un 

score neurologique, un test de stimulation tactile et le test de l’escalier. Le premier marmouset 

inclus dans le protocole n’a pas été soumis au score de l’état général et n’a pas réalisé les tests 

du score neurologique et de la stimulation tactile après la 2ème semaine post-ischémie. Aucun 

animal ne montrait de déficits sur ces tests avant l’ischémie.  
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Durant toute la durée de l’étude, les animaux ne développent aucun comportement 

typique d’une dépression ou d’une anxiété pouvant biaiser les performances aux tests (Figure 

71 et 72). Juste après l’induction de l’ischémie, l’état général des marmousets diminue. 

Généralement, la présence d’une forte rotation du corps, d’un myosis, d’un ptosis, ainsi qu’une 

diminution de la prise alimentaire en sont la cause. Leur état s’améliore ensuite 

progressivement : ils reprennent une alimentation normale, les rotations se font moins 

fréquentes, les myosis et ptosis disparaissent. Trois semaines après l’ischémie, les animaux 

retrouvent leur état initial. Les résultats obtenus indiquent qu’il n’y a aucune différence 

significative entre les animaux traités par le RGTAet les animaux contrôles au niveau de la 

récupération globale (Figure 73) (Cochran-Armitage; p>0.05).  

 

Figure 71 : Suivi des signes de dépression des animaux après ischémie. Le score maximal attribué 
lorsqu’il n’y a aucun signe de dépression est de 6. (Médiane + IQR) (Contrôle n = 4; RGTA n = 6). Il 
n’y a aucune différence significative entre les deux groupes (Cochran-Armitage; p > 0.05). 

 

Figure 72 : Suivi des signes d’anxiété des animaux après ischémie. Le score maximal attribué lorsqu’il 
n’y a aucun signe d’anxiété est de 8. (Médiane + IQR) (Contrôle n = 4; RGTA n = 6). Il n’y a aucune 
différence significative entre les deux groupes (Cochran-Armitage; p > 0.05). 
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Figure 73 : Suivi de l’état général des animaux après ischémie. Le score maximal attribué lorsqu’il n’y 
a aucun déficit est de 12. (Médiane + IQR) (Contrôle n = 4; RGTA n = 6). Il n’y a aucune différence 
significative entre les deux groupes (Cochran-Armitage; p > 0.05). 

 

Les résultats du score neurologique ne dévoilent aucun déficit du côté ipsilatéral chez 

les animaux après ischémie. En revanche, ce test révèle l’apparition de déficits sensorimoteurs 

du côté controlatéral dès le premier jour suivant l’ischémie chez tous les marmousets. On 

observe ensuite une récupération spontanée des déficits de l’hémicorps controlatéral chez les 

animaux par le RGTA comme chez les animaux contrôles. Ce test semble indiquer une 

récupération fonctionnelle presque totale en fin de 2ème semaine suivant l’ischémie, mais sans 

différence significative entre les 2 groupes (Cochran-Armitage ; p > 0.05) (Figure 74).  

 

 

Figure 74 : Évaluation de la récupération sensori-motrice au moyen d’un score neurologique. Un score 
maximal de 22 pour chaque hémicorps est attribué lorsque l’animal ne présente aucun déficit. (Médiane 
+ IQR) (Contrôle n = 4-5; RGTA n = 6). Il n’y a aucune différence significative entre les deux groupes 
(Cochran-Armitage; p > 0.05). Contro : côté controlatéral ; Ipsi : côté ipsilatéral. 
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Le test de stimulation tactile révèle un déficit sensoriel très important de l’hémicorps 

controlatéral chez les animaux contrôles comme chez les animaux traités par le RGTA. Ce 

déficit s’opère dès le lendemain de la chirurgie et persiste jusqu’à la fin du protocole, même si 

une récupération partielle peut être observée à partir de la 2ème semaine post-ischémie. Par 

ailleurs, bien que le seuil de significativité ne soit pas atteint, la tendance d’une meilleure 

récupération des fonctions sensitives semble se dégager à partir de la 3ème semaine post-

ischémie chez les animaux traités par le RGTA (Cochran-Armitage ; p > 0.05) (Figure 75).  

 

Figure 75 : Évaluation de la récupération sensorielle au moyen d’un test de stimulation tactile. Un score 
maximal de 6 pour chaque hémicorps est attribué lorsque l’animal réagit de façon normale. (Médiane + 
IQR) (Contrôle n = 4-5; RGTA n = 6). Il n’y a aucune différence significative entre les deux groupes 
(Cochran-Armitage; p > 0.05). Contro : côté controlatéral ; Ipsi : côté ipsilatéral. 

 

Les données recueillies avec le test de l’escalier démontrent des troubles de l’utilisation du 

bras controlatéral chez les deux groupes quelle que soit la version de l’escalier utilisée, ce qui 

indique une hémiparésie (Figure 76A, et 77A). Aucune différence significative entre les 

animaux traités par le RGTA et les animaux contrôles n’est retrouvée (Cochran-Armitage; p > 

0.05). Toutefois, les données obtenues avec la version colline du test semblent indiquer que les 

animaux contrôles souffrent d’une perte fonctionnelle du bras ipsilatéral, les semaines 1 et 2 

suivant l’ischémie, bien plus importante que les animaux traités par le RGTA (Figure 76B). Les 

résultats de la version vallée de l’escalier montrent également une chute des performances des 

animaux contrôles avec le bras ipsilatéral aux mêmes temps, ce qui signifie que le trouble est 

d’ordre moteur (les animaux ne parviennent pas à atteindre les friandises quel que soit le champ 

visuel utilisé) (Figure 77B). Toujours en observant les données de la version vallée de l’escalier, 

on constate que les animaux traités par le RGTA présentent des déficits 1 semaine après 

l’ischémie, lorsque le bras ipsilatéral et le champ visuel controlatéral sont requis, alors que leurs 

performances restent normales lorsque le bras ispsilatéral est utilisé dans l’escalier en version 
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colline (Figure 76B, et 77B). Ces animaux semblent donc souffrir d’un déficit visuel transitoire 

une semaine après l’ischémie, récupéré dès la deuxième semaine. En raison des troubles 

moteurs bilatéraux des animaux contrôles aux semaines 1 et 2 post-ischémie, il est impossible 

de savoir si ces animaux souffrent également d’un déficit visuel dans le même temps. En 

résumé, ce test met en avant un déficit moteur persistant du bras controlatéral chez les deux 

groupes, semble indiquer un déficit moteur transitoire du bras ipsilatéral uniquement chez les 

animaux contrôles, et semble mettre en avant la récupération d’un déficit visuel controlatéral 

uniquement chez les animaux traités par le RGTA. Le seuil de significativité n’est cependant 

atteint dans aucune des versions du test de l’escalier (Cochran-Armitage; p > 0.05). 

 

 

 

Figure 76 : Suivi de la récupération sensorimotrice au moyen du test de l’escalier en version colline. A) Scores obtenus 
en récupérant les récompenses en utilisant le bras et le champ visuel controlatéral. B) Scores obtenus en récupérant les 
récompenses en utilisant le bras et le champ visuel ispilatéral. (Médiane + IQR) (Contrôle n = 5; RGTA n = 6). Il n’y a 
aucune différence significative entre les deux groupes (Cochran-Armitage; p > 0.05). 



ÉTUDE 3 

 

159 
 

 

 

3.4 Corrélations entre les données IRM et les résultats comportementaux 

Afin d’évaluer le caractère prédictif des données IRM sur les déficits fonctionnels en phase 

subaiguë, nous avons réalisé des corrélations entre les résultats IRM obtenus à 1h post-ischémie 

(volume lésionnel, ADC, FA, AD, et RD) et les résultats obtenus aux différents tests 

comportementaux en phase subaiguë, soit 2 semaines après l’ischémie. Ces corrélations ont été 

réalisées séparément chez les 2 groupes d’animaux afin de déceler d’éventuelles différences.  

En raison d’un trop faible nombre d’animaux, le seuil de significativité n’est pas atteint 

dans la plupart des cas. Néanmoins, nous avons quand même choisi de tenir compte des 

coefficients de corrélations à partir de 0.7, car ceux-ci indiquent une corrélation très forte. Les 

résultats de ces corrélations sont résumés dans le tableau 8 ci-dessous. On constate ainsi que 

dans la majorité des cas, le volume lésionnel n’est pas un bon prédicteur des déficits 

comportementaux. En effet seul le test de l’état général semble fortement corrélé de façon 

négative au volume lésionnel chez les animaux contrôles. Autrement dit, plus le volume 

lésionnel augmente, plus le score au test est faible et donc plus les déficits sont importants.  

En revanche, les valeurs d’ADC, d’AD, et de RD semblent offrir une bonne prédiction des 

déficits moteurs puisqu’on retrouve une forte corrélation positive entre ces valeurs et les 

résultats de l’état général, du score neurologique, et des deux escaliers. Autrement dit, lorsque 

l’ADC, l’AD ou la RD diminue, les scores obtenus aux tests diminuent également, ce qui 

Figure 77 : Suivi de la récupération sensorimotrice au moyen du test de l’escalier en version vallée. A) Scores obtenus 
en récupérant les récompenses en utilisant le bras controlatéral et le champ visuel ipsilatéral. B) Scores obtenus en 
récupérant les récompenses en utilisant le bras ipsilatéral et le champ visuel controlatéral. (Médiane + IQR) (Contrôle 
n = 5; RGTA n = 6). Il n’y a aucune différence significative entre les deux groupes (Cochran-Armitage; p > 0.05). 
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signifie que les déficits augmentent. En revanche, nous n’avons décelé aucune diminution 

significative de la RD dans la lésion le jour de l’ischémie. Toutefois, en regardant nos résultats 

de plus près, nous pouvons voir une légère tendance de diminution de la RD 1 h après l’ischémie 

(Figure 69D). Cette tendance a pu suffire à faire ressortir une corrélation entre la RD et les tests 

comportementaux.  

Cependant, aucune donnée IRM ne semble pouvoir prédire les déficits sensoriels car 

aucune corrélation ne ressort avec le test de stimulation tactile. De plus, de façon intéressante, 

la grande majorité des corrélations ne sont retrouvées que chez les animaux du groupe contrôle 

et disparaissent chez les animaux traités par le RGTA. Au moment des examens IRM (1 h après 

ischémie) aucun traitement n’a été donné, et on ne retrouve aucune différence entre les animaux 

des deux groupes pour toutes les valeurs mesurées. En revanche, le traitement a été administré 

avant la réalisation des tests comportementaux. Il se pourrait donc que le traitement agisse de 

façon discrète sur la récupération fonctionnelle.  

 

Tableau 8 : Tableau résumant les coefficients de corrélations de Pearson obtenus entre les données IRM 
de la lésion 1h après l’ischémie, et les résultats aux tests comportementaux (côté controlatéral) à 2 
semaines post-ischémie (Contrôle : n = 4 ; RGTA : n = 6). Les corrélations réalisées sont des corrélations 
de Pearson. Les corrélations considérées comme fortes, bien que non significatives (p > 0.05), sont 
surlignées en vert.  

 

De la même façon, nous avons réalisé des corrélations entre le volume de la «pénombre» 

1h post-ischémie et les résultats obtenus aux différents tests comportementaux en phase 

subaiguë 2 semaines après l’ischémie. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 9 ci-

dessous. Il semblerait cette fois-ci que la taille de la «pénombre» soit un meilleur indicateur des 

futurs déficits fonctionnels, puisque de fortes corrélations sont retrouvées pour tous les tests 

chez les animaux contrôles. Chez les animaux traités par le RGTA, le volume de la «pénombre» 

est corrélé au score neurologique ainsi qu’aux deux escaliers chez les animaux traités par le 

RGTA. Ces corrélations indiquent que plus la «pénombre» est grande, plus les déficits sont 

importants. Ainsi, le volume précoce de la «pénombre» semble offrir une prédiction aussi bien 

des déficits moteurs que des déficits sensitifs chez les animaux contrôles, mais uniquement 

LESION 1h Contrôle RGTA Contrôle RGTA Contrôle RGTA Contrôle RGTA Contrôle RGTA

Volume -0,9 0,5 -0,6 -0,1 0 -0,5 -0,6 -0,4 -0,6 -0,6

ADC 0,9 -0,6 0,7 0,2 0,6 0,4 0,9 0,3 0,9 0,4

FA -0,6 0,4 -0,3 -0,3 0,6 -0,3 0,1 -0,4 0,1 -0,3

AD 1,0 -0,6 0,9 0,2 0,1 0,4 0,7 0,3 0,7 0,4

RD 0,9 -0,6 0,7 0,2 0,6 0,4 0,9 0,3 0,9 0,5

État général Score neurologique Stimulation tactile Escalier colline Escalier vallée
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moteurs chez les animaux traités par le RGTA. Dans la «pénombre», aucune différence des 

valeurs d’ADC, de FA, d’AD ou de RD n’a été détectée par rapport à l’hémisphère 

controlatéral. De ce fait, aucune corrélation n’a été retrouvée entre ces valeurs et les données 

comportementales. 

Tableau 9 : Tableau résumant les coefficients de corrélations de Pearson obtenus entre les données IRM 
de la «pénombre» 1h après l’ischémie, et les résultats aux tests comportementaux (côté controlatéral) à 
2 semaines post-ischémie (Contrôle : n = 4 ; RGTA : n = 6).Les corrélations réalisées sont des 
corrélations de Pearson. Les corrélations considérées comme fortes, bien que non significatives (p > 
0.05), sont surlignées en vert.  

 

4 Discussion 

Cette étude réalisée chez le marmouset fait suite aux résultats obtenus avec la thérapie 

matricielle par RGTA dans un modèle d’ischémie focale chez le rat. En effet, au cours de ces 

travaux, il a été montré qu’une injection intraveineuse de RGTA réduisait les dommages 

cérébraux et améliorait la récupération fonctionnelle (Khelif et al., 2018). Précédemment, nous 

avons également mis en évidence un effet neuroprotecteur persistant du RGTA après une 

administration par voie intra-artérielle. Afin de répondre aux recommandations des comités 

d’experts scientifiques, la présente étude cherche à valider ces résultats chez un primate non-

humain : le marmouset. Cette étude a permis de montrer qu’aucun effet toxique n’a pu être 

observé lorsque le RGTA est injecté à la dose de 8.88 µg, 3 heures après l’OACM. 

Malheureusement, les résultats obtenus sur 10 individus (4 contrôles et 6 traités par le RGTA) 

ne nous ont pas permis d’affirmer l’efficacité du traitement.  

 L’étude 3 a permis dans un premier temps d’évaluer l’innocuité du traitement chez les 

animaux. Cinq marmousets sont décédés les jours suivant la chirurgie. Toutefois, parmi ces 

animaux, seulement 2 ont été traités par le RGTA tandis que les autres ont reçu l’injection d’une 

solution saline. On peut donc exclure une mortalité liée au traitement. De plus, le suivi des 

paramètres physiologiques réalisé pendant 60 minutes après l’administration du RGTA 

n’indique aucune toxicité liée à la médication pour cette dose donnée. La demi-vie du RGTA 

étant de 30 minutes dans la circulation sanguine, si des altérations avaient dû avoir lieu, nous 

les aurions détectées. Cependant un même phénomène s’est produit chez l’ensemble des 

animaux que nous avons perdus après l’ischémie : les images IRM réalisées après le retrait de 

l’embole indiquent que ces animaux n’ont pas correctement reperfusé. En effet, même si les 

PENOMBRE 1h Contrôle RGTA Contrôle RGTA Contrôle RGTA Contrôle RGTA Contrôle RGTA

Volume -0,8 -0,1 -0,8 -0,8 -0,7 0 -0,8 -0,8 -0,8 -0,7

État général Score neurologique Stimulation tactile Escalier colline Escalier vallée
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angiographies indiquaient que le sang passait de nouveau correctement dans les gros vaisseaux, 

les cartes d’ADC ne présentaient aucune diminution de l’hypersignal. Les animaux ont ensuite 

succombé à un œdème cérébral massif. Le modèle d’ischémie focale chez le marmouset par 

OACM que nous avons utilisé a été mis en place dans notre laboratoire il y a de ça 10 ans, et 

jusqu’alors ce phénomène n’avait encore jamais été observé (Freret et al., 2008; Bihel et al., 

2010). La seule différence avec ces travaux, est l’injection intra-artérielle d’un produit. De 

nombreuses études ont fait part de complications qui peuvent subvenir après l’utilisation de 

cette voie d’administration (Sen et al., 2005; Abou-Chebl, 2013; Joshi et al., 2014). Dans notre 

cas, ces complications pourraient être liées à un débit d’injection trop important, qui aurait 

abimé les petits vaisseaux sanguins, empêchant ainsi la reperfusion des tissus. Lors de nos 

études chez le rat, nous n’avions pas obtenu de mortalité plus importante chez les rats traités 

par voir intra-artérielle par rapport aux rats traités par voie intraveineuse, et le même débit 

d’injection a ensuite été utilisé chez le marmouset. Or, le débit sanguin cérébral du rat est de 

120 à 150 ml/min/100g (Williams et al., 1992) contre 70 pour le marmouset (Guibert et al., 

2010). Cette différence pourrait expliquer que les complications n’apparaissent que chez le 

marmouset. Cette hypothèse a cependant peu de chances de s’avérer correcte, car l’ensemble 

des injections a été réalisée à l’aide d’un injecteur automatique qui a respecté le même débit 

d’injection chez tous les animaux. Ce phénomène aurait donc dû apparaître chez d’avantage, si 

ce n’est l’ensemble, des marmousets. Toutefois, cette théorie nécessiterait d’être validée en 

testant différents débits d’injection sur un plus grand nombre d’animaux.  

 Afin d’évaluer les effets du RGTA sur la protection du tissu cérébral, un suivi IRM a 

été réalisé en phase subaiguë et chronique de l’ischémie. Contrairement à ce qui avait été obtenu 

chez le rat, nos données obtenues chez le marmouset n’ont pas montré d’effet neuroprotecteur 

du traitement à la dose administrée (8.88 µg). L’utilisation des PNH en tant que modèles 

animaux possède l’avantage d’offrir une plus grande proximité avec l’Homme par rapport aux 

modèles rongeurs. Toutefois, l’inconvénient majeur du modèle primate est qu’il ne permet pas 

de faire des études sur de grands échantillons d’individus. Pour cette raison, dans le cadre d’une 

étude préclinique, la détermination de la fenêtre thérapeutique et de la dose optimale se fait 

généralement chez le rongeur. Chez le rat, la dose optimale d’une injection intra-artérielle de 

RGTA a été déterminée à 2.22 µg. Pour cette étude, nous avons donc adapté cette unique dose 

au marmouset. Les deux espèces étudiées ont un poids corporel équivalent, mais le volume 

cérébral du marmouset est 4 fois plus important que celui du rat. En conséquence, la dose de 
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8.88 µg de RGTA a été choisie pour cette étude, et aucune autre dose n’a été testée. Celle-ci 

n’est peut-être pas la plus efficace chez le marmouset. 

 Dans ce protocole, le traitement a été injecté au moment de la reperfusion, soit 3 h après 

le début de l’ischémie. Nos examens DTI réalisés le jour de l’ischémie nous ont permis de 

mesurer l’évolution du volume lésionnel pendant l’occlusion. D’après nos analyses, ce volume 

augmente progressivement jusqu’à 2h30, ce qui est en accord avec les résultats obtenus 

précédemment au laboratoire, également après une OACM de 3 h chez le marmouset (Bihel et 

al., 2011). Dans cette étude précédente, le volume lésionnel a été mesuré à 30 min, 1 h, 2 h et 

3 h post-ischémie, et une stabilisation du volume lésionnel est observée à partir de 2h. En 

associant ces résultats aux nôtres, nous pouvons donc supposer que la lésion induite par une 

OACM chez le marmouset atteint son volume maximal aux alentours de 2h30. Autrement dit, 

au moment de la reperfusion et de l’injection du traitement, des dommages irréversibles ont 

déjà entièrement recouvert toute la zone de pénombre, cible de prédilection des thérapies 

neuroprotectrices (Ghobrial et al., 2014). Chez le rat de souche Sprague Dawley (SD) que nous 

avons utilisé pour nos études antérieures sur le RGTA, le volume de la lésion ischémique induite 

par une OACM augmente rapidement jusqu’à 2 h, puis se stabilise (Bardutzky et al., 2005). 

Ainsi, chez le rat SD, la lésion atteint son volume maximal au bout de 2 h d’occlusion. Chez le 

rat, la fenêtre thérapeutique optimale du RGTA a été déterminée à 1h post-ischémie, soit bien 

avant que la pénombre n’ait totalement disparu, ce qui rend la neuroprotection possible (Khelif 

et al., 2018). Il semblerait donc que le temps d’injection du RGTA choisi pour l’étude chez le 

marmouset ne soit pas approprié au modèle, et qu’il aurait fallu administrer le traitement bien 

plus tôt pour voir, comme chez le rat, une réduction du volume lésionnel en phase subaigüe et 

chronique. Les mesures que nous avons réalisées sur le volume de la «pénombre» chez le 

marmouset vont également dans ce sens. En effet, 1h30 après le début de l’ischémie, la 

«pénombre» commence à diminuer et ne mesure déjà plus que 110 mm3. Étant donné que la 

lésion atteint 912 mm3 à 2h30, cela signifie que seul 12 % de la lésion peut encore être sauvé à 

1h30. Ce n’est pas très différent de ce que l’on peut retrouver chez le rat, chez qui 9 % du tissu 

appartient à la pénombre à 1h30 après ischémie, contre 25 % à 1 h (Bardutzky et al., 2005). 

Afin d’observer un effet thérapeutique du RGTA chez le marmouset, il faudrait donc prévoir 

un temps d’injection antérieur à 1h30.  

Les résultats aux tests comportementaux ne nous permettent pas de valider les effets 

bénéfiques du RGTA obtenus sur la récupération fonctionnelle chez le rat (Khelif et al., 2018a). 

Parmi les tests réalisés, le test de stimulation tactile et de l’escalier mettent en évidence des 
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déficits persistants jusqu’à la fin du protocole. Le manque de différence observé ne peut donc 

pas être attribué à une récupération fonctionnelle spontanée trop rapide. De plus, le test de 

l’escalier s’est déjà montré suffisamment sensible pour révéler un effet thérapeutique sur la 

récupération sensori-motrice chez le marmouset (Marshall et al., 2001). Bien que le seuil de 

significativité ne soit pas atteint, ils semblent que les animaux traités par le RGTA tendent à 

une meilleure récupération des fonctions sensitives à partir de la 3ème semaine post-ischémie. 

De même, les résultats obtenus avec les 2 versions de l’escalier nous indiquent que les animaux 

contrôles tendent à souffrir de déficits moteurs plus importants du côté ipsilatéral. Ces déficits 

ipsilatéraux perdurent jusqu’à la 2ème semaine post-ischémie, et ne peuvent donc pas être 

attribués à un simple effet secondaire de l’anesthésie pendant la chirurgie. Au cours d’une 

ischémie, la diminution de l’activité des neurones endommagés entraîne une sous-activation 

des régions cérébrales qui y sont fonctionnellement associées. Cette sous-activation aura pour 

conséquence une diminution du métabolisme de ces régions, ce qui se traduit par des déficits 

fonctionnels, le plus souvent transitoires (Seitz et al., 1999). On appelle ce phénomène le 

diaschisis. Ainsi, au cours d’une ischémie, des diaschisis controlatéraux ont déjà été mis en 

évidence et pourrait expliquer l’apparition de déficits ipsilatéraux transitoires chez les animaux 

(Bona et al., 2019).   

Les examens IRM en DTI ont permis l’analyse de l’intégrité des tissus à travers 

l’évolution des cartes d’ADC, de FA, d’AD et de RD dans la lésion ainsi que dans la 

«pénombre». Les valeurs d’ADC mesurées dans la lésion restent stables pendant toute la durée 

de l’occlusion, ce qui signifie que dans cette fenêtre de temps, la sévérité de l’œdème 

cytotoxique n’évolue pas. Ces données sont comparables à celles qui ont déjà été obtenues chez 

le marmouset (Bihel et al., 2011). Sept jours après l’ischémie, un hyposignal est toujours 

perceptible en ADC. De nouveau, ce résultat est en accord avec de précédents travaux menés 

au laboratoire chez le marmouset (Bihel et al., 2011). Il semblerait donc que le profil 

d’évolution de l’ADC lésionnel chez le marmouset se rapproche de l’Homme chez qui les 

valeurs se stabilisent entre 10 et 14 jours (Eastwood et al., 2003; Muñoz Maniega et al., 2004; 

Liu et al., 2007). En comparaison, chez le rat, l’évolution du signal d’ADC dans la lésion est 

plus rapide car il met 4 jours à se stabiliser (Neumann-Haefelin T. et al., 2000). En phase 

chronique, on observe toujours un signal d’ADC hypointense dans la lésion. A ce stade, les 

données de la littérature indiquent généralement un retour à la normale des valeurs d’ADC dans 

l’hémisphère ipsilatéral, chez le rongeur comme chez le primate (Neumann-Haefelin T. et al., 

2000; Marshall et al., 2003b; Liu et al., 2007). Néanmoins, il arrive parfois qu’un hyposignal 
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soit toujours visible en raison d’une formation de cavités kystiques liées à la nécrose du cerveau 

chez certains animaux (Eastwood et al., 2003).  

Concernant l’évolution de la FA durant l’occlusion, nos données sont en contradiction 

avec la littérature, qui expose généralement une augmentation du signal de FA (Liu et al., 2007; 

Bhagat et al., 2008; Bihel et al., 2011; Alegiani et al., 2017). Toutefois, cette augmentation de 

la FA n’est pas une caractéristique uniforme, et il arrive parfois que celle-ci ne change pas, 

voire diminue chez certains patients dans les heures suivant l’occlusion (Ozsunar et al., 2004). 

Il semblerait que l’œdème cytotoxique de la zone infarcie soit la raison de ces disparités, car il 

aurait différents effets sur la diffusivité axiale et radiale (Liang et al., 2007). De ce fait, la FA 

durant la phase aiguë d’une ischémie n’est pas considérée comme un marqueur de datation 

fiable de la lésion, car son évolution dépend d’avantage de composantes individuelles, plutôt 

que de la durée d’occlusion (Alegiani et al., 2017). En phases subaiguë et chronique, le signal 

de FA observé chez le marmouset diminue significativement, ce qui est également retrouvé 

chez d’autres espèces de primates (Chin et al., 2010). Ce phénomène met en avant l’apparition 

de dommages au niveau de la SB. Cependant, bien que les mesures de FA soient classiquement 

réalisées en recherche, elles ne permettent pas de distinguer spécifiquement les types de 

changements qui surviennent dans la SB. Pour cela, nous avons également réalisé des mesures 

de l’AD et de la RD. Ces deux paramètres sont beaucoup moins représentés dans la littérature. 

Nos résultats indiquent une diminution significative de l’AD pendant la phase aiguë de 

l’ischémie. La physiopathologie à l’origine de cette diminution n’est pas très bien comprise 

mais elle est vraisemblablement la conséquence d’une dégénération axonale provoquée par la 

nécrose cellulaire. En revanche, la raison pour laquelle la diminution de l’AD n’est pas 

accompagnée d’une augmentation de la RD est inconnue. Toutefois, ces résultats coïncident 

avec des données obtenues en phase aiguë d’ischémie chez des patients (Moulton et al., 2015).  

Nous avons également mesuré l’évolution de ces valeurs dans la zone de «pénombre» 

des animaux. Étant donné qu’on retrouve une baisse importante de signal de l’ADC et de l’AD 

dans la lésion, nous pensions que ces valeurs diminuaient graduellement selon l’extension de 

la lésion, et donc retrouver des valeurs au moins légèrement diminuées dans la «pénombre». 

Cependant, aucune mesure ne diffère de l’hémisphère sain. Chez le marmouset, il ne semble 

donc pas possible de prédire l’étendue de la lésion en mesurant les données de diffusion dans 

la zone péri-lésionnelle.   

Les modifications des paramètres de diffusion dans la lésion sont les premiers 

phénomènes cérébraux qui peuvent être détectés après une ischémie. Nous avons donc voulu 
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vérifier si les valeurs d’ADC, de FA, d’AD ou de RD ainsi que le volume lésionnel 1 h après 

ischémie pouvaient être de bons marqueurs prédictifs des déficits comportementaux en début 

de phase chronique chez le marmouset. Étonnamment, nous n’avons retrouvé aucune 

corrélation entre le volume lésionnel et les déficits sensorimoteurs. Il semble n’y avoir de 

relation qu’avec l’état général des animaux. Le volume lésionnel est pourtant le premier indice 

de déficits à long-terme décrit dans la littérature, chez l’animal comme chez l’Homme 

(Schiemanck et al., 2005; Habegger et al., 2018), mais les mesures sont généralement faites à 

des temps beaucoup plus tardifs en clinique, et sur un volume lésionnel « final » chez les 

animaux. Cela souligne toutefois l’importance d’inclure un suivi comportemental dans un 

protocole d’étude préclinique, et de ne pas s’appuyer uniquement sur des données IRM. En 

revanche, nos données indiquent que le volume de la «pénombre» mesuré chez les animaux à 

1 h est un excellent marqueur des déficits sensorimoteurs puisque des corrélations fortes sont 

retrouvées avec tous les tests. Mais dans le cas présent, la «pénombre» ne représente pas 

forcément la zone cérébrale d’hypoperfusion, mais la région qui sera infarcie avant la 

reperfusion. Autrement dit, elle peut sur ou sous-évaluer la véritable pénombre à un temps 

donné, et représente le volume lésionnel total que les animaux auront. De façon intéressante, 

on constate également que chez les animaux appartenant au groupe contrôle, le volume de la 

«pénombre» est corrélé avec les résultats de tous les tests, tandis que seuls les déficits moteurs 

ressortent pour les animaux traités par le RGTA. De la même façon, nos données indiquent des 

corrélations fortes entre l’ADC, l’AD et la RD à 1 h et les déficits moteurs à 2 semaines 

uniquement chez les animaux contrôles. Ainsi, ces valeurs semblent être de bons marqueurs 

précoces des déficits fonctionnels moteurs sur le long terme. L’évolution des paramètres de 

diffusion et des déficits fonctionnels qui y sont liés semblent ainsi être similaires entre l’Homme 

et le marmouset (Rosso et al., 2011; Moulton et al., 2015). Dans une étude, Rosso et 

collaborateurs ont même mis en évidence qu’en phase très aiguë de l’ischémie, les valeurs 

d’ADC permettaient de mieux prédire les troubles comportementaux des patients que le volume 

lésionnel (Rosso et al., 2011). Ceci supporte les résultats que nous avons obtenus. En revanche, 

en accord avec les données de la littérature, la FA mesurée en phase aiguë n’est pas un bon 

marqueur des déficits fonctionnels (Chin et al., 2010). Les DTI à partir desquels les cartes 

d’ADC, d’AD et de RD ont été extraites ont été réalisés avant l’administration du RGTA. De 

plus, les valeurs étaient homogènes entre les animaux de chaque groupe. Pourtant, on ne 

retrouve des corrélations qu’avec les animaux du groupe contrôle. Le lien entre les dommages 

tissulaires ici mesurés, et les déficits fonctionnels disparaît chez les animaux traités par le 

RGTA. A 2 semaines post-ischémie, aucune différence statistique ne nous permet de mettre en 
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avant une différence de performances aux tests entre les animaux contrôles et les animaux 

traités par le RGTA. Cette absence de corrélation pourrait signifier que les animaux traités par 

le RGTA auraient en réalité des déficits fonctionnels moins prononcés que les animaux 

contrôles. Il pourrait s’agir du premier indice d’une meilleure récupération fonctionnelle des 

marmousets grâce au RGTA. Toutefois, un nombre plus important d’animaux serait nécessaire 

afin de valider cette hypothèse.  

A travers cette étude, nous avons cherché à évaluer les effets du RGTA sur la 

neuroprotection et la récupération fonctionnelle après ischémie cérébrale focale chez le 

marmouset commun. Le potentiel thérapeutique du RGTA a déjà été démontré chez le rat, 

malheureusement, mais bien que l’innocuité du traitement ait été validée, les résultats obtenus 

dans cette étude ne nous permettent pas d’apporter à ce stade les mêmes conclusions quant à 

son efficacité. Cependant, plusieurs facteurs peuvent être mis en cause. Tout d’abord, un plus 

grand nombre d’animaux aurait peut-être permis de dégager statistiquement une différence 

entre les groupes, qui pour l’heure n’apparaît que sous forme de tendance ou d’indices liés aux 

corrélations. Ensuite, il semblerait que la fenêtre thérapeutique choisie ne soit pas adaptée au 

marmouset, car au moment de l’administration du RGTA, la lésion a déjà atteint son volume 

maximal. Afin de visualiser un effet neuroprotecteur, il aurait fallu injecter le traitement bien 

plus tôt. Enfin, suite aux résultats obtenus précédemment chez le rat, la dose de 8.88 µg de 

RGTA a été choisie pour cette étude, et aucune autre dose n’a été testée. Celle-ci n’est peut-

être pas la plus efficace chez le marmouset. En raison de tous ces facteurs, aucune conclusion 

sur l’efficacité ou l’inefficacité du RGTA ne peut être rendue. 
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ÉTUDE 4 - Mise en place de tests cognitifs chez le 
marmouset, dans un contexte d’ischémie cérébrale 

 

1 Co te te de l’ tude 

L’AVC représente la première cause de handicap acquis d’origine non traumatique chez 

l’adulte. Aussi, afin de permettre aux patients de retrouver une certaine autonomie, et 

d’améliorer leur qualité de vie, il paraît primordial d’orienter la recherche thérapeutique vers la 

restauration des fonctions endommagées. Cependant, la recherche préclinique et clinique 

actuelle se focalise majoritairement sur l’évaluation des déficits sensori-moteurs, au détriment 

des troubles cognitifs pourtant très fréquents (Rist et al., 2013; Sun et al., 2014; Brainin et al., 

2015). Plusieurs fonctions cognitives sont généralement atteintes : la mémoire de travail, 

l’attention, les fonctions exécutives (résolution de problèmes), le langage, l’orientation et 

l’héminégligence visuo-spatiale (Al-Qazzaz et al., 2014). Or, ces fonctions sont essentielles à 

l’intégration d’un individu dans la société, si bien que près de 25 % des victimes d’un AVC 

sont incapables de reprendre une activité professionnelle en raison de leurs troubles cognitifs. 

C’est pourquoi l’évaluation des fonctions cognitives après un AVC, et leur récupération, devrait 

être un enjeu majeur dans l’étude de nouvelles thérapies, au même titre que les fonctions 

sensorimotrices.  

Chez le marmouset, de nombreux tests sensorimoteurs ont été développés pour évaluer la 

récupération sensorimotrice après un AVC (Le Gal et al., 2017), mais la littérature ne fait état 

d’aucun test cognitif employé pour cette pathologie. Il a pourtant été prouvé que le marmouset 

était capable de réaliser des taches cognitives complexes au moyen d’un outil pertinent dans le 

cadre d’une ischémie cérébrale : le CANTAB (Spinelli et al., 2004). Il s’agit d’une batterie de 

tests cognitifs assistés par ordinateurs préalablement conçue pour le diagnostic de troubles 

neurodégénératifs et la rééducation cognitive chez l’Homme (Roque et al., 2011), et récemment 

adaptée au singe. Ce système d’évaluation est avantageux puisqu’il permet de mesurer, avec 

une grande précision, de nombreux aspects cognitifs tels que la mémoire de travail, l’attention, 

ou encore les fonctions exécutives, tout en demandant peu d’habilité motrice. De plus, le fait 

qu’il puisse être utilisé en clinique comme en préclinique facilite grandement l’aspect 

translationnel des études. Dans leur étude, Yamazaki et collaborateurs ont démontré que les 

marmousets étaient capables de réaliser de belles performances sur l’un des tests proposés par 
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le CANTAB : le Delayed Matching to Position (DMP) (Yamazaki et al., 2016). Cet exercice 

évalue la mémoire de travail, et pourrait donc être intéressant dans un contexte d’ischémie 

cérébrale. C’est pourquoi le but originel de cette étude était de réaliser un apprentissage du 

DMP au moyen du CANTAB, chez le marmouset sein, dans le but de pouvoir intégrer ce test 

aux futures études sur l’ischémie. Toutes les étapes de l’apprentissage sur le CANTAB que 

nous avons réalisées sont détaillées dans cette étude.  

Toutefois, très peu d’informations concernant les modalités d’apprentissage du CANTAB 

et de ses tests sont disponibles dans la littérature. Nous avons donc rencontré des difficultés 

dans ce travail, et n’avons pas pu finaliser l’apprentissage du DMP sur le CANTAB. C’est 

pourquoi dans un deuxième temps, nous nous sommes tournés vers la mise en place de tests 

cognitifs au moyen de dispositifs « manuels » plus classiques, afin de vérifier la faisabilité d’un 

apprentissage cognitif dans notre animalerie. Deux tests ont été retenus : le DMP, qui comme 

précisé plus tôt, évalue la mémoire de travail, et l’Object Retrieval with Detour (ORD) ou 

détournement d’objet, qui évalue les fonctions exécutives, également touchées par une 

ischémie. 

2 Matériels et Méthodes 

2.1 Habituation et entraînement au CANTAB 

2.1.1 Animaux utilisés 

Comme pour l’étude précédente, l’ensemble des marmousets (Callithrix jaccus) inclus 

dans cette étude sont élevés dans une animalerie agréée rattachée à notre laboratoire (CURB, 

France). Ils y sont hébergés en intérieur, avec un accès à l’eau et à la nourriture ad libitum, dans 

un environnement maintenu constamment à 24 °C et 50 % d’hygrométrie, avec un cycle 

d’éclairage jour/nuit de 12 h.  

Plusieurs mois avant le début du protocole, les marmousets de cette étude ont été 

déplacés dans une animalerie dédiée aux animaux en cours d’étude nommée animalerie de 

protocole. Cette animalerie confère les mêmes conditions de température, d’hygrométrie et 

d’éclairage que le CURB. En revanche, pour faciliter les études comportementales, les animaux 

sont isolés dans des cages individuelles mais conservent la possibilité d’interagir visuellement 

et de communiquer avec leurs congénères situés dans le même box. L’eau est distribuée ad 

libitum, mais comme les exercices comportementaux nécessitent une motivation alimentaire, la 

nourriture est retirée le matin et redistribuée en fin d’après-midi, à la fin des sessions de travail. 
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Cinq marmousets ont été entraînés au CANTAB, 3 femelles et 2 mâles, âgés de 7 ans. 

Les caractéristiques de ces animaux sont résumées dans le tableau suivant : (Tableau 10). 

Tableau 10 : Informations générales des marmousets entraînés au CANTAB.  

 

2.1.2 Habituation  

Comme pour l’étude précédente, avant de commencer l’apprentissage il est impératif de 

limiter au maximum les comportements de stress des animaux en les habituant à leur 

environnement de travail, aux objets utilisés, et à l’expérimentateur. Lorsque je suis arrivée au 

laboratoire, les animaux étaient déjà présents dans l’animalerie de travail depuis plusieurs mois. 

Ils étaient donc déjà habitués aux locaux et à leurs congénères. Dans un premier temps, les 

marmousets ont donc été familiarisés à l’expérimentateur. Pour cela, pendant 3 semaines, 

l’expérimentateur a passé environ 2 h par jour avec les animaux en leur distribuant des petits 

morceaux de marshmallow jusqu’à ce que tous les marmousets soient suffisamment en 

confiance pour venir chercher la friandise dans sa main sans crainte.  

Une fois l’habituation à l’expérimentateur acquise, les marmousets ont été entraînés 

pendant 1 à 2 semaines à passer dans une cage de travail, spécialement conçue pour le CANTAB 

(Figure 78). Cette cage vient s’accoler à la cage d’hébergement, et l’ouverture de portes 

guillotines de mêmes dimensions sur chacune des cages permet le passage de l’animal de l’une 

à l’autre. Ce système a été conçu dans le but d’éviter le stress non négligeable qui aurait été 

entraîné par une capture manuelle. Le travail sur le CANTAB s’effectue dans un box de 

comportement adjacent au box d’hébergement des animaux. Les marmousets ont donc ensuite 

été habitués au transfert entre les 2 box et à l’isolement social qu’il implique. Cet isolement vis-

à-vis des congénères permet de limiter les perturbations et d’éviter un mimétisme des erreurs. 

Le box de comportement dispose d’une caméra de surveillance permettant à l’expérimentateur 

de surveiller l’animal à distance. Ainsi, l’influence de l’expérimentateur est limitée pendant les 

tests. La phase d’habituation à l’isolement et aux différents sons émanant du CANTAB (bip et 

pompe) s’est réalisée en sessions quotidiennes de 10 min par animal.  

Matricule Sexe Âge

9238 F 7 ans

9081 M 7 ans

9178 F 7 ans

9291 M 7 ans

9312 F 7 ans
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Figure 78 : Cage de travail positionnée devant le CANTAB dans le box de comportement. La cage de 
travail dispose d’une petite porte guillotine permettant le passage de l’animal depuis sa cage 
d’hébergement, ainsi que d’une deuxième ouverture aux dimensions du CANTAB, permettant de mettre 
l’animal en contact avec l’écran tactile.  

2.1.3 Renforcement 

La phase de renforcement permet dans un premier temps d’initier le marmouset à la 

prise de récompense sur le CANTAB. Cette récompense est une récompense liquide, délivrée 

via un petit tuyau situé au milieu de l’écran tactile. Après plusieurs essais constitués de jus de 

pomme, de yaourt liquide, de compote ou encore de sirop, la récompense retenue a finalement 

été du milkshake à la banane. Dans un second temps, durant des sessions quotidiennes de 10 

min par animal, les marmousets sont entraînés à lécher 0.1 mL de milkshake desservi pendant 

5 secondes au milieu de l’écran après un signal sonore (4000Hz) de 1 seconde, et ce toutes les 

8 secondes. Ces sessions permettent ainsi aux animaux de faire le lien entre le son, qui fait 

office de renforcement positif, et l’obtention de la récompense. Le renforcement est considéré 

comme acquis lorsque le marmouset vient correctement chercher la récompense au milieu de 

l’écran et qu’il adopte un comportement montrant que l’association entre le son et la 

récompensa a bien été faite : il attend le signal sonore pour récolter le milkshake et ne tente pas 

de le lécher avant que le son n’ait retenti.  

2.1.4 Touch-training 

Une fois ce renforcement auditif acquis, les marmousets doivent apprendre à utiliser l’écran 

tactile pour réaliser les tests. Cette phase est appelée « Touch-training ». Pour que les animaux 

commencent à associer le fait de toucher l’écran avec l’obtention de la récompense, ils sont 

confrontés à une tache dans laquelle ils obtiennent une récompense dès qu’ils touchent un carré 

jaune présenté à l’écran. Dans un premier temps ce carré rempli la totalité de l’écran, ce qui 

signifie que l’animal peut toucher n’importe où pour obtenir la récompense. Si les animaux 
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touchent correctement l’écran, le milkshake est délivré après le même signal sonore que pour 

l’étape précédente. Celui-ci permet désormais d’indiquer la présence de la récompense et 

facilite le conditionnement au toucher de l’écran. Après 10 touches consécutives, la taille du 

carré réduit mais celui-ci reste au centre de l’écran. Toutes les dix touches, le carré rétrécit 

jusqu’à atteindre la taille des figures utilisées durant les tests, puis devient mobile sur l’écran 

(Figure 79). Ainsi, le marmouset est censé comprendre qu’il n’obtient pas la récompense en 

touchant un point fixe de l’écran, mais bien le carré. Cet entraînement a d’abord été réalisé en 

sessions quotidiennes de 10 min, avant de voir son rythme réduit à 3 fois par semaines afin 

d’augmenter la motivation des animaux à l’exercice. Le touch-training est réalisé jusqu’à ce 

que l’animal parvienne à toucher au moins 10 fois le carré mobile sur l'écran, en moins de 10 

minutes. 

 

Figure 79 : Présentation des différents niveaux de difficulté du « Touch-training ». Au niveau 7, le carré 
change de position d’un essai à l’autre. 

2.2 E t aî e e t à l’ORD et au DMP 

2.2.1 Animaux utilisés 

Quatre marmousets ont été entraînés à ces tests : 2 mâles et 2 femelles, tous âgés de 3 

ans. Pour faciliter leur apprentissage, et éviter que les marmousets ne confondent les dispositifs, 

chaque animal n’a été entraîné qu’à un seul test. Les 2 mâles ont ainsi été entraînés au test du 

DMP, tandis que les femelles ont été entraînées à l’ORD. Toutefois, une des femelles a dû être 

retirée de ce protocole, car elle a intégré un protocole d’ischémie en cours d’étude.  

De nouveau , les animaux étaient hébergés dans l’animalerie de protocole. Comme les 

tests nécessitent une motivation alimentaire, la nourriture était distribuée à la fin des sessions 

d’entraînement. L’eau était distribuée ad libitum. 

Contrairement aux études précédentes, les marmousets de cette étude ont été hébergés 

par paire : les 2 femelles dans une cage et les 2 mâles dans une autre. 

2.2.2 Test du o tou e e t d’o jet O je t Ret ie al ith Detou  – ORD) 

L’ORD évalue les fonctions exécutives et plus précisément les capacités de planification 

motrice impliquées dans une tâche de contournement d’obstacle, représenté par une barrière 
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transparente, pour atteindre une récompense. Pour obtenir cette récompense, l’animal doit être 

capable de contrôler les mouvements de ses bras, de choisir quel bras utiliser à chaque essai, et 

doit également inhiber une tendance naturelle à essayer d’atteindre directement la cible, sans 

réaliser de détour (Roberts & Wallis, 2000). 

Le marmouset réalise ce test depuis sa cage d’hébergement. Une plateforme disposée 

au centre de sa cage lui permet de se tenir à hauteur du dispositif. Celui-ci est constitué d’un 

cube en plexiglas transparent (5x5x5 cm), avec un côté supprimé en guise d’ouverture. Ce cube 

est vissé à une planche en bois, fixée à une plaque de plexiglas, elle-même fixée à la cage de 

l’animal. Une fente horizontale est découpée en bas de la plaque de plexiglas pour permettre un 

accès au cube depuis l’intérieur de la cage. 

Un morceau de marshmallow est placé à l’intérieur du cube, dont la face ouverte est 

positionnée à la droite du singe ou à sa gauche, de façon randomisée entre chaque essai. Ainsi, 

lorsque l’ouverture est du côté droit de l’animal, celui-ci doit utiliser son bras droit pour 

atteindre la friandise et vice versa (Figure 80). L’apprentissage est constitué de 30 essais par 

jour : 20 essais en condition facile le matin, et 10 essais en condition difficile l’après-midi. On 

parle de condition facile lorsque la récompense est placée au centre du cube. En condition 

difficile, la friandise est placée contre la face opposée à l’ouverture, ce qui augmente la 

difficulté de la tâche. Une session est considérée comme terminée lorsque tous les essais ont 

été réalisés, ou lorsque 30 min se sont écoulées depuis le début de l’exercice.  

 

Figure 80 : Dispositif et principe de l’ORD. Une friandise est placée à l’intérieur d’un cube transparent 
constitué d’une face ouverte sur le côté. L’animal doit contourner l’obstacle pour atteindre la friandise 
sans se heurter aux autres faces du cube. 

Les essais sont notés comme « parfaits » si la friandise est attrapée par un mouvement 

souple et précis du bon bras (bras droit pour le côté droit et gauche pour le côté gauche). Les 

autres essais sont notés comme étant « imparfaits ». Si l’animal met plus de 30 secondes à 
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récupérer la friandise, on qualifie l’essai « d’omission ». Durant l’apprentissage, 

l’expérimentateur note le nombre d’essais réussis parfaitement. Le test est considéré comme 

appris lorsque l’animal réalise au moins 80 % d’essais parfaits en condition difficile sur 3 

sessions consécutives.  

Une fois l’apprentissage acquis, lorsque ce test est utilisé pour évaluer des déficits post-

ischémiques, d’autres analyses sont ajoutées. Lorsque l’animal réalise des essais imparfaits, 

l’expérimentateur note le nombre d’erreurs motrices et de rencontres avec l’obstacle. L’animal 

fait une erreur motrice lorsque le bras correct contournait l’obstacle mais ne parvenait pas à 

saisir ou à rapporter la friandise. Le marmouset rencontre l’obstacle lorsqu’il rencontre la face 

du cube se trouvant face à lui en tentant d’atteindre la friandise sans faire de détour. Lorsque 

l’ouverture du cube se trouve du côté controlatéral de l’animal, on distingue 2 types de 

rencontres d’obstacle : type 1 lorsque la main appropriée (controlatérale) touche la face du cube 

en face de l’animal, type 2, lorsque la main inappropriée (ipsilatérale) touche le cube en face de 

l’animal ou la face fermée du côté ipsilatéral de l’animal. De même, lorsque l’ouverture du cube 

se trouve du côté ipsilatéral de l’animal, on distingue 2 nouveaux types de rencontre d’obstacle 

: type 3, lorsque le bras inapproprié (controlatéral) rencontre la face fermée controlatérale ou le 

cube en face de l’animal, type 4, lorsque le bras approprié (ipsilatéral) rencontre le cube en face 

de l’animal.  

Pour cette étude, nous nous sommes contentés d’estimer la faisabilité de ce test avec nos 

animaux avant tout protocole d’ischémie. Seul le nombre d’essais parfaits accomplis a donc été 

pris en compte.  

2.2.3 Delayed matching to position (DMP) 

Le test du DMP est un test qui permet d’évaluer la mémoire spatiale de travail. Pour obtenir 

une récompense cachée sous un objet, l’animal doit être capable de se souvenir de sa position 

parmi différents objets identiques (Lacreuse et al., 2014).  

Le marmouset réalise ce test depuis sa cage d’hébergement. Une plateforme disposée au 

centre de sa cage lui permet de se tenir à hauteur du dispositif. Celui-ci est constitué d’une 

planche en bois dans laquelle 4 puits circulaires ont été creusés. La planche est rattachée de 

façon perpendiculaire à un écran en plexiglas, lui-même fixé à la cage. Sur cet écran, une fente 

permet aux marmousets de passer les bras pour atteindre les puits. Les objets servant à cacher 

les récompenses sont des jetons de poker.  
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Au cours de l’apprentissage de ce test, il a d’abord fallu apprendre aux animaux le lien 

entre le jeton et la récompense. Pour cela, l’expérimentateur commence par mettre un morceau 

de marshmallow dans un puits sans le recouvrir. Lorsque le marmouset vient spontanément 

chercher la friandise, l’expérimentateur la recouvre d’un jeton, sous les yeux de l’animal. Pour 

un marmouset, cacher un objet équivaut à le faire disparaitre, mais petit à petit celui-ci parvient 

à comprendre qu’en poussant le jeton, la récompense se trouve toujours en dessous. L’étape 

suivante consiste à placer un deuxième jeton en même temps que le premier, toujours sous les 

yeux de l’animal, pour que celui-ci comprenne qu’un des deux puits est vide (Figure 81). Il a 

fallu environ 1 mois à chaque marmouset pour que cette phase initiale soit acquise. 

L’apprentissage du DMP incluant le travail de la mémoire a ensuite pu commencer.  

 

Figure 81 : Étapes initiales de l’apprentissage du DMP. La friandise est d’abord simplement déposée 
dans un puits pour être récupérée. Elle est ensuite recouverte d’un jeton sous les yeux de l’animal. Celui-
ci doit le pousser pour récupérer la récompense. Enfin, avant que l’animal ne récupère la récompense 
sous le 1er jeton, un 2ème est positionné afin que l’animal comprenne qu’un des jetons cache un puits 
vide.  

Le principe du test est le suivant : dans un premier temps, un morceau de marshmallow est 

placé au fond d’un des 4 puits, puis un jeton est positionné par-dessus pour le cacher. L’animal 

récupère alors la friandise après avoir écarté le jeton. Un écran noir est ensuite positionné devant 

la vitre en plexiglas afin que le marmouset ne puisse plus voir les puits. Une nouvelle friandise, 

toujours recouverte d’un jeton, est alors placée au même endroit que la friandise précédente. 

Cependant cette fois-ci, un deuxième jeton, identique au premier, faisant office de distracteur, 

est positionné au-dessus d’un autre puits vide. L’écran noir est retiré, et le marmouset doit alors 

faire le bon choix entre les deux jetons pour obtenir la récompense. Pour cela, il doit se souvenir 

dans quel puits se trouvait la récompense qu’il a récupéré juste avant. Pour résumer, l’exercice 

se compose en 3 étapes : une étape d’acquisition pendant laquelle l’animal acquière la 

connaissance de la position de la récompense, une étape de rétention (ou délais), pendant 
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laquelle l’animal ne voit plus et doit mémoriser la position de l’objet, puis une étape de choix 

entre la bonne réponse et un distracteur (Figure 82).  

 

Figure 82 : Principes du DMP. Acquisition : le marmouset récupère une récompense placée sous un 
jeton. Rétention : Pendant 3 secondes, un écran noir bloque la vue au marmouset tandis qu’une nouvelle 
friandise recouverte d’un jeton est repositionnée au même endroit, cette fois-ci accompagnée d’un 
distracteur positionné sur un puits vide. Choix : L’écran noir est levé, et l’animal doit se souvenir de la 
position correcte de la récompense. 

L’apprentissage est constitué de 20 essais par jour : 10 essais en condition facile le matin, 

et 10 essais en condition difficile l’après-midi. En condition facile, le choix de l’animal se porte 

sur les 2 puits situés aux extrémités du dispositif. En condition difficile, le choix se fait entre 2 

puits voisins car la proximité des puits rend la tâche plus complexe pour le marmouset. Une 

session est considérée comme terminée lorsque tous les essais ont été réalisés, ou lorsque 30 

minutes se sont écoulées depuis le début de l’exercice. A chaque session, l’expérimentateur 

note le nombre de bonnes réponses (c’est-à-dire lorsque le marmouset se souvient correctement 

de la position de la récompense). Le test est considéré comme appris lorsque l’animal réalise 

au moins 80% de bonnes réponses en condition difficile sur 3 sessions consécutives.  

3 Résultats 

3.1 Entraînement au CANTAB 

L’apprentissage du CANTAB a nécessité au préalable en moyenne 20 ± 4 sessions 

quotidiennes d’habituation au passage dans la cage de travail, au transfert dans le box de 

comportement, à l’isolement, et aux différents sons de la machine. La phase de renforcement 

auditif a nécessité un peu plus de temps, en moyenne 32 ± 28 sessions. On remarque alors une 
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très forte variabilité entre les individus, certains nécessitant presque le double de sessions par 

rapport aux autres.  

 Durant la phase de touch-training, on constate là encore une grande hétérogénéité 

d’apprentissage entre les individus (Figure 83). Les marmousets 9291 et 9178 ont tous les deux 

eu une progression constante et ont réussi à atteindre le dernier niveau de difficulté après un 

nombre de sessions très proche (respectivement 31 et 33). Néanmoins, aucun des deux n’a 

réussi à achever ce niveau. Le marmouset 9238 a dans un premier temps progressé très 

rapidement avant de stagner au niveau 6. Cet animal avait fait un lien erroné entre le fait de 

toucher le centre de l’écran et l’obtention de la récompense, de ce fait, lorsque le carré devenait 

mobile, il échouait à chaque essai. Les deux derniers marmousets, 9081 et 9312, ont rencontré 

encore plus de difficulté dans la compréhension de la tâche en stagnant respectivement aux 

niveaux 3 et 4. Ainsi, tous les marmousets semblent atteindre une sorte de « plateau cognitif » 

et semblent de pas pouvoir progresser d’avantage malgré le nombre de sessions croissant.  

 

 

Figure 83 : Progression de chaque marmouset au touch-training. Les différents niveaux de difficulté sont 
représentés au-dessus du graphe. 
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3.2 E t aî e e t à l’ORD et au DMP 

3.2.1 P og essio  à l’ORD 

Initialement, 2 marmousets ont débuté l’apprentissage de ce test, mais après quelques 

sessions, l’un d’entre eux a dû intégrer un autre protocole et donc arrêter son entraînement. 

C’est pourquoi seules les données du marmouset restant sont montrées.  

En condition facile, le marmouset remplit les critères de réussite (au moins 80 % d’essais 

parfaits sur 3 sessions consécutives) dès la 8ème session. Les choses se compliquent en condition 

difficile puisque l’animal ne parvient pas à atteindre des critères de réussite en 15 sessions. 

Toutefois, on note une amélioration progressive des performances de la première à la dernière 

session d’apprentissage (Figure 84). 

 

Figure 84 : Progression dans l’apprentissage de l’ORD. En condition facile, la récompense est située au 
centre du cube. En condition difficile, elle est placée au fond du cube.  

 

3.2.2 Progression au DMP 

Deux marmousets ont été entrainés à ce test. Tous deux ont au préalable réalisé 

l’apprentissage initial pendant environ 1 mois. En condition facile, on constate que le 

marmouset 2 remplit les critères de réussite dès les premières sessions d’apprentissage. Les 

performances sont un peu plus hétérogènes d’une session à l’autre pour le premier marmouset. 

A partir de la 10ème session, les performances des 2 marmousets semble décroître. Ce 

phénomène peut être expliqué par la présence d’une femelle en chaleur dans le même box 

(Figure 85). En condition difficile, aucun des marmousets ne parvient à atteindre les critères de 

réussite en 15 sessions. De plus, il ne semble pas y avoir de progression dans les performances 

des animaux entre la première et la dernière session (Figure 86).  
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Figure 85 : Progression dans l’apprentissage du DMP en condition facile. Dans cette version, le choix 
de l’animal se porte sur 2 positions éloignées.  

 

 

Figure 86 : Progression dans l’apprentissage du DMP en condition difficile. Dans cette version, le choix 
de l’animal se porte entre 2 positions voisines.  

 

4 Discussion 

Dans cette dernière étude, nous avons voulu mettre en place l’apprentissage de tests 

cognitifs chez le marmouset. Dans un premier temps, nous avons tenté de réaliser cet 

apprentissage au moyen du CANTAB. Le CANTAB est un outil d’évaluation des fonctions 

cognitives qui présente un grand intérêt pour les études translationnelles, car il est utilisé à la 

fois chez l’animal et chez l’Homme. De plus, comme tous les tests sont informatisés, il permet 

d’augmenter considérablement la précision des tests en se libérant des biais provoqués par le 

temps de réaction de l’expérimentateur. Toutefois, l’inconvénient majeur du CANTAB est qu’il 

nécessite généralement une période d’apprentissage beaucoup plus longue que les méthodes de 

test traditionnelles (Roque et al., 2011). Chez l’animal, avant d’utiliser le CANTAB sur une 
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tâche cognitive donnée, plusieurs étapes d’apprentissage préliminaires sont nécessaires. La 

première étape consiste à habituer les animaux au dispositif et à son environnement de travail. 

La seconde étape permet de créer un renforcement auditif entre un signal sonore et l’attribution 

de la récompense. Ce signal sonore permettra ensuite de marquer avec précision les bonnes 

réponses de l’animal. Enfin, comme l’utilisation d’un écran tactile est loin d’être intuitive pour 

un animal, la dernière étape, appelée touch-training, consiste à leur apprendre à toucher un 

stimulus mobile à l’écran. Malheureusement, malgré un temps d’entraînement très conséquent, 

nos animaux ne sont jamais parvenus à maîtriser cette étape.  

En débutant l’apprentissage du CANTAB, nous nous attendions à ce que le renforcement 

auditif soit assimilé en 3 ou 4 sessions maximum car il n’existe aucune information à ce sujet 

dans la littérature. Mais les marmousets ont mis énormément de temps avant de comprendre 

d’où sortait la récompense. En début de session, nous placions de la nourriture (morceaux de 

chamallow, de pomme ou de banane) juste à côté de la sortie de la récompense pour les attirer, 

mais dans la plupart des cas, les animaux récupéraient rapidement la friandise avant de 

s’éloigner aussitôt, sans prêter attention à la récompense liquide. De plus, il nous a fallu 

plusieurs sessions avant de trouver la récompense idéale. Le yaourt liquide, le sirop et le jus de 

fruit n’ont pas été très populaires. La compote était très appréciée mais avait tendance à rester 

bloquée dans le tube, même lorsqu’on la mélangeait à de l’eau. Finalement, le milkshake à la 

banane a fait l’unanimité. Il a tout de même fallu entre 1 et 2 mois de sessions quotidiennes 

pour que le renforcement auditif soit acquis.  

 Dans la littérature, il est décrit que le touch-training ne nécessite que 7 à 8 sessions 

d’apprentissage (Spinelli et al., 2004). Dans le cas présent, seuls 2 marmousets sont parvenus 

à atteindre le dernier niveau de difficulté du touch-training après 33 et 35 sessions. Aucun des 

autres animaux n’a réussi à maîtriser cette étape. Cet écart de performance par rapport aux 

données de la littérature peut être expliqué par plusieurs facteurs. Tout d’abord, nos conditions 

de travail impliquaient un déplacement des animaux dans une cage de travail, ainsi qu’un 

isolement total vis-à-vis des congénères dans un box différent du box d’hébergement. Ce choix 

a initialement été fait afin d’éviter que les animaux reproduisent les erreurs des autres après les 

avoir observés. Cependant, ces conditions peuvent être anxiogènes pour les marmousets. Dans 

la littérature, le CANTAB est généralement présenté directement au niveau de la cage 

d’hébergement. Ainsi aucun déplacement des animaux n’est nécessaire, et ils restent à 

proximité des congénères, ce qui réduit leur niveau de stress (Spinelli et al., 2004, 2006; 

Yamazaki et al., 2016).  
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Les animaux inclus dans cette étude étaient également placés en hébergement individuel 

depuis leur arrivée dans l’animalerie de protocole, ces animaux étaient destinés à intégrer un 

protocole d’ischémie. Ils ont donc été placés en cage individuelle afin d’éviter tout désagrément 

de la part des congénères après la chirurgie. Mais le marmouset est un animal social, et 

l’isolement chronique peut mener au développement d’une dépression chez ces animaux 

(Galvão-Coelho et al., 2017). Il est à noter que certains individus ont en effet développé des 

stéréotypies an cours de l’’étude (balancement de la tête en arrière, épilation des poils de la 

queue…) pouvant refléter un état dépressif (Lutz, 2014). Or une dépression peut avoir pour 

conséquence l’apparition d’une anhédonie et de troubles de motivation, également chez le 

marmouset (Alexander et al., 2019). Ceci pourrait en partie expliquer les mauvaises 

performances des animaux lors de l’entraînement au CANTAB. Pour tenter de limiter ce 

problème, nous avons enrichi le milieu de vie des marmousets. Des perches, des cordes, des 

miroirs, ainsi que des trapèzes ont été rajoutés dans les cages d’hébergement. Des bacs remplis 

de litière ont également été placés en dessous des cages afin de permettre aux animaux de 

fouiller et de récupérer la nourriture qui serait tombée par mégarde. Cet enrichissement a permis 

de limiter certaines stéréotypies, mais rien ne peut remplacer la stimulation d’une relation 

sociale. Dans la littérature, tous les marmousets dont les fonctions cognitives sont testées sont 

hébergés au minimum à 2 par cage (à l’exception des études sur la dépression) (Roberts & 

Wallis, 2000; Spinelli et al., 2004; Lacreuse et al., 2014; Yamazaki et al., 2016; Sadoun et al., 

2019). Placer les animaux par paires suffit à éliminer l’apparition de comportements typiques 

de la dépression (Galvão-Coelho et al., 2017).  

Un autre paramètre ayant pu limiter les performances des marmousets lors de 

l’apprentissage est leur âge. En effet, tous les marmousets inclus dans cette étude étaient âgé de 

7 ans. Or, dans une étude récente, Sadoun et collaborateurs ont démontré qu’un déclin cognitif 

lié au vieillissement apparaissait chez les marmousets (Sadoun et al., 2019). Les performances 

au DMP sur le CANTAB de 35 marmousets âgés de 2 à 14 ans ont été mesurées. Leurs résultats 

indiquent que dès 4 ans, une baisse de motivation, une augmentation de la distractibilité ainsi 

qu’une augmentation de la frustration sont détectées. A partir de 6 ans, des déficits liés à 

l’application de stratégies apparaissent également. Il se pourrait donc que l’apprentissage du 

CANTAB fonctionne mieux avec des animaux âgés de moins de 4 ans. 

Il semblerait donc que les conditions réunies dans cette étude ne soient pas optimales pour 

un apprentissage optimal du CANTAB. Afin de vérifier que les raisons exposées étaient bien 

en cause de l’échec d’apprentissage chez nos animaux, nous avons entamé l’apprentissage de 
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nouveaux tests cognitifs dans de nouvelles conditions. Cette fois-ci, pour limiter les déficits 

causés par le déclin cognitif lié au vieillissement, les animaux étaient tous âgés de 3 ans. De 

plus, afin de s’assurer que des troubles du comportement liés à l’isolement social chronique ne 

viennent biaiser l’apprentissage des tests, les animaux ont été hébergés par paire. Enfin, afin de 

limiter le stress provoqué par un isolement durant les sessions de travail, l’apprentissage des 

tests a été réalisé directement au niveau de la cage d’hébergement des animaux. Toutefois, les 

résultats obtenus ne sont que préliminaires, car faute de temps, l’apprentissage n’a pas pu 

aboutir. De plus les données méritent d’être compléter avec des animaux supplémentaires.  

Les tests retenus, l’ORD et le DMP, sont des tests qui permettent d’évaluer des fonctions 

cognitives couramment atteintes après une ischémie cérébrale : les fonctions exécutives, et la 

mémoire de travail (Lacreuse et al., 2014; Baba et al., 2015).  

Nos données indiquent que l’animal entraîné au test de l’ORD parvient à atteindre les 

critères de réussite fixés à partir de la 11ème session en condition facile. Ce résultat est en accord 

avec ce qui peut être retrouvé dans la littérature (Murai et al., 2013). Durant le temps imparti, 

les critères de réussite n’ont pas été atteints en condition difficile, mais étant donné la 

progression constante de l’animal au fur et à mesure des sessions, on peut supposer que 

l’apprentissage complet de ce test n’était qu’une question de temps.  

L’apprentissage du DMP semble un peu plus complexe. Même si l’un des marmousets 

parvient rapidement à maitriser ce test en condition facile, les deux animaux ne semblent pas 

progresser en condition difficile. De nombreuses études font usage de ce test pour évaluer la 

mémoire de travail des marmousets. Au moyen du DMP, Yamazaki et collaborateurs ont évalué 

jusqu’à quelle durée de rétention maximale les marmousets étaient capables de réussir 

l’exercice (Yamazaki et al., 2016). Lorsque les animaux parvenaient à maîtriser la tâche pour 

un temps de mémorisation donné, celui-ci était augmenté à l’essai suivant. Ils ont ainsi 

démontré que le marmouset avait une mémoire de travail spatiale pouvant aller jusqu’à 116 

secondes. Bien entendu, plus le délai est important, plus le nombre de sessions nécessaires pour 

que les animaux puissent atteindre des critères de réussite est élevé. Dans une étude de Lacreuse 

et collaborateurs, les marmousets ont pu remplir les critères de réussite du DMP en condition 

difficile en 60 sessions pour un délai de rétention de 6 secondes (Lacreuse et al., 2014). Dans 

le cas présent, nous utilisons un délai d’1 seconde afin de ne pas rallonger le temps 

d’apprentissage. Nos animaux devraient donc pouvoir maîtriser l’exercice en moins de 60 

sessions. Néanmoins, il semblerait que 15 sessions d’apprentissage ne soient pas suffisantes.  
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D’autre part, les performances des marmousets en condition facile semblent diminuer à 

partir de la 8ème session, et ce jusqu’à la fin de la période de test. En effet, les 2 animaux 

entrainés à cet exercice sont des mâles, et il se trouve qu’une femelle du box était en chaleur 

durant cette période. Ce phénomène pointe du doigt l’inconvénient majeur des tests réalisés 

dans la cage d’hébergement car ce faisant, les congénères peuvent être une grande source de 

distraction pour les animaux en train de travailler. Toutefois comme nous l’avons vu plus tôt, 

l’isolement des marmousets pendant l’exercice n’est pas une solution. De plus, ce phénomène 

est amplifié par l’horaire de session imposée par l’expérimentateur. Puisque sa présence est 

nécessaire à la réalisation des tests, le marmouset n’a pas le loisir de pouvoir choisir le moment 

qui lui est le plus opportun pour travailler. Sous cette contrainte, il se peut que les animaux ne 

soient tout simplement pas enclins à travailler à ce moment donné. De plus, d’après des études 

du rythme circadien du marmouset, celui-ci connait un creux d’activité dans la journée, entre 

11 h et 14 h (Melo et al., 2016). Or, lorsque plusieurs animaux doivent être testés dans la journée 

par l’expérimentateur, il arrive bien souvent que plusieurs d’entre eux aient à travailler durant 

ces heures, ce qui signifie que leurs performances peuvent être biaisées. Ainsi, pour une 

meilleure réalisation des tests, l’idéal serait que les marmousets puissent travailler en 

autonomie, sans programmation d’horaire. Pour cela il faudrait que les dispositifs de test soient 

fixés aux cages d’hébergement, accompagnés d’un système permettant d’automatiser la tâche 

et de recueillir les résultats grâce à un système de caméra, ou d’enregistrement numérique des 

données. Cette solution n’est pas applicable aux dispositifs d’ORD et de DMP dont nous 

disposons. Cependant, il existe désormais des dispositifs automatisés permettant aux singes de 

réaliser des tâches cognitives sans la présence de l’expérimentateur. Ces dispositifs sont 

constitués d’un écran tactile accompagné d’un système de reconnaissance des animaux grâce 

au scan de leur puce (Gazes et al., 2013). Les animaux peuvent ainsi venir se placer devant 

l’écran pour travailler, sans contrainte, à la simple force de leur motivation.  

 Dans cette étude, nous avons posé les bases des conditions requises pour un 

apprentissage efficace de tests cognitifs sur le CANTAB. Avec nos conditions de travail 

actuelles, nous n’avons pas pu achever les premières phases de maîtrise de cet outil. Il serait 

désormais intéressant de renouveler l’expérience en réalisant les tests dans le box 

d’hébergement, sur des animaux jeunes et hébergés en groupes sociaux. Le CANTAB est un 

outil de recherche pertinent dans l’étude des déficits cognitifs post-ischémiques, mais qui, 

même dans des conditions optimales, demande un temps de mise en place très long qu’il est 

nécessaire de prévoir.  
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Même si nous n’avons pas pu achever l’apprentissage de l’ORD et du DMP faute de temps, les 

résultats préliminaires obtenus sont encourageants, et semblent indiquer que les conditions de 

travail étaient réunies pour un apprentissage de ces tests. Il faudrait désormais compléter ces 

données avec un nombre plus important d’animaux, et sur une plus longue période 

d’apprentissage. Néanmoins, moyennant un temps d’apprentissage suffisant, il semble tout à 

fait envisageable de pouvoir intégrer ces tests à un protocole d’ischémie cérébrale afin de 

pouvoir évaluer l’évolution des déficits cognitifs sous-jacents. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

 

185 
 

CONCLUSION GÉNÉRALE ET PERSPECTIVES 

Malgré les nombreuses recherches précliniques et cliniques réalisées, les thérapies de 

revascularisation du tissu cérébral par thrombolyse ou thrombectomie demeurent les seuls 

traitements disponibles capables de limiter les séquelles d’un AVC (Ghobrial et al., 2014; 

Spiotta et al., 2015). Cependant, l’existence de nombreuses contre-indications ainsi que la 

fenêtre thérapeutique très étroite de ces thérapies limitent grandement leur utilisation (Craig et 

al., 2019). De ce fait, l’AVC demeure la seconde pathologie la plus meurtrière au monde, ainsi 

que la première cause d’handicap acquis chez l’adulte (Ferro et al., 2016; Kessner et al., 2016; 

Thrift et al., 2017). La recherche pharmaceutique actuelle se concentre tout d’abord sur des 

stratégies de neuroprotection, qui pourraient permettre d’augmenter la fenêtre d’action des 

thérapies de reperfusion en limitant l’expansion du foyer ischémique (Hankey, 2017). D’autre 

part, les thérapies permettant d’améliorer la régénération/plasticité tissulaire post-AVC, et donc 

la récupération fonctionnelle des patients, constituent également une piste thérapeutique 

largement étudiée. 

Les travaux présentés dans cette thèse s’orientent principalement sur l’étude des effets 

neuroprotecteurs et régénérateurs post-ischémiques d’un agent de la matrice extracellulaire, le 

RGTA.  

Le RGTA est un agent mimétique des HS qui constituent la MEC. Il possède ainsi les 

mêmes propriétés de liaison aux protéines structurelles de la MEC, ainsi qu’aux facteurs de 

croissance impliqués dans la physiopathologie de l’ischémie cérébrale comme le VEGF ou le 

FGF (Tardieu et al., 1992; Rouet et al., 2005a, 2006). Toutefois, contrairement aux HS, le 

RGTA est capable de résister aux attaques enzymatiques. Ainsi, à la suite d’une lésion 

tissulaire, le RGTA remplace les HS dégradés et ce faisant permet d’une part de stabiliser 

l’échafaudage de la matrice, mais également de maintenir la biodisponibilité des facteurs de 

croissance impliqués dans plusieurs processus de régénération tissulaire (Barritault et al., 

2017b). Les propriétés régénératrices du RGTA ont déjà été mises en avant chez l’animal 

comme chez l’Homme dans la réparation de tissus cutanés, osseux, oculaires, myocardiques, 

musculaire ou encore tendineux (Desgranges et al., 1999; Yamauchi et al., 2000; Tong et al., 

2009; Barritault et al., 2017b). Le potentiel thérapeutique du RGTA à la suite d’une ischémie 

cérébrale a également été démontré récemment dans notre laboratoire, chez le rat soumis à une 

ischémie focale (Khelif et al., 2018a). Ces travaux ont en effet permis de mettre en avant une 

neuroprotection ainsi qu’une amélioration de la récupération fonctionnelle chez les animaux 
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traités par le RGTA. Les effets optimaux en terme de neuroprotection et récupération 

fonctionnelle ont pu être obtenus avec une administration de 0.5 mg/kg de RGTA, 1 h après 

l’ischémie cérébrale. Toutefois, au cours de ces travaux, la détermination de la voie optimale 

d’administration n’avait pas été faite, et le traitement était systématiquement injecté par voie 

intraveineuse.  

La première partie de mes travaux de thèse a donc consisté à évaluer l’efficacité d’une 

administration intra-artérielle de RGTA afin de pouvoir comparer les résultats obtenus avec une 

administration intraveineuse. La voie intraveineuse n’est que peu invasive, mais une grande 

quantité du produit injecté via cette voie se retrouve diluée dans la circulation systémique, si 

bien qu’une dose importante du traitement est nécessaire pour obtenir l’effet attendu. En 

comparaison, l’administration d’un produit par voie intra-artérielle, au niveau de la carotide 

interne, permet d’atteindre directement le tissu cible sans passer par la circulation systémique. 

De ce fait, la quantité de produit nécessaire pour atteindre l’effet pharmacologique souhaité 

peut être grandement diminuée, ce qui permet d’une part de réduire le coût du traitement, mais 

également de réduire les éventuels risques de toxicité liés au traitement. De plus, ce mode 

d’administration peut bénéficier des nouvelles méthodes de reperfusion par voie intra-artérielle 

et ainsi ne nécessiter aucune intervention supplémentaire pour obtenir l’accès artériel. Nos 

résultats indiquent que l’injection intra-artérielle de 2.22 µg de RGTA après une ischémie 

focale chez le rat permet d’obtenir les mêmes effets neuroprotecteurs qu’une injection 

intraveineuse de 0.5 mg/kg, soit 150 µg de RGTA pour un rat pesant 300 g. Si aucune toxicité 

du RGTA n’a été rapportée à la suite de ses utilisations cliniques dans des applications cutanées 

ou ophtalmiques (Barritault et al., 2017b) il est important de noter qu’aucune de ces utilisations 

ne nécessitait une dose aussi importante que celle suggérée dans le traitement d’une ischémie 

cérébrale par voie intraveineuse. L’avantage d’une administration intra-artérielle apparait donc 

clairement, car elle permet de réduire considérablement la quantité de RGTA injectée, et donc 

le risque d’effets secondaires, tout en maintenant son efficacité optimale. Des études 

complémentaires sont tout de même nécessaires afin de déterminer si la voie intra-artérielle 

permet d’obtenir les mêmes bénéfices sur la récupération fonctionnelle que ceux observés à la 

suite d’une injection intraveineuse.  

Comme nous l’avons vu, le RGTA à lui seul offre un potentiel thérapeutique prometteur 

dans le traitement de l’ischémie cérébrale. Toutefois, ses propriétés ciblant la MEC pourraient 

également aider à potentialiser d’autres thérapies. En effet, il a été démontré que l’injection de 

CSMs après une ischémie cérébrale permettait de réduire le volume lésionnel et d’améliorer la 
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récupération fonctionnelle. Cependant la survie des CSMs dans un milieu ischémié est très 

limitée, et elles ne peuvent donc pas atteindre leur efficacité optimale. Or, il a été démontré que 

l’utilisation concomitante de CSMs et d’un hydrogel constitué de GAGs enrichis en HS 

permettait d’améliorer la survie des CSMs après ischémie focale chez la souris (Zhong et al., 

2010). Cet hydrogel constitue en effet un support favorable à la prolifération des CSMs. De la 

même façon, des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont permis de mettre en évidence 

une potentialisation des CSMs par le RGTA après ischémie focale chez le rat normotendu 

(Khelif et al., soumis). En effet, l’injection de RGTA le jour de l’ischémie, suivie d’une co-

administration de RGTA et de CSMs 24 h plus tard, a permis d’obtenir une réduction persistante 

du volume lésionnel, ainsi qu’une meilleure récupération fonctionnelle. Nous avons ensuite 

voulu vérifier si les effets bénéfiques de cette thérapie combinée étaient également retrouvés 

chez des rats atteints d’hypertension artérielle.  

L’hypertension artérielle est le premier facteur de risque de l’AVC ainsi qu’un facteur 

aggravant de la pathologie (Letourneur et al., 2011a). L’hypertension artérielle va entraîner un 

épaississement des parois des vaisseaux sanguins et donc un rétrécissement de la lumière. Ainsi, 

au cours d’une ischémie cérébrale, l’apport sanguin venant des vaisseaux collatéraux et 

permettant aux cellules de la pénombre de subsister est très fortement diminué (Bernard & 

Waeber, 2009). De ce fait, chez les individus hypertendus, les dommages irréversibles causés 

au tissu cérébral évoluent rapidement, sont plus importants et laissent une place limitée à une 

protection potentielle par des traitements. C’est pourquoi très peu de traitements efficaces chez 

des individus normotendus maintiennent leur efficacité en présence d’hypertension artérielle 

(O’Collins et al., 2013). Nos résultats montrent d’ailleurs l’absence d’effet thérapeutique après 

injection de RGTA seul chez les animaux hypertendus, alors que des effets neuroprotecteurs et 

neurorégénérateurs étaient présents chez les animaux normotendus. Il faut toutefois souligner 

que la dose testée était 1,5 mg/kg, dose non optimale mais pour laquelle des effets bénéfiques 

avaient tout de même été retrouvés chez les animaux normotendus. Toutefois, l’administration 

de RGTA combiné aux CSMs permet de protéger le tissu cérébral et d’améliorer la récupération 

fonctionnelle même en cas d’hypertension artérielle. Des études complémentaires sont 

nécessaires afin de vérifier l’idée que des effets bénéfiques encore plus importants puissent être 

obtenus en utilisant 0.5 mg/kg de RGTA, dose optimale retenue chez le rat.  

Ces résultats soulignent donc l’intérêt de combiner du RGTA aux CSMs comme 

traitement post-ischémique pertinent. En effet, comme nous l’avons spécifié plus tôt, le RGTA 

permet de remplacer les HS dégradés tout en résistant aux attaques enzymatiques, et ainsi, de 
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maintenir la structure de la MEC après une ischémie. De ce fait, les fonctions d’adhésion 

cellulaire de la MEC sont maintenues, ce qui favorise la survie des cellules transplantées. Par 

ailleurs, en présence de RGTA, les facultés d’écotaxie des CSMs dans la région péri-lésionnelle 

sont améliorées (Annexe 1). D’autre part, il a été prouvé que les effets bénéfiques attribués aux 

CSMs étaient liés à leur capacité à sécréter divers facteurs de croissance impliqués dans les 

mécanismes de neuroprotection et de réparation cellulaire. Or, il se trouve que le RGTA a 

également la capacité de se lier à ces facteurs, et de promouvoir leur biodisponibilité et leurs 

interactions avec leurs récepteurs respectifs. Néanmoins, la question du mécanisme d’action du 

RGTA permettant de potentialiser les effets des CSMs reste en suspens, et de nombreuses 

analyses supplémentaires sont nécessaires afin de connaître la biodistribution des facteurs de 

croissance impliqués dans les phénomènes de régénération tissulaire à la suite de ce traitement. 

Outre la possible amélioration de la biodisponibilité des facteurs trophiques sécrétés par les 

CSMs, l’action du RGTA pourrait également reposer sur une interaction avec les exosomes 

libérés par les CSMs. Au même titre que les facteurs de croissances libérés par les CSMs, il a 

été prouvé que la seule présence de ces exosomes permettait de protéger le tissu cérébral et 

d’améliorer la récupération fonctionnelle après une ischémie cérébrale chez le rat. (Xin et al., 

2013). On peut donc envisager de tester l’administration de ces exosomes, couplés au RGTA, 

afin d’évaluer si les effets bénéfiques observés se maintiennent.  

Dans tous nos protocoles, le RGTA s’est avéré efficace après la reperfusion des 

animaux. Dans le cas d’une utilisation clinique, il faut donc envisager que le RGTA soit 

administré à la suite d’une thrombectomie ou d’une thrombolyse. De ce fait, le RGTA peut être 

amené à interagir avec le rt-PA. Malgré ses effets bénéfiques sur la recanalisation des vaisseaux, 

le rt-PA a également des effets neurotoxiques. Après son administration, il augmente 

notamment l’activation des MMPs, ce qui a pour conséquence de dégrader d’avantage la BHE 

(Tsuji et al., 2005). Grâce à ses propriétés de restauration de la MEC, on peut supposer que le 

RGTA est en mesure de contrer les effets toxiques du rt-PA, et donc de potentialiser son action 

neuroprotectrice. Des études complémentaires visant à évaluer l’intéraction du RGTA et du t-

PA sont donc à envisager.  

A travers ces études, nous avons pu mettre en avant le fort potentiel de la thérapie 

matricielle à base de RGTA combinée à une thérapie cellulaire à base de CSMs. En vue 

d’augmenter les chances de succès de cette thérapie en phase clinique, il faudrait désormais 

confirmer ces résultats chez une espèce plus proche de l’Homme comme le marmouset. 
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Parmi les nombreuses approches thérapeutiques testées et efficaces chez l’animal, 

aucune n’a pour le moment passé le stade des essais cliniques. Cet échec de translation serait 

en partie causé par l’utilisation de modèles rongeurs, trop éloignés de l’Homme. Afin d’y 

remédier, le comité STAIR préconise l’utilisation de primates non-humains pour confirmer les 

résultats obtenus chez le rongeur, avant de passer en phase clinique. C’est dans le but de 

répondre à ces recommandations que nous avons cherché à valider les effets bénéfiques du 

RGTA chez le marmouset commun. Pour cela, nous nous sommes basés sur les résultats 

obtenus au cours de la première étude de cette thèse, et avons donc administré une dose de 

RGTA adaptée au marmouset de 8.88 µg par voie intra-artérielle. Malheureusement les résultats 

que nous avons obtenus ne nous permettent pas d’affirmer l’efficacité du traitement chez cette 

espèce. Toutefois, plusieurs facteurs peuvent expliquer ce manque de résultats. Tout d’abord, 

tandis qu’il est possible d’évaluer les effets de plusieurs doses chez le rat, il n’y a qu’une seule 

dose qui a été administrée chez le marmouset. On peut donc penser que celle-ci n’est pas la plus 

efficace pour cette espèce. De plus, dans cette étude, le RGTA a été administré à 3 h post-

ischémie. Or nos données révèlent qu’à ce temps, il ne reste déjà plus de tissu pouvant être 

protégé. La fenêtre thérapeutique choisie ne semble donc pas adaptée au marmouset, et un 

temps d’administration plus précoce aurait peut-être rendu une neuroprotection possible. 

Cependant, bien que le seuil de significativité ne soit jamais atteint, certains tests 

comportementaux semblent révéler une légère tendance à une meilleure récupération 

fonctionnelle des animaux traités par le RGTA. Cette idée est par ailleurs renforcée par les 

corrélations obtenues entre les dommages cérébraux et les déficits comportementaux. En effet, 

chez les animaux contrôles, on retrouve des corrélations similaires aux cas cliniques. En 

revanche, quel que soit le test ou le type de valeur mesurée, ces corrélations disparaissent chez 

les animaux traités par le RGTA. On peut donc penser que ces animaux ont de meilleures 

performances aux tests, bien que trop subtiles pour pouvoir être détectées statistiquement. Cette 

étude n’a été réalisée que sur 10 animaux. Un échantillon plus important nous aurait peut-être 

permis de dégager statistiquement des différences entre les deux groupes. Ainsi, il serait 

intéressant dans un premier temps, de compléter nos données actuelles avec de nouveaux 

animaux, puis de renouveler l’étude en intégrant cette fois-ci de nouvelles doses de RGTA, et 

une fenêtre thérapeutique plus étroite. La dernière partie de ces travaux de thèse s’est penchée 

sur la mise en place de tests cognitifs chez le marmouset dans un contexte d’ischémie cérébrale. 

En effet, contrairement aux fonctions sensorimotrices qui sont couramment étudiées en 

recherche précliniques, les fonctions cognitives sont encore trop ignorées (Brainin et al., 2015). 

De plus, les primates possèdent un éventail comportemental plus riche que les rongeurs, ce qui 
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rend possible la réalisation de tâches quasi similaires à celles retrouvées en clinique. Dans un 

premier temps, nous avons voulu exercer les marmousets à l’utilisation d’un outil permettant 

d’évaluer différentes fonctions cognitives au moyen d’un écran tactile : le CANTAB. Le but 

originel de cet apprentissage était de pouvoir entraîner les marmousets au DMP, un test qui 

permet d’évaluer la mémoire de travail, souvent impactée à la suite d’un AVC (Yamazaki et 

al., 2016). Mais cet apprentissage n’a pas pu aboutir car les animaux ne sont pas parvenus à 

maîtriser les premières étapes d’apprentissage du CANTAB. Nous avons découvert par la suite 

que plusieurs facteurs pouvaient en être la cause. Le premier de ces facteurs se rapporte à 

l’environnement de travail des marmousets pendant les sessions de tests. En effet, les sessions 

d’entraînement se déroulaient toutes dans un box séparé du box d’hébergement. Les animaux 

étaient donc complètement isolés de leur congénère, ce qui peut générer un très grand stress 

chez ces animaux et ainsi impacter leurs performances. De plus, les animaux inclus dans ce 

protocole étaient tous hébergés en cage individuelle. Cet isolement chronique peut déclencher 

un état dépressif chez le marmouset qui a besoin de contacts sociaux de proximité pour un bien-

être optimal (Galvão-Coelho et al., 2017). L’état dépressif chez le marmouset, comme chez 

l’Homme, peut conduire à des troubles de la motivation ou du plaisir et donc avoir des 

répercussions négatives sur ses capacités à réaliser un test quel qu’il soit (Alexander et al., 

2019). Enfin, le dernier facteur pouvant limiter la réussite des animaux, est leur âge. Tous les 

animaux inclus dans cette étude avaient 7 ans. Or il a été prouvé qu’un déclin cognitif lié au 

vieillissement apparaissait dès l’âge de 4 ans chez le marmouset (Sadoun et al., 2019). Dans la 

seconde partie de cette étude, nous avons donc démarré un nouvel apprentissage cognitif, en 

éliminant ces facteurs. Des animaux plus jeunes, et hébergés par deux, ont réalisé un 

apprentissage préliminaire aux tests de l’ORD et du DMP, au moyen de dispositifs plus 

classiques accolés à leur cage d’hébergement. Ces apprentissages n’ont pas pu aboutir faute de 

temps, et aucune conclusion ne peut être tirée compte tenu du très faible nombre d’animaux 

ayant participé, mais les résultats préliminaires obtenus sont encourageants. L’évaluation des 

fonctions cognitives est un pilier manquant aux études précliniques actuelles, et le marmouset 

paraît être le modèle animal idéal pour les étudier. Nous connaissons désormais les conditions 

nécessaires au bon apprentissage du CANTAB. Il serait donc envisageable de recommencer cet 

apprentissage en les prenant en compte afin d’intégrer l’évaluation cognitive aux futurs 

protocoles sur l’ischémie cérébrale. Toutefois, l’utilisation du CANTAB demande beaucoup de 

temps, même en conditions optimales (au minimum 4 mois une fois passées les phases de 

renforcement auditif et de touch-training). Les versions classiques des tests représentent donc 

une alternative tout autant réalisable dans les mêmes conditions, mais moins chronophages. 
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Annexe 1 : Khelif et al., 2019 
 

 

 

 

L’étude suivante contient les résultats présentés en étude 2 de cette thèse.  

Cet article a été soumis au journal Acta Biomaterialia.  
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Abstract 

Stroke is a devastating neurological disease worldwide. One of the main deleterious events during stroke 

is the alteration of the extracellular matrix (ECM). Heparan sulfate mimetics (HSm) are synthetic 

polysaccharides that bind matrix proteins and growth factors, increasing their bioavailability, thereby 

ameliorating the cellular environment and promoting tissue repair. Following stroke, although 

mesenchymal stem cells (MSCs) are able to protect the brain tissue and enhance recovery, their actions 

are limited by the hostile environment in the damaged tissue. Here, we evaluated the ability of HSm to 

potentiate the beneficial effects of MSCs after stroke, in normotensive and hypertensive rats, as 

hypertension is the major risk factor of stroke. We show that combining treatment with HSm and MSCs 

after ischemic stroke conferred a long-lasting neuroprotection and reduced functional deficits in 

normotensive and hypertensive rats. Data from MSCs subjected in vitro to oxygen-glucose deprivation 

(OGD) stress and from ex-vivo RT-PCR and immunohistochemistry ECM-related analyses, show that 

the HSm/MSCs beneficial effects are due to preservation of the microenvironment and/or increased 

migration of MSCs to the ischemic hemisphere. In conclusion, HSm represent a promising ECM-based 

therapeutic strategy, enhancing the protection and repair of the brain by MSCs, and improving functional 

recovery after a stroke. 

Keywords: Neuroprotection, functional recovery, stroke, heparan sulfate, chronic arterial hypertension, 

mesenchymal stem cells.   
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Introduction 

Stroke is one of the most devastating 

neurological diseases, with 5.5 million deaths 

worldwide occurring every year (Mukherjee & 

Patil, 2011). Currently, thrombolysis and 

thrombectomy are the only available treatments 

during the acute stage of an ischemic stroke, and 

aside from thrombolysis with recombinant 

tissue plasminogen activator (rt-PA), there is no 

other pharmacological treatment available. 

Furthermore, due to the narrow therapeutic 

window, several potential side effects, and 

contraindications of rt-PA, only a minority of 

patients receives rt-PA as treatment 

(Demaerschalk et al., 2016). Therefore, there is 

an urgent need to develop new treatments for 

ischemic stroke. 

The extracellular matrix (ECM) is a complex 

network of macromolecules, including heparan 

sulfate proteoglycans (HSPG) that support the 

surrounding cells. HSPG, composed of heparan 

sulfate (HS), i.e., disaccharide polymer chains 

linked to a core protein, are known to be 

involved in tissue homeostasis, and in the 

regulation of cell-cell communication in stem 

cell niches that include mesenchymal stem cells 

(MSCs) (Papy-Garcia & Albanese, 2017). 

MSCs are multipotent stem cells that have been 

widely investigated in preclinical (Zinkova et 

al., 2007; Kim & Park, 2017) and clinical 

(Bang, 2016) studies for their neuroprotective 

and regenerative potential in ischemic stroke. 

MSCs secrete protective factors that play a key 

role in immunomodulation and brain plasticity 

after ischemic stroke (Drago et al., 2013a; 

Vizoso et al., 2017). However, in stroke where 

tissues are in an inflammatory state and the 

ECM is degraded, it is possible that MSCs 

survival is reduced along with their 

neuroprotective and/or regenerative potential. 

Indeed, it has been shown that MSCs survival is 

limited in the damaged tissues due to loss of cell 

adhesion and to the inflammatory environment 

(Lee et al., 2012). 

ECM degradation following stroke leads to 

HSPG degradation, preventing tissue repair and 

functional recovery. To promote ECM 

regeneration after tissue damage, HS mimetics 

(HSm) have been designed to act as an 

endogenous HS, and include RGTA® 

(ReGeneraTive Agent)-4131 (HSm4131), a 

HSm made of synthetic polymers of 

disaccharides. HSm have been shown to bind 

ECM proteins and several growth factors, 

serving as a reservoir and protecting them from 

proteolysis (Barritault et al., 2017c). Moreover, 

HSm are resistant to enzymatic degradation 

(Barritault et al., 2017c). Thus, HSm can restore 

the ECM architecture and tissue homeostasis of 

damaged tissues by protecting and regulating 

the bioavailability of heparin-binding growth 

factors (e.g. VEGF, TGF-β, FGF-2, BDNF) 

(Rouet et al., 2005b; Frescaline et al., 2012b; 

Chevalier et al., 2014). We have previously 

shown that HSm4131 protects brain tissue, 

repairs the ECM, and promotes functional 

recovery in animals after ischemic stroke 

(Khelif et al., 2018b). Moreover, we have 

shown that HSm4131 enhances post-ischemic 

regenerative processes such as angiogenesis and 

neurogenesis in association with increased 
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expression of trophic factors such as VEGF and 

angiopoietin-2 (Ang-2) (Khelif et al., 2018b). 

HSm have also been shown to potentiate 

proliferation, migration, and differentiation of 

human MSCs in vitro, and to modulate the 

inflammatory response and the stimulation of 

peri-implant vascularization in vivo (Frescaline 

et al., 2013). Moreover, as MSCs demonstrate 

regenerative potential after a stroke, mainly by 

secreting neuroprotective, neurotrophic and 

regenerative growth factors (Chen et al., 2001), 

we hypothesized that HSm4131 could 

emphasize the beneficial effects of MSCs on 

brain tissue and improve functional recovery 

after a stroke. 

Material and methods 

Animals 

All experimental procedures were approved by 

the regional committee on animal ethics 

(APAFiS#4410), and were performed at the 

CYCERON platform (Caen, France, agreement 

number: FA-118-001) on 300-350g male 

Sprague Dawley (SD) rats (CERJ, France) or 

spontaneously hypertensive male rats (SHR) 

(CURB, France). All experiments and data 

analyses were performed in a blind and 

randomized manner according to the ARRIVE 

guidelines.  

Induction of brain ischemia  

During the surgical procedure, the temperature 

of the animals was measured and maintained at 

37°C by a heating blanket. Rats were 

anesthetized with isoflurane (2-2.5%) in a 

mixture of 30% of O2 and 70% of N2O.  

Transient cerebral ischemia was induced by 

intraluminal occlusion of the middle cerebral 

artery (MCAo) (Chuquet et al., 2002; Quittet et 

al., 2015b). Briefly, a nylon filament (0.18 mm 

diameter) with a distal cylinder (0.39 mm 

diameter x 3 mm length) (Doccol, Sharon, MA, 

USA) was introduced into the lumen of the right 

external carotid, advanced through the internal 

carotid, and gently pushed up to the origin of the 

middle cerebral artery (MCA). One hour after 

the occlusion, rats were anesthetized again and 

the filament was withdrawn to allow cerebral 

reperfusion. Analgesic treatment (buprecare 

0.05 mg/kg, s.c.) and hydration (6 ml of saline 

i.p.) were delivered every day for three days 

following the surgical procedure. 

HSm4131 administration 

HSm4131 also known as OTR4132 (CAS-RN 

2342614-00-8) was obtained from OTR3 

(OTR3 S.A.S., Paris, France). In all studies, 

HSm4131 was administered intravenously (i.v.) 

at a dose of 1.5 mg/kg (11.3 nmol/kg). The 

control group received physiological serum (0.9 

% NaCl) (300 µl, i.v.) (Figure 1A, 1B).  

Cell culture and administration 

MSCs were isolated from the bone marrow of 

SD male rats, after their euthanasia under deep 

anesthesia and cultured as follows. The femoral 

and tibia bone marrow were extracted and 

cultured  

in an alpha modified Eagle’s minimal essential 

medium (αMEM) (Sigma Aldrich), 

supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), 

2 mM of glutamine and 1% 

penicillin/streptomycin. MCSs were incubated 
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at 37 °C in 5% CO2. After 3 cell passages, cells 

were trypsinized, counted, and conditioned in 

phosphate-buffered saline (PBS) complemented 

with 2 mM glutamine.  

MSCs were administered intravenously (i.v.) at 

3x106 cells in 300 µl PBS solution through the 

tail vein, either alone or combined with 

HSm4131. Six treatment groups were included, 

i.e., (1) vehicle/vehicle, (2) HSm4131/vehicle, 

(3) HSm4131/vehicle + HSm4131, (4) 

vehicle/MSCs, (5) HSm4131/MSCs + vehicle, 

and (6) HSm4131/MSCs + HSm4131; where 

vehicle or the first dose of HSm4131 were 

administered at D0 during reperfusion 1 hr after 

MCAo, and MSCs +/- HSm4131 were given at 

D1 (Figure 1A, 1B).  

 

 

 

 

 

To determine the fate of MSCs after 2 days 

post-ischemia (i.e., 1 day after their 

administration), MSCs were first labeled with 

bromodeoxyuridine (BrdU, 3 mg / ml, Sigma) 

Figure 1: Experimental protocol. 

(A) The experimental protocol was designed to examine the effects of combining HSm4131 with MSCs on 

neuroprotection and functional recovery in rats. The figures indicate the timing of administration and of the various 

tests in the 6 groups of animals (see Methods). Using a second cohort, heparanase gene expression was studied by RT-

qPCR. A last cohort was used to study heparan sulfate distribution and MSCs homing by IHC. (B) Table of the 

different groups used in the experimental protocol. HSm4131: heparan sulfate mimetic 4131; IHC: 

immunohistochemistry; i.v.: intravenous; MCAo: middle cerebral artery occlusion; MRI: magnetic resonance 

imaging; MSCs: mesenchymal stem cells; RT-qPCR: real time quantitative polymerase chain reaction. 
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added daily for 3 days to the MSCs culture 

medium. Labelled MSCs were then infused i.v. 

through the tail vein (3x106 cells in 300 µl) 

alone or combined with HSm4131.  

Oxygen/glucose deprivation  

MSCs were seeded at 4x104 per well in a 6-well 

plate and cultured in Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM). To mimic ischemia 

conditions in vitro, MSCs were subjected to 

oxygen glucose deprivation (OGD). MSCs 

were first plated and allowed to grow in control 

conditions for 24-48 hr, and then transferred to 

a tri-gas incubator flushed with a humidified gas 

mixture (1% O2- 5% CO2- 93% N2) (Invivo500, 

Ruskinn, ABE) and the culture medium was 

replaced with glucose-free DMEM medium 

supplemented with 2mM L-glutamine, 10% 

FCS (Sigma Aldrich) and 1% 

penicillin/streptomycin. In OGD or normoxia 

conditions, cells were treated with 10 ng/ml or 

100 ng/ml of HSm4131, as described by 

Frescaline et al. (Frescaline et al., 2012c). 

Following 24 hr cell incubation, pictures of the 

adherent cells were taken with an inverted Zeiss 

microscope (Zeiss, Primo Vert. Germany), then 

analyzed using trypan blue and crystal violet 

viability assays. 

Trypan Blue solution was used after 24 hr cell 

incubation in normoxia or OGD conditions. 

Following trypsin digestion, cells were 

centrifuged at 300 rpm for 5 min, suspended in 

50µl of PBS and trypan blue staining was used 

to evaluate cell survival rates. The experiment 

was carried out three times in triplicate for each 

condition.  

For the crystal violet staining, after 24 hr cell 

incubation in normoxia or OGD conditions, 

cells were incubated for 30 min with a crystal 

violet solution, then a 10% acetic acid solution 

was added after a PBS wash. Finally, the 

absorbance was measured at 600 nm with a 

spectrophotometer (SPARK, Tecan, 

Switzerland). The experiment was carried out 

four times in triplicate for each 

condition.Quantification of brain damage by 

magnetic resonance imaging 

Two and fourteen days (D2/D14) after ischemia 

induction, animals were anesthetized as 

described before, and subjected to magnetic 

resonance imaging (MRI) examinations (7T, 

PharmaScan®, Bruker BioSpin, Ettlingen, 

Germany at the CYCERON imaging platform, 

Caen, France). After a scout view, T2w imaging 

was performed using the rapid acquisition with 

refocused echoes (RARE) sequence (RARE 

factor of 8; TR/TE = 5000/16.25 ms; number of 

experiments (NEX) = 2; 20 contiguous slices of 

0.75 mm; acquisition time = 4 min; nominal 

resolution = 0.15 x 0.15 x 0.75 mm3). All MRI 

images were analyzed with the ImageJ® 

software (Schneider et al., 2012) (Wayne 

Rasband, NIMH, Maryland, USA). Brain 

lesions were manually delineated on the MRI 

images. At D2 after cerebral ischemia, the 

volume of infarction was corrected for edema, 

as described by Gerriets and colleagues 

(Gerriets et al., 2004b). At D14 after ischemic 

stroke, the cerebral atrophy (i.e., the difference 

between the remaining healthy ipsilateral 

hemisphere and the contralateral one expressed 

as a percentage of the contralateral healthy 
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hemispheric volume) was measured as 

previously described by Leconte and colleagues 

(Leconte et al., 2009).  

Behavioral test (Cylinder test) 

The forelimb use asymmetry was assessed 

according to Schallert and colleagues (Schallert 

et al., 2002). The ipsilateral, contralateral or 

bilateral forelimb activity to explore the 

cylinder by rearing was recorded 20 times. 

Reverse transcription and real-time 

quantitative PCR 

On D2 and D7 after MCAo, rats were 

euthanized under deep anesthesia and the brain 

tissues were collected. Total RNA from brain 

tissues was extracted and purified using the 

RNeasy Micro Kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France). RNA concentration was measured with 

the NanoDrop™ 2000 spectrophotometer 

(Thermo Fisher Scientific, USA). RNA was 

reverse-transcribed with the AMV® reverse 

transcriptase (Promega), and the cDNA was 

amplified with the Applied Biosystems 

QuantStudio™ 6 & 7 Flex Real-Time PCR 

System (Thermofisher Scientific, USA) and the 

Takyon™ Low Rox SYBR® MasterMix dTTP 

Blue (Eurogentec, Belgium) with primers 

designed by Eurogentec (Supplementary data 

1). GAPDH was used as an endogenous RNA 

control (housekeeping gene). Primer sequences 

for heparanase were purchased from 

Eurogentec, Belgium. Samples were run in 

triplicates with the following amplification 

protocol: 95°C for 3 min followed by 40 cycles 

at 95°C for 3 sec and at 60°C for 30 sec. 

Expression levels were calculated using the 

comparative Ct method (2−ΔΔCt) after 

normalization to GAPDH and results were 

represented as the mean values. 

Immunohistochemistry 

BrdU-labeled MSCs were infused on D1, and 

rats were euthanized on D2 after MCAo. 

Briefly, under deep anesthesia, animals 

underwent trans-cardiac perfusion of 

heparinized saline (10 IU/mL) followed by a 

4% paraformaldehyde (PFA) perfusion (Sigma, 

France). Brains were placed for 48 hr in a 4% 

PFA solution, then transferred into a 30% 

sucrose solution. Cryosections (50 µm) were 

obtained in the coronal plane using a microtome 

(HM 450 Sliding Microtome, Thermo 

Scientific™). 

Sections were washed in PBS, incubated in 2N 

HCl at 37°C for 1 hr, followed by a 10 min 

incubation in 0.1 M boric acid. Sections were 

then blocked in 3% BSA for 2 hr at room 

temperature and stained with a polyclonal rat 

anti-BrdU antibody (Roche 0.2 µg/mL) 

overnight at 4°C. Sections were then washed 

with PBS followed by 2 hr incubation with 

secondary Alexa Fluor® 488 antibody (4 µg/ml, 

Invitrogen) and the nuclear marker, Hoechst 

33342 (1/5000, Sigma Aldrich) at room 

temperature. 

HS distribution following ischemic stroke was 

performed on D2 after MCAo, as previously 

described (Khelif et al., 2018b). Briefly, tissue 

cryosections were washed and incubated for 2 

min with 50 mM NH4Cl in PBS and washed 

again before blocking with a solution of 3% 

BSA for 1hr at room temperature. HS was 
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stained with the 10E4 antibody (1:100), which 

recognizes HS chains in HSPG, followed by 

incubation of tissue sections with a donkey anti-

mouse secondary antibody conjugated to the 

Alexa-488 fluoroprobe (Molecular Probes, 

1:200). Images were obtained with a confocal 

microscope (IX81 DSU Olympus, 60 N.A. 

1.35) coupled to an Orca Hamamatsu RCCD 

camera (Olympus®). All image processing and 

analysis were performed using the ImageJ® 

software (Wayne Rasband, NIMH, Maryland, 

USA) (Schneider et al., 2012). 

Statistical analyses  

Data were analyzed using a two-tailed Student 

t-test or an analysis of variance (one or two-way 

ANOVA) followed by a Tukey HSD test or a 

Dunnett test (JMP® program, SAS Institute, 

Cary, NC, USA) when appropriate. Data are 

expressed as mean ± standard deviation (SD) or 

median ± interquartile range (IQR). Statistical 

significance for all analyses was set with a type 

I error α= 0.05. 

Results 

Combining HSm4131 with MSCs offers 

sustained neuroprotection and better 

functional recovery after a stroke 

When HSm4131 (1.5 mg/kg) was given either 

at 1 hr, or at 1 hr and 24 hr after MCAo, there 

was no significant reduction in the volume of 

ischemic lesion as quantified by MRI at D2 

(Figure 2A, 2B). The same result was observed 

with administration of MSCs alone or combined 

with a single administration of HSm4131 

(Figure 2A, 2B). However, when HSm4131 was 

re-injected at 24 hr together with MSCs (i.e., 

HSm4131/MSCs + HSm4131 group), a robust 

early neuroprotection at D2 after cerebral 

ischemia was seen, with an infarct volume 

reduction of 58% compared to vehicle group 

(one-way ANOVA followed by Tukey HSD 

test p < 0.05) (Figure 2A, 2B). MRI images 

taken at D14 after cerebral ischemia showed 

that all groups treated with MSCs demonstrated 

a significant reduction in the ischemic lesion 

volume compared to vehicle group (one-way 

ANOVA followed by Tukey HSD test; p < 

0.05) (Figure 2A, bottom), with a decrease of 

the infarct volume up to 48% compared to the 

vehicle group (one-way ANOVA followed by 

Tukey HSD test p < 0.05) (Figure 2C), 

demonstrating that the neuroprotection was 

maintained for 14 days after MCAo.  
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Figure 2: Effects of combining administration of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) on the lesion volume. 

(A) Representative MRI at D2 and D14 post-MCAo; (B) Quantitative analysis of infarct volumes at D2 post-MCAo 

and (C) at D14 post-MCAo (mean ± SD) (vehicle/vehicle n=6; HSm4131/vehicle n=7; HSm4131/vehicle + HSm4131 

n=5; vehicle/MSCs n=9; HSm4131/MSCs n=8; and HSm4131/MSCs + HSm4131 n=8). *Statistically different from 

the vehicle group (one-way ANOVA followed by a post-hoc Tukey HSD test p < 0.05). 
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The sensorimotor deficits were assessed using 

the cylinder test where the use of the 

contralateral forepaw was monitored during the 

6 weeks after MCAo. Compared to the vehicle 

group, only the HSm4131/MSCs + HSm4131 

group exhibited a significantly higher 

percentage of contralateral forelimb use during 

the test period, which was maintained for 6 

weeks (two-way ANOVA p group = 0.0091; p 

time < 0.0001; p group * time =0.2798; 

followed by HSD of Tukey p = 0.016) (Figure 

3; Supplementary data 2). These results 

highlight the ability of HSm4131 co-

administration to potentiate the protective 

effects of MSCs. Giving HSm4131 at 1 hr and 

at the same time as MSCs provided the best 

early and long-lasting neuroprotection and the 

best functional recovery in the sensorimotor 

test. Thus, the HSm4131/MSCs + HSm4131 

treatment combination was used for the 

remaining of the studies.  

 

  

 

HSm4131 increases the number of MSCs in 

the ischemic hemisphere  

To better understand the outcome of MSCs after 

intravenous infusion, MSCs were pre-labeled 

with BrdU, administered as in Figure 1, and 

quantified by immunohistochemistry in the 

whole brain at D2 after the ischemic stroke. 

Clusters of MSCs were found predominantly in 

the ipsilateral hemisphere in the vicinity of the 

lesion in the MSCs alone or treated with 

HSm4131 groups (Figure 4A, 4B). However, 

the areas with MSCs staining were significantly 

greater in the HSm4131/MSCs + HSm4131-

treated rats compared to the group treated with 

MSCs alone (Student t-test p < 0.05) (Figure 

4B, 4C), demonstrating potentiation of MSCs 

homing by HSm4131. 

HSm4131 does not protect MSCs subjected 

to OGD-stress 

To evaluate if HSm4131 could have a direct 

effect on MSCs viability under in vitro 

ischemic-like conditions, i.e., OGD conditions, 

Figure 3: Effects of combining administration of HSm4131 (i.v.) and MSCs (i.v.) on functional recovery. 

Cylinder test (median ± IQR) *HSm4131/MSCs + HSm4131 treated group different from vehicle/vehicle 

group (two-way ANOVA, p group = 0.0091; p time < 0.0001; p group * time = 0.2798 followed by a post-hoc 
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we assessed cell viability using the crystal violet 

and trypan blue assays. A significant reduction 

of MSCs viability of nearly 50% was observed 

under OGD conditions compared to normoxia 

conditions (Student t-test p < 0.05) (Figure 5A-

C). However, no difference in cell viability was 

observed between the control- and HSm4131-

treated cells under normoxia or OGD conditions 

with both tests (two-way ANOVA p > 0.05) 

(Figure 5A-C).  

HSm4131 reduces the ischemia-induced 

increase in heparanase gene expression and 

preserves HS distribution 

To evaluate if HSm4131 might modulate the 

microenvironment of MSCs, heparanase gene 

expression following MCAo was analyzed at 

D2 and D7 after MCAo. Heparanase expression 

in the ipsilateral hemisphere compared to the 

contralateral one was increased in the vehicle 

group at D7 (*two-way ANOVA; p day = 

0.0124; p group = 0.0265; p day * group = 

0.0392; followed by post-hoc Tukey HSD test 

p< 0.05) (Figure 6A). Remarkably, HSm4131 

significantly reduced heparanase expression in 

the ipsilateral hemisphere at D7 after MCAo 

compared to the vehicle group (*two-way 

ANOVA; p day = 0.0124; p group = 0.0265; p 

day * group = 0.0392; followed by a post-hoc 

Tukey HSD test p < 0.05) (Figure 6A). In 

addition, to further investigate the ECM brain 

tissue, HS distribution 48 hr after ischemic 

stroke was analyzed by immunohistochemistry 

using the HS antibody 10E4. Noticeably, HS 

staining was higher in the striatum of the 

ipsilateral hemisphere of animals treated with 

HSm4131/MSCs + HSm4131 compared to 

animals treated with MSCs alone (Figure 6B), 

suggesting efficient glycanic ECM and cell 

protection by HSm4131.  
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Figure 4: Effect of HSm4131 on MSCs homing to the ipsilateral hemisphere after MCAo.  

(A) Representative images of BrdU-prelabeled MSCs stained with anti-BrdU antibody in the ipsilateral 

hemisphere. (B) Heat map representing MSCs cluster distribution in the coronal plane of a rat brain template 

after MCAo. (C) Quantification of MSCs in the ipsilateral hemisphere after administration of BrdU-prelabeled 

MSCs (i.v.) (mean ± SD) (4-5 slices per animal were analyzed) (vehicle/MSCs n=6; HSm4131/HSm4131 + 

MSCs n=5; *Student t-test p < 0.05). IZ: ischemic zone. 
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Figure 5: Effect of HSm4131 on MSCs viability after 24 hr oxygen/glucose deprivation (OGD).  

(A) Representative images of control or treated (HSm 10 ng/ml or 100 ng/ml) MSCs cell culture under 

normoxia or OGD conditions. (B) Quantification of MSCs viability under normoxia or OGD conditions using 

crystal violet or (C) Trypan blue (mean ± SD) (*Student t-test p < 0.05). IZ: ischemic zone. 
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Figure 6: Effect of HSm4131 on heparanase gene expression and HS distribution.  

(A) Heparanase gene expression on D2 and D7 after MCAo in the ipsilateral hemisphere of vehicle- and HSm4131-

treated animals. Results are expressed as gene expression relative to the GAPDH housekeeping gene normalized to 

contralateral hemisphere (mean ± SD) (vehicle n=3; HSm4131 n=3) (*two-way ANOVA; p day = 0.0124, p group 

= 0.0265, p day * group = 0.0392; followed by a post-hoc Tukey HSD test p < 0.05); (B) Representative images of 

HS distribution in the striatum of the ipsilateral hemisphere in the vehicle/MSCs (n=6)- and HSm4131/MSCs + 

HSm4131 (n=5)-treated groups. IZ: ischemic zone. 

 

(A) 

(B) 
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Combining HSm4131 with MSCs is also 

neuroprotective in hypertensive animals 

To analyze whether the beneficial effects of 

combining MSCs and HSm4131 treatments is 

sustained even in presence of chronic arterial 

hypertension (CAH), considered to be the major 

risk factor of stroke, the effects of HSm4131 

administered alone or in combination with 

MSCs were evaluated in spontaneously 

hypertensive rats (Figure 1).  

Mean arterial blood pressure in hypertensive 

and normotensive rats was 200 ± 5 mmHg and 

120 ± 8 mmHg, respectively (Supplementary 

data 3).  

In hypertensive animals, MRI images did not 

show any neuroprotection of single 

administration of HSm4131 compared to 

vehicle group at D2 (Figure 7A, 7C) and D14 

(Figure 7A, 7E) after MCAo. However, the 

HSm4131/MSCs + HSm4131 group 

demonstrated a persistent reduction in the 

ischemic volume lesion of 19% at D2 (Figure 

7B, 7D) and 18% at D14 (Figure 7B, 7F) 

compared to vehicle group (Student t-test p < 

0.05).  

Sensorimotor deficits were also assessed in 

SHR rats after cerebral ischemia using the 

cylinder test. Vehicle animals and those treated 

only with HSm4131 did not show an increase of 

the contralateral forepaw (Figure 8A, 8B). 

However, animals treated with HSm4131 co-

administered with MSCs displayed a higher rate 

of use of the contralateral forepaw 

demonstrating a reduced lateralization 

compared to the vehicle group (two-way 

ANOVA; p group = 0.0241; p time = 0.2235; p 

time * group = 0.8356; followed by a Dunnett 

test p = 0.0241) (Figure 8B).  
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Figure 7: Effects of combining administration of HSm4131 and MSCs on lesion volume in hypertensive (SHR) 

rats.  

(A) Representative MRI at D2 and (B) D14 post-MCAo. Infarct volumes at D2 post-MCAo (C) vehicle n=13, 

HSm4131 n=13 (D) vehicle n=10, HSm4131/MSCs + HSm4131 n=9 (mean ± SD). Infarct volumes at D14 post-

MCAo (E) vehicle n=13, HSm4131 n=13 (F) vehicle n=10, HSm4131/MSCs + HSm4131 n=9 (mean ± SD). 

*Statistically different from other groups (Student t-test p < 0.05). 
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Figure 8: Effects of combining administration of HSm4131 and MSCs on functional recovery in hypertensive 

rats.  

Assessment of the contralateral forepaw use by the cylinder test (A) in vehicle n=12-13; HSm4131 n=13; and (B) in 

vehicle n=10, HSm4131/MSCs+ HSm4131 n=8 (median ± IQR); *HSm4131/MSCs+ HSm4131-treated group 

different from vehicle group period (two-way ANOVA, p group = 0.0241; p time = 0.2235; p time * group = 0.8356 

followed by a post-hoc Dunnett test p < 0.05). 

(A) (B) 
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Discussion 

In the present study, we have shown that 

systemic (i.v.) administration of HSm4131 

enhances the beneficial effects of the 

administered MSCs in an ischemic stroke 

model in rats. The effect on neuroprotection and 

functional recovery was observed at the acute 

(D2) and chronic (D14) stages, and was 

maintained for at least 6 weeks after ischemic 

stroke. Moreover, co-administration (i.v.) of 

MSCs with HSm4131 resulted in better 

neuroprotection and functional recovery, not 

only in normotensive but also in hypertensive 

animals. This potentiated effect could be related 

to the preserved HS distribution in the brain 

tissue, and the increased number of MSCs in the 

ischemic hemisphere when animals are treated 

with HSm4131.  

HSm have proven their efficacy in the repair of 

many tissue lesions, including ischemia-

induced lesions in the heart and brain tissues 

(Barritault et al., 2017a; Khelif et al., 2018b). 

HSm are thought to promote tissue repair 

through remodeling of the degraded ECM, and 

through the binding, protection, and 

potentiation of multiple growth factors 

(Barritault et al., 2017a). On the other hand, 

many studies have shown that MSCs have the 

ability to protect the brain tissue against 

ischemic lesion, inflammation and cell death, 

and to improve tissue repair (Drago et al., 

2013b; Detante et al., 2014; Péron & Berninger, 

2015; Stonesifer et al., 2017). The repair 

mechanisms and protection by MSCs involve 

the secretion of neurotrophic factors, the 

promotion of angiogenesis, neurogenesis, 

synaptic plasticity, and the modulation of the 

immune reaction (Detante et al., 2014; Sammali 

et al., 2017; Zhang et al., 2017).  

In our study, MSCs were administered 24 hr 

after ischemic stroke induction. This time 

window has been shown to be efficient in 

reducing ischemic infarct volume and 

sensorimotor deficits after cerebral ischemia in 

rodents in many preclinical studies (de 

Vasconcelos dos Santos et al., 2010; Komatsu 

et al., 2010; Lee et al., 2015; Toyoshima et al., 

2015). Regarding the delivery route of MSCs, 

the present study shows that i.v. administration 

of MSCs, and combined administration of 

HSm4131, resulted in long-lasting 

neuroprotection and functional recovery. These 

results are in accordance with those obtained by 

Zhang and collaborators (Zhang et al., 2018a). 

In their study, MSCs were administered via i.v., 

intra-cerebrally, or intra-arterially, and the 

results showed that the functional recovery and 

the increased brain plasticity induced by MSCs 

after a transient focal cerebral ischemia were 

independent of the delivery route (Zhang et al., 

2018b). However, previous studies have raised 

issues about the i.v. MSCs administration. 

Because of an anakois cell death (death due the 

loss of matrix adhesion) and migration 

limitations, only a few number of MSCs reach 

the ischemic hemisphere following an i.v. 

administration. Since HSm4131 is a matrix-

based molecule that has been also shown to 

promote MSCs proliferation and migration [5], 

we studied the neuroprotective potential of the 

co-administration of HSm4131 and MSCs 

following an ischemic stroke. While the optimal 



ANNEXE 1 

 

236 
 

timing and delivery route of MSCs continue to 

be investigated, many preclinical studies have 

shown MSCs neuroprotective effects (Kim & 

Park, 2017). Our study shows that the 

neuroprotective potential of MSCs can be 

significantly expanded by a combined 

administration with HSm4131, resulting in a 

greater neuroprotection and better functional 

recovery. These effects could be partly 

explained by the increase of MSCs proliferation 

and/or survival induced by HSm4131. In 2012, 

we reported in vitro studies showing that HSm 

can enhance the proliferation, migration and 

differentiation of MSCs (Frescaline et al., 

2012b). To investigate whether HSm4131 can 

also affect these functions in vivo, we used 

BrdU-labeled MSCs to follow their migration 

into the rat brains. Our results demonstrate that 

HSm4131 increases the survival and/or 

migration of MSCs towards the ischemic lesion. 

To further investigate the effect of HSm4131 on 

MSCs survival in ischemic-like conditions, 

MSCs were subjected to a 24 hr OGD, and co-

incubated or not with HSm4131 at doses similar 

to those used in the previously mentioned study 

(Frescaline et al., 2012b). Interestingly, 

HSm4131 did not improve MSCs survival 

under OGD conditions. Therefore, the increase 

in MSCs homing when co-administered with 

HSm4131 cannot be explained by a protective 

effect of HSm4131 on MSCs cell death during 

stroke. However, a direct effect of HSm4131 on 

rat MSCs migration has been previously 

reported by Frescaline et al. (2012), it is 

possible that HSm4131 could facilitate MSCs 

migration towards the ischemic hemisphere 

(Frescaline et al., 2012c). 

As HSm are known to restore ECM 

architecture, we sought to investigate changes 

in the MSCs microenvironment, particularly 

regarding HS distribution. Our results 

demonstrate that HSm4131 prevents the 

increase in heparanase gene expression induced 

by ischemia in the ipsilateral hemisphere, as 

confirmed by immunohistochemistry. These 

results are in accordance with several studies 

reporting an increase of heparanase expression 

in the ipsilateral hemisphere 3 to 7 days after 

ischemia (Takahashi et al., 2007; Li et al., 2011; 

Changyaleket et al., 2017). In our previous 

studies, we have shown that an analogue of 

HSm4131 inhibits heparanase activity and 

decreases its expression in vitro in two different 

cell culture models (Rouet et al., n.d.; Barbosa 

et al., 2005). Moreover, in a previous study 

using the same ischemic stroke model, we have 

shown that HSm4131 protects HS 

biodistribution following ischemic stroke 

(Khelif et al., 2018b). In this study, HS 

distribution was also preserved in the ipsilateral 

hemisphere in animals treated with MSCs + 

HSm4131 compared to animals treated only 

with MSCs. All together, these results suggest 

that HSm4131 protects against HS destruction, 

maintaining ECM architecture, and could 

thereby favor the formation of a niche for MSCs 

homing.  

Few studies take into account stroke risk 

factors, particularly CAH, which is an 

aggravating risk factor that increases the infarct 

volume (Kumar, 2016b). Furthermore, very few 

treatments (less than 10%) remain effective in 

the presence of co-morbidity factors such as 
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CAH, despite showing efficacy in ischemic 

normotensive rats (O’Collins et al., 2013). In 

this study, we show that the combination of 

HSm4131 and MSCs also protects the brain of 

hypertensive rats against cerebral ischemia. 

Nevertheless, although the combination of 

HSm4131 and MSCs reduced the infarct 

volume, the neuroprotection was not as marked 

in hypertensive as in normotensive rats. This 

result might be explained by the smaller volume 

of penumbra following ischemic stroke in 

hypertensive rats compared to normotensive 

rats, as penumbra is the main target of 

neuroprotective treatments (Letourneur et al., 

2011b).  

Stroke comorbidities such as hypertension are a 

major source of failure in the translation of 

neuroprotection strategies from animal models 

to human clinical trials (Minnerup et al., 

2012b). Using a clinically relevant rat model of 

cerebral ischemia, this study investigated the 

benefits of co-administering HSm4131 and 

MSCs, demonstrating sustained 

neuroprotective effects and functional recovery. 

HSm-based products have been used to heal 

chronic skin wounds and corneal ulcers in over 

100,000 patients, without any reported side 

effect (Barritault et al., 2017a). On the other 

hand, several clinical studies have shown the 

safety and feasibility of MSCs-based therapy 

for ischemic stroke (Bang, 2016). As both HSm 

and MSCs have already undergone extensive 

clinical trials or use, a therapy combining HSm 

with MSCs may be quickly transferred to stroke 

patients without major issues. Therefore, the 

long-lasting ischemic volume reduction and 

improvement of functional recovery observed 

in both normotensive and hypertensive rats 

highlight the potential of combined 

administration of HSm and MSCs as a novel 

promising therapeutic strategy in patients with 

ischemic stroke.  
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Supplementary data 

Gene full name Left primer Right primer 

GAPDH 5’- CATCAAGAAGGTGGTGAAGC - 3’ 5’- ACCACCCTGTTGCTGTAG -3’ 

Heparanase 5’- CGGTTCTGACGGACTGCTT -3’ 5’- AAAACCCATAGGAAAAGGCG -3’ 

Supplementary data 2: Effects of combining administration of HSm4131 and MSCs on functional recovery 

(cylinder test). 

Percentage of the contralateral forepaw use assessed by the cylinder test (mean ± SD) (vehicle/ vehicle n=6; 

HSm4131/vehicle n=7; HSm4131/vehicle + HSm4131 n=5; vehicle/MSCs n=9; HSm4131/MSCs n=8; and 

HSm4131/MSCs + HSm4131 n=8).* Two-way ANOVA: p time < 0.0001, p group = 0.0091, p time*group = 

0.2798; followed by HSD of Tukey (group) HSm4131/MSCs + HSm4131 vs vehicle: p = 0.0169. 

Supplementary data 1: Primers sequences used for RT-qPCR. 
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Supplementary data 3: Measure of the mean arterial pressure  

Measure of the mean arterial pressure (Mean ± SD) (Hypertensive n=12, Normotensive n=10).  

* Student t-test p < 0.05 
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Abstract  

As the first leading cause of acquired disability worldwide, stroke is a major societal, health and 

economic burden. Ischemic stroke, the most prevalent form of stroke, has a very complex 

pathophysiology. The destruction of the extracellular matrix (ECM) is an important event that is 

associated to stroke-induced cell death. It is recognized that following stroke, spontaneous attempts of 

tissue repair take place; nonetheless, these are in most cases ineffective to overcome the neurological 

disorders. Therefore several therapeutic strategies aim to protect and restore the ECM in order to 

enhance brain tissue plasticity and functional recovery. In this review we highlight the role of 

extracellular matrix mimetics and mesenchymal stem cells (MSCs) in post-stroke recovery. We focus 

on the importance of heparan sulfate proteoglycans, a major component of the ECM, in brain tissue 

repair and the benefits of their association with a MSCs-based therapeutic strategy for ischemic stroke. 

Key words: Brain tissue repair, Extracellular matrix, Heparan sulfate, Ischemic stroke, Mesenchymal 

stem cells.  
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Introduction 

Stroke is a major economic and health problem 

worldwide, as it is one of the most devastating 

neurological diseases. Approximately 56 

million deaths occur annually worldwide, 

where stroke accounts for approximately 5.5 

million representing 9.7% of all deaths 

worldwide (Mukherjee & Patil, 2011). The 

pathophysiology of stroke has been extensively 

described (Dirnagl et al., 1999b; Moustafa & 

Baron, 2008; Deb et al., 2010b; Dirnagl, 2012; 

George & Steinberg, 2015; Tiwari et al., 2019) 

In this review, we will focus on the role of the 

extracellular matrix and its components during 

the ischemic stroke pathogenesis.  

The Extracellular matrix (ECM)  

The ECM represents about 10% to 20% of brain 

tissue volume (Lau et al., 2013b). It is a mix of 

a non-cellular macromolecules structure that 

plays a role of a scaffold of the tissue 

architecture, and a role in cellular reactions 

involved in tissue morphogenesis, 

differentiation and homeostasis (Frantz et al., 

2010b). These macromolecules are connected 

with several molecules as well as with 

surrounding cells, creating a 3-dimensional 

network. The ECM is a dynamic structure in 

close interaction with the adjacent cells, their 

intracellular cytoskeletal and nuclear elements 

(Badylak, 2002). Among the ECM 

macromolecules, one cites collagens, elastin, 

proteoglycans, and non-collagenous 

glycoproteins (Järveläinen et al., 2009).  

Brain parenchyma is mostly made up of 

proteoglycans, which are biological molecules 

composed of a specific core protein substituted 

with covalently linked glycosaminoglycans 

(GAGs) chains (Schaefer & Schaefer, 2010; 

Lau et al., 2013b). GAGs are linear, sulfated, 

negatively charged polysaccharides, whose 

disaccharide building blocks consist of an 

amino sugar (N-acetylglucosamine, 

glucosamine that is variously N-substituted, or 

N-acetylgalactosamine) and a uronic acid 

(glucuronic acid or iduronic acid) or galactose 

(Varki, 2009). GAGs can be divided into two 

classes, namely (1) sulfated GAGs comprising 

chondroitin sulfate , dermatan sulfate, keratan 

sulfate, heparin, and heparan sulfate (HS), and 

(2) non-sulfated GAGs such as hyaluronan 

(Schaefer & Schaefer, 2010) (Figure 1). 
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Figure 1: The main glycosaminoglycans’ structures and composition.

Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) 

HSPGs are glycoproteins composed of one or 

many HS chains O‐linked to core‐protein serine 

residues (Sarrazin et al., 2011; Schwartz & 

Domowicz, 2018). There are three subfamilies 

of HSPGs: the first is composed of membrane 

spanning proteoglycans (syndecans, 

betaglycan, CD44v3…); the second is 

glycophosphatidylinositol (GPI)-linked 

proteoglycans known as glypicans; and the last 

are the secreted proteoglycans (agrin, collagen 

XVIII, perlecan,…) (Bishop et al., 2007) 

(Figure 2).  
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Figure 2: Brain’s tissue ECM HSPGs.  
HSPGs are composed of a specific core protein substituted with covalently linked Heparan sulfate 
chains. There are three subfamilies of HSPGs: the first is composed of syndecans, betaglycan and 
CD44v3, which are membrane spanning proteoglycans; the second is glycophosphatidylinositol (GPI)-
linked proteoglycans known as glypicans; and the last is composed of agrin, collagen XVIII and 
perlecan.  

During HS biosynthesis, their disaccharides are 

sulfated at the N, 6-O, and 3-O positions of the 

glucosamine and the 2-O position of the uronic 

acid residues by actions of the HS 

sulfotransferases (Yue et al., 2008). The amount 

and the position of the O-sulfate groups, 

specifically the 6-O sulfates groups, regulate the 

capacity of the HSPG to bind several proteins 

(Nakato & Kimata, 2002). Moreover, HS 6-O-

sulfation is dynamically regulated during 

numerous physiological and pathological 

processes including embryonic development, 

aging, and carcinogenesis (Kalus et al., 2015; 

Yue et al., 2008). 
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HSPG are found at the cell surface and in the 

ECM, where they interact with multiple ligands. 

They can bind cytokines, chemokines, and 

growth factors, protecting them against 

proteolysis (Billings & Pacifici, 2015) (Figure 

3A). HSPG provide then regulatory factors that 

can be released after the degradation of HS 

chains (Jin & Zhou, 2017; Masola et al., 2018). 

They also facilitate the formation of chemokine 

gradients involved in leukocyte recruitment and 

homing (Sarrazin et al., 2011). Indeed, because 

of their high negative charge, the HS chains can 

bind to several proteins such as fibroblast 

growth factors (FGFs) and theirs receptors, 

transforming growth factors (TGFs), bone 

morphogenetic proteins (BMPs), Wnt proteins, 

chemokines and interleukins, enzymes and 

enzyme inhibitors, lipases and apolipoproteins, 

ECM and plasma proteins (Sarrazin et al., 2011; 

Xie & Li, 2019). 

As an example, the interaction of HSPG with 

the FGFs has been well studied, and is required 

for FGF signaling. HS are supposed to stabilize 

and protect FGFs from thermal, proteolytic, or 

pH-dependent degradation. HSPG function as 

storage reservoirs where FGFs can be released 

to interact with FGF receptors (FGFRs) and 

thus facilitate FGF-FGFR encounter 

(Mohammadi, Olsen, & Ibrahimi, 2005) (Figure 

3B). 
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Figure 3: HSPG functions.  

A. Storage and presentation to receptors of signaling molecules by HSPG. B. Interactions between 
HSPG, FGF and FGF receptors, required for receptor signaling. HSPG: Hepran Sulfate Proteoglycan; 
FGF: Fibroblast Growth Factor; FGFR: Fibroblast Growth Factor Receptor 

HSPG in ischemic stroke 

During the ischemic cascade, excitotoxicity, 

oxidative stress and inflammation lead the 

alteration of the ECM. Indeed, during stroke, 

along with cell death, the ECM and its 

components, including HSPG, are degraded 

(Fukuda et al., 2004). The impairment of the 

blood-brain barrier (BBB) leads to a vasogenic 

edema, by the leaking of proteins in the 

parenchyma which the most common is the 

albumin. Brain edema is an important 

determinant of the patients’ survival beyond the 

first few hours after stroke. The opening of the 

BBB could have a deleterious clinical outcome, 
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by the increase of both the intracranial pressure, 

and the risk of hemorrhagic transformation 

associated with tissue plasminogen activators 

therapy (Jeong-Hyeon Kim, Byun, Chung, 

Chung, & Bae, 2013).  

The inflammatory response triggers the glial 

reaction, characterized by the microglia and 

astrocytes activation and proliferation. These 

cells, can migrate towards the lesion site and 

form the glial scar. The scar protects the healthy 

cerebral parenchyma by limiting the extent of 

the inflammatory reaction from the ischemic 

tissue. However, the glial scar acts as a 

mechanical barrier for neurites regrowth 

thereby inhibiting the regeneration process (Bao 

et al., 2012). In 2012, Hill and colleagues, have 

demonstrated that the ECM have a key role in 

the development of the glial scar and in the 

brain post-ischemic regeneration. In this study, 

HSPG (gylpicans) infused intracerebrally 

during 7 days following stroke onset in rats, 

elicited a beneficial effect on the brain tissue 

regeneration and functional recovery, by 

reducing the thickness of the glial scar, 

increasing neurite outgrowth and the expression 

of FGF-2 (Hill, Jin, Mao, Xie, & Greenberg, 

2012). These data highlight the key role of the 

ECM in the glial cell reactions but also in brain 

tissue repair after stroke onset.  

HSPG loss in ischemic stroke  

Following ischemic stroke, major enzyme 

families as the serine protease, the matrix 

metalloproteinases (MMPs), and the 

heparanases participate to the ECM degradation 

(Bonneh-Barkay & Wiley, 2009; Li et al., 

2011). As mentioned above, the ECM is 

composed of structural proteins susceptible to 

enzyme degradation (Khatri, McKinney, 

Swenson, & Janardhan, 2012). After stroke 

induction in primates, HSPG decreased by 43% 

to 63% concomitantly with the increase of 

vascular permeability (Fukuda et al., 2004). In 

this study, baboons submitted to middle 

cerebral artery occlusion (MCAo) did not 

demonstrate any changes in the expression of 

laminin and perlecan around the ischemic 

region. However, in the ischemic core region, 

after 2 h MCAo, the perlecan expression 

significantly decreased compared to laminin 

expression (Fukuda et al., 2004). As a 

consequence of the ECM breakdown after 

stroke, the endothelial tight cell junctions are 

lost, the basement membrane (BM) of the BBB 

becomes thinner, the contact between the 

astrocytes endfeet and the surrounding vessels 

is lost, resulting in the BBB leakage (Baeten & 

Akassoglou, 2011).  

After stroke onset, the heparanase which is an 

endo-β-glucuronidase cleaving the β (1,4)-

glycosidic between glucosamine residue and 

glucuronic acid of HS, is activated, hence 

participating in ECM remodeling. However, its 

role in stroke-induced tissue damage is not fully 

understood. In 2007, Takahashi and colleagues, 

have shown that the expression of heparanase 

after a MCAo, is correlated with activated 

astrocytes resulting in a glial scar formation 

(Takahashi et al., 2007). More recently, 

Changyaleket and colleagues (2017) reported 

the role of the heparanase in stroke where it is 

expressed in astrocytes and endothelial cells 
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(Changyaleket, Deliu, Chignalia, & Feinstein, 

2017). By cleaving HSPG, the heparanase 

reduces leukocyte tissue invasion, and its late 

expression in astrocytes could participate to 

tissue repair (Changyaleket et al., 2017).  

These results highlight the importance of HSPG 

during stroke pathogenesis, and pave the way to 

the study of new stroke neuroprotective 

therapies by targeting the brain’s HSPG.  

HSPG and HS mimetics benefits in ischemic 

stroke  

Since loss of HSPG during stroke could lead to 

deleterious consequences, the role of an HS 

biomimetic, called RGTA® (ReGeneraTing 

Agents) or HSm, has been recently explored in 

a preclinical ischemic stroke model. RGTA® 

are chemically engineered polysaccharide that 

binds to extracellular structural proteins, 

designed to replace, structurally and 

functionally the degraded HS in the injured 

matrix compartment (Barritault et al., 2017). 

The most important feature of RGTA® is their 

ability to resist to enzymatic degradation 

allowing the RGTA® to retain their structure 

and activity even in a hostile microenvironment 

as found in chronic wounds (Barritault et al., 

2017). 

Recently, we have demonstrated that 

administration of RGTA® to rats after a 1 h 

MCAo reduced the lesion volume by nearly 

50% (Khelif et al., 2018). Strikingly, this 

neuroprotection was accompanied by a 

preservation and/or restoration of ECM 

structure, an increase in expression of 

angiogenic and neurogenic factors (VEGF and 

angiopoietin-2) translated by an increase of 

post-ischemic angiogenesis and neurogenesis 

(Khelif et al., 2018). Since RGTA® mimics the 

HSPG functions, these results are in accordance 

with previous studies showing the benefits of 

HSPG after stroke. Indeed, HSPG are known to 

interact with different angiogenic factors 

following stroke, including VEGF (Chiodelli et 

al., 2015). More precisely, VEGF was shown to 

be involved in neuroprotection, angiogenesis, 

neurogenesis, neuronal migration and survival, 

and axon guidance following MCAo in a rat 

model (Y. Sun et al., 2003). Other studies have 

shown that in a VEGF-dependent manner, 

HSPG, particularly the C-terminal protein 

fragment domain V of the perlecan, is 

neuroprotective (Bix, Gowing, & Clarkson, 

2013; B. Lee et al., 2011). Other HSPG and 

more specifically glypican, has been shown to 

have multiple benefits following MCAo. 

Indeed, glypican administration not only 

reduced the glial fibrillary acidic protein but 

also increased the microtubule-associated 

protein-2 in the peri-infarct region, improved 

animals’ behavior, increased the expression of 

FGF-2, and finally increased neurite extension 

in cortical neuron cultures (Hill et al., 2012). 

HSPG increase the expression of FGF-2, but 

might also act as a direct receptor for FGF-2 

activation (Chua, Rahimi, Forsten-Williams, & 

Nugent, 2004).  

HSPG effect on brain tissue after stroke could 

also be mediated by its interaction with the 

TGF-β. TGF-β exhibits neuroprotective 

function following MCAo in animal models 

(Dobolyi, Vincze, Pál, & Lovas, 2012). The 
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TGF-β’s neuroprotective effect could be 

supported by its induction of anti-inflammatory, 

-apoptotic and -excitotoxic actions along with 

the induction of angiogenesis, 

neuroregeneration and glial scar in the early 

phase of stroke (Dobolyi et al., 2012). TGF-β 

action is potentiated by its interaction with 

HSPG. In particularly, HSPG are thought to 

interact only with the TGF-β1 and 2 isoforms 

but not the TGF-β3 (Rider, 2006). However, the 

potentiation of TGF-β following stroke could be 

a double edged sword since TGF-β by its action 

on astrocytes promotes the glial scar, and this 

last is associated with an inhibition of tissue 

regeneration and neurites outgrowth (Hill et al., 

2012).  

Following stroke HSPG have an essential role 

in brain neuroprotection mediated by the BBB 

protection (Yao, 2019). Indeed, the BBB’s basal 

membrane contains several ECM components: 

fibronectin, laminin, collagen IV, and HSPG 

with the perlecan and the collagen type XVIII 

(Roberts, Kahle, & Bix, 2012). The stability of 

BBB and its impermeability requires an intact 

vascular basal membrane, which depends 

strongly on the integrity of the perlecan 

(Thomsen, Birkelund, Burkhart, Stensballe, & 

Moos, 2017). Following ischemic stroke, 

Fukuda et al. (2004) have shown that the 

perlecan is one of the ECM components most 

sensitive to enzyme degradation (Fukuda et al., 

2004). In a review, published in 2012 by 

Roberts et al., the authors hypothesized that the 

proteolysis of the BM’s perlecan following 

stroke onset, could benefit to the brain 

neuroprotection by the generation of ECM 

fragments containing the domain V of the 

perlecan (Roberts et al., 2012). This hypothesis 

was expressed on the basis of two experiments. 

The first, demonstrated that stroke induced 

larger infarcts in mice that express only 10% of 

total normal perlecan levels compared to wild 

type mice. The second, experiment 

demonstrated that the administration of 

perlecan fragments; the domain V of the 

perlecan, resulted in several benefits: 

neuroprotection, functional recovery, 

modulation of astrocytic activity thereby the 

reduction of the glial scar, and the initiation of 

angiogenesis (Roberts et al., 2012).  

Altogether, the available data show that HSPG 

exert beneficial actions in CNS lesions. More 

studies are needed to clearly elucidate the role 

of HSPG in stroke pathogenesis. HSPG’ effects 

may occur through their interaction with a 

plethora of growth factors, and stem cells 

niches, which raises the interest of HSPG-stem 

cells combined therapies for ischemic stroke. 

Moreover, a HSPG-based therapy could favor 

the formation of a niche for resident or 

therapeutic cell homing to altered tissues as a 

brain ischemic tissue.  

Combination of mesenchymal stem cells and 

ECM-based therapy in stroke 

Brief Background knowledge on MSCs  

Stem cells are studied in regenerative medicine 

in various pathologies: myocardial infarction, 

tissue fibrosis, musculoskeletal injuries (Cianca 

& Jayaram, 2017; El Sayed Shafei et al., 2017; 

R. Lim, Ricardo, & Sievert, 2017). Among the 

different stem cells that are under investigation 
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in regenerative medicine, there are embryonic 

stem cells, tissue specific progenitor stem cells, 

MSCs, umbilical cord stem cells, bone marrow 

stem cells and induced pluripotent stem cells 

(Mahla, 2016). To achieve a tissue regeneration, 

transplanted stem cells have to survive, 

proliferate, integrate into the targeted tissue and 

differentiate in site specific manner (Ning et al., 

2016). MSCs express a low major 

histocompatibility complex, but to avoid a host-

versus-graft rejection, tissue typing of human 

leucocyte antigens for tissue and organ 

transplant as well as use of immune suppressant 

is recommended (Mahla, 2016).  

Stem cells are known for their self-renewal and 

differentiation capacity into at least one 

specialized cell type. There are two major stem 

cells types in the bone morrow: hematopoietic 

stem cells, which differentiate into white and 

red blood cells, and MSCs, which at least in 

vitro differentiate into osteoblast, osteoclasts, 

adipocytes, and chondrocytes (Sousa et al., 

2014). MSCs are a promising cell type for 

treatment of neurodegenerative diseases, and 

tissue repair. These multipotent cells are present 

in nearly all tissues and located in most part in 

perivascular niches and have migration abilities 

(Hass, Kasper, Böhm, & Jacobs, 2011). More 

interestingly, MSCs are able to secrete growth 

factors that act in tissue regeneration and 

inflammatory modulation (Hass et al., 2011).  

Since MSCs have several properties, such as 

inflammatory modulation, regeneration and 

potential differentiation into nervous system 

cells, and they are easily harvested from patients 

(Borlongan et al., 2008), they have been under 

investigation for neuroprotective and 

neuroregenerative therapies in stroke. 

MSCs benefits in ischemic stroke  

One of the most important and interesting 

features of MSCs is their ability to migrate 

towards the site of the ischemic lesion. The 

mobilization of MSCs in the peripheral vessels 

has been a subject of great interest in the last 

years. Many studies have tried in vain to attract 

MSCs in the peripheral blood using growth 

factors like the granulocyte-colony stimulating 

factor (Wexler et al., 2003). However, the 

mobilization of MSCs has been achieved in 

vivo in animals undergoing hypoxia (L. Liu et 

al., 2011), but also in animals subjected to 

ischemic brain damage (Yu et al., 2015) which 

suggest that this phenomenon could also occur 

in animals subjected to an ischemic stroke. 

A major factor that seems to be implicated in the 

mobilization of MSCs in conditions where 

hypoxia reigns is the hypoxia-inducible factor-

1 (HIF-1) (L. Liu et al., 2011). HIF-1 is known 

to promote the synthesis of several angiogenic 

factors including the stromal cell-derived 

factor-1 (SDF-1) and VEGF (Krock, Skuli, & 

Simon, 2011; Marti et al., 2000). VEGF 

promotes vasodilatation, vascular permeability 

and angiogenesis. These effects could facilitate 

the MSCs migration which is induced by the 

interaction of SDF-1 with its cellular receptor 

CXC chemokine receptor 4 (CXCR4) expressed 

on different cells including MSCs (X. Liu et al., 

2011). 

Another major concern in cellular therapy of 

stroke is the faith and the homing of 
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transplanted MSCs after stroke. This issue 

comes along with several concerns that need to 

be addressed among which the safety of the 

allogenic and the autologous MSCs 

transplantation; but also the route, the time, the 

dose and the frequency of MSCs 

transplantation.  

All these raised points are under preclinical and 

clinical investigations. In 2014, Isakova et al. 

have studied the allo-reactivity after an 

intracranial administration of allogeneic or 

autologous MSCs in rhesus macaques. Only a 

moderate immune reaction has been observed 

following the administration of allogeneic 

MSCs. More importantly, infusion of allogeneic 

MSCs did not affect the body temperature and 

did not alter motor and social behaviors of the 

animals (Isakova et al., 2014). In another study 

using a rat model of stroke, Omori and 

collaborators (2008) showed that a single high 

dose (3x106 cells) administration of human 

MSCs 6 hr post ischemia demonstrate more 

benefits than multiple lower doses (1x106 cells) 

administrations (Omori et al., 2008). These 

studies show the feasibility of allogeneic 

transplantation but this issue needs more 

investigations for human trials.  

Even if there are many ongoing clinical trials 

using MSCs as a therapy for stroke, little is 

known about the optimal time window and the 

delivery route of these cells. De Vasconcelos 

Dos santos and colleagues (2010) have studied 

the administration of MSCs at different time 

points after stroke in a thermocoagualation-

induced ischemic stroke rat model. After an 

intra-arterial (i.a.) administration of MSCs 

(3.106 cells), 1 day following stroke, this study 

has shown a motor functional recovery only in 

animals treated with MSCs (de Vasconcelos dos 

Santos et al., 2010). Moreover, another study 

have shown that even 1 month after stroke, 

MSCs could improve functional recovery (Shen 

et al., 2007). These results point out the 

potential of MSCs in promoting functional 

recovery when administered at the acute or the 

chronic stage of ischemic stroke.  

To our knowledge, there are few studies 

investigating, in the same operational 

conditions the effect of several routes delivery 

of MSCs after ischemic stroke. Zhang and 

collaborators (2018) compared the therapeutic 

effects of three different routes of MSCs 

transplantation in cerebral ischemic rats (Zhang 

et al., 2018). In a MCAo model, Zhang and 

collaborators investigated the therapeutic 

effects of an intraveinous (i.v.) (3. 106), i.a. (3. 

106), or intracerebral (i.c.) (5. 105) MSCs 

administration. The results of this study showed 

that irrespective of the administration route, 

MSCs promoted functional recovery and brain 

plasticity after ischemic stroke. However, i.a. 

MSCs administration seemed to promote a 

faster functional recovery, and a superior cell 

proliferation, neurite outgrowth, and 

angiogenesis compared to other administration 

routes (Zhang et al., 2018).  

Other delivery routes have also been 

investigated such as the intrathecal 

administration by lumbar puncture (J. Y. Lim et 

al., 2011), or intranasal delivery of MSCs (J. 

Sun et al., 2015), but the most studied routes are 

i.c., i.v., or i.a. For an optimal cell engraftment 
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and replacement i.c. and i.a. are thought to be 

more effective than i.v. route. However i.a. 

administration may present side effects like 

vascular occlusion and additional cerebral 

damage (Detante, Rome, & Papassin, 2017).  

Unlike molecular neuroprotective agents that 

have to be administered in an ultra-acute stage 

of stroke, the major benefit of cell therapy is the 

possibility to be used during the acute, subacute 

and chronic stages of stroke with 

neuroprotective and neurorestorative effects 

thereby extending the time window of current 

therapies.  

Many clinical studies have assessed and 

confirmed the feasibility and the safety of 

autologous MSCs administration after stroke 

onset (Prasad et al., 2014; Shichinohe et al., 

2017). However, in a cell environment affected 

by stroke the MSCs’ survival is limited due to 

the loss of cell adhesion and the inflammatory 

tissue state (J. M. Lee, Kim, Lee, & Im, 2012). 

Therefore, the emergent therapies are focusing 

on combining ECM-based agents and MSCs to 

improve cell faith and functional recovery.  

Combination of MSCs therapy with ECM 

components in tissue repair 

Several therapeutic strategies aim to enhance 

the MSCs therapeutic potential by its 

combination with an ECM-based therapy to act 

on the MSCs microenvironment. These 

strategies consist of a co-administration of 

MSCs with a hydrogel ECM-based scaffold, or 

with an ECM targeting drug. Combining MSCs 

with an ECM-based scaffolds aims to protect 

and extend the survival the grafted cells 

(Detante et al., 2014). Kim and collaborators 

(2014) have shown that ECM proteins 

(fibronectin and collagen) mimetics can 

enhance the MSCs adherence to an ECM coated 

surface and their proliferation (Ji-Hyun Kim et 

al., 2014).  

Hyaluronic Acid (HA)-based hydrogels have 

also been used in vitro and in vivo to promote 

cell survival and proliferation (Liang, Walczak, 

& Bulte, 2013; Zhong et al., 2010). HA is a 

linear polysaccharide (i.e. a GAG) abundant in 

the brain’s tissue ECM, and plays critical roles 

in ECM stabilization, and cell functions 

regulation. It is one of the most common GAG 

used in hydrogels (Liang, Walczak, & Bulte, 

2013; Zhong et al., 2010). In 2010, Zhong and 

collaborators, have combined a HA hydrogel 

cross-linked with heparin sulfate, to transplant 

stem/progenitor neural cells after stroke. The 

HA-heparin sulfate biopolymer hydrogel 

promoted the survival of neural progenitors in 

vitro and in vivo in the infarct core, with a 

reduction of inflammatory cell infiltration 

(Zhong et al., 2010). 

The HSPG are an interesting tool to potentiate 

MSCs. As a matter of fact, HSPG (i.e perlecan, 

agrin, perlecan, syndecan) interact closely with 

MSCs and the hematopeoitic niches; and are 

key factors for MSCs functions (Papy-Garcia & 

Albanese, 2017). Following tissue injury, the 

destruction of the ECM by different proteases 

during the inflammatory response is a major 

inhibitor event for tissue repair and regeneration 

(Hill et al., 2012). The ECM destruction leads 

to the liberation and the consequent degradation 

of the growth factors stored by HSPG. 
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Moreover, a proper ECM remodeling is 

inhibited by the tissue inflammation leading to 

the continuous activation of different proteases: 

MMPs, endopeptidases, and glycanases 

(Barritault, Desgranges, Meddahi-Pellé, 

Denoix, & Saffar, 2017). The destruction of 

growth factors can alter the tissue homeostasis, 

cell communications, and the stem cells 

engagement for the tissue repair. The HS 

mimetic RGTA®, has been shown to resist to 

glycanases thereby serving as a growth factor 

reservoir by storing and protecting the tissue’s 

growth (Ikeda et al., 2011). The synergetic 

action of the HS mimetic RGTA® and MSCs 

could be of a great interest in tissue repair and 

regeneration. Indeed, a major process in brain 

tissue repair is angiogenesis. On the one hand 

RGTA® have been shown to restore the ECM 

structure and to potentiate the affinity of the 

angiogenic factor the VEGF for its receptor 

(Barritault, Desgranges, et al., 2017; Khelif et 

al., 2018; Rouet et al., 2005). On the other hand, 

MSCs have also been shown to promote 

angiogenesis after stroke onset by inducing the 

expression of VEGF and its receptor (Zacharek 

et al., 2007). Thus, RGTA® may enhance 

MSCs beneficial effects by remodeling the 

ECM, storing and potentiating the growth 

factors, thereby creating a stem cell niche 

(Figure 4).  

Frescaline et al. have also reported the benefits 

of associating the HS mimetic RGTA® to 

MSCs in order to potentiate their proliferation, 

migration and differentiation in vitro 

(Frescaline et al., 2012). These effects are 

dependent on the interaction of FGF-2 and 

FGFR activation. This study concludes that the 

RGTA®, beside its tissue repair priorities, can 

optimize the therapeutic and homing proprieties 

of MSCs’ (Frescaline et al., 2012) (Figure 4). 
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Figure 4: ECM and MSCs interactions follonwing ischemic stroke 

(A) Following stroke, the ECM and the associated growth factors are degraded inhibiting the tissue 
regeneration. (B) In their natural environment, stem cells are surrounded by extracellular matrix and 
interact closely with its components. Following a stroke, a co-administration of mesenchymal stem cells 
and sulfated proteoglycans or glycans mimetics will lead to the reconstruction of the matrix, and thus 
favors the creation of a stem cell niche. (C) As a result, this association potentiates stem cells’ homing 
in the vicinity of the lesion and their beneficial effect in tissue repair. The migration of these stem cells, 
combined with their ability to secrete trophic factors, leads to more effective regenerative effects.   

 FGF-2 and SDF-1 are of a great interest in 

recruiting endogenous stem cells in the CNS. 

Using In vitro, and in vivo models, a HS-based 

hydrogel encapsulated with polyelectrolyte 

complex nanoparticles, effectively delivered 

FGF-2 and SDF-1 promoting neuroprotection 

and animals’ behavior improvement (Jian et al. 

2018). The HS-based hydrogel, loaded with 

FGF-2 and SDF-1 and gradually released; 

modulate the CNS environment and regulate 
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and enhanced the neural stem cell enhanced the 

presence of neural cells precursors and neural 

stem cells homing from the SVZ to both the 

peri-infarction tissue and core area of stroke 

(Jian et al. 2018).  

The beneficial effects of sulfated 

polysaccharides could also be explained by 

SDF-1-induced stem cell mobilization. In 2000, 

Frenette and Weiss demonstrated that the 

administration of sulfated polysaccharides 

induces a rapid hematopoietic progenitor cells 

(HPCs) mobilization (Frenette & Weiss, 2000). 

Later in 2002, Sweeney and collaborators have 

shown in monkeys and mice, an increase of 

plasmatic level of SDF-1 induced by sulfated 

polysaccharides (Sweeney, Lortat-Jacob, 

Priestley, Nakamoto, & Papayannopoulou, 

2002). Moreover, in 2007, Irhimeh and 

collaborators (2007) demonstrated an increase 

of CXCR4+ HPCs human CD34+ cells after 

sulfated polysaccharides administration 

(Irhimeh, Fitton, & Lowenthal, 2007). Finally, 

Bang et al. (2017) showed that stem cell 

migration towards the infarct area is favored by 

CXCR4 expression and is linked to better 

functional recovery in a rat stroke model (Bang 

et al., 2017). These results have a clinically 

relevant importance since it was shown that an 

increase of CD34+/CXCR4+ cells correlates 

with a better neurological and status in acute 

stroke patients after a 6-month follow-up 

(Gójska-Grymajło, Nyka, Zieliński, & 

Jakubowski, 2012).  

Conclusion 

Growing research interest is focusing on the 

role of the ECM in several pathologies such as 

cancer, neurodegenerative, or cardiovascular 

pathologies but also on the role of ECM in 

regenerative therapies. The ECM plays a 

complementary and an essential role with stem 

cells to enhance regenerative therapies 

efficiency. With its reservoir function, the ECM 

constitutes a complex microenvironment 

enriched with cell signaling molecules that 

interact closely with the surrounding cells to 

permit a fine regulation of the cell fate, and 

function. Therefore, the ECM-cell interaction is 

a finely regulated physiological process that has 

to be restored to ensure an optimal tissue 

regeneration process.  
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Abstract  

A number of neurotoxicity associated with oncological treatments has been reported in non-central 

nervous system cancers, including mainly studies on breast cancer. What we learnt from these studies 

is that a multidisciplinary approach is essential to allow progress in the understanding and optimal 

assessment of cognitive dysfunctions during the course of a cancer history. 

An expert group from the International Cancer and Cognition Platform, Reflection Group on Cognitive 

Evaluations in Oncology (GREC-ONCO) and the French-speaking association of Neuro-oncologists 

(ANOCEF) present the state of the art and a guide to help the choice of appropriated tools to assess 

patient cognition in studies on oncology and neurobehavior in animal models. In addition, current 

cognitive rehabilitation programs currently under evaluation are also discussed. 

Oncologists should be aware that cognitive assessments in oncology depend on the research question, 

study design, cognitive domains, patients’ characteristics, psychometric properties of the tests, and 

whether the tests are supervised or not by a neuropsychologist. In routine, batteries of electronic tests 

can be proposed, but several of them are characterized by weak psychometric developments and show 

poor convergent validity when compared with standard pencil-and-paper tests. In order to improve the 

comprehension on the impact of cancer treatments on cognition, new animal models are in development, 

and would in the future include non-human primate models.  

By bringing together the skills and practices of oncologists, neurologists, neuropsychologists, 

neuroscientists, we propose a series of specific tools and tests that accompany the cognitive management 

of non-CNS cancer patients. 

 

Keywords: Cognition, cancer treatments, cancer patients, electronic cognitive tests, animal model, 

behavior, management of cognitive impairment  
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1. Background 

Neurotoxicities associated with oncological 

treatments are frequently observed even in non-

central nervous system (CNS) cancers. 

Chemotherapy, hormonal therapies and targeted 

therapies can induce cognitive impairment in 

some populations of cancer patients. These 

alterations, subtle or moderate in most cases, 

mainly concern memory, executive functions, 

attention and information processing speed and 

can have a negative impact on patient’s quality 

of life (Joly et al. 2015). This phenomenon, also 

named cancer-related or chemotherapy-related 

cognitive impairment (CRCI), has been mainly 

studied in breast cancer patients treated with 

adjuvant chemotherapy (Ahles et al. 2012) and 

some clinical guidelines for survivorship 

including cognitive difficulties care have been 

recently proposed (Runowicz et al. 2016).  

In cancer patients, cognitive functioning can be 

assessed subjectively with self-report 

questionnaires and objectively with 

neuropsychological tests. In most clinical trials, 

objective cognition has been evaluated with 

pencil-and-paper cognitive tests and in 2011, 

the International Cognition and Cancer Task 

Force (ICCTF) published guidelines on 

minimal battery of pencil-and-paper tests usable 

in standard clinical protocols (Wefel et al. 

2011). These standardized tests, requiring the 

presence of a neuropsychologist, have been 

shown sometimes to be replaced by electronic 

tests whose some can be performed by the 

patient himself. Nevertheless, some of these 

electronic batteries do not show currently robust 

psychometric properties. It appears important to 

developed their use and assess their robustness, 

notably by comparing them with traditional 

pencil-and-paper tests, by a neuropsychologist 

who remains the validated way to get a 

diagnosis. 

Due to the potential impact on social, 

professional and/or quality of life (Boykoff et 

al. 2009), the management of these disorders is 

essential. Among existing approaches, the non-

pharmacological one, mainly cognitive 

rehabilitation, appears the most promising 

method (Chan et al. 2015) among various 

cognitive programs which have not yet been 

compared with each other’s. 

Experimental works performed in animal 

models are complementary to clinical studies 

and especially useful to assess the direct impact 

of anticancer agents on cognition regardless of 

the cancer itself, the surgery, anxiety/depression 

and/or additional co-morbidities. It should help 

investigating underlying neurobiological 

mechanisms and the influence of some 

parameters such as stress, mood and aging on 

potential therapy-induced cognitive 

dysfunctions (Dubois et al. 2014; Seigers and 

Fardell, 2011; Winocur et al. 2018).  

In this context, an expert group of 

neuropsychologists, oncologists, geriatrics, 

neurologists, neuroscientists and 

biostatisticians, from the International Cancer 

and Cognition Platform, the Reflection Group 

on Cognitive Evaluations in Oncology (GREC-

ONCO) and/or the French speaking association 

of Neuro-oncologists (ANOCEF), present the 

CRCI state of the art and a guide to help the 
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choice of appropriated tools to assess cognition 

in oncology studies in patients and animal 

models. Cognitive rehabilitation programs were 

discussed and the main propositions of the 

expert groups are presented hereafter. 

 

2. Cognitive assessment in cancer 

patients 

Cognitive assessment and interpretation of 

results in oncology are challenging due to 

various factors and co-morbidities that may 

impact cognitive functioning, such as 

anxiety/depression and fatigue (Lange et al. 

2014).  

The choice of the tests and its’ modalities 

depends on the presence of a neuropsychologist, 

the research question, the study design (control 

group or normative data; study design 

longitudinal or not ± alternate test forms…) 

(Wefel et al. 2011), the assessed cognitive 

domains (e.g. visuospatial abilities with 

androgenic deprivation therapy), the patients’ 

characteristics (e.g. lack of familiarization of 

elderly patient with electronic tools), but also 

the psychometric test properties such as 

reliability and validity.  

 

2.1.  Standard pencil-and-paper tests 

Cognitive assessment in oncology studies needs 

the use of standardized tests, available and 

validated for each language and including 

normative data among the age group of the 

population studied. In complement and based 

on the ICCTF recommendations (Wefel et al. 

2011), the GREC-ONCO proposed, according 

to normative data, to use a more extensive 

battery composed by a core battery of cognitive 

tests and optional tests (Taillia et al. 2015) 

(Table 1). Additional tests or tests varying from 

those proposed by the ICCTF are presented 

below. 

The National Adult Reading test adapted for 

instance in French (fNART) (Mackinnon, 

2005), the Wide Range Achievement Test also 

adapted (WRAT) (Wilkinson and Robertson, 

2006), which is a marker of the pre-morbid 

cognitive level and a proxy of cognitive reserve, 

can be used at study enrollment. The global 

cognitive functioning test Montreal Cognitive 

Assessment (MoCA) is also advocated 

(Nasreddine et al. 2005).  

To assess verbal memory, two tests can be used 

depending on the patients’ age, the follow-up, 

and/or the time available for cognitive 

assessment, e.g. the RL/RI-16 items (Grober et 

al. 1988) or the Hopkins Verbal Learning test 

(HVLT) (Brandt, 1991). The last one, 

recommended by the ICCTF, has few normative 

data in French as in other languages. The Rey’s 

figure delayed recall can be used to assess visual 

memory (Rey, 1959). 

Concerning attention and executive tests, the 

Computerized Speed Cognitive Test (CSCT) 

(Ruet et al. 2013) is recommended. The paper 

version (Digit Symbol) can also be used 

(Wechsler, 2008). The GREC-ONCO proposed 

two verbal fluency tasks (animals and letter P) 

(Godefroy and and the Reflection Group on the 

Evaluation of Executive Functions (GREFEX), 
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2008) instead of the Controlled Oral Word 

Association (COWA) - rarely used in France for 

lexical reasons - questioning the necessity of 

adaptation depending on the country.  

The ICCTF also recommends assessing 

working memory. In this situation, the GREC-

ONCO proposes to use digit and spatial spans 

(Wechsler, 2008; Wechsler, 2009).  

 

2.2.  Electronic cognitive tests 

2.2.1. Electronic cognitive tests used in 

oncology 

Among electronic batteries of cognitive tests 

used in oncology studies with adult patients 

excluding CNS cancer (Table 2), the most 

frequently used are CogTrack, the Cambridge 

Neuropsychological Test Automated Battery 

(CANTAB), CNS Vital Signs, CogState and 

BrainBaseline. They assess various cognitive 

domains pertinent in oncology such as attention, 

processing speed and memory. For each of 

them, patient can perform the assessment 

without professional assistance.  

The Cognitive Drug Research System (CDR), 

or CogTrack, was developed to assess 

cognition in clinical trials. The normative data 

are based on a large sample size (Wesnes et al. 

2016). Psychometric properties have recently 

been described (Wesnes et al. 2017) and this 

battery showed a beneficial effect of modafinil 

on memory speed, episodic memory and 

attention in breast cancer survivors (Kohli et al. 

2009).  

CANTAB  was used in neuroscience research in 

multiple neurological patient populations. 

Moderate correlations with paper-pencil tests 

and low test–retest reliability were found (Lowe 

and Rabbitt, 1998). Some authors concluded 

that there is an adequate assessment of an 

underlying “general” cognitive factor, but that 

measurement of specific constructs, such as 

memory, must be approached with caution 

(Smith et al. 2013). A weak association was 

observed between global deficit score (pencil-

and-paper tests) and CANTAB in colorectal 

cancer patients treated by chemotherapy (Vardy 

et al. 2014). 

CNS Vital Signs includes familiar cognitive 

tests. Test-retest reliability, concurrent validity 

with traditional tests and discriminating validity 

were assessed and showed similar 

characteristics than the traditional 

neuropsychological tests (Gualtieri and 

Johnson, 2006). Nevertheless, compared with 

other electronic batteries including CogState, 

the proportion of scores that met at least 

adequate reliability seems to be lower (Cole et 

al. 2013). CNS Vital Signs should not replace 

the comprehensiveness of traditional 

neuropsychological tests but it can play a role in 

screening or serial assessment (Gualtieri and 

Johnson, 2008). This battery has been used in 

breast cancer patients and in lymphoma 

survivors, showing cognitive functioning 

worsening over the course of chemotherapy 

(Collins et al. 2013) and impaired attention, 

respectively (Krolak et al. 2017).  

CogState was used in phase I to phase IV trials. 

High test–retest reliability was found when 
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participants were assessed over 3 months 

(Fredrickson et al. 2010; Lim et al. 2013). 

Compared with 3 other electronic batteries, 

Cog-State had the highest proportion of scores 

that met adequate reliability (Cole et al. 2013). 

In breast cancer survivors a trend towards 

significance for validity criterion related to 

working memory among 4 assessed domains 

was found (Patel et al. 2017). No statistical 

significance correlation was observed with 

traditional tests (Patel et al. 2017). These results 

could be partly explained by the few cognitive 

impairment found and the small sample size 

(n=26). In breast cancer, during the 5th year of 

treatment, the overall cognitive scores of 

patients receiving tamoxifen had worsened 

compared with those treated with aromatase 

inhibitors (Phillips et al. 2010). A second study 

showed no significant impact of ovarian 

function suppression on breast cancer patients’ 

cognition while a third one assessed the effect 

of cognitive rehabilitation program and showed 

no difference between groups (Bray et al. 2017; 

Phillips et al. 2016).  

BrainBaseline is difficult to evaluate the 

usefulness of this tool due to little information 

available on website. Nonetheless, a study in 

breast cancer survivors showed an association 

between physical activity and executive and 

working memory functioning (Ehlers et al. 

2017).  

 

2.2.2. Electronic cognitive tests used in 

other pathologies 

Other cognitive tests or batteries are frequently 

used notably in clinical context in various 

patient populations. Often presented as 

electronic versions of traditional pencil-and-

paper tests they require professional assistance 

(Table 3, non-exhaustive list).  

Several Wechsler batteries, such as the 

Wechsler Adult Intelligence Scale-IV (WAIS-

IV  (Wechsler, 2008)) and the Wechsler 

Memory Scale (WMS-IV (Wechsler, 2009)), 

are available in a digital platform, Q-interactive. 

The WAIS-IV was developed to provide a 

measure of cognitive ability (4 scales) and the 

WMS-IV focuses on the assessment of memory 

(various indexes, Table 3). Equivalence studies 

between the traditional and electronic versions 

were conducted in healthy subjects (Daniel, 

2012; Daniel, 2013) but there is no data in 

patients. 

The electronic version of the MoCA 

(Nasreddine et al. 2005), a cognitive screening 

test, is available. eMoCA is very similar to the 

paper version with some additional features 

(instructions of presented onscreen, 

computation of the execution time, etc.). The 

comparison between electronic and paper 

version is ongoing. 

The d2 is a test frequently used to assess 

attention (Brickenkamp, 1998). An electronic 

version of the revised version (d2-R) is 

available. Normative data of this test exist on a 

large sample however the electronic version did 

not include subjects aged ≥55 years 

(Brickenkamp et al. 2015). The manual of the 
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editor contains reliability data but not validated 

data (Brickenkamp et al. 2015). 

The Computerized Speed Cognitive Test 

(CSCT) assesses processing speed similar to 

the digit/symbol substitution of the WAIS Digit 

Symbol or the Symbol Digit Modalities test 

(Ruet et al. 2013). It allows limited effect 

related to practice due to the generation of new 

keys and forms at each session and to instant 

classification of scores according to normative 

values.  

 

2.3.  Phone based cognitive assessment 

Recently, a study on cognitive training in breast 

cancer patients used a phone based cognitive 

assessment testing (Damholdt et al. 2016). 

Phone based tests are usually completed with 

the supervision of a professional (paced 

auditory serial addition test, Rey auditory verbal 

learning test, digit span forwards, digit span 

backwards, digit ordering, letter fluency, etc.). 

To reduce risk of cheating, the participants were 

instructed not to take notes, and the assessors 

registered any signs of cheating.  

 

3. Cognitive assessment in animal 

models 

Although clinical observations are essential for 

establishing the role of combinatorial 

chemotherapy and new anti-cancer therapy, 

they will not make it possible to establish a 

direct physiopathological link of causality 

between chemotherapeutic molecules and the 

appearance of the cognitive dysfunctions 

observed during longitudinal follow-up of 

patients. The use of animal models allowed 

evaluation of the direct impact of cancer therapy 

on cognitive functions and its interaction with 

factors such as aging and emotional status 

(Dubois et al. 2014; Lee et al. 2006; Reiriz et 

al. 2006). 

Thus, the behavioral approach used corresponds 

to selected behavioral tests focusing on tasks 

dependent on the hippocampus and the 

prefrontal cortex, in addition to the spontaneous 

activity and emotional reactivity 

(supplementary material).  

The open field test assesses rat or mouse 

spontaneous activity through recording of their 

natural behavior towards an inherent fear of 

empty, new and open space. This test helps 

detecting potential toxicity and well-being, 

evaluating anxiety-like behavior.  

 

3.1.  Hippocampus and prefrontal cortical 

cognitive tests 

Cognitive assessment in chemotherapy-treated 

animals involves standardized cognitive tests 

evaluating cognitive functions related to the 

hippocampus and the prefrontal cortex. The 

recent ICCTF preclinical recommendations 

proposed battery of standard operating 

Procedures for behavioral tests in rodents 

(Winocur et al. 2018).  

The Morris water maze (MWM)  addresses 

context-dependent spatial learning and memory 

(de Toledo-Morrell et al. 1984), but also 

behavioral flexibility (Morris, 1984).  



ANNEXE 3 

 

278 
 

The contextual fear conditioning test assesses 

non-spatial memory through the ability to learn 

basic associations involving the functioning of 

the hippocampal memory (contextual fear 

conditioning), basic conditioning related to the 

amygdala (cued fear conditioning), and the 

learning of suppressing a fear response once it 

has been learned (Anagnostaras et al. 1999).  

The novel object recognition test (NOR) is 

also used to assess short-term and long-term 

memory (working or prefrontal or hippocampal 

memory function) (Ennaceur and Delacour, 

1988). This task measures the preference of 

animals to detect and explore a new object 

compared with familiar ones in their 

environment.  

 

3.2.  Emotional reactivity tests 

Preclinical research should help to take-into 

account co-occurring symptoms associated with 

chemotherapy, and their relationship to 

cognitive performance. In rodents, 

emotionality, stress-related responses, 

motivation or impulsivity/risk assessment have 

been tested reliably in the neuroscience field. 

The elevated plus maze evaluates anxiety-like 

behaviors (in a forced situation) (Lister, 1987) 

by requiring the animal to choose between 

secure parts of the maze (two enclosed arms) 

and aversive parts of the maze (open arms).  

Other reliable tests for measuring aspects of 

emotional reactivity in rodents include the 

forced swim test (FST) (Castagne et al. 2009), 

which measures immobility in inescapable 

stressful situations and models depressive-like 

behavior or the tail suspension test (TST) 

(Steru et al. 1985) an alternative to the forced 

swimming test in mice.  

 

3.3.  Non-human primate model 

Non-human primates might be considered the 

species of choice to study anticancer therapy-

induced cognitive deficits because of 

similarities with human in terms of general 

physiology, brain structure and metabolism, 

grey to white matter ratio, immune system, and 

behavioural repertoire. Complex cognitive 

behaviours in the marmoset (Callithrix jacchus) 

have been investigated, using manual (Marshall 

et al. 2003; Roberts and Wallis, 2000) as well 

as automated touch screen systems such as the 

CANTAB  (Spinelli et al. 2004). As a result, it 

has been shown that marmosets are able to be 

trained at a high and stable level of 

performances on a variety of cognitive tasks (Le 

Gal et al. 2017), thus sustaining future 

development with these non-human primate 

models. 

 

4. Cognitive training in cancer patients 

and other pathologies 

Although there are still no preventive 

interventions, different methods of managing 

cognitive impairment are being assessed: 

pharmacological, physical, behavioral and 

cognitive ones. Among these approaches, 

cognitive rehabilitation appears most promising 

(Chan et al. 2015). Cognitive management 

exists both through electronic programs (which 

can be performed by the patient alone) or via 
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internet platforms providing cognitive training 

at home and enabling to be coached by a 

professional. Overall, the first outcomes of 

cognitive management studies based on small 

cancer patient samples, showed an 

improvement of cognitive complaints rather 

than performances on cognitive tests (Table 4). 

 

4.1.  Cognitive training based on electronic 

program 

The use of electronic cognitive training 

programs makes it possible to have a precise 

follow-up of the patient performances and to be 

able to standardize the support. Among the tools 

available, the most common are 

BrainHQ/InSight®, LUMOSITY® and 

HAPPYNeuron®. All are available in several 

languages, allowing cross-language 

comparisons. 

 

4.1.1. Electronic training in oncology  

BrainHQ/InSight® is a learning program 

based on the neuroplasticity model to improve 

processing speed. It has been mainly used in 

healthy adults, elderly adults and schizophrenia 

patients. These benefits were assessed in a large 

randomized study in cancer survivors showing 

a decrease in cognitive complaints without 

benefits on objective tests (Bray et al. 2017). 

LUMOSITY®  has been developed partly from 

neuropsychological tasks. It has been mainly 

used in older adults. First results have also been 

published in breast cancer survivors and showed 

improvement of executive functions, processing 

speed and executive complaints (Kesler et al. 

2013a).  

HAPPYNeuron® program has been developed 

by a team of neurologist, speech therapists and 

psychiatrics and proposed varied exercises. A 

study in breast cancer survivors did not show 

significant effect on cognitive complaints but 

objective performances of verbal learning and 

working memory improved from 5 months after 

training (Damholdt et al. 2016). 

Other electronic trainings were currently 

proposed in other pathologies including 

RehaCom® or Cogmed but not yet in 

oncology. 

 

4.2.  Cognitive training in oncology without 

electronic program 

Regarding the non-electronic cognitive 

rehabilitation programs used in oncology, the 

problem resides in the small sample of cancer 

patients, even if they allow improving cognitive 

complaints and objective performances for at 

least one score or one domain. 

The Memory and Attention Adaptation 

Training (MAAT)  was based on cognitive-

behavioral therapy and aimed to enhance cancer 

patients’ skills for self-managing and coping 

with cognitive impairment in daily life. Results 

showed that patients improved in verbal 

memory performances and some aspects of 

quality of life after intervention (Ferguson et al. 

2007; Ferguson et al. 2012).  

A second program Promoting Cognitive 

Health Program consists in individualized 
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face-to-face education and focused on changing 

dysfunctional cognition and maladaptive 

behaviors and on developing problem-solving 

and coping skills, to play a role in the prevention 

of cognitive decline. A pilot study showed 

benefits in breast cancer patients undergoing 

chemotherapy on objective and subjective 

cognition (Park et al. 2017). 

Programs of group-based cognitive 

rehabilitation  also exist. The one used by 

Cherrier and colleagues (, 2013) included 

consecutive workshop sessions which included 

memory aids as well as development of memory 

skills and one session on mindfulness 

meditation. In cancer survivors, improvement 

on attention and cognitive complaints were 

observed after intervention. 

A second program, Responding to Cognitive 

Concerns (ReCog), was based on a group of 

self-regulatory cognitive rehabilitation 

(Schuurs and Green, 2013). The program was 

composed by sessions focusing on 

psychoeducation, and followed by a thematic 

group discussion. The second half of each 

session emphasized developing and applying 

skills. A feasibility study in cancer survivors 

was followed by a randomized trial showing 

that the rehabilitation group increased only 

performance in TMT A and in one subscale of 

cognitive complaints questionnaire (King and 

Green, 2015). 

Another program was based on 

psychoeducation and home cognitive 

exercises (Ercoli et al. 2013). It includes group 

session of education, technique instruction, in-

class and homework exercises and goal setting. 

In breast cancer survivors, a significant effect 

was observed on cognitive complaints and 

memory functioning (Ercoli et al. 2015). 

Advanced Cognitive Training for Independent 

and Vital Elderly (ACTIVE ®) consisted in a 

memory training (Jobe et al. 2001) based on 

memory strategies and exercises on small group 

dedicated to elderly. A randomized study in 

breast cancer survivors compared the use of 

ACTIVE and INSIGHT program (processing 

speed training only) and showed broader 

benefits on cognitive complaints, memory and 

processing speed performance with the latter 

program (Von Ah et al. 2012). 

 

5. Contributions of the cognitive 

training with animal model 

The current core of data obtained in preclinical 

models should help testing and investigating 

strategies of intervention and prevention of 

cancer therapy-induced cognitive deficits. For 

example, based on the clinical studies 

previously showing that physical activity 

improves quality of life and cognitive 

functioning, two main studies demonstrated in 

rats that physical exercise improves 

neurogenesis and cognitive functions altered by 

chemotherapy (Fardell et al. 2012; Winocur et 

al. 2014).  

 

6. Propositions for cognitive study in 

oncology 
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The multidisciplinary group aimed at discussing 

and proposing the most relevant tools including 

the use of new electronic batteries of tests to 

apply to cancer patients and to use in animal 

models to assess cognitive dysfunctions 

induced by treatments.  

6.1.  Cognitive assessment in patients 

Cognitive assessment in oncology studies 

depends on the research question, the study 

design, the cognitive domains, patients’ 

characteristics, the psychometric properties of 

the tests but also the presence of a 

neuropsychologist, essential to make the 

interpretation of results. The propositions are 

presented as followed: 

a) Memory, processing speed and 

executive functions, which are most impaired 

domains after cancer treatments (Joly et al. 

2015), should be evaluated systematically.  

b) Cognitive assessment should as far as 

possible be performed by a neuropsychologist, 

using validated and standardized cognitive 

tests, able to make appropriate feedback to 

patients and potentially dissociating cognitive 

impairment due to cancer treatments to those 

related to different etiology.  

c) For the use of pencil-and-paper tests, 

tests should be available and validated in each 

national language and exhibit normative data. 

For example, for patients speaking French, the 

first choice should be the battery proposed by 

the GREC-ONCO, based on ICCTF’s 

recommendations (Wefel et al. 2011) and 

according to normative data. The electronic 

versions of traditional pencil-and-paper tests 

can also be used (Table 3), with the advantage 

to have a more precise measure of the reaction 

time and an automatic calculation of raw scores 

or even z-scores. 

d) In the absence of a neuropsychologist, 

studies can include a screening cognitive 

assessment and an evaluation of cognitive 

complaints (Figure 1). Some batteries of 

electronic tests could also been proposed. Some 

of them are relatively weak in terms of 

psychometric development but some have been 

used in cancer clinical trials, from which 

CogState has been validated in oncology. More 

studies using these electronic batteries should 

be conducted to assess their sensitivity and 

specificity and to assess relationship with 

standard neuropsychological tests. With the 

self-administration of tests, feedbacks to 

patients are necessary with a suitable manner. 

This approach also needs follow-up screening 

of cognitive difficulties. The disadvantages to 

these batteries also include the lack of 

familiarization for some patients with electronic 

tools, especially older patients. Even so, these 

electronic cognitive batteries (Table 2) could be 

used for large database implementation. They 

present the advantage of having little verbal 

material, thus reducing the impact of the 

practice in longitudinal studies with repeated 

assessment.  

e) Cognitive assessment performed by 

phone, based on tests with known psychometric 

properties, could be an alternative to electronic 

tests performed without a neuropsychologist, 

even if cautions should be taken to reduce the 

risk of cheating by taking notes.  

f) Cognitive complaints are not always 

related to performances in cognitive tests, but 
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they are frequently associated with 

psychological factors (Hutchinson et al. 2012). 

For this reason, these factors should be 

systematically assessed among patients with 

cognitive complaints to better identify the 

origin of the difficulties and potentially propose 

specific care. 

 

6.2.  Cognitive training in cancer patients 

Among the methods of management of 

cognitive difficulties, the non-pharmacological 

approach shows the best benefit (Chan et al. 

2015). All interventional studies reported in this 

review demonstrated cognitive complaints 

improvement; however their effect in objective 

cognitive performances is less clear. Cognitive 

management studies should include a control 

group with a different kind of cognitive training, 

or combine alternative approaches like physical 

activity, mindfulness based cognitive therapy or 

programs used in other diseases.  

Further research is needed about the length of 

training program, to question whether the 

duration of 4-12 weeks is sufficient to maintain 

benefit on cognition. All these programs need 

standardization, more specifically when non-

electronic ones are used.  

In any case, professional assistance is strongly 

encouraged. Indeed, if patients with difficulties 

are following the program alone, some 

exercises could spark off stress or decrease self-

confidence. Furthermore, for studies focusing 

on elderly patients, who are less familiar with 

electronic tools, feasibility and acceptance rate 

on cognitive training with electronic interface 

need to be assessed. 

 

6.3.  Cognitive assessment with animal 

model 

To explore and verify potential cognitive 

impacts of cancer treatments in animal models, 

a battery of cognitive and emotional tests are 

likely recommended (Winocur et al. 2018). It 

should include reliable tests of memory and 

executive functions related to hippocampal and 

prefrontal cortex dysfunctions, e.g. MWM and 

NOR (Table 4). The NOR appears interesting in 

the sense that it can be used to evaluate the 

impact of cancer/treatments in a longitudinal 

way, without bias due to test and retest 

procedures on the same animals. Anxiety-like 

and resigned-depressive like behaviors should 

be tested systematically, such as elevated plus 

maze and FST (Table 4), to evaluate cancer 

therapy because emotional status i) may be 

directly impaired by the neurobiological 

mechanism of chemotherapy and thus 

consequently would interfere with cognitive test 

evaluations and ii) can constitute a risk factor 

predictive of chemotherapy-induced cognitive 

dysfunctions. 

Thus more studies should be directed to better 

adapt the dose of chemotherapy regimen, the 

combination of diverse chemotherapy currently 

in use in clinical protocols (FOLFOX, Folfiri, 

FEC, etc…), potential toxicities in animals and 

also to adjust the delay between last treatment 

injection and the behavioral experiments. Thus, 

it is likely that investigation of learning memory 
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or behavioral flexibility should be investigated 

at different time post-treatment corresponding 

to different mature status of new produced 

neurons.  

Until now, it is interesting to note that from the 

animal model literature, few evidence indicate 

that anxiety and depressive-like behaviours can 

be directly affected by chemotherapy, but some 

confounding factors such as age should be taken 

into consideration. In addition, new targeted 

therapy such as kinase inhibitors or new 

hormone therapy, may interfere with emotional 

reactivity, and as a consequence, impact the 

results of cognitive tests. For instance, patients 

treated with some hormone therapy may suffer 

from fatigue, while cognitive impairment is 

currently assessed in clinical trials (Lange et al. 

2017). A pre-clinical study can be proposed by 

adapting the animal model by working on aged 

animals, bearing a tumor and treated by 

hormonotherapy after surgery, to better 

understand the physiopathology of “fatigue” or 

cognitive impairment, in side of the cancer itself 

and/or the co-morbidities, confounding aspects 

in clinical trials.  

According to research question, if the animal 

model should assess higher-order executive 

functions, the non-human primate model, such 

as the marmoset model, have the advantage to 

have cognitive skills which cannot be evaluated 

in other species. Moreover, the 

pharmacokinetics and pharmacodynamics in 

primates are often very different from those in 

rodents, thus placing marmoset as a reasonable 

intermediate model to examine the effects of 

anticancer therapies on cognitive performances 

on brain functions with the same noninvasive 

neuroimaging techniques used in the clinic.  

 

6.4.  Perspectives 

In addition to development of cognitive 

assessment with electronic battery of tests, 

virtual reality is another promising approach for 

assessment and training because it is more 

ecological. Since cognitive complaints are 

frequent, some other cognitive domains than 

those monitored by ICCTF and GREC-ONCO 

batteries can be investigated such as prospective 

memory or social cognition.  

Methodological quality of clinical trial on 

cognitive management could be improved by 

comparing cognitive programs and different 

management approaches, such as cognitive 

training and physical activity or multimodal 

approaches. 

The recommendation is to favor more 

sophisticated preclinical animal models 

mimicking the longitudinal course of the cancer 

treated patients should now include stress and 

anxiety prior to tumor 

transplantation/development, anesthesia and 

surgery, and then chemotherapy and/or new 

cancer therapy administration, also based on 

different development stages (juvenile, young 

and aged), including both sex. It will greatly 

help to understand and evaluate the transitory or 

long-term impact on cognition of the cancer 

situation and to test and evaluate 

pharmacological or ecological rehabilitation 

strategies.  
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Supplementary material: Table: Common cognitive/emotional test in rodent animal models. Modified 

and adapted from Winocur et al., 2018 
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COMPÉTENCES DETAILLÉES 

In vivo : Modèle animal et humain 

 MANIPULATIONS ANIMALES ET ANALYSES COMPORTEMENTALES 

Souches animales utilisées :  

 Souris transgéniques APPswe/PSIde9  

 Souris Wild Type (C57J, BALB/c) 

 Rats Srague Dawley  

 Rats SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) 
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 Marmouset Commun (Callithrix jacchus) 
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 A esth sie pa  i halatio  d’isoflu a e  
 Administration de traitement par injection : voie intrapéritonéale, intra-
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 Méthodes de mise à mort : su dose d’a esth si ue pe to a ital, isoflurane), 
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 Mesure de la Latéralisation : Corner test, Test du cylindre 

 Mesure de l’Extinction tactile : Test de l’adh sif 
 Mesure de la Fatigue musculaire : Test de la planche inclinée 

 

Chez le marmouset : 

 Mesure de Déficits sensori-moteurs : Score neurologique, Test de l’es alie  

 Mesure de Déficits sensitifs : Test de stimulation tactile 

 Mesure de la Mémoire de travail : Delayed Matching to Position 

 Mesure des Fonctions éxécutives : Test du o tou e e t d’o jet 

 Mesure de l’Héminégligence : Six tubes choice test 
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 Mesure de l’Extinction tactile : Test de l’adh sif 
 Initiation au Monkey CANTAB (Cambridge Neuropsychological Test Automated 

Battery) 
 

Échelles psychométriques chez l’Ho e : 

 Mesure du seuil olfactif et des apa it s d’ide tifi atio  d’odeu s: Test des 
S iffi ’ Sti ks 

 Mesu e de l’Anxiété : échelle STAI-Y (State-Trait Anxiety Inventory) A et B (État et 
Trait) 

 Mesu e de l’Alexithymie : échelle TAS-20 (Toronto Alexithymia Scale) 

 Mesure du niveau de Dépression : échelle de Beck (BDI-II : Beck Depression 
Inventory) 

 Mesure de préférence de Régulation émotionnelle spontanée : questionnaire 
ERQ (Emotion Regulation Questionnaire) 

 Mesure du ressenti subjectif de la régulation émotionnelle : échelle du SAM (Self 
Assessment Manikin) 
 

 IMAGERIE CEREBRALE  

Imageurs :  

 Imageur petit animal 7-Tesla (Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany) (rat et 
marmouset) 

 Imageur 3-Tesla (GE Healthcare Signa, Milwaukee, États-Unis) (Homme) 
 

Séquences utilisées :  

 Diffusion Tensor Imaging (marmouset) 

 Angiographie (TOF 2D FLASH) (marmouset) 

 Séquence anatomique T2 (rat et marmouset) 

 T2* (marmouset) 

 IRMf (Homme) 

  

Ex vivo : Analyse du tissu cérébral 

Fixation des tissus et prélèvements : 

 Perfusion intra-cardiaque pour fixation des tissus au paraformaldehyde  

 Prélèvement de cerveaux  

 Prélèvement sanguin intra-cardiaque 
 

Biochimie|Western Blot :  
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 Semi- ua tifi atio  du peptide β-amyloïde et de la microglie dans ses différents 
tats d’a tivation : 

o Microglie active et quiescente (marqueur Iba1) 
o État d’a tivatio  M  p o-inflammatoire (marqueur CD-68) 
o État d’a tivatio  M  a ti-inflammatoire (marqueur CD-206) 

 

Microscope à épifluorescence avec ApoTome et Immunofluorescence:  

 Étude des plaques a loïdes a uage des peptides β-amyloïde) 

 Étude de la neuroinflammation (marquage des cellules microgliales avec Iba1) 

 Étude la la neurogenèse (marquer DCX doublecortine) 

 Étude l’a tivit  eu o ale a ueu  c-Fos) 

 

In silico : Logiciels scientifiques 

 Image J | Analyse et traitement des acquisitions en microscopie et en IRM: 

Colo alisatio  de t iple a uage, p ise de li h  e  p ofo deu  da s l’a e-z, amélioration 

du contraste et de la visibilité, comptage et calculs volumétriques des cellules marquées.  

Compilation des images IRM, seuillage et atio  de as ues, e t a tio  d’i ages, 
al uls volu t i ues et d’i te sit  de g is de gio s d’i t ts.   

 Ethovisio  ™ | E registre e t, localisatio  et a al se des co porte e ts a i au  
(Noldus) 

Conception de od les d’e p i e tatio s, de lo alisatio  et d’a al se pou  esu e  des 
o po te e ts d’i t t late e, f eezi g, a tivit ….  

 R, Statistica | Logiciels de traitements statistiques 

Vérification des paramètres de normalité des données, tests paramétriques et non-

paramétriques, corrections post-hoc, corrélations… 

 BrainVoyager QX 2.8.4 ™, SPM™| Traitement et analyse des données IRMf 

T aite e t des i ages ales lissage, o e tio s de ouve e ts… , adaptatio  des 
données anatomiques et fonctionnelles aux coordonnées Talairach, pre-processing, 

analyses statistiques (t-map, contrastes, anova) 

 Talairach Client  

Identification des régions cérébrales à partir de leurs coordonnées Talairach 
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COMMUNICATIONS SCIENTIFIQUES 

Publications  

 Revue en premier auteur publiée en Juillet 2017 dans Behavoural Brain Research : 

Assessment of behavioural deficits following ischaemic stroke in the marmoset 

Rozenn Le Gala, Myriam Bernaudina, Jérôme Toutaina, Omar Touzania,* 

aNormandie-Univ, UNICAEN, CEA, CNRS, ISTCT/CERVOxy group, Caen, France.  

*Corresponding author: Omar Touzani, ISTCT, CYCERON, Bd Becquerel, BP5229, F-14074 CAEN, France. 

Phone: 33-2-31-47-02-73; fax: 33-2-31-47-02-22. E-mail: touzani@cyceron 

 Article en co-auteur soumis à Acta Biomaterialia  :  

Combining a heparan sulfate mimetic with mesenchymal stem cells enhances neuroprotection 

and functional recovery following ischemic stroke 

Yacine KHELIF1, Rozenn LE GAL1, Charlène RENOULT1, Jérôme TOUTAIN1, Marie-Sophie 

QUITTET1, Carole BRUNAUD1, Laurent CHAZAVIEL1, Didier DIVOUX1, Xavier LAFFRAY2, Nina 

HENRY3, Franck CHIAPPINI3, Jérôme LEVALLET1, Dulcé PAPY-GARCIA2, Denis 

BARRITAULT 2,3, Omar TOUZANI1*, Myriam BERNAUDIN1*  

 
1 Normandie Université, UNICAEN, CNRS, CEA, ISTCT/CERVOxy group, GIP CYCERON, 14000 Caen, 

France 
2 CRRET (EA 4397/ERL CNRS 9215), Université Paris-Est, Université Paris Est Créteil, 94010 Créteil, France. 
3 Société OTR3, 4 rue Française, 75001 PARIS, France. 

*Authors contributed equally to this work 

Corresponding author: bernaudin@cyceron.fr 

 Revue en co-auteur pour soumission à  Journal of Cerebral Blood Flow :  

Interest of combining extracellular matrix and mesenchymal stem cells-based therapies for 

ischemic stroke: a focus on heparan sulfate proteoglycans 

Yacine KHELIF1, Rozenn LE GAL1, Jérôme LEVALLET1, Charlène RENOULT1, Denis 

BARRITAULT 2, Omar TOUZANI1#, Myriam BERNAUDIN1#  

1 Normandie Univ, UNICAEN, CNRS, CEA, ISTCT/CERVOxy group, GIP CYCERON, 14000 Caen, France 

2 Société OTR3, 4 rue Française, 75001 PARIS, France. 
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# Authors contributed equally to the work 

Corresponding author: bernaudin@cyceron.fr 

 Revue en co-auteur publiée en Septembre 2019 dans Biobehavioural Review :  

How to assess and manage cognitive impairment induced by treatments of non-central 
nervous system cancer 

Marie Lange1,2,3, Hélène Castel3,4, Johan Le Fel5, Laure Tron3,6, Didier Maillet7,8, Myriam Bernaudin9, 

Omar Touzani9, Joy Perrier10, Mathieu Boone11, Idlir Licaj2,3, Bénédicte Giffard3,10, Martine Dubois4, 

Olivier Rigal5,12, Thomas Durand13, Catherine Belin7, Damien Ricard13, Rozenn Le Gal9, Véronique 

Pancré14, Isabelle Hardy-Léger15, Florence Joly*1,2,3,16 

1 Clinical Research Department, Centre François Baclesse, 14000 Caen, France  
2 INSERM, U1086, ANTICIPE, 14000 Caen, France 
3 Cancer & Cognition Platform, Ligue Contre le Cancer, 14000 Caen, France 
4 Normandie Univ, UNIROUEN, INSERM, DC2N, 76000 Rouen, France, Institute for Research and Innovation in 
Biomedicine (IRIB), 76000 Rouen, France 
5 Care Support Department, Centre Henri-Becquerel, 76000 Rouen, France  
6 University Hospital of Caen, 1400 Caen, France 
7 Neurology Department, Hôpital Saint Louis, 75000 Paris, France 
8 Laboratoire PSITEC, EA 4072, UFR de Psychologie, Université de Lille, 59000 Villeneuve d'Ascq, France 
9 Normandie Université, UNICAEN, CEA, CNRS, ISTCT/CERVOxy Group, GIP Cyceron, 14000 Caen, France 
10 Normandie Univ, UNICAEN, PSL Research University, EPHE, INSERM, U1077, CHU de Caen, Neuropsychologie 
et Imagerie de la Mémoire Humaine, 14000 Caen, France 
11 Medical Oncology Department, University Hospital, 80000 Amiens, France 

12 Medical Oncology Department, Centre Henri-Becquerel, 76000 Rouen, France  

13 UMR MD4 8257 CNRS, University of Paris Descartes, SSA, 75006 Paris, France 
14 Cancéropôle Nord-Ouest, 59000 Lille, France 

15 NeuroHIV Rehabilitation Unit, CHU de Bicêtre, APHP, 94275 Le Kremlin Bicêtre, France 

16 Medical Oncology Department, CHU de Caen, 14000 Caen, France 

*Corresponding author: Pr Florence Joly, Clinical Research Department, Centre François Baclesse, 3 
avenue du Général Harris, F-14076 Caen Cedex 05, Phone: +33 231 45 53 97, Fax: +33 231 45 50 97, 
E-mail: f.joly@baclesse.unicancer.fr 

 

Vulgarisation scientifique  

 Fête de la science, Caen, octobre 2016 

 Fête de la science, Caen, octobre 2017 

 Fête de la science, Caen, octobre 2018 

 Festival de l’e elle e o a de FENO , av il 9 

 

mailto:f.joly@baclesse.unicancer.fr
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Congrès et rassemblements scientifiques  

 Jou es de l’ ole do to ale – Le Havre, mars 2017 

 Jou es de l’ ole do to ale – Caen, mars 2019 

 4th INT international conference : "The Marmoset in Neurosciences " – 

Marseilles, mars 2018 

 École thématique TRANSMEM : Cerveau et mémoire, concepts et approaches 

transdisciplinaires – Porquerolles, avril 2017 

 

Communication affichée :  

 P se tatio  de poste  au  jou es de l’ ole do to ale 9 :  

The common marmoset as a relevant model for ischemic stroke studies 

Rozenn Le Gal, Jérôme Toutain, Myriam Bernaudin, Omar Touzani 

 Premier prix du public 

 

 

 

 



 

 

POTENTIEL THERAPEUTIQUE D’UN AGENT DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE APRES UNE ISCHEMIE CEREBRALE : QUELS EFFETS SUR LA 

PROTECTION DU TISSU ET LA RECUPERATION FONCTIONNELLE ? ÉTUDE CHEZ LE RAT ET LE MARMOUSET COMMUN 

L’AVC is h i ue est u  p o l e de sa t  pu li ue ajeu , ep se ta t la p e i e ause d’ha di ap a uis 
hez l’adulte ai si ue la deu i e ause de o talit  da s le o de. A e jou , les seuls t aite e ts dispo i les 

sont la thrombolyse et la thrombectomie, mais appliqués à une minorité de patients. En dépit de nombreuses 

tudes alis es hez l’a i al et hez l’Ho e, la e he he de ouvelles th apies eu op ote t i es et 
eu o g at i es pou  l’AVC a u ule les he s. Pou  aug e te  les ha es de translation, des comités 

d’e pe ts i ite t la e he he p li i ue à i t g e  des fa teu s de is ues de l’AVC au  tudes. Ils 
e ou age t gale e t l’utilisatio  de p i ates o -humains afin de valider les résultats obtenus au préalable 

chez le rongeu  ava t toute te tative de t a slatio  hez l’Ho e.  
Au cours de ces travaux de thèse, nous nous sommes intéressés aux effets thérapeutiques du RGTA 

(ReGeneraTing Agent) chez divers modèles animaux : le rat normo- et hypertendu, ainsi que chez le marmouset 

commun.  

Les sultats o te us i di ue t ue le RGTA pe et de p ot ge  le tissu al à la suite d’u e is h ie hez 
le rat normotendu. De plus, lorsque ce traitement est combiné à une thérapie cellulaire à base de cellules 

souches mésenchymateuses, il offre également une neuroprotection et une amélioration de la récupération 

fo tio elle hez le at attei t d’h pe te sio  a t ielle. Toutefois, la dose du RGTA test e hez le a ouset 
ne nous a pas permis de valider son efficacité après ischémie cérébrale chez cette espèce. Des études 

supplémentaires avec de nouveaux paramètres sont donc nécessaires.    
 

THERAPEUTIC POTENTIAL OF A NEW MATRIX-BASED THERAPY FOLLOWING ISCHEMIC STROKE: ASSESSMENT OF NEUROPROTECTIVE AND 

REGENERATIVE EFFECTS ON RODENTS AND COMMON MARMOSET 

Cerebral ischemic stroke is a devastating neurovascular disease worldwide. It is the leading cause of adult 

disability and the second cause of mortality in the world, making this pathology a public health priority. 

Nowadays, only thrombolysis and thrombectomy therapies are available to reduce ischemic outcome. However, 

they are applied to a minority of patients. So far, many therapeutic approaches to ameliorate ischemic stroke 

have been promising in animal studies but failed when transferred to the clinical situation. In order to improve 

successful translation from bench to bed, comity experts encourage the integration of comorbidity factors, such 

as arterial hypertension, in preclinical studies, as well as the use of higher order species such as non-human 

primates.  

Here, we have evaluated the therapeutic effects of a matrix-based therapy, RGTA (ReGeneraTing Agent) on 

several animal models: normo- and hypertensive rats, together with common marmoset. 

The results demonstrate that RGTA protects brain tissue in normotensive rats following ischemic stroke. 

Moreover, when this treatment is combined with a cellular therapy based on mesenchymal stem cells, it confers 

a neuroprotection accompanied with a better functional recovery in rats with arterial hypertension. However, 

the therapeutic potential of RGTA, at the dose tested, was not successfully validated in common marmoset. 

Thus, further investigations with new parameters are required.  

 

MOTS CLEFS : Ischémie cérébrale, RGTA, Matrice extracellulaire, Marmouset, Cellules souches 

mésenchymateuses, Neuroprotection, Récupération fonctionnelle, Hypertension artérielle, Cognition 

ADRESSE DU LABORATOIRE :  ISTCT UMR 6030, équipe CERVOxy 

 GIP CYCERON 

 Boulevard Henri Becquerel, BP 5229 

 14074 Caen Cedex 5 


